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PALMA Z., T. 1988. Estudio morfogénico de cacao (Theobroma
cacao L.) empleando embriones haploides. Tesis Mg.
Sc., Turrialba, Costa Rica, CATIE. p 110.

Palabras claves: Theobroma cacac L.,rescate de embriones,
haploidia, callos, organogénesis, em-
briogénesis asexual, esalles, suspensiones
celulares.

RESUMEN

El presente estudio se realizé en Unidad de
Biotecnologia del Programa de Mejoramiento de Cultivos
Tropicales del CATIE, Turrialba, Costa Rica con el fin de
establecer la metodologia necesaria para el rescate de
embriones provenientes de semillas aplanadas de cacao,
considerada una fuente de haploidia y su caracterizacién
morfolégica, ademas estudiar la aplicacién del cuttivo in
vitro en la micropropagacion de cacao utilizando cotiledones
provenientes de éstas semillas a través del calla vy
suspensiones celulares. Para los efectos se estudid ia
respuesta morfogénica de ejes embrionales de los hibridos
EET-85 X SCA-8 y POUND-7 X UF-613. Estas esiructuras que se
aproximan a los embricnes proverientes de senmillas aplanadas
permitid determinar como. medio apropiado las sales MS
suplementado con {mg'l*l): tiamina~HC! 1, piridoxina-HCL 1,
acido nicotinico 1, glicina 4, inositol 200, glutamina 200,

caseina hidrolizada 200, sacarosa 40000 y gel rite 1500.

l.os embriones fueron mantenidos en incubacién a una

temperatura 27*3 v un fotoperiodo de 16 horas.
b



temparatura 27%3 y un fotoperiodo de 16 horas.

El porcentaje de plantulas desarrolladas fue muy variable y
los valores fluctuaron de 16 a 87 %. Los embriones y plantu-
"las se caracterizaron como tipos morfolégicamente que se co-
rrelacionaron con los tipos de haploides existentes en ca-
cao, luego las plantas haploides se verificaron mediante el
canteo de cromosomas en hojas jovenes, obteniéndose un 1.7 %
de haploidia. En el medio en que efectubd el rescate de en-
briones se presentaron diferentes respuesta morfogénicas ob-

servéandose argancgénesis y embriogénesis somatica en los

hibridos POUND-7 X UF-613, UF-613 X IMC-67 y EET-62 X SCA-6

El medio MS supiementado can 2,4-D, enriqueclido con
caseina hidrolizada y agua de coco promovié un crecimiento
rapido vy sostenido de callo a partir de cotiledones de semi-
llas aplanadas . La suplementaci6tn de éste medio con BA y
ANA en una proporcibn 3:1 permitié la formacitn de embriones
somaticos.

£l callo inducido en el medio M5 suplementado con 2,4-D
y desarrollado en el mismo medio basal enrigquecido con ca-
seina hidrolizada, al transferirse a un medioc MS liquido su-
plementado con 2,4-D se obtuve con éxito la suspension celu-
lar con un incremento del peso fresco de 25 veces en & sema-
nas con subcultives realizados cada 14 dias.

La cinética de crecimiento del callg durante 7 semanas

wi



indica un mayor desarrollio del mismo después de dos gemanasg
de inoculade el explante ; desde la quinta hasta la sétima
semana el crecimiento fue menor y a partir de ésta semana no

se obtuvo ningdn incremento en el crecimiento.
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PALMA Z.T. 1988. Morphogenetic studies of cocoa (Theobroma
¢acag L.) with haploids embryos. Master Science Thesis,
Turrialba, C.R. CATIE. 111l p.

Key words: Theobroma c¢acao L, Embryo rescue, haploids,
callus, organogenesis, asexual embryogenesis.
Suspension cultures.

SUMMARY

The present study was carried out in the Biotechnology Unit
of the Tropical Crops Breeding Program of CATIE at
Turrialba, Costa Rica, in order to establish the necéssary
methodoiogy for the embryo rescue from flat beans of cocoa,
considered a source of haploidy and its morphological

characterization. The application of in vitro culture to the

cocoa micropropagation wusing cotyledon explants from mature
flat beans by callus and cellular suspension was also
investigated . The morphogenesis of embryonic axis of the
hybrids 'EET-85 X SCA-6' and 'POUND-7 X UF-613'was studied.
This structures with the embryo explants of flat beans made

possible the determination of the following appropiated

medium: M5 salts suplemented with: 1 mg/l thiamine-HCIl, 1
mg/l pyridoxine HCIl, 1 mg/l nicotine acid ,4 mg/l glycine
200 mg/l inositol , 200 mg/1 glutamina, 200 mg/l casein

hydrelysate, 40000 mg/l and 1500 mg/1 gel rite 1500.

The embryos were Iincubated al 2723 °C with a
photoperiod of 18 hours.

The percentage of seedlings developed was variable
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and, the wvalues varied from 16 to 87 %. The embryos and
seedling were characterized as morpholagical types wich

correlated with the haploid types present in cocos.

Further, the haploidy level were confirmed with
chromosome counting using the squash method in young leaves
we obtain a8 1.7 % of haploids Plants in the mediun utilized

from enbryos rescue there were diferent responses.

Organogenesis and somatic embryogenesis was observed in
the flat beans,

The MS medium supplemented with 2,4-D and enriched with
casein hydralysate and coconut water, stimulated a rapid and

sustained growth of callus from flat bean cotyledons,

The supplementation of this medium with 3 mg/il BA and 1
mg/l NA permited the somatic embryos differentiation.
Callus was induced in MS mediun suplemented with 2,4-D

and developed in the basal medium enriched with casein

hydrolysate,

Cellular suspension cultures were obtained from callus
induced in  the MS medium suplemented with 2,4-D, developed
in the same basal medium enriched with casein hydrolizate,
with a final transfer toc a MS liquid medium with 2,4~D. The
increase in fresh weight and dry weight of the cell
suspension culture was over 25 fold in 6 weeks with

subcultures every i4 days.

xiv



The growth kinetics of the callus during 7 weeks shouwed
a better response of «cailus at 2 weeks after explant

inoculation, with gradual decline in growth after the fifth

weelk.
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1. INTRODUCCION

Los programas de mejoramiento genético de cacao se
"basan en la produccién de hibridos entre grupos bien

diferenciados de la especie Thegbroma cacao L. La

diversidad genética es5 svidente en estos grupos, a saber el
criolle, con semillas blancas o rosadas; el forastero con
semillas color paGrpura, separable a su vez en dos grupos
originarios del alto o bajo Amazonas y por dGltimo el
Trinitario, que es  un grupo obtenido entre Aarboles

forasteros y criollos (Lanaud 1887).

l.os hibridos debido al origen de sus progenitores son

muy heterocigotos. Esta heterogeneidad de los cultivares de

cacao, aunada a ia incompatibilidad y a un cicle de
reproduccién largo, han justificado la bdasgqueda de plantas
homocigotas, autocowpatibles y vigorosas (Dublin 1874). La

identificacidn y westudio de plantas haploides de cacao para
su subsiguiente duplicaciétn clonal representa la mejor
alternativa para la obtencién rapida de lineas o genotipos
isogénicos en este cultivo, Ademéas, la wutilizacion de
haploides duplicados permite acortar el ciclo de seleccibn

(Dublin 1874).

El interés en los haploides espontaneos de cacao se

inicié con Dublin (18972), quién publicd l1a existencia



y las posibilidades de wuso de estas plantas con fines de
mejoramiento, sin embargo los haploides se presentan con una
baja frecuencia, que varia con el genotipo y es, usualmente

del orden de 10°3 a 1074,

A fin de que se pueda emplear los haploides con fines
de mejoramiento, se requisre de un namero considerable de

plantas (Maggon y Khanna 1963, Claude 1978). La regeneracién

de estos haploides in vitro pudiera ser la técnica que
ofreciera el mayor coeficiente de multiplicaciéon {(Dublin
18743, Por otro lado los westudios de Dublin (1974)

demuestran que los haploides de Theebroma cacage L. son
incapaces de desarrollarse en forma natural; éste fendmeno

parece relacionarse con un desequilibrio vastago-raiz

Aunque la regeneracibtn de plantas de cacao mediante al
cultivo de tejidos no ha sido exitosa, se logré desarrollar
callos vy, en algunos casos, se ha inducido raices an callos
provenientes de cambium (Archibald 1954, raices de
plantuias, hipocotilo, cotiledones (Hall y Collins 1975,
Wang y Janick 1882), embriones y cultivos de anteras (Prior
1977, Adu-Ampomah et al, 1987), cultivo de apices (Urchard y
Collins, 1979; Passey y Jones, 1983; Adu-Ampomah gt al,

1887) ; y aislamiento de protoplastos, Thompson gt al., 1987).

Pence et al., (1875) obtuvieron 1ia proliferacion de



embriones somaticos a partir de embriones cigbticos

inmaduros y Novak (1985} describid4, por  primera vez, la
regeneracion de plantas de cacao, via embriogénesis
somatica, utilizando el mismo tipo de explante.

Con base en estos antecedentes, se plantearon los siguientes

objetivos para la realizaci6én de éste trabajo:

1. Desarrollar la metodologia necesaria para el rescate de

embriones provenientes de semillas aplanadas de T.cacaog.

2. Estudiar el nivel de ploidia de plantulas provenientss
de semillas aplanadas de cacao de la Unidad de Recursos

Fitogenéticos del CATIE,
3. Caracterizar morfol6gicamente los embriones proveniantes
de semillas aplanadas de cacao.

4. Determinar la metodologia que permite la induccién de ca-

llo ¥y organogénesis en cacao.

5. Establecer la cinética de crecimiento de los callos y sug

pensiones celulares en cacao.

6. Analizar el comportamiento de las plantas germinadas in

vitro



2. REVISION DE LITERATURA

Z.1 USsS0D DE LOS HAPLOIDES

lL.a haploidia en plantas superiores fue descrita, por

primera vez, en Datura stramomonium hace 66 afios (Collins y

Legg 1974) . Después de este articulo se han hecho esfuerzos
continuos para obtener, caracterizar y utilizar las
haploides en estudios de mejoramiento de las plantas
superiores, con especial énfasis en las especies de
importancia econfmica (Collins y Legg 1974). La renovacién
del interés en los haploides para el mejoramiento de plantas
se basf en la produccidon exitosa de plantas a partir de

microsporas, reallzada por Guha y Maheshwari (1964).

Quizas el uso mas practico de los haploides es la
produccién y explotacién de Jas formas homocigotas que

pueden producirse al duplicarlos con calchicina (Kimber y

Ryley 1963) o bien duplicarse en forma esponténea. Sin
embargo, aungue éste uso potencial de 1los haploides se
conoce desde hace muchos aRos, son  pocas las especies

me joradas por este método y cultivadas comercialmente.

Existen varias dificuitades en el uso comercial de los
haploides duplicados . Primero, la frecuencia de haploides

es muy baja en la mayoria de las especies, aunque mediante



gl uso de poliembrionia o marcado genético de plantulas en
una poblacian, se puede recuperar 1os haploides. {Lanaud,

1987 Amefia, 19840,

Una de las ventajas de los haploides en los programas
de me joramiento es gque en cualquier poblacitn se puede
realizar una selecci6n directa de individuos para caracteres
genético v fLedricamente, es mas simple obtener individuos
homocigotos para ciertos <caracteres deseables mediante
duplicaci6n directa de los monoploides que por me joramiento

continuo para obtener lineas puras (Chase 1969).

Las lineas puras a partir de haploides pueden tener los

siguientes usos (Harland 1955):

a. Emplearse como uUna constante genética para medir
variaciones morfoldgicas, la cual se puede deber a las
condiciones del ambiente . Ademas, puede determinarse la

concentracion de cada genotipo, asi como del medio ambiente,
hacia la expresion de un caracter particular. El aislamiento
y comparacion de lineas puras, a partir de variedades
establecidas podria, ademds indicar la variabilidad geneética
afin existente en una especie y si las variedades deseables
pueden producirse mediante la unitn de lineas puras o,
mediante combinacidn de hibridos de mayor o menor

complejidad para una multiplicacitn comercial .

b. Pueden ser usadas como una base para transferir



caracteres deseables.

+

C. Es una fuente de recombinantes puros en especies
cruzadas. En el c¢aso de los haploides duplicados como
ejemplo , G.hirsutum vy G. barbadense dan recombinantes
estables en la Fi; éstos son eqguivalentes al producto de

variags ahos de auvtofecundaciodn, por el método convencional

d. Se puede llevar a cabo, en forma mas efectiva,

ensayos de mejoramientoc en resistencia a enfermedades.

c. La celulas haploides pueden utilizarse para

ingenieria genética pues no enmascaran ningdn caracter.

2.1.1 ORIGEN DE LOS HAPLOIDES

A) Espontaneo:

Los 1individuos haploides pueden ser de origen
esponténeo y encontrarse en biaja frecuencia en la poblacian
natural. Los embriones haploides pueden aparecer en
semillias monoembridnicas normales 0 en semillias
poliembridnicas (Lacadena 1874).

La deteccibén de los individuos hapioides se puede
hacer por su tama®o pequefoc ¥y a través de su ciclo
vegetative ,vya que se conoce gque el tamafio de las células
estd directamente relacionado con el nivel ploidia. Lacadena
(1974) encontré que s6lo en pocos casos las plantas

haploides ¥ diploides tienen tamano similar.



La identificacion morfoltgica de los haploides en la
semilla es dificil, ya gue por lo general, el endosperma es

triploide aunque el embriftn sea haploide ( Lacadena 18741,

B) Inducida:

Pebido & la potencialidad te6rica y aplicada de los
haploides, ademas de la ocurrencia espontanea, 5e ha
estudiado su induccitn artificialmente. Hay diferentes

métodos para inducir haploidia:

i} Retraso de la polinizacion, ii) wuso de polen
abortivo, iii» cruzas amplias, iv) altas ¥ bajas
temperaturas, v) radiacién y vi) sustancias mutagenicas.

i) Retraso de la polinizacitn. Este método ha aumentado la
frecuencia de los haplioides espontdneos en varios cultivos,

En Triticum monococcum aumentd esta frecuencia al retrasar

la polinizacidén (Kihara 1840, Smith 1540).

4

ii) Uso de polen abortivo. El polen de algunas
especies puede ser capaz de propocionar el estimulo
hormenal para el desarrollo de la célula huevo vy del
endosperma, aunquse no se efectGe la fertilizacion. Esto

permite la estimulacién de la célula huevo y la obtencion de

un haploide natural al no existir la fusion de gametos.

iii) Cruzas amplias. En los cruces entre progenitores no

emparentados taxontmicamente con frecuencia son incapaces



de llevar a cabo la fertilizacion, aun cuando puede

estimular i desarrollo de embriones. Est'o permite obtener
algunuos individuos haploides . An cuando ta hibridacion
distantis y la produccian de haploides se relacionan en
muchos casos, algunos autores opinan que no hay relacion

entre ambas (Kimber y Rvyley 1963).

iv. Altas ¥y bajas temperatura. Al someter las plantas a
temperaturas mas altas y méas bajags puede estimular el
desarrollo partencgénico de la célula huevao. Nordenskioid
(1838} citado por Maggon y Khanna, (1963) obtuvieron plantas
haploides en arroz sometiende las plantas a una temperatura
de 41 °C durante 45 minutos, 21 horas después de la

polinizacidan.

v. Radiacitn : el primer haploide reconocide fue Datura
stramoniun obtenido medianlte la apilicacidn de rayos X a
polen de flores emasculadas. En Zea mays se obtuvo haploides

por métodos similares (Magoon y Khanna, 1963).

vi. Sustancias quimicas. Los {ratamientos con hidrazida
maleica en plantas de maiz y en concentraciones de 50 ppm
aplicada 24 horas antes de la polinizacién resulté efectiva
en la induccién de plantas haploides, adema&s en remolacha
azucarera se ha inducido la producciﬁndde plantas haploides

con colchicina (Magoon y Khanna, 1863),

oz}



2.1.2 NATURALEZA DE LOS HAPLOIDES

La produccién de haploides es el resultado de uno de

los siguientes procesos i) Desarollo de una célula huevo
no fertilizada (partenogénesis), ii}) Desarrollo de wuna
célula espermatica (androgénesls), .141) Desarrallo de

cuaiquier céluls haploide del saco embrionario (sinérgidas
o antipodas) (Lacadena 1974). Estos procesos pueden ser
independientes o simultaneos. En la poliembrionia, los
embriones haploides pueden originarse de la ceélula huevo ¥y
ias sinergidas. Rara vez son de origen androgénico (Campos vy

Morgan 1860).
2.2. MORFOLOGIA DE LGOS HAPLOIDES EN CACAD

El haploide es un individuo reducido de la version

diploide correspondiente (Magoon y Khanna 1963).

SegOn Dublin (1872) las plantulas haploides muestran
variabilidad morfolégica, coﬁo producto de las diferencias
en reserva cotitedonar ¥y variabilidad genotipica del
progenitor. Su desarrollo se caracteriza por una emergencia
cotiledonar normal, segulda de una disminucion del
crecimiento y emisiaones foliares peribédicas de s6lo una o
dos hojas. El tallo tiene entrenudos cortos y estipulas mas
persistentes. Las hojas son pequefas, ovaladas, de pecielo

corto. Las primeras hojas tienen wuna lamina foliar

irregular, pero este fenbémeno disminuye posteriormente. La



hoja es variegada con zonas verdes mas claras y muestran
corrugaciones laterales con respecto a lg vena media y venas
secundarias y terciarias. l.s. coloracion antocianica es
inferior a la del diploide y el indumento foiiar es menor.
Por lo general, existe relaci6n entre el nivel de ploidia vy
las dimensiones y nimero de los estomas.

El sistema radical es similar al de la planta dipltoide,

pero las raices laterales son menores.

2.2.1 LAS ALMENDRAS APLANADAS DE CACAGC Y SU RELACION CON LA

HAPLOIDIA

En la mazorca del cacaotero hay una baja frecuencia de

semil las livianas de forma aplanada mezcladas con las
semillas normales . Dublim (1973) traté de establecer una
relacién entre el porcentaje de haploidia vy el caracter
aplanado de estas semillas. Resultado de estos estudios

mostré la presencia de un un 3.1 % de haploidia en plantulas
provenientes de semillas apianadas .Asimismo observé que la
mortalidad de las plantulas provenientes de aestas samillas
es de 50 %. E! porcentaje de semillias aplanadas vanas

determinadas por Dublin (1973) es de 46 % en los diferentes

grupos genéticos representados en Costa de Marfil (Amelonado

Trinitario y Alte Amazénico). Dentro de los hibridos
interespecificos e intergenéricos , la tasa de semillas
aplanadas sin embrién puede alcanzar hasta un 90 % . Los

estudios realizados por Dublin (1873) indican que existe una

10



tendencia de estas semillas aplanadas a concentrarse en el

gxtremo distal de ta mazorca (opuesto al psdinculo).

Publin (1973} propuse qua ssias semiliag  pusden
deberse a: 1. el resultado de una fecundacién retardada ,
2. una combinacidén genética desfavorable que ocasiona una
disminucién del crecimiento del egmbriégn, 3. un fenbtmeno de
esterilidad parcial ligade a una deficiencia de fecundacion,
4. una falla de megaesporogénesis o 5. efecto de

desarrollo, partenogénico posterior a un estimulo normal de

cualquier origen.

E! analisis enzimatico de mas o menos 250 haploides
espontaneos de cacao realizados por Lanaud (1987), puso en
evidencia que hay varios procesogs relacionados con la

formacibtn de haploides. De acuerdo con su estudio hay dos
tipos : haploides homogéneos de origen femenine o mascuiino
y haploides quiméricos productos de semigamia, dque =&
define como la fertilizacién anormal en el cual el nicleo
femenino ¥ masculino no se fusionan Yy s8 dividen
independientementse, dande origen a embriones quiméricos
formados por tejido materno y patermno.

Las quimeras haploide/diploide son inestables en los
estados iniciales de desarrollo la parte diploide es
heterocigota y quizas una fusién parcial de células de un

embrién quimérico conduce a una mezcla de tejido haploide ¥

diploide en ellas. Turcotte y Faester (1973) observaron un

11



fenémeno igual en algodédédn (Gassypiium barbadense var. Pima.)

y propusieron la existencia de divisiones mitdticas
suplementarias del niicleo masculino en el saco embrionario
antes de ia fertilizacitn, el cual estaé, ademas, estimulado
por la tendencia maternal de la planta para la semigamia.
Estos autores demostraron que la semigamia en el algodonero
estd gobernado gendticamente. btste aspecto no se ha
estudiado en cacao, pero el sistema de autoincompatibilidad
gametofitico y esporofitigqo puede ser favorable para que se
presente la semigamia. Esta actidaa s6lo en los rudimentos
seminales donde 1a fusidn de los gametos estd bloqueada, a

pesar de la germinacion normal del polen.

FL analisis enzimAtico realizado por Lanaud (1987)
permitié demostrar que la mayoria de los haploldes de cacao
tienen por origen la autofecundacidn del progenitor hembra
no se encontréd ningan haploide ni individuo homocigoto para

todos Jos loci estudiados.

2.2.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS ALMENDRAS PLANAS

DE T. cacao.

Las almendras aplanadas son de peguedo tamarno y forma
aplastada. Algunas de ellas son vanas y contienen mucilago.

Sin la sarcotesta, el egibrion se ohserva como una masa de

forma ¥y peso pequeno. La radicula es muy conspicua, los

12
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cotiledones son de forma y coloracién variable y a veces,

vestigiales (Dublin. 1873).

2.3 IMPORTANCIA DEL CULTIVO in vitro DE EMBRIONES.

A continuacién se seralan las aplicaciones practicas de

la técnica de cultive in vitro de embriones :

a) Permite la superviviencia de materiales provenientes de
hibridaciones interespecificas ( Alvarez _et al. 1981,
Bhojwany y Razdan 1983, Braak y Kooistra 1975, Evans
1962, Honma 1955, Litz 1984, Raghavan 1866) e
intergenéricas (Bhojwani y Razdan 1883, Mok et al. 1978).

b) Disminuye los ciclos de mejoramiento genetico (Bhojwani

v Razdan 1983, Meyer y Justus 19560).

¢c) Permite el rescate de embriones haploides (Bohiwani v
Razdan 1983; Kasha y Kao 1970; Yeung , Thorpe y Jensen
1981, Lanaud , 1886, 1987 ).

d) Facilita la determinacién de la la viabilidad de las

semillas (Bhojwan y Razdan 1983)

e) Permite estudiar las condiciones fisico-quimicas de la
embriogénesis cigbtica experimental (nutricidn, medio
ambiente 6ptimo, etc.,) ( Collins y Grocer 1984; Yeung
Thorpe y Jensen 1981, Marayanaswami y Nortog 1964, Smith

1973, Larkin 19813 ).



) Hace posible la colecta , conservacién y distribucién de
germoplasma y- el establecimiento de bancos (Iyer 1982;
Adams 1984, 1987 , Whiters 1980, 1984, IBPGR1984) .

g) Supera las barreras naturales que limitan 1a germinacion
inmediata de semillas (latencia, etec.) ( Yeung , Thorpe y
Jensen 1881).

h) Incrementa la tasa de germinacién de semillas

({Raghavan 1977).

2.4 COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA EL DESARROLLO Y

CRECIMIENTO IN VITRO DE EMBRIONES DE PLANTAS.

Los medios nutritivos utilizados en el cultivo in vitro
de embriones son muy variados (Raghavan 1877) y constituyen
uno de los aspectos mAs importantes a considerar {Raghavan

19765 Yeung, Thorpe y Jensen 1981 Monnier 1976, Nortog 1977,

Novak 1876 ),

En la nutricién del embri6én Raghavan (1966) reconoce dos
fases
a) Heteré6trofa: se caracteriza por la dependencia del

embrion. Este se nutre del endospermo y los tejidos eir-

cundantes.

b. Autétrofa: E! embridén es capaz de sintetizar las sustan-~
cias necesarias para su crecimiento a partir de las sa-~
sales minerales béasicas y azhcar; por loe tanto, es

independiente



Cada una de estas fases varia con la especie en estudio

{Raghavan 1976). En Capsella bursa-pastoris log embriones
son heterdtrofos hasta el estade globular y pasan a ser
hgutdtrofos en las Gltimas etapas de forma acorazonada.

{Raghavan 1976).

Entre las dos fases descritas con anterioridad los
requerimientos exb6genos de los embriones cultivados se
simplifican progresivamente, conforme aumentan en _ edad
(Bhojwani y Razdan 1283). Esto se comprobd en Capsella

{Raghavan y Torrey 1863).

El cultiveo in vitro de embriones rescatados en la
fase autétrofa es mas sencilia que la de embriones en estado
globular o de corazén temprano. Por lo general, édtos
iiltimos requieren de refinamiento excesivo en el medio de

cultivo ( Collin v Grocer 1984),.

Para el cultiveo in vitro de embriones se requieren
varios constituyentes basicos, que segdn Collins y Grosser
(1984) SON: al un medic basal (sales minerales Y
carbohidratos, b) fuentes nitrogenadas, c) reguladores de

crecimiento y otros suplementos (vitaminas, leche de coco,

acidos organicos, agar,etc?.

2.5 DESINFECCION DE SEMILLAS Y DISECCION DE EMBRIONES

Un principio basico que debe considerarse al cultivar

15



embriones in vit

0, s la diseccion aseptica de estos para
luego transferirlos a un medioc de cultive adecuado. Este
constituye el primer paso de ésta técnica para la obtencidn

de pilantas libres de contaminacian, {Raghavan 1977).

"Las caracteristicas morfolégicas de las semillas deben
considerarse de tal manera, que aquellas con cubiertas
seminales duras se esterilizan superficialmente y luego se
sumergen en agua por pocas horas o pocos dias. En el
altimo Caso, es conveniente realizar una segunda
desinfeccion superficial antes de la diseccidon . La asepsia
continda con la diseccidn del embrién v la transferencia a
un  meadio nutritive en una campana de flujeo laminar.
Finalmente se procede a la extraccian del embrion, bajo
condiciones asépticas vy, se transfiere un medio nutritivo

Con agar {Yeung, Thorpe y Jensen 1881)

{uando los embriones extraidos estén ubicados dentro
de la semilla se requiere esteriiizaciodn superficial s#lo

de los tejidos que lo envuelven .

La desinfeccion de la semilla se efectda con una
solucién al wuno por ciento de hipoclorito de sodioc (NaCli0),
Ademas, se agrega unas gotas de un agente humectante (Tween
80) que proporciona un mejor humedecimiento de la superficie
del material para permitir que la solucidn esteriiizante
penetire vy combata los microorganismos. Para obtener

resuitados Gptimos, las semillas deben coliocarse dentro de

16



ésta soluci6n durante 30 minutos y luego someterlas a varios
lavadas can agua estéril, colocada en un frasco que se
somete a Ia accifn de un agitador magnético en e! cuarto de

. cultivo durante 18 horas (Beelen, 1981),

Un producto muy utilizado para la desinfeccecién de
tejidos, previo a su cultive in vitro, es el blanqueador
comercial (Ciorox), a base de hipoclorito de sodioc {(NaCLOD)
cuya concentracién es de aproximadamente 5,25% de NaCLO,
Esta concentracién se diluye a su quinta o décima parte. Los
tejidos se sumergen en la solucién del producto por pocos
minutos y luego se lavan con agua destilada y estéril para

la posterior diseccidon (Beelen 1881),

Cuando se wutilizan embriones maduros de cacao FEsan
(1982) recomienda primero la desinfeccién de la superficie
de 1a mazorca mediante un lavado con agua tibia a 35 OC. al
cual se le adicionan unas gotas de liquido antiséptico y una
gotas de un detergente, posteriormente las mazorcas se
sumergen en una solucidn de hipociorito de sodio al 0.5 %
(10 % de clorox) durante 15 minutos, procediéndose a cortar
la mazorca para extraer los embriones en forma cuidadosa y
aseptica. La desinfeccién propuesta por Pence, Hasegawa y
Janick (1979) para la siembra embriones de cacao incluye
s6lo la desinfeccion superficial de la mazorca en una
solucién de hipoclorito de sodio con 0.5 % de NACLO mas 0.1

% de un surfactante (Tween 20).

17



2.6 CULTIVO DE EMBRIONES DE CACAQ

El primer intento para cultivar embriones de ocacao in
vitro fue hecho por IbaWRez (1964). Se utiliz6 el medio
modificado de Rudolph y Cox (1943) y se investigé la accién
de diferentes azdacares (sacarosa, dextrosa, maltosa, lactosa
¥ sorbosa) sobre la tasa de respiracidn de embriones
maduros, $in cotiledones, y se enconird que la dextrosa y la
sorbosa son utilizados rapidamente, seguido de la sacarosa,
mientras que la maltosa y la lactosa parecen inhibir ta
respiracidn endé6gena.

Esan (1875) cultive diversos tejidos de cacag y
concluyt que los ejes embrionales c¢recen bien en un medio
MS con glucosa, sacaresa o ambos., Ademés, observd que se
obtiene un mejor crecimiento en un medio basal solidificado
con agar.

Lanawd (1887) realizd un estudio para determinar un
medic que favoreciera el crecimiento de Jos eaembriones
provenientes de semillas planas o poliembridnicas y propusc
el siguiente: macroelementos MS , milcroelementos de Heller,
hierro como EDTA, vitaminas de Morel , agar a2} 0,8 % y el pH
ajustadeo a 5,5 . Este medio se suplementd con varios
tratamientes de glucosa y reguladores de crecimiento de éste
egstudio Lanaud (1987) selecciond el medio basal con glucosa
al 2 %, ya que permitié un buen crecimiento de los embriones

con una tasa moderada de formacion de callo.
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2.7 EMBRIUGENESIS SOMATICA

Kato y Kateuchi, 1963 ; Sharp et gJJlQBO establecieron
dos patrones generales para la embriogénesis in vitro: la
iniciacién directa a partir de tejido diferenciado ¥y ia
iniciaci6tn indirecta por medio de un calio intermedio. La
embriogénesis directa es el resul tado de células
determinadas como embriogénicas (Kato y Kateuchi 1863). La
embriogénesls indirecta requiere desdiferenciacién de

células, proliferacién de callo y diferenciacién de células

embriogénicas (Kononowicz et al,1984) -

l.a embriogénesis asexual in vitro a veces ocurre en
ausencia de reguladores exbdgenos (Halpein y Jensen 1967),
pero en la mayoria de los casos, requiere la manipulacién
de un balance hormonal endbgeno y exf6geno {(Gamborg t al

1970; Kamada y Harada 1979; Jones 1874; Nessler 18982,).

La embriogénesis somética directa a partir de embriones

cigbticos e inmaduros de cacao, se lleva a cabo mediante dos
patrones distintos: un proceso de brotes en el cual las
células de la epidermis del hipocétilo desarrcilan una
simulacién de los estados normales de embricgénesis,

incluyendo el desarrolio de un suspensor ( Pence et gL31979,
Essan 1982; ) y un procesc en &l que no hay brotes, en donde
la diferenciacién de embriones es -a partir de tejldo
cotiledonar meristematico interno. La embriogénesis somatica

directa se presenta en bajas frecuencias, en un medio basal.

19
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Si se adiciona auxinas (AlA, ANA, o 2,4-D) y agua de coco se

estimula el proceso embriogénico (Pence et al, 1979).

Los procesos de brotacifn continga a partir de

embriones asexuales Y, en algunos cultivos, sigue
preiiferando en un medio sin reguladores.
La formacién de callo en cacao puede iniciarse a

partir de wvarios tejidos como hojas (Fence et al. 1979;
Searles et al; 1976), frutas (Searies et al 1878}, plantulas
(Hall ¥ Collins 1875) y embriones cigbticos (Hall y Collins

1975 ; Pence et al 1979; Tsai y Kinsella 1981),

La embricgeénesis somatica por intermediacidén de callio
en cacao fue descrita, primeramente por Kononowicz et gLv
(1984). Este proceso morfogénico se presentd en dos clones
de cacao empleando, el medio M5 libre de reguladores; sin
embargo, bajo estas condiciones, la embriogénesis se
presentd con una frecuencia bastante baja . Los estudios
histolfigicos hechos en esa investigacién estudio, sugieren
que hay diferencias entre la embriogénesis directa e
indirecta vy se presenta en los estados iniciales de
desarro}llo. Durante la embriogénesis directa, los brotes del
hipocotilo son de forma globular, de 4 células y se conectan
al hipocétilo por medio de estruaiuras seme jante a un
suspensor, compuesto de 3 a 4 ceélulas (Pence et al,18798).

E}l desarrollo posterior es similar al del embrién cligético

(globular, forma de corazbn, torpedo Y finalmente



cotiledonar). Los callos embriogénicos pueden ser homogéneos
mediante ta combinacion de 10 % de agua de coco y 1.0 mg.l‘1
de 2,4-D o puede incrementarse su frecuencia embriogénica

con 2,4-D a 1073 mg,E”1»

Kononhowiz (1884) sefala que e] precursor inicial vy
los estados tempranos de embriones sexuales no han sido
identificados en forma absoluta y las estructuras semejantes
al suspensor podrian no reconocerse hasta el estado globular

de desarroilo.

Hovak et al., (1985) lograron regenerar estructuras
embriogénicas completas, en un medio MS con 1 uM de zeatina
y 0.01 uM de ANA. Transferencias posteriores a un medio
igual indujeron la embriogénesis secundaria sobre la
superficie de embriones somaticos primarios. El desarrolio
de los embriones somdaticos tuve lugar en un medio MS con
caseina hidrolizada y ausencia o presencia de auxina .En
este estudio se obtuvieron 5 plantulas que fueron
trasladadas a un sustrato de perlita peroc no se menciona el

comportamiente en estas condiciones.
2.8 Cultivo de cacao en suspensién celular
El cultivo en suspensién celular, consiste de células o

grupos de células dispersa en un medio de cultivo liguido.

Estas células libres o grupos de células derivan de un callo
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friabie el cual se tifransfiere al medio liquido en cohtinua
agitacién (Dixon, 1885) . Con esta  técnica hay un
intercambio gaseoso continuo entre el medio de cultivo y la
atmosfera del mismo, ademas las células tienen un féacil
acceso a2 los nutrientes en el medio por encontrarse en

condiciones muy similares (Beelen, 1981).

Desde el punto de vista de la micropropagacion, las
suspensiones celulares podrian proveer una multiplicacién
estremadamente rapida mediante la formacién de embriones
somaticos (embrioides) los cuales serian transferidos a

condiciones que favorezcan su desarrollo.

El cultivo de células en suspension fue establecida
exitosamente a partir de callos de cotiledones de cacao por
Hall v Collins, {1975}y Tsai y Kinse!la,(igail La suspensién
mantuve una fase inicial de poco crecimiento y alcanzando un
maximo alrededor de los 20 dias, con un peso seco total de
450 mg en B0 ml de medio M5 suplementado con AlA (2 mg'l'i)
iBA ( 2 mg'l“i), cinetina (0.1 mgl“l) y agua de coco (10 %)

(Hall y Collins, 1975).

Tsai y Kinsella (1881) emplearon un medio MS modificado
y suplementade con 2,4-D (1 mg'l*l) s Blicina (2 mg'l“l) Y
cinetina (0.2 mg'l"i) obteniendo wuna ganancia de peso

fresco y seco de 20 veces en 14 dias.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del estudio.

El trabajo se realizéd en la Unidad de Biotecnologia del
Centro Agronfmico Tropical de Investigacifin y Enseranza
{CATIE), Turrialba, Costa Rica, durante noviembre de 1987 a

agosto de 1988.
3.2 Material experimental.

Se utilizaron genotipos de la coleccidn de cacao de la
unidad de Recursos Fitogenéticos del Programa de

Mejoramiento de Cultivos Tropicales del CATIE.

3. 3 MHMedios de cultivo para el rescate de embriones

provenientes de semillas aplanadas de cacao.

Se empleoc el medio basico de Murashige y Skeoog ( M5, 1962}

_ " a
(cuadro 1) suplementado con 1 mg.l de tiamina HCL 1 mg.|

ol K
piridoxina~-HCL, 1 mg.! de 4acide nicotinico, 4 mgui‘

wt -k
glicina, 200 mg.l de inositol, 40.000 g.l de sacarosa,

-}

1.5 g.! de gelrite-TM ( Kelko). En un primer experimento
se realizaron 7 tratamientos 5 de ios cuales estuvieron
constituidos con las siguientes concentraciones de caseina

' -1
hidrotizada | mg. | } O, 200, 400, 600 y 1000 conteniendo
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en todos ios casos Z0OO mg.f' de glutamina.

En  un segundo experimento se analizaron cuatro
concentraciones de glutamina (en mg . I ): 0, 200, 400 vy
600, se mantuvo una concentracifin constante de 200 mg.f‘
de caseina hidrolizada, En forma adicional, se probaron
tres variantes del medio de cultive : a) sales completas de
MS; b) sales completas MS mas agua de coco al 10 % y )

-}

o
sales MS mas 200 mg.! de glutamina y 1000 mg.!| de

caseina hidrolizada. (cuadro 1 Yy 2).

El pH se ajusté a 5.7 con NAOH 0.1 N antes de agregar
el gelrite y se vertid 15 ml de medio de cultivo por tubo de
ensayo de 15 ecm por 2.5 cn. Estos fueron esterilizados en
autoclave durante 20 minutos a 121 0C (1.1 kg de presién

fem2 ).

3.4 Desinfeccion superficial de las semillas s

aislamiento y cultivo in vitro de embriones

Se utilizaron los siguientes hibridos para el
aislamiento en embriones:
'UF 613 X POUND-7, UF 668 X IMC-87, POUND 7 X UF 668,
POUND 7 X UF 667, UF 206 X CC1B, EET 62 X SCA 6, UF 613 X
POUND 12, UF 667 X SCA 1Z, UF 862 X IMC 67, UF 612 X SPA
31, UF 29 X UF 687, EET 48 X SCA 6, POUND 7 X UF 613,
POUND 7 X UF 16, UF 29 X POUND 7, POUND 12 X CATONGO, UF
868 X [IMC 87, CATONGO X POUND 7, UF 668 X [MC 67, POUND 7

X UF 668 SPA 9 X UF 613'.
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Cuadro 1. Composicién del medio de cultive basico de
Murashige y Skoog (1962).

COMPONENTES

mg | 1 moles
Macroelementos
NH4NOA 1650.00 20.860
KNO3 1900.00 18.79
CaCly . Z2H20 440,00 2,89
MGS0, . 7HRD 370.00 1.50
KHoPOy4 170.00 1.25%
NASEDTA 37.30 0.11
FeS0y4.7HRU 27.80 0.075
Microelementos pmo |
H3BOg3 6.20 100.00
MnS0y,. 4Ha0 22.30 99. 00
ZnS504. 4H20 8.60 29,00
Ki 0.83 4,90
NaoMolO, .2H30 0.25 1.03
CuS04. 5Ha0 0.025 1.00
CoClo.6HoO 0.025 1.05
Compuestos organicos
inositol 1006.00 555.00
Acido nicotinico 0.50 0.406
Piridoxina-HCI1 0.50 2.43
Tiamina-HCI 0.10 0.296
Glicina 2.00 26.64




Cuadro 2. Composicibn de los medios de cultive utilizados
para el rescate de ejes embrionales en cacao con
diferentes dosis de caseina hidrolizada.

T TR T USROS oM Al M o dm mem me o o MR et M e ar me em e e A A M b el e i e L ad N R b e e tam e G e e dm ass Snh e e o e e o

MEDI{O DE CULTIVOD DOSIS DE CASEINA HIDROLIZADA
mg 1.

1. MS completo O

2. Saleg M8 =« 0

3. Sales MS 200

4. S5ales MS 400

5. Sales MS 600

6. MS completo + 1000 mg.i-1 inositol 1000

7. MS completo + agua de coco al 10 %. O

* Las sales MS de los tratamientos 2,3,4 y 5 contenian
en (mg-1-1), 1 de tiamina-HCI, 1 de piridoxina, 1 de
acido nicotinico, 4 de giicina, 200 de inositol, 200

de glutamina, 40,000 de sacarosa y 1,500 de gelrite.,

Cuadro 3. Composicion de los medios de cultive utilizados
para el rescate de ejes embrionales de cacao. con
diferentes dosis de glutamina.

MEDIO DE CULTIVO DOSIS DE GLUTAMINA
mg* 1~
1. M5 completo Q
2. Sales MS# 0
3. Sales M3 200
4. Sales MS 400
5. Sales MS 600
8. MS completo + 1000 mg.1-1 de inositolsx )
7. M5 completo + agua de coco al 10 %. O

i

* Las sales M5 de los tratamientos 2,3,4 y 5 contenian { en
g-171 + 1 de tiamina-HCl, 1 de piridexina, 1 de acido
nicotinico, 4 ' de glicina, 200 de inositot, 200 de
caseina hidrolizada 40,000 de sacarosa y 1500 de gelrite.

% Enriquecido con 1000 mg"l"l de caseina hidrolizada.



La semiilas provenientes de mazorcas maduras se

lievaron al faboratorio y se les removité la sarcotesta,
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Luego se sumergieron en Clerox (blanqueador comzrcial a base

de hipoclorito de sodic al 5 %), diluido al 50 % .A esta
solucion se le adiciond un detergente no idnico (Tween 20 )
al 1 % y se agit6é durante 15 minutaos, en un agitador
magneético. Luego en una camara de flujo laminar el material
se lavd tres veces con agua destilada estéril ., La diseccion
del embrién se realiz®d en condiciones asépticas. El eije
emhrionario se separ6 de los cotiledones y se utilizéd como

explante.

Después de la siembra, los embriones se colocaron an
Uuna camarca de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas,
una temperatura de 27%2 9C durante el dia y 23%2 0C durante
la noche y una intensidad luminica de 2000 lux proporcionada

con lamparas fluorescentes.
J.4.1 Cuiltive in vitro de embriones provenientes de semillas

aplanadas de cacao.

Se separt las semillas aplanadas de las semillas

normales, se removid la sarcotesta y se desinfectt sepin el

procedimiento descrito con anterioridad. El medio utilizado
ten mg't“l) consistié en : sales de Murashige vy Skoog
(1as2)y, 1 de tiamina HCi, i de piridoxina HCL, 1 de acido

nicotinico, 4 de glicina, 200 de inositol, 200 de caseina



hidrolizada, 200 de glutamina, 40000 de sacarosa y 1500 de
gel rite TM (marca Kelko). Se dispensaron 15 mi de medio
en tubos de 15 em X 2.5 mm y se mantuvieron en las

condiciones descritas anteriomente.

Cuando las plantulas desarrollaron el segundo par de
hojas hasta alcanzar una longitud de 3 a 4 cm de lamina
foliar se transfirieron a un medio MS diluido al 50 % donde
se mantuvieron en las mismas condiciones durante 15 dias.
Luege se trasladaron al invernaderno bajo riego con

nehulizadores de 12 segundos cada hora.

3.5 Microscopia electronica de ratreo.

Los embriones provenientes de semillas aplanadas que

pregentaron organogénesis in vitro se procesaron para
microscopia electrdnica de rastreo. Para ello se

seieccionaron muestras de hipocotilo y cotiledones Yy se
fijaron en glutaraldehido al 2 % durante 3 horas, seguido de
tres lavados en buffer de fosfatos, de 10 minutos cada uno

Be efectud una posfijacién en tetroxido de osmio al 2 %,
seguido de tres lavados «con butfer de fosfato . Las
muestras se deshidrataron en una serie ascendente de etanol
Y $& secaron an un secador de punto critico marca Hitachi
HCPZ se colocaron en bases de aluminio utilizando pintura
de plata y se cubrieron con oro con un cobertor i6nico marca

Hitachi.IB3. Finalmente se observaron en un microscopio
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electrénico de rastreo marca Hitachi 5570.

3.6 Daterminaqién del nive! de ploidia.

Para realizar el conteo de cromoscomas somaticos en
Apices del vastago se wutilizé el método de aplastado
("squash") con aceto-carmin, en pladntulas de 2 meses de
edad. Consta de las siguientes etapas,

a) Se fija el tejido en alcohol~- acidoc acético durante 24
horas o durante 15 minutos a 60 ©C.

b) Se lava el tejido con agua destilada durante 30 minutos,

c) Se iransfiere el tejido a una gota de colorante acetocar-~
min.

c) Se corta y desecha el material gxcepto 1 a 2 mm finales
del apice

d) Se macera el tejido con una aguja o una wvarilla de vi-
vidrio con extremo redondeado y se coloeca una gota de
colorante fresco.

) Se agrega trazas de sulfato aménico ferroso.

f) Se calientar sobre la llama , sin dejarlo hervir luego
se¢ absorbe el liquido sobrante con papel secante.

g} Se coloca un cubreobjetos limpio seobre la preparacion.

h) Se observar en un microsocopio con lente de inmersion de

100 X con objetiva de 20



3.7. induccién de callo y morfogénesis a partir de

cotiledones de semillas aplanadas de cacaa.

En este estudio se wutilizaron cotiledones de semillas
aplanadas del hibrido POUND 12 X CATONGO 11. La composicién
del medio sstuvo constituido (en mg"l_l) por sales minerales
MS ,0.1 de tiamina, 0.5 de acido nicotinico, 0.5 de
piridoxina HCI, 0.1 de tiamina-HCi, 2 de glicina, 100 de
inositol, 30,000 de sacarasa

. 7000 de agar l.os

tratamientos consistieron en

. MS completo

2. M5 completo + 1 mg'l_l de ANA (acideo naftalen acético)
+ L omg 17l 4 3 mege1dde Ba.

3. MS completo + 1 mg'1-1 de ANA + 3 mg -1-1 de BA.

4., MS completo + 1 mg*1-! de 2,4-D.

El medio de cultivo donde se hizo crecer el cotiledén
se vertid en tubos de 11 em x 2.5 cm con 15 ml de medio
basal. Estos se colocaron bajo una intensidad luminica de
2000 lux provenientes de lamparas fluorescentes, E1l

fotoperiodo fue de 16 horas v la temperatura de 27 OC.

Los medios de cultivo permanecieron en las condiciones

descritas durante 21 dias y mas tarde se subcultivaron sobre
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un medio fresco.

21 dias después del primer subcultivo, se dividieron

31

los callos en porciones aproximadas® de 10 mm2 vy se’

colocaron en S medios diferentes que contenian citocininas,
al mismo tiempo se eliminaron las auxinas para ser utilizado

como medio de regeneracién.

Un 50 % de los callos provenientes del tratamiento MS
completo + 1 mg-1"! de ANA + 1 mg* 1! de BA se transfirieron

a ese medio carente de auxinas pero enriquecido con 2000 mg

171 de un hidrolizado de caseina . E! otro 50 % se
subcultivée en el mismo medio y se sustituyd el BA por 1
mg: 1-1 de zip (2-1sopentenil adenina).

Los callos provenientes del tratamiento con 1 mg'l“i de
ANA v 3 mg'l"l de BA fueron subcultivados en el mismo medio
sin auxinas y enriquecido con 2000 mg-l"! de caseina

hidrolizada.

lLos catlas cultivados en el medio MS mas 2,4-D se
subcultivaron en dos medios distintos. 50% de esos callos se
transfirieron al mismo medio, sin el 2,4-D, pero
enriquecido con agua de coco. El otro 50 % de los callos se
subcultivaron gn el mismo medio, sin reguladores de

crecimiento , con 2000 mg'i"i de caseina hidrolizada.



Cuadro 4. Composicién de los medios de cultivo ytilizados en
la induccién de callo y morfogénesis a partir de
de cotiledones de semillas aplanadas de cacao
(T. cagag. L.)

Induccidn

M3 0] 8] O
Mo 1 ] 1
MS 1 0 3
MS ] 1 0
Fase de desarrollo *
M8 o] O i
MS 8] O O 1
MS O 0] 3
MS O 0 O *x
Mg 8] O C
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%% A todos los medic de la fase de desarrollo se le adiciond
2000 mg- 1! de un hidrolizado de caseina.

#% Se le adiciond agua de coco al 10 %.



3.8 Cinédtica de crecimiento de callos inducidog a partir

de cotiledones de cacao

Se utilizaron secciones de cotiledones de 0,3 g
promedio, provenientes de mazorcas de 6 meses de edad, del
hibrido 'POUND 12 X CATONGO'. Las semilias a las cuales se
les removiad la gsarcotesta fueron esterilizadas
superficialmente en una solucifn de hipocleorito de sodio al
2,5 a esta solucibén se le adicioné Tween 20 al 1 % v se
mantuvo en agitacibén continua en un agitador magnético
durante 15 minutos. El material se trasladdé a una camara de
flujo laminar en donde se lavd tres veces con agua destilada
estéril. El cotiledén se disectd aseépticamente en 4
secciones cada una de las cuales se sembréd en un tubo de
cultivo de 11 em x 2.5 cm conteniendo el medio basal MS. Se
estudid el efecto de 2,4-D, agua de c¢coco Yy caseina
hidrolizada sobre la induccitn y crecimiento del callo, en
los siguientes tratamientos; a) 2,4-D (1 mg'l"l), b}y 2,4-D
¢ 1 mg-i™h o+ CH € 2000 mg-1Th, o) 2,4-D (1L mgr1Th 4 AC
(10 %) VsV y d)  2,4-D (1 mg-1-1y + CH (2000 mg-1-1) + AC
(10 %). Los cultivos fueron incubados durante 7 semanas en
una camara de crecimiento con un  fotoperiodo de 18 horas,
una temperatura de 27V = 2 O¢ y una intensidad luminica de
2000 ltux. La tasa de crecimisnto del catio fue evaluada
mediante el pesg fresco yv el peso seco semanalmente. El peso
fresco se obtuve pesando el callo inmediatamente despuéds que
se removid el agua adherida con papel filtro y el peso seco

se obtuvo después de secar el callo a B8O s por 24 horas.
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3.9 Estabiecimienio Y crecimiento del cultivo de células

en suspension.

Ed cultivo de céluias en suspensidén se inicif con la
transferencia aséptica de una porcitn de callo friable de
aproximadamente 0,5 g de peso fresco a un Erlenmeyer de 125
ml conteniendo 30 m! de medio liquido MS. Este callo friable

se obtuvo a partir de cotiledones de mazorcas maduras de

cacao cultivadas en un medio MS con 2,4-D (1 mg“l"l) + CH (2
g'l“l) + AC (10% V/V). En cultivos de células en SUsSpeNsion
se estudiaron 4 tratamientos: a) 2,4-D (1 mg'i'i) b) 2,4-D

(t mg-1"H + CH ( 2000 mg-1~1) ) 2,4-D (1 mg-1-1) & acC
(L0 % ) 'y d) 2,4-D (1 mg-1"1) + CH ( 2000 mg-1-1) + AC
(L0 %),

El callo friable transferido al medio liquido fue
incubado a wuna temperatura de 27 % 2 9C en un agitador

rotatorio Bellco Glass con agitacion continua a 100 rpm lao

que provocd la disoclacitn del callo y la produccion de una
suspension celular, que fue filtrado en una malla de 05 g7
dias después de establecida la suspension. El filtrado se

transtirit6 a tubos céonicos de 15 ml de capacidad que fueron

colocados en wuna centrifuga Dynac |1 Clay Adams a 1000 rpm
durante 5 minutos . El fiquido supernatante se decantoe
asépticamente , transfiriéndose las células y agregados

celulares a un medio fresco. lbae suspension se subcultivo
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cada dos . semanas,transfiriendo una alicuota de £ ml a 30 ml
de medio fresco. La tasa de crecimiento de la suspensifn se
obtuvo mediante {a determinacién del peso fresco y el peso
seco semanalmente. El peso fresco se determing de aiicuogas
de 1 m! de la suspension celular, el peso seco se cuantificod
tranafiriendo la alicuota a un papel de filtro después de

su secado a 80 9C por 24 horas.

.

3.10 Analisis estadisticos del estudio.

Para determinar el medio que permite el rescate ¥
desarrollo de embriones provenientes de semillas planas, se
utilizé un disemo completamente aleatorio. Se analizaron 7
tratamientos en dos eENnsavyos . En el primer ensayo se
evaluaron diferentes dosis de glutamina con el hibrido de

cacao 'EET 95 X SCA 87 y en el segundo ensayo se evaluaron

diferentes dosis de «caseina hidrolizada Este segundo
ensayo se realizé con el hibrido *POUND 7 x UF B813'. En cada
unao de los ensayos se utilizaron & repeticiones con 10
embriones por unidad experimental. los embriones utilizados

fueron desprovistos de sus cotiledones para aproximarios a
las caracteristicas mortolbGgicas de los enbriones
provenientes de las semillas aplanadas.

El efecto de diferentes reguladores de crecimiento

sobre la inducecion de callo se estudid mediante un disero
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completamente aleatorio c¢on 4 tratamientos y 5 repeticiones
Cada unidad experimental estuveo constituida por 10 tubos de
cultivo con secciones de cotliledbn del hibrido POUND 12 X
CATONGO"® .

Para la fase de desarrollo se emplearon 5 tratamientos
y 4 repeticiones ordenados en un disefo completamente
aleatorio con 10 tubos de cultive por unidad experimental.

En el cultivo de células en suspension se utliizaron 4
tratamientos y 6 repeticiones en un disefo completamente

aleatorio.

3.10.1. Variables medidas en el embrion.

1. L.as variables medidas en cada embritn fueron las
siguientes:

al Sobrevivencia ( % )

b Niamereo de hojas

c) Longitud de la lamina foliar mas peciolo (mm)

£y Longitud del epicotile (mm)

g) Longitud del eje hipocotilo-radicular (mm)

hi Mamero de raices laterales.

i Fresencia de callo

Estas variables fueron cuantificadas cada 7 dias hasta

completar 35, con &l fin de elaborar curvas de crecimiento
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y determinar asi un medio que permitiera el rescate y un
rapldo desarrollo de los embriones de cacao provenientes de

semillas planas .

3.10.2. Inducéidon de callo.

Los explantes se evaluaron cada 7 dias con base en los

siguientes parémetros

a) Area del callo, derivado de dos diametros, el mas largo
y el perpendicular a éste dividido entre 4 (Area caltlos
D1.D2/4. (Kononowize, 1984)

b) Estructura del calio.

¢} Color del callo.

e) Presencia o ausencia de estructuras globulares.

3.10.3 Cinética de crecimiento y cultivos en

suspensioén celular.

Las variables evaluadas fueron:
a) Peso fresco (g)
by Peso seco (g).

c) Morfologia de las cédlulas en suspensiaon.

3.10.4 Procesamiento de la informacion.

3.10.4.1. Analisis de varianza.
Los analisis de varituansa se realizaron can la
ayuda dei Centro de Compute del CATIER, uvutilizando et

programa S5A5.



El modelo e®stadistico que considerd los 7 medios de
cultivo para el rescate de embriones fue un disero

completamente aleatorio, con la siguiente formula:

Y"=U+Mi+E

ij ii
En donde
Yij = variable de respuesta
U = media general
M; = efecto del medio de cultivo
Eii = error experimental.

El anallsis de varianza se estructur6 de la siguiente forma:
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FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
M Medio de cultivo (M-13 &
E Error experimental M(Or-1) 21

Las fases de induccidon y desarrollio del callo se

establecieron bajo el siguiente modelo:

Yi: = U + M; + E

ij i ij

en donde:
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Yjj = Area del callo

¥, = Media general

M; = Efecto del-medio de cultivo . -
Eij = Error experimental.

Correspondié a este estudio el siguiente anAliais de

varianza:

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
M Medio de cultivo {M~1} 3
E Error experimental M({ r-1) i2

El modelo estadistico que correspondid a la cindtica
de crecimiento de callo a partir de cotiledones de cacao fue

el siguiente:

Yij=U+H- + E

en donde

Yij’ Peso fresco o pesc seco del callo
iy = Media general,
Ejy3 = Error experimental

El analisis de varianza carrepondiente a éste sstudio

fue el siguiente:
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FUENTE DE VARIACION

GRADOS DE LIBERTAD

M Medio de cultivo” M-1

E Error experimental M (r-1

) 12

El modelo estadistico que consid

D, 2,4-D + CH , 2,4-D + AC vy 2,4-D

cultivo de e¢élulas en suspensiéon es el

Y U + M; + E

ij i ij en donde

1]

Yij Pesao fresco o peso seco de

agregados celulares

era el efecto de 2,4~
+ AC + CH sobre el

siguiente:

las células o

U = HMedia general
M; = Efecto del 2,4-D, AC vy CH.
Eij = Error experimental.

El analisis de varianza correpondiente

forma:

es de la siguiente

FUENTE DE VARIACION

GRADDS DE LIBERTAD

M Medio de cultivo F-1 3
E Error experimental Mep~-1) 20
3.10u4.2.l Prueba de Duncan.

Para detectar la significancia est
promedias de cada variable gvaluada, se

Duncan @i nivel del 0.05 % de probabilil

adistica entre los
utilizé la prusba de

dad.



4. RESULTADOS

4.1 Evaluacién de)l crecimiento de ejes embrionales de cacao
de los hibridos "EET 95 x SCA 6 y POUND 7 X UF 613'bajo
la influencia de siete medios de cultivo durante un

periodo de cinco semanas.

4.1.1. Porcentaje de sobrevivencia

+

El analisis de wvarianza mostrdé diferencias
significativas como respuesta a los diferentes medios de
cultive para el hibrido "POUND 7 X UF 613', cuyos
porcentajes de sobrevivencia variaron de 57,50 a 85 (cuadro
6) Los porcentajes finales registradoas a los 35 dias fueron
de 52,50 a 82,50.

Ei estudio con el hibrideo *'EET-85 X SCA-6' no mostré
diferencias estadisticas durante los 35 dias. Los
percentajes de sobrevivencia reglistrades en la primera
semana oscilaron de 85 a B2,50 (cuadreo 5}); a los 35 dias
estos porcentajes disminuyeron hasta alcanzar valores de

67,50 a 85,00%

4.1.2. Longitud del eje hipocotilo-radicular

los cuadros 5 a t4 indican la respuesta significativa a
los diferentes medios de cultive , tanto para el hibrido

TEET-95 X SCA-6' como para el 'POUND~7 X UF-B813'. Para el
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Cuadro 5. Promedio de las variables del porcentaje de sobrevibrevivencia
longitud hipocotilo-radicular y nlmero de raices laterales
en ejes emhrionales de cacao del hibrido EET-95 X SCA-6 cuiti-
vades en T medios durante 7 dias.

Hedio Porcentaje D\l Longitud b Nimere b

cultivo de ’ hipoc-raiz raices
Glutamina sobrevivencia {cm) lateraies

{ag)

HS 87,50 a 3,07 a 0,96 b

Sales M5/2 85,00 a 3,80 ab 3,36 a
M3 + 200 82,50 a 3,83 a 0,93 b
HS + 400 90,00 a 3,82 a 0,681 b
H5 + 600 80,00 A 3,72 a 1,04 b

H3/3 82,50 a 3,48 ab 1,18 b

HS+AC 87,50 a *3,32 ab 0,88 b

{, Prueha Duncan, en donde los valores promedins con la misma letra
no difieren entre si estadisticamente (P £ 0.05),

2. Las vitaminas, inositel y sacarosa modificados.

3. Se adiciond 1000 mg.i-1 de inmositol.

Cuadro 6. Promedio de }as variables del porceataje de sobrevibrevivencia
longitud hipocotilo-radieular y nimere de raices ltaterales
en ejes enbrionales de cacao dei hibrida POUND-T X UF-813 culti-
vados en 7 medios durante 7 dias.

edio Parcentaje D\ Longitud b  Hinero de
cultivo de hipoc-raiz raices ]
Caseina  sobrevivencia {cm) faterales
ing)
S 85,00 a 3,38 b 0,20 b
Sales HS/2 67,50 b 3,58 ab )| ab
M5 + 200 62,50 b 3,94 ab 0,94 ab
H$ + 400 57,50 b 4,05 a 3,31 b
HS + 600 57,50 a 4,19 a 0,83 b
KS/3 86,00 a 3,75 ab 0,95 b
HS + AC a5, 00 a 3,70 ab 2,06 3

1. Prueba Duncan, en donde los valores promedios con ta amisma tetra
ne difieren entre s1 estadisticamente (P 2 0.05).

. Las vitaminas, inosito! y sacarosa modificados.

. Se adiciond 1000 mg.1-1 de imositol.

]
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primer hibrido, la mayor longitud hipocoﬁilo~radicular se

obtuvo con el médio MS modificado y enriquecido con 200
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mg‘l“i de glutamina en ia pPrimera SEmana. Este ~

comportamiento se mantuveo durante los 35 dias.

La mayor respuesta morfogénica para el hibrido POUND-7
X UF-613 se obtuvo con un medio MS modificado y enriquecido
con 600 mg‘l'l de CH. No hubo diferencias significativas con
200 y 400 mg'l“l con CH y la respuesta se mantuvo hasta la

evaluacién final realizada 'a los 35 dias (Cuadro 143,
4.1.3. Longitud del epicotilo.

Eil hibrido EET 95 X SCA 6 respondid significativamente
al medio MS modificado y enriquecido con 200 nmg-l1-! de
glutamina; este comportamiento se wmwantuve durante todo el

periodo de observacién (Cuadro 13).

En el hibrido POUND-7 X UF~-613 hubo una mayor respuesta
a los medios M8 modificados y enriquecidos con caseina
hidrolizada, registrandose la mayor longitud del epicotilo

con 200 mg'i"l.
4.1.4, NGamero de hojas

S5e determinéd el el niamero de hojas a partir de la
segunda semana después de la siembra. En esta fecha, el
hibrido "POUND-7 X UF-613' registrd el mayor nfmero de hojas

en el medio MS modificado y enriquecido con 200 mg'i"1 de CH



Cuadra 7. Proaedio de las variables del porcentaje de sobrevivevivencia longitud hipocotilo-radicular, longitud del
eplcotilo, nlwero y longitud de hojas y nimero de raices en ejes embrionales de cacao del hibrido EET-95
X SCA-6 cultivados in vitro durante 14 dias en 7 medios de cultjvo.

Hedio Porcentaje D\l Longitud D Longitud D Nimero D Longited B Nimero b

cultivo de hipoc-raiz epicotilo hojas hoja\2 ralees
Glutamina sobrevivencia
(mg) (cn) {cw) {cn) lateraies
S 87,50 a 3,3 b 0,07 b 0,00 c 0,00 b 2,07 a
Sales NS\3 87,50 a 4,46 a 0,08 a 0,79 b 0,18 ah 4,50 a
HS + 200 87,50 a 4,31 ab 6,36 ab 1,59 a 0,31 a 3,00 a
HS + 400 87,50 a 4,34 ab 0,32 ab t,38 ab 0,24 a 0.66 a
HS + 600 85,00 a 4,28 ab 4,30 ah 1,19 ab 0,22 a t,83 a
H5\4 80,00 a 3,79 b 0,05 b 0,00 c 0,00 b 4,03 a
HS + AC 80,00 a 3,51 b 0.07 b 0,00 ¢ 4,00 b 2,38 a

1. Prueba Duncam, en donde los valores promedios con la misma letra no difieren entre si estadisticamente (P £ 0.05)
2. Longitud del peciolo mds ta limina foliar.

3. Las vitaminas, inesitol y sacarnsa medificades.

4, Se adiciond 1000 mg .i-1 de inesital.

Cuadro 8.  Promedio de las variables del porcentaje de sohrevivevivencia longitud hipocotilo-radicular, longitud del
epicotile, numero y longitud de hojas y nimero de raices en ejes eabrionales de cacao del hibride POUND-7
i UF-B13 cultivados in vitro durante 14 dias en 7 medios de cultivo.

Hedio Porcentaje D Longitud b Longitud b\ Numero D Longitud Numero Hl
cultive de hipoc-raiz epicotilo hojas hojas\2 B raices
Caseina sobrevivencia (cm) {cm) (cm} laterales

(mg)

K8 80,00 a 4,40 ) 0,00 ¢ 0,28 b 0,18 b 4,40 ¢
Sales HS5/3 62,5 b 5,00 be 0,18 be 1,20 ab 0,14 b 5,00 be
HS + 200 60,00 b 5,63 ab 0,33 ab 1,88 a 0,24 B 5,63 ab
HS + 400 57,50 b 6,23 a 0,48 2 2,29 a 0,21 b 6,23 2
HS + 600 57,54 b 6,16 a 4,33 ab £,38 ab 0,18 b g,16 a

H5/4 82,50 a 4,55 ¢ 6,19 be 0,64 b 0,24 b 4,55

HS + AC 85,00 a 4,84 be 0,27 b 1,26 ab ,80 a 4,84 be

i. Prueba Duncan, en dande los valeres promedios can la misma letra no difieren entre si estadisticamente (P ¢ 0.0%9)
2. Longitud del peciolo mas la tdaina foliar,

3. lag vitaminas, inositol y sacarosa modificados.

4. 82 adiciond 1000 ag.1-1 de inositol.
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Cuadro 8. Prosedio de las variables del porcentaje de sebrevivencia, longitud hipocotilo-radicular, tongitud del epicoti-
lo, nimero y longitud de hojas y nfmero de raices en ejes emhrionales de cacao de! hibride EET-95 X SCA-6 culti-
dos in vitro durante 21 dias en 7 medios de cultivo.

Medio Porcentaje D1  Longitud D Longitud D Nbaero D Longitud T b Himero

cultivo de hipoc-raiz epicotilo hoja\2 hoja raices
Glutamina sobrevivencia {cm) {ca} (ca) (ca) laterales D

{ng)

M5 85,00 a 3,58 b 0,08 b 0,26 b 0,21 ¢ 2,18 a
Sajes HS8/3 87,50 a 4,40 a 0,71 2 £,88 a £,08 ab 5,74 a
HS + 200 82,50 a 4,52 a 0,58 a 1,17 a 1,51 a §,57 a
M5 + 400 85,00 a 4,54 a 0,48 ab 1,62 a 0,6% be 3,18 a
HS + 600 72,50 a 4,49 a 0,08 ab 1,7 a 1,01 ab 4,76 S

H5/4 80,00 a 4,14 ab 0,08 b 0,39 b 0,13 ¢ 4,70 a

M5 + AC 82,50 a 3,63 b 0,10 b 6,3 b 0,20 t 2,7 a

1. Prueba Duncan, en donde los valeres promedios sonm ia misma tetra no difleren entre si estadisticamente (P ¢ 0.05)
2. Longitud del peciolo ads ta lémina folfar,

3. Las vitaminas, inosital y sacarosa modificados

4, Se adiciond 100 eg.!-1 de inositel.

Cuadro 10. Promedioc de las variables del porcentaje de sobrevivencia, longitud hipocotilo-radicular, tongitud del epicoti-
lo, nimero y longitud de hojas y nimero de raices en ejes esbrionales de cacao del hibride POUND-7 % UF-BL3 culti-
dos ip vitro durante 21 dias en 7 medies de cultivo.

Hedio Porcentaje D\f Longitud D Longitud i Nimero D Longitud Kbamero p
cultivo de hipoc-rafz epicotile hojas he jas b ralces
{aseina sobrevivencia (cn) fea) (co) laterales

(mg)

HS 80,00 a 4,54 c 0,18 b 0,18 i 0,10 b 5,24 a
Sales H$/3 62,50 b 5,27 be 0,33 b 1,50 e 0,61 ab 4,45 ab
BS + 200 60,00 b 5,83 ab 0,41 ab 1,88 be 0,52 ab 2,84 ah
HS + 400  55.00 b 5,48 a 1,22 a 2,48 ab 0,61 ab I ab
S + 600 85,00 b 6,03 ah 0,46 ab 1,980 be 0,91 a 0,50 b

HS/4 80,00 a 5,29 be 0,26 h 1,31 e 0,41 ab 2,22 ab

HS + AC 5,00 a 5,02 6 0,43 ab 2,76 a 0,92 a 5,62 a

L. Prueba Buncan, en donde los valares promedios con la misma latra no difieren entre si estadisticamamente (P & 0.05).
2, Longitud del peciolo mds la limina foliar.

3. Las vilaminas, inusitol y sacarosa sodificados

4. Se adiciend 100 ag. i~} de inositoi.



(Cuadro 8) a pesar de que no se registr6 diferencias
significativas cn los medios que contenian 400 y 600 rng'l'"1

de CH.

En el hibrido ’EET-95 X SCA-6' se obtuvo un mayor
namero de hojas con el medio MS modificado y enriquecido con
200 mg’l"’1 de glutamina, sin dque se registraran diferencias
significativas entre este medio y aquellos con 400 vy 800

mg- 1"t (Cuadro 7).
4.1.5. Longitud de las hojas

La primera evaluaci6n de las hojas se efectio a los 14
dias registrandose la mayor longitud en el medio enriquecido
con 200 mg'i“1 de CH; a@stos valores se mantuvieron duranie
los 35 dias {(Cuadro 13). l.a respuesta obtenida en el
hibrido 'EET-85 X SCA-6' fue significativa en los diferentes
medios estudiados . A pesar de que al inicio se obtuvo la
mayor longitud en el medio MS con agua de coco (10 %), la
evaluacion realizada a los 35 dias mostro las mayores
longitudes en las medios enriguecidas con glutamina en las
concentraciones de 200 a 8600 mg'i“l sin mostrar diferencias

estadisticas.

4,1.6. Nimero de raices jaterales.
E]1 analisis de varianza realizado a log 35 dias por
efecto del mecio sobre el nomero de rajsces mostro

diferencias significativas y se obtuvo una mayor respuesta
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cuadre 11.. Promedio de las variables porcentaje de sobrevivencia, longitud hipocotile-radicular, longitud del epicotilo
nimero y longitud de hojas y nimero de raices laterales en ejes embrionales de caccao del hibride EET-95 X
SCA-6 cultivados in yitre dgurante 28 dias, en 7 vedies diferentes.

Hedio Porcentaje P\ Longitud b Longitud D . Nmero B Longitud D Niaero D

cultive sobrevivencia hipoc-raiz epicétilo hoja hoja \2 raices
Glutaaina (co) {ce) (ca} fateralas

{mg}

) 85,00 a 3,714 b 0.09 b 0,37 d 0,44 ¢ 2,19 a
Gales MS/3 75,00 a 4,68 a 0,7 a 2,60 a 1,85 ab 5,74 a
HS + 200 80,00 a 4,82 a 0,58 a 2,41 ab 2,38 a 4,57 a
HG + 400 80,00 a 4,13 a 0,49 ab 2,08 b 1,57 b 3,18 a
H5 + BOO 70,00 a 4,71 a 3,54 ab 2,29 ab 1,63 b 4,76 a

H5/4 80,00 a 4,92 a 0.08 b 0,87 c 0,30 ¢ A7 a
HS ¢+ AC 82,50 a 3,80 b 0,10 b 0,65 cd (0,36 ¢ 2,75 a

Prueha Duncan, en donde los valores proaedios con la misea letra no difieren estatisticamente entre si (P £ 0.05).
Longitud del peciafo més ia ldmina foliar.

Las vitaminas, imosite] y sacarosa modificados

8¢ adiciond 1000 mg.l-{ de inositol.

FoS JOR O B

Cuadro 12.. Promedio de las variables porentaje de sobrevivencia, longitud hipocotilo-radicular, longitud del epicotilo
nimero y longitud de hojas y nimero de raices en ejes embriomales de cacae dei hibrido POUND-7 X UF-613
cultivados in vitrp durante 28 dias, en 7 nedios de cultivo.

Hedic Porcentaje D Longitud B Longitud D Numero D Longitud Nimero D
cultive sobrevivencia hipoc-raiz epicotilo hojas hojas b raices
Caseina {ca) {cw) (cm) laterales
(mg)
72,50 a 4,83 c 0,44 b 0,99 g 0,54 ¢ 6,35 ab
HS 62,50 b 5,48 be 0,59 b 2,05 ¢ 1,86 b 8,60 a
Sales H5/3 60,00 b 6,11 ab 0,68 ab 2,45 bo 2,25 a 5,5% ab
HS + 200 52,50 b 6,78 a 1,66 a 3,38 ab 2,43 a 3,08 b
HS + 400 55,00 b 6,25 ab (0,94 ab 2,53 be 1,18 be 2,50 b
HS + 800 80,00 2 5,57 bhe 0,48 b 2,13 c 0,56 € 3,1t b
Hs/4 85,00 a 5,54 he 1,42 ab 5,00 a 1,20 be 1,00 ab
HS ¢+ AC

{ Prueba Dungan, en donde los vatares promedios con la misma leira no difieres estadisticamente (F . G.09)
2. Longitud del peciolo mas laa lamina foliar,

1 Las vitamipas, inositdl y sacarosa aedificados

4. Se adiciont 1000 sg.l-1 de inositol.
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Cuadro 13. Promedio de las variables porcentaje de sobrevivencia, longited hipocotilo-radicular, longitud
del epicotilo, nfmero y longitud de hojas y ndmere de raices en ojes eabrionales de cacao del
hibrido EET-85 X 5CA-6 cultivades in vitrg durante 35 dias, en 7 medios de cultive.

Hedio Porcentaje D\l ~ Longitud D Longitud D Nimero D Longitud D Nimere D
de de hipoc-raiz epicatilo de hoja\2 raices
cultivo sobrevivencia {cm) {cm) hoja {ca) laterales
Glutasina
{ng}
S 85,00 a 3,808 c 0,25 vy 0,57 c 0,682 ¢ 4,43 ab
Sales HS/3 75,00 a 4,84 ab §,33 a 2,80 ab 2,33 b 7,28 ab
HS + 200 77,50 a 5,10 a 1,62 a 32 a 2,1 a 8,78 a
BS + 400 77,50 a 5,01 a i,28 a 2,28 b 1,95 b 7,85 ab
HS + 600 67,50 a 4,97 a 1,47 a 2,57 ab 2,18 b B,22 ab
K&/4 77,50 a 5,27 a 0,20 h ¢,88 c 0,48 ¢ 6,76 ab
HS + AC 77,50 a 4,43 b 0,30 b 0,86 c 0,84 c 4,12 b
1. Prueba Duncan en donde los valores cop la wisea letra no difieren estadisticamente entres st (P £ 0.08)
2. Longitud del peciclo mds la limina foliar.
3. Las vitaninas, inositol y sacarasa modificados.
4. Se adiciond 1000 mg.1-1 de inositel.

Cuades 14. Promedio delas variables porcentaje de seobrevivencia, longitud hipocotilo-radicular, fongitud
dei epicotile, tongitud y ndmere de hoizs y ndmero de raices en ejes esbrionales de cacao del
hibrido POUND-7 X UF 613 cultivadas in vitro durante 35 dias, en 7 medios de cultive.

Hedie Porcentaje D\l Longitud D Longitud D Nimero D Longitud Ninero D
de de hipoe-ralz epichtile de hojas\2 D raices
cuitivo sobrevivencia (cm) (em) hojag {ca)
Caseina
(mg}
HS 72,50 ab 5,18 c 0,68 c 1,36 d 0,68 ¢ 6,85 ab
Sales H5/3 60,00 be 5,68 be LB be 2,88 ¢ 2,3 b 1,55 a
M5+ 200 60,00 be 6,58 ab 1,28 bea 3,05 ¢ 2,5 ab 8,36 ab
MS + 400 52,50 £ .2 a 2,27 a 4,23 ab 3,16 a 5,67 b
M5 + 600 55,00 e 6,58 ab 1,06 be 3,33 be 2,66 ab 6,04 ab
H5/4 80,00 a 5,99 be 0,77 be 2,82 ¢ 0,71 c 4,00 b
MS v AC 82,50 a 5,94 be 1,78 ab 4,54 a 1,37 ¢ 7,68 ab

PN

{ P2 0,05;

Longitud del peciclo nds la lamina foliar.

Las vitaminas, inpsitol y sacarosa modificados.

e adicions

00 mg. i-1 de inositod

. Prueba Duncan #n donde las vatores promedios con ta misea letra no difieren estadisticamente entre si.



con el medio MS modificado mas 200 mg-i“i de CH en =l
hibrido 'EET-9b5 X SCA-6'. El hibrido 'PAUND-7 X UF-613°
mostr6 una mayor respuesta al medio M5 modificado, pero no
se observd diferencias significativas entre éste y los

medios que contenian glutamina.

4,2 Parametros morfolégicos en ejes embrionales de cacao
del hibrido "POUND 7-X UF-613 y EET-95 X SCA-6' en un
medio MS modificado y'suplementado con 200 mg'l"l de

glutamina y 200 mg'l“l de CH durante 3b dias.

l.os embriones normales desprovistos de cotiledones,
cuyas estructuras se aproximan a los embriones antmalos de
las semillas aplanadas, mostraron un mejor crecimiento en un
medio MS modificado y enrigquecido con 200 mg'l_i de
glutamina y 200 mg‘l*l de CH . A continuacidn se describen

log principales parametros morfolfigicos.

El primer cambio morfol6gico observado fue el
alargamiento del eje hipocotilo-radicular gue mostrd en el
hibrido EET-895 X-SCA, un longitud de 3.83 cm en la primera
Semana; en forma similar, la cuantificaciéin de este
parametro en el hibrido POUND-7 UF-813 registré 3.84 cm. La
evajuacitn final a los 35 dias, registrd una longitud de
5.10 cm para el primer hibrido vy 6.58 c¢m para el segundo

(fig 2 v 3).
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Las figuras 2 y 3 muestran el crecimiento del epicétilo
durante 35 dias. 50 desarrollo se determiné a partir de ia
segunda semana Yy fue wmuy lento. A partir de esta fecha se
registraron longitudes promedio de 0,31 y 0,33 cm para uno ¥
otro hibrido, estos valores aumentaron a 1,82 vy 1,29 cm en

la quinta semana.

El namerc y longitud de hoias también se cuantificétd a
partir de la segunda semana después de la siembra y se
ebtuve un nimero promedio de 1,59 hojas y una longitud de
0.31 cm en &l hibride 'EET-95 X S5CA-6'. En ia guinta semana
de desarrollo se registré 3,21 hojas de 2,79 cm de longitud

(Fig 1 y 2 ).

Una respuesta similar se obtuvo en &l hibrido *POUND-7
X SCA-B" debido a que en la segunda semana se obtuvo 1,88
hojas promedio con una longitud de 0,21 e¢m. A los 35 dias
aumentd a 3,05 hojas y una longitud de 2,55 cm a los 35 dias

(Fig 4).

La respuesta del sistema radical fue lenta y el nidmero
de raices a los 7 dias, es similar en los dos hibridos (0,93
para 'EET-85 X S5CA-8&° y 0,94 para 'POUND-7 X UF-613" ¥y el
incremento que se observa a los 35 dias es de 9,78 para el

primero y 8,36, para el segundo
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4.3 Comportamiento de embriones provenientes de semillas
aplanadas en cruces intraespecificos y transplante a

invernadero..

El cuadro 15 contiene los resultados obtenidos en el
cultivo de embriones, provenientes de semillas aplanadas,
cultivados en un medio MS enriquecido con glutamina (200

mg+1"%) y CH (200 mg -i~1) . Este medio permiti6é un rescate
de embriones con un buen desarrolleo y sin formacibn de
callao. Las plantulas obtenidas mostraron las siguientes

variaciones.
a. La mayoria formbé plantulas de apariencia normal.

b Algunas desarrollaron protofilas anomalas, con borde
aserrada, de forma lanceolada o lamina foliar con Areas

clordticas.

G Algunos hibridos presentaron regeneracidn y originaron
embriones somaticos y organogénesis directa partir de

hipocotilos y cotiledones

E1 porcentaje de plantulas desarrolladas a partir de
embriones provenientes de semillas apianadas fue muy
variable en los hibridos estudiados (Cuadro 15) . Los

valores fluctuaron de 168 y 87 %,
Las planiulas haploides se verificaron inicialmente por
caitacteristicas morfologicas y l(inalmente mediante el conteo

de cromosomas  en hojas ifvenes., Esto permitid determinar un
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Cuadro 15. Porceataje de almendras aplamadas vamas, con embrifn y plantas desarrolladas de diferentes hibrides

de cacao.
. Almendras aplanadas % de almendras NG Piantas desarrolladas
HIBRIDD Total embriones
con esbrifn Vanas yanas  con embridn sembrados Hg %

CATONGO X POUNDT 12 i) 38 68,00 32.00 i2 3 25.00
FET 62 X SCA 6 83 113 186 58, 00 42,00 B3 85 66,00
FET-48 X SCA-Gus 27 35 62 18,00 82,00 27 & 22,00
ET-48 X SCA-Gax 20 12 32 38,00 63,00 20 8 &0.00
EETB2 X SCALZ 11 2 EX] 67,00 33,00 11 8 81,00
EET36 X SCALZ 25 2 i 28,00 71,00 25 i6 64,00
EETYS X SCAb 3 45 6 54,00 41,00 KH i} 32,00
IHCBT ¥ UFBS4%3 21 38 66 59,00 41,00 21 il 41,00
IHCE7 K 5Ca12 15 2 &4 66,00 34,00 15 8 53.00
iHC 67 ¥ UF 813 7 17 24 14,00 86,00 7 5 71,00
POUNDT K UFGG7 28 62 80 64,00 31,00 28 23 82,00
POUND 7 £ UF 613 = 14 40 59 68,00 32,00 19 12 63,00
POUND? { UFGLE {i] 80 L 69,00 34,00 36 8 22,00
POUNMDIZ X CATONGOD 34 14 53 36,00 64,00 34 19 56,00
POUND 12 X UFBB7 12 25 37 68,00 32,00 12 5 42,00
SPA 8 X UF 613 30 40 70 57,00 43,00 30 22 13,00
UF 12 X POUND 7 2 H 3 33,00 §7,00 2 1 50.00
UF 12 X THC 67 8 9 17 52,00 48,00 B 3 37,50
UF 667 X SCA 6 13 7 20 35.00 £5.00 13 5 348,00
UF 29 ¥ UF BB7 9 21 30 70.00 30.460 9 3 33,00
UE 2% % CC 1B 18 t5 33 48,00 55,00 16 3 17,00
UF 29 f POUND 7 & 3 & 38,00 63,00 5 § 83,00
UF 29 ¥ CATONGD 3 7 10 T0.00 30.00 3 6 50,00
UF 29 X UF 613 3 i 4 25.00 75.00 3 2 67,00
UF 613 ¥ INC 67 3 4 5 g9 55.00 §5.00 &4 2 50.00
UF 613 1 POUNDL 7 35 52 73 71,00 28,00 K1) 29 83,0
UF 613 X IKCS74r 30 20 39 51,00 48,00 3 26 87,00
UF 613 X POUND 12 48 50 98 51,00 48,00 48 25 52,00
UF 613 L SPA O 50 he 106 53,00 47,00 50 24 48.00
UF 854 L POURD ¢ 7 8 15 53,00 47,00 7 3 43,00
B o876 % I av 22 30 52 58,00 42,00 22 i 37,00
UF 667 1 IHC 87 28 I 6a 56,00 44,00 28 10 36,00
UF BB/ X LHC HO X! 5 g 63,00 38,00 3 H 33,00
UF 867 1 SCA 12 23 29 R2 58,00 44,00 23 19 53,00
UF-869 { IMC oive 20 § 16 50.00 56,00 20 Z 60.00
UF 68 § POUND L2 7 b 1t 37,06 64,00 7 3 43,40
THTAL 755 873 1671 5t a1t

« Hibridos que presentaron regenscacisn en cotilzdones & hipocotila.

ve H b i i e

se deterning fa haplovdia




1.70 % de plantas haploides
Se presentd organogénesis y embriogénesis somatica en

los hibrides POUND-7 X UF-613, UF-613 X (MC-87 , EET-62 X

SCA-6. Los brotes obtenidos en &1 hipocotilo de embriones
de semillas aplanadas del hibrido UF-6813 X I[IMC-67 se
obhservaron en el microscdpico electrdénico de rastreo lo que
permitid apreciar los primordios foliares en cuya superficie
g5 visible wun gran nimero de tricomas (Figura B). Ademas se
presentaron  vastagos con una estructura hipocotitlar
diferenciada, y estructuras foliares entre cotiledones y
megafilas (Figura 9)

El transplante de lag plantulas al invernadero se
realizo a los 5+-6 mesesg posteriores a la germinacién. Dos

meses después se determind la pérdidas de un 7 % de plantas.

A4, Morfologia de los tipos basicos de embriones provenien

tes de semillas aplanadas de cacao.

UF-613 X IMC-687. Embriones de hipocotilo bien desarrollado y
la radicula inconspicua. Cotiledones foliosos, espatulados

Venacidn acyadrosa basal (Figura 5C).

MC-67 X UF-654. Tipo ¢on hipocotilo grueso,carnoso;,
cuelto de la raiz de apariencia normal v radicula alargada
v oangosba, Un cotileddn globular, carnoso y peaciolado;

epicotilo no visible (Figura ©6A).

55



Figura 5.

Morfologia tipica de los embriones provenientes de
semilias aplanadas de cacao. A.Embrifn proveniente
de una semilla normal con remocifin parcial del
cotiledén (¢c) para exponer el hipocotilo (h). D.
Organcgénesis observada en sl hibrido IMC-67 X UF
654, Los brotes (b) se originan del hipocotilo.
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EET-95 X SCA-6 : Embriones de epicotilo andmalo curvado. No
se ohserva cotiledones; la radicula es angosta y alargada

(Figura 7H).

EET~85 X SCA-6 : Formas hipocotilares anémalas, comprimidas
lateralmente ; cuelio de la raiz engrosado La radicula pogo
desarrol lada, Cotiledan carnoso anomalo, peciolado.
Peciolo comprimido lateralmente. Mo hay evidencia de

epicotilo.

EET-85 X SCA-6: Semillas con dos embriones fusionados
ontogénicamente en e cuello de la raiz. Radicula
inconspicua, epicotilo bien formado, cotiledones foliosos

can 5 venas mayores longitudinates (Figura ©DE).

EET-95 X SCA;G: Radicula, auello de la raaz e hipocotilo
normales. Este tipo muestra tendencia a la formacifn de
laminas con venacion esfriada. Cotiledones ligeramente
CATNOS0S ¥ epicotilo normal . Las protofilas son de forma

escuamiformes.

EET-62 X SCA~6: Embriones con hipocotile narmal y radicula
larga y fragil. Mrecdo wtiledonar observable  pers RRSS
desarrollo. Frotofila basal v hoias supericres <con Pamina ds
borde sinuado lobado. La vinsacosn acreadroma, perfecta bausal,

Después de formar la prototila el apice  s& divide
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simpodialmente ¥y da origen a dos tallos . En cada rama, la
forma foliar se normaliza después del tercer nudo en sentido

acropeta.

POUND~-7 X UF-8867: Poliembrionia. Fusion longitudinal de
epicotilos adyacentes, cuel los radiculares y zona proximal
de las radiculas. Nudo cotiledonar sin cotiledones
vigibles. Hojas lanceoladas , asimétricas de borde sinuado .
Venacién reticulada actinddroma. Apice del wvastago con

numerosas escamas {(Figura 7A).

EET-48 X SCA-6 Hipocotilo normal. Ramificaciotn simpodial
del epicotilo en plantula y brinzal. Ho jas pequefas
normales aungue con areas clordticas intervenales (areolas)

(Figura 7 EJ).

Ur-613 X SPA-9: Embridn mal formado con radicula
vestigial. Epicotilo corte , grueso, mal formado. Hojas
vestigiaies, escuamiformes ofromzs reducidas., lanceanladas o
linerares . Vena media incunspigusn. Bl  apice del vastsgose
atrofia. Se pierde la dominancia apical ¥ 5 @ inicia el

desarrollo de una yema lateral poco vigorosa (Figura © B).

EET-8687 X 5CA-6 : Radiculsa peguesa e hipocotilo normal;
cotiledones irregulares, mal formoados. Protofila de lamina
foliar irrregular , asimeétrica, aserrada &n el sem:iiobo.

Venacién camptddroma (Figurs BF.
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Fig 8. Organogénesis en hipocotilos de embriones provenientes de semillas aplanadas de cacao. A. Vista lateral de un brote
{b} desarrallado en el hipocotile {h) . B. Detalle de primordios feliares del brote. C. Brate del hipocotila en el
hibrido EET-93 X §0A-6. D.Detalle de la estructura epidéraica de la superficie abaxial del primordic foliar.E. Brote.



EET-682 X S5CA-6. Raiz inconspicua, de forma normal.
Hipocotilo dorsiventrai. Cotiledén rudimentario; epicotile

no observable .

IMC- 67 X UF-B654, Embri6én anormal , espatulade, de
radicula atrofiada. Hipocotilo rudimentario. Cotiledones
fusionados-a los largo de la superficie adaxial. Epicotilo
no visible ¥ su emergencia eas obliterada por Ia

concrescencia cotiledonar (Figura 7D).

EET- 62 X SCA- 6. Embri6én amorfo (forma teratologicay,

Radicula no visible. Epicotilo y <cotiledones deformes.

62

Hipocotilo dorsiventral, ondulado, con incipiente torque

vertical (Figura 7C).

EET-62 X SCA-6 Radicula débil y angosta, epicotilo corto vy

dorsiventral. Cotiledones foliosos, incumbentes (Figura 6A).

UF-613 X POUND-13 . Hipocotile engrosado y dorsiventral,
Nudo cotiledonar dividido en dos uno contiene el epicotilo

con la base engrosada (Figura 5B)

UF-813 X IMC-67, Mipocotilo engrosado coliledones
carnosos , andmalo. Epicotilo no observable. Organngénesis
directa tanto en cotiledonss comoe e&n el hipocotilo (Figura

5G).



Figura 9.

Vastagos aobitenidos
UF-613 X [MC-87.
nudo hipocotilar.
estructura foliar

por organogénesis en el hibrido

h. estructura hipocotilar. n.
a.v. apice del vastago. ef.
entre cotiledones y megafilas.



Figura 10. Cromosomas observados en el Apice de una planta
de cacao haploide, proveniente de una semilla
aplanada. Au 2000 X

Figura 11. Diferentes caracteristicas de los embriones de
cacao provenientes de semillas aplanadas.
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UF-667 X SCA-12. Cotiledones carnosos.y antmalo. Hipocotilo
inconspicuo ,engrosado . Epicotilo no observable (Figura

7B).

Ademas de los tipos descritos, es posible observar
variaciones de las formas basicas en log diferentes

B

hibridos.

4.5 Efecte de ANA + BA y 2,4-D sobre la induccion de

callo a partir de cotiledones de cacao.

El callo blanco amariilento obtenido a partir de cotiledones

de! hibrido POUND 7 X CATONGH continda su crecimiento al ser

transferido a un medio fresco, excepto en el tratamiento
sin reguladores. La cuantificacion del! area de callo y su
anaiisis estadistico, mostrd diferencias altamente
significativas en los diferentes tftratamientos, durante
cuatro semanas {Cuadro 18). El mayor crecimiento de callo
se. aobtuvo, para todos los Lotamientos, = 0 3 semanas

despuds de efectuarse la transferencia a medio fresco, =|

Area mayor se formd al aplicar 2,4-D (1 mg‘l'l} Se obhserwvd
un nuevo crecimiento de callo blanco, alrededor dail catlo
blanco amarillento inicial (Fig 123, El nuevo calloe

presentf una estructura méas compacta gue el producideo con

tos tratamientos suplementados con ANA y BA.
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AREA DE CALLO (Cid)

Figura 12. Iniciacif6n dei calio a partir de cotiledones de

Cacao del hibrido POUND-7 X CATONGO en un medio
MS con ANA + BA Yy 2,4-D.

—
05}
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BA-1

AREA OE CALLD (Ci)

SEMANAS

Figura 13. Desarrcilo del calio a partir de cotiiedonss Qe
cacao del hibrido POUND-7 x CATONGD 2n un medio
M5 mas agua de coco , CH, BA y 2iP.



Con el tratamiento de ANA (1 mg-1-') + BA (3 mg-l-*) sge
obtuvo callos de consistencia friable, blanco amarillentos y
en algunos cotiledones se formaron estructuras globulares 2
semanas despues de |la transferencia Estas estructuras no

parecen originarse del callo sino del cotiledon.

El callo respondid en forma diferente al agregar ANA
(1 mg-1-*) y 3 mg- I-! de BA, obteniéndaose un callo de

consistencia friable gue #2n algunos casos generd raices.

4.6 Efecto de CH sobre el desarrollo de callo en un medio
basal M5 suplementado con agua de coco (10 %), BA y

2iP.

La +transferencia del cailo a diferentes medios de
cultivo fresco conteniendo CH (2 mg-1-%) . agua de coco
(10%), BA (1 yv 3 mg) y 2ZiP (L mg- 1~ promovid  su
crecimiento (Fig 13). El analisis estadistice del area del

callo producto de estos tratamientos mostrd diferencias

altamente sigrnificativas durante & senanas.,  Cuadro 16 A)

El mayor crecimiento de caile se abtuvo con aguas de
coco v medio basal MS  contentonds  salo UH. Las ool ios
transferidos a éstos dos medios roueron indueidos con 2,4-D
Los callos abtenidos con aygua de  cooo (10 %) fueron en s
mayoria de consistencia friable. lancos amzaeillentos ¥y &

veces, formaron raices.
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Cuadro 16. Promedio del drea de callo a partir de cotiledones de senillas- aplanadas
del hibrldo POUND 2 X CATOMGG en un aedio basal HS bajo la influencia
de ANA:BA y 2,4-D durante 4 semanas de desarroilo.

Tratamients 12 gemana 24 semana 32 semana 43 semana
Area b Area D Atea b Area b
{ce) {cm) (ca) {cm)

M5 0,000 ¢ 0,000 d 0,064 ¢ 0,078 d
ANA-BA/2 0,142 b 0.176 c 0,222 b 0,33 c
ANA-BA/3 0,152 b 0,230 b 0,300 a 0,406 b

2,4-D/4 0,200 a 0,290 a. 0,330 a 0,594 a

1. Prueba de Duncan en donde los promedios con la aisma {etra no difieren estadistica-
cagentse entre i (P £ 0,05

2. Dosis de BA 1 ng/l. Dosis de ANA 1 mg/i.

3. Dogis de ANA 1 mg/l. Desis de BA 3 mg/l.

4. Dosis de 2,4-D 1 mg/l.

Cuadro £7. Promedio del 4rea del callo a partir de cotiledones dal hibrido POUND 12 X CATOHGD
en un medio basal NS bajo la influencia de AC, BA y 2iP durante 6 sesapas.

Tratamiento 12 semana 0/ 22 sepana D 32 semana [ 38 semana D 54 sesana D 62 semana D

A2 0,0805 a 0,1580 a 0,216 a 0,277 a 0,368 a 0,8883 a
CH/3 0,0723 b 0,1293 ab Q1760 b 0,2233 b G,2975 b 0,517 b
BA/4 0,0613 ¢ 0,i100 be 0,1395 ¢ 0,875 be 0,2300 ¢ 0,430 ¢
208 0,0573 40,1030 be 00,1220 de 90,1813 ¢ 00,2285 ¢ 0,475 ¢
BA/B 0,038 e 0,0710 ¢ 0,0880 d 0,208 4 0,153 4 0,2888 d

1. Prueba Duncan en donde les premedivz son la misea letra no difieeren estadisticazente entre
si {P £0,05)

2. Agua de coco al 10 %

3. Caseina hidrolizaada 2 mg/l.

4. Benzil adenina 3 mg/l.

5. ldopentenil adenina | sg/l.

6. Benzil adenina } g/,

&?
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En presencia de CH, el nuevo callo formado fue cremoso

¥ compacto.

El callo obtenido con medios suplementados con 1 mg
-t de BA mostrd menor desarrolle que elobtenido en un
medio cuya dosis fue de 3 mg.l-1. En ambos tratamientos se
obtuvo un callo Cremnoso vy friable . Ademas, con la dosis
de BA (3 mg-1-') se observaron estructuras de forma globular

en algunos callos.

4.7 Cinética de crecimiento del callo a partir de
cotiledones de cacao.
4.7.1 Iniciacion del crecimiento y desarrollo del

callo.

£l callo iniciado a partir de cotiledones se
mantuvao durante lag 7 semanas de incubacién, en un medio MS
suplementado con 2,4-D, caseina hidrolizada y agua de Coco.
Ei callo formado fue blanco cremoso, distribuideo en
agregados de consistencia friable, excepto ios callos
obtenidos con los tratamientos que contenian 2,4-D mas CH,
que son de apariencia mas compacta.

En la primera semana de iniciacion del callo
el peso fresco ¥y sSeco no mostro diferencias significativas
gntre ios diferentes medios (Cuadro 13a vy 14A ¥, sin
embargo, a partir de la segunda SeEmana ios callos

desacrrol lados en los medios MS suplementados con 2,4-D ¥y



Cuadro 18. Peso fresco promedio de callos a partir de cotiledonss de cacao del hibrido POUND 7 X CATONGO en
un sedlo basal HS con 2,4-U, CH y AC durante 7 semanas de desarrello.

Tratamiento 12 cemana D/1 22 semana D 3J3semana D 43 semana D 52 semana D 63 sesans D 74 semana D

2,4-D 0,276 b 0,350 a 1,030 a Li72 a 1,250 a 1,42 a 1,46 a
2, 8- (R 0,38 a 0,378 b 0760 b 0,810 b 0886 b 1,43 b 1,43 a
2,4-D+AC 0,262 ¢ 0,320 ¢ 0,55 ¢ 0,600 c 068 ¢ 0,668 ¢ 0,663 b
2, 4-DCH¢

AC 0,281 4 0,280 d 0,400 ¢ 0,50 d 050 ¢ 0,8 ¢ 0,610 b

{. Prueba Duncan en dande los promedios con la aisea’letra no difieren estadfsticamente entre a3 ( P £ 0,08)

Cuadro 19. Peso seco promedio de callos a inducidos de cotiledones de cacao del hibrido POUND 7 ¥ CATONGD en
un medio basal HS con 2,4-D, CH y AC durante 7 semanas de desarrolle.

Tratamiento 12 semana D/l 23 semana D 32 semama D 42 gemana D 52 semana D 62 semama D 7 sesana D

2,4-D 0,2083 ab 0,2403 a 0,39 a 0,400 a 0,40 a 0,480 a 0,520 a
2,4-DsCH 0,220 a 0,225 ab 0,325 ab 0,327 b 0,33 b 0,380 b 0,400 b
2,8-D4AC 0,212 a2 0,220 b 0,315 be 0,337 b 0,30 b 0,370 be 0,400 b

2, 4-DCHY
AC 0,180 b 0,200 ¢ 0,284 ¢ 0,320 b 0,34 b 030 ¢ 038 b

{. Prueba Duncan en donde los promedios con la missa tetra no difieren estadfsticasente entre si (P ¢ 0,05)
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2,4-D + CH mostraron un mayor vigor, que se manifesté6 hasta
la sétima semana. Los pesos frescos fueron 1.46 y 1,43 g
respectivamente (cuadro 18). Desde la quinta hasta la sétima
semana el incremento deil callo fue menor y a partir de esta
altima semana se observé un ennegrecimiento del mismo (Fig
14 a 16). lLos callos que crecieron en los medios
suplementados con 2,4-D + AC v 2,4-D + AC + CH mostraron un
menor vigor, que se determind con el peso fresco promedios
de 0.67 y 0,61. Resultaron estadisticamente diferentes
cuando se compararon con los obtenidos en los tratamientos

con 2,4-D + AC y 2,4-D + AC + CH (cuadro 17).

4.8 Cultivos en suspension.

Las secciones de callo friable transferidas al medio
M3 liquido suplementado con 2,4-D, enriquecido con CH y AC,
y distribuidos en diferentes tratamientos , en agitacién
continua, provochH la disociacién deil callo iniciandose la
suspension celular. Esta suspensitn, cuyo c¢recimiento se
determing a partir de la segunda transferencia, e
desarrolld rapidamente después de la segunda semana vy
alcanzé un maximo crecimiento durante la tercera semana en
los 4 +tratamientos evaluados (Fig 18 a 21) .El anAlisis de
varianza mostro diferencias altamente significativas en el
peso fresco de la suspensidn, en cada una de las

i

evaluaciones realizadas excepto en la sexta semana. (Qluadro
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Cuadro 20. Peso fresco promedio de una suspensién celular a partir de cotiledones del hibrido POUND 7 X CATONGO
en un medio basal HS con 2,8-D, CH y AC durante & semanas,

Tratasiento O semana [/1 1% semana D 28 sesana D 33 semana D 43 gemana D 52 sesana D 68 semana D

2,4-D 0,108 a 0,450 a 0,58 a 1,22 a 1,83 a 2,00 a 2,2 a
2,4-D+CH 0,000 » 0,120 b 0,50 b 1,08 a 1,A3 b 1.90 a 2,10 a
2,4-DtAC 0,000 ¢ 0,100 b 0,80 ¢ 1,80 a 130 b 1,60 b 1,80 b
2, 4-D+CH

AC 0,063 ¢ 0,088 ¢ 0,35 e 0,70 b 4,27 b 1,50 ¢ 1,60 b

[}

i. Prueba Duncan en dande lps promedios con la misma letra no difieren estadfsticamente entre si (P £ 0,05)

Cuadro 21. Peso fresce promedio de una suspensifin celular a partir de cotlledones del hibride POUND 7 X CATONGO
en un sedio basal HS con 2,4-D, CH y AC durante 6 seaanas.

Tratasiento 0 gemana D/1 12 semana D 23 semana D 32 semana D 42 sepana D 52 sesana D 62 semana D

2,4-D 0,002 a 0,005 a 0,023 a 0,033 a 0,042 a 0,05 0,060 a
2,4-DsCH 0,002 a 0,000 a 0,020 0,08 b 0,035 b 0,045 0,050
2,4-D4AC 0,0030 a 0,040 a 0,020 b 0,025 ¢ 0,081 ¢ 0,080 ¢ 0,08 ¢
2,A-DiCHH

AC 0,000 a 0,006 a 0,020 b 0,024 ¢ 0,08 c¢ 003 ¢ 00t ¢

-4

o
[

1. Prueba Duncan en donde los promedios con la misma letra no difieren estadfsticasente entre si (P & 0,05

‘
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15A ). Los mayores valores promedios de peso fresco se
obtuvieron con 2,4~-D ( 1 mg/l) ¥ 2,4-D (1 mg/1) + CH ( 20060
mg/l). Estos tratamientos mosiraron diferencias estadisticas
respecto a los pramédios de peso fresco obtenidos en los
tratamientos con 2,4-D + AC y 2,4-D + CH + AC,

LLag células crecieron rapldamente en el medio MG
liquido, suplementade con 2,4-D, obtenieéndose una
suspensién densa, de color blanco amariilenta.

LLas curvas de crecimiento para los cultivos en
suspensién, obtenidos con los diferentes tratamientos se
muestran en las figuras 18 a 21. La masa de células
incrementd su peso de 108 mg (pesoc fresco) a 2200 mg,
cuando el medio MS se suplementd con 1 mg/l de 2,4-D (Figura

183.

El incremento de peso fresco obtenido con el medio MS
suplementado con 2,4-D ,y AC y enriquecido con CH a las 6
semanas fue de 25 veces no obstante fue el tratamiento con

el que se obtuvo los valores menores de peso fresco.
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5. DISCUSION

6.1 Sobrevivencia contaminacién y oxidacién

El factor fundamental en la sobrevivencia de los
explantes fue la contaminacion por microorganismos
endbégenos, principalmente bacterias. Esta fue mayor cuando a
los ejes embrionales se les practicé algian corte durante la
diseccion del mismo . Sweet y Bolston (1982) demostraron
que ios patbgenos endégenos‘estén presentes en la semilla vy,
en consecuencia en las plantulas obtenidas. Ademas
senalaron que la presencia de estos contaminantes cambia con

los lotes de semillas empleadas y con la duracién del

almacenamiento de éstas.

En forma adicional se presenté oxidacién de los ejes
embrionales; no obstante, ésta no afectf su sohrevivencia
aunque en otras esgpecies se determind que Ia oxidacién es
un impedimento para la iniciacién de un cultivo aséptico
(Bonga 1882). La oxidaci6étn se presentd en aguellos ejes
con remocidn parcial de los cotiledones y debido a las
enzimas polifenoloxidasas y tirosinasas que se liberan o se
sintetizan en los tejidos en que se practica alguna herida.
LLa accifn enzimatica sobre los polifenoles v la tirosina
provoca su oxidacifn y produce quinonas fitotéxicas que, a

\
su vez pueden polimerizarse y afectar las proteinas (Bonga

1982).
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Mahbubul et al.,(1977) informaron de la presencia en los
cotiledones de cacao de alias concentraciones de fenales

totales particularmente leucocianidina y epicatequina.

5.2 Parametros morfolégicos en ejes embrionales de cacao
del hibrido POUND 7 x UF 613 y EET 85 X SCA 6 en un
medio MS enriquecido con glutamina y caseina

hidrolizada

La primer respuesta morfogénica de los ejes embrionales

provenientes de semillas normales de cacao se present6 con

79

un alargamiento del eje hipocotilo-radicular Y un
crecimiento muy lento del epicotilo. Rangaswamy ¥y Rangan
(1963), estudiaron la respuesta de embriones de Cassytha

filiformis, sin cotiledones vy, encontraron una correlacidén
directa entre la remocién parcial o total de los cotiledones
y la inhibicifon de la morfogénesis del brote . La respuesta
de los embriones desprovistos de cotiledones sugiere que las
interaccidn nutricional-hormonal afecta el desarrollo normal
de la planta. Khan et QL”(1972) sefialaron que la eliminacidn
de los ocotiledones puede afectar el ewmbrién en varios

aspectos especificos, interfiriendo en la sintesis de

ispanzimas.

Aparentemente la glutamina y la caseina hidrolizada
fueron factores importantes en la respuesta morfogénica

obtenida en el cultivo in vitre de ios ejes embrionales.
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Debido al amplio significado de la glutamina en él
metabolismo del nitrégeno en la planta, existen diferentes
estudios sobre su utflizaci&n en los embriones . Un estudio
comparative realizado por Rijven (1955) sobre ta utilizacién
de glutamina y aspargina en embriones, en forma de torpedo,
de 12 especies de plantas demostrd sin excepcién el gran
efecto promotor del crecimiento que ejerce la glutamina,

superior al de la aspargina.

La glutamina es una fuente de nitrdgeno reducido y
parece que funciona como agente de transporte y

almacenamiento del nitrégeno (Muller y Krikorian, 1985).

El medio MS mas glutamina incrementd el desarrollo de
ia radicula vy del epicotilo . A nivel de organogénesis se
ha demostrado que la adicién de glutamina al medio aumenta
marcadamente 21 desarrollo del brote en embriones de Ginkgo

biloba (Ball 1858).

La mayor respuesta de los ejes embrionales se logré con
el medio MS enriquecido con glutamina y caseina hidrolizada.
En apariencia, se presentf un efecto sinergisticeo entre
estos dos componentes ya que la respuesta de los ejes
embrionales a estos, en forma individual, fue menor (8uadro
13 v 14, l.a caseina hidrolizada (CH) se wutiliza para
proporcionar al ﬁedim una mezcla natural de aminocécidos para

ta nutricidn nitrogenada (Muller y Krikorian, 19853 ., Sin

embargo, se considera que el efecto promotor del



crecimiento por parte del este componente también se debe a
su alta presién oshﬁtica, ya que los componentes usuales de
una preparacién comercial de CH son amino&cidos, cloruros y
fosfatos inorganicos. Los estudios realizados con estos
componentes, ya sea en forma individual o en combinacion de
dos o tres de los componentes en el medic basal, mostrd que
la germinacidn es inhibida por compieta en un medio que
conttiene una mezcla de aminodcidos y clorurce de sodio con o
sin fosfatos. Esto demuestra que en este casa, la probable
funcidén de la CH no es solo nutricional, sino que puede
afectar el equilibrio osmético durante su crecimiento

(Raghavan y Srivastava 1882).
A

5.3 Rescate de embriones de semiilas aplanadas de cacao.

Los embriones provenientes de semillas aplanadas de
cacao presentan deformaciones principalmente an los
cotiledones, que limitan su germinacifn en condiciones de
invernadero. E! medic basal MS modificado y enriquecido con
glutamina (200 mg'l—i) y CH ( 200 mg*l’l) permitio el
desarrollo de estos embriones y su rescate. Esto permitio
caracterizar diferentes tipos morfologicos que eventualmente
podrian correlacionarse con los tipos de haploides
existentes en cacao,mediante el conteo cromosdmico o el uso
de técnicas electroforéticas. Lanaud (1987) efectud el
rescate de embriones provenientes de semillas aplanadas de

cacao en un medio c¢on macroelementos MS diluido un 50 %,
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microeiementos de Heller, FeEDTA , vitaminas de Morel,
glucosa al 2 % vy BA (1077 mg't“i), sin embargo el porcentalje
de plantulas que sobrevivieron mas de tres meses, después de
transferido al invernadero (67 %), fue menor al obtenido en
el presente estudio (83 %). El rescate se efectud en el

medio MS enriquecido con caseina hidrolizada y glutamina .

Las plantulas hapleoide se verificaron mediante el
conteo de cromosomas en hojas jd6venes obteniendo un 1,70 del

total de plantas desarrolliadas a partir de embriones de

semillas aplanadas. Los estudios de Dublin, 1978 muestran
gque el porcentaje de haploides espontaneos varia de wuna
descendencia a Ia otra y en wuna misma descendencia la

variacifn se presenta de un grupo de semillas a la otra.S5us
resul tados muestran porcentajes de 0.03 a 1.8 de haploidia.
l.os valores de 1.8 % de haploidia supera en 20 veces el
observado a partir de gsemil las poliembrianicas
(Dublin, 1978).

El empleo de un medio MS modificado y enriquecido con
glutamina ¥y caseina hidrolizada permitié la regeneracion de
plantas en los hibridos IMC 67 ¥ UF 654 , POUND 7 UF 613 UF
613 X IMC 87 . La organogénesis se presentd tanto en el
hipocotile, como en el cotiieddn.

Esta regeneracién de plantas se obtuvo en un medio
carente de regu}adores de crecimiento, a diferencia de
Lanaud (L9B7) qulén  Inform6 sobre la regeneracldn de

embriones som&ticos & partir de hipocotlio vy cotiledones de
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semillas aplanadas en un medio MS modificado y suplementado

con BA (107 mg‘i"l).

La presencia de caseina hidrolizada y glutamina parecen
ser factores importantes en la formacidn de embriones
somaticos gque se observd en embriones provenientes de
semillas aplanadas de cacao. Novak (1985) obtuvo
regeneracitn de estructuras embriogénicas a partir de
cotitedones de semillas normales e inmaduras de cacao en un
medio M5 suplementado con 10 uM de ANA y 2 g'l"1 de CH . Ei
efecto de este dltimo componente parece ser importante

debido a gque no se observaron embriones somaticos en un

medio libre de CH.

5.4 Efecto del ANA méis BA y 2,4-D sobre la induccidén del

callo a partir de cotiledones de cacao.

Los reguladores de crecimiento ANA y BA en dosis de 1
mg-1"t y 3 mg-1”! respectivamente , ofrecen la posibilidad
de producir plantas a partir de embriones somaticos sgin
pasar por una etapa previa de callo. Aungque con esta
proporciédn ANA:BA se logr6 inducir callo, su desarrolls no
superH al observado con 2,4-D. Skocg y Miller (1957)
determinaron que el desarrollo organizado se presenta como
resultado de las interacciones cuantitativas entre los
reguladores de crecimiento v 2specialmente entre las auxinas
y citocininas y, entre éstos v ntros factores; sin embargo

es necesario tener un balance cuantitativo de los diferentes
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constituyentes quimidos del medio que interactGan con el
tejido para determinar el curso de su desarrollo tal y como
sehald Thorpe (1878),

En cacao se demostré la iniciacién de callo ¥ la
produccifin de embriones somaticos mediante su cultivo 1in
vitro (Essan, 1877; Pence g% al, 1979; Kononowicz ef al,,
1983; Adu-Ampomah, 1987). Estos resultados son confirmados
con los obtenidos en el presente estudio, sin embargo la
frecuencia de embriones somaticos obtenida a partir de
cotiledones fue muy baja, probablemente por tratarse de

embriones de semillas apianadas maduras.

5.5. Efecto del AC, CH, BA. 2iP sobre el desarrollo de
callo a partir de cotiledones de semillas aplanadas de

cacao

La eliminacién de auxinas y la suplementacion del medio
con AC/ CH, BA vy 2iP promovieron el crecimiento de callo
bastante friable. Este crecimiento de calleo fue superior en
el medio suplementado con AC (10 %) . Ademas, este mismo
tratamiento promovié la formacidn de callo en los embriones
somAdticos obtenidos con i mg-l'1 de ANA y 3 mg'l'~1 de BA 1o
que impidid su desarrollo potencial. Este fenfmenoc de
formacion de callo en embriones somaticos también fue
informado por Pence et al,(1879), Essan (1875) y Adu-Ampomah
(1987 vy, parece ser, uno de los problemas que se debe

sSuperar para la obtencion de plantas de cacan Vvia
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embriogénesis somAtica. Este problema se ha tratado de
explicar mediante por la produccién continua de un factor
endégeno especialmente en el cotiledén del embrién somatico,
el cual promueve esta formacion de callo que se incrementa
si los embriones se cultivan en un medio con reguladores de
crecimiento exégeno, los cuales son esenciales para promover
la diferenciacién (Novak 1885; Adu-Ampomah 1987). Los
resultados obtenidos por Adu-Ampomah (1987) muestran que con
el empleoc de wun medio ltiquide vy la remoci6n de los
cotiledones, se minimiza la formacidtn de callo ¥y los
embriones somaticos pueden diferenciarse hasta el estado de

planta en presencia de AGz, ANA e IBA.

5.6. Cinédtica de crecimiento .de callos de cotiledones de

cacac inducidos y desarrollados con 2,4-D, CH y AC.

El medio MS suplementado con 2,4-D (1 mg'l“l) y
enriquecido con CH y AC suministré los nutrientes necesarios
para la iniciacion y el desarrollo del calle a partir de
cotiledones de semillas apianadas de cacao en el hibrido
POUND-7 X CATONGD. Los resultados obtenidos por Kononowicz
et él.,(1984> indican que los callos embriogénicos obtenidos
en dos clones de cacaoc BC~-5 y BC-36 pueden ser forzados a
producir un calio homogéneo con una combinacifn de agua de
coco ¥y i mg'l“l' de 2,4-D o, a producir una alta frecuencia
de embriogénesis con solo 2,4-D a una concentraci6tn de 1073

a 1072 mg"l”1 .
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La adicibtn de agua coco ejercibd un efecto positivo
sobre el crecimiento del callo, aungque no superd el peso
fresco vy el peso seco obtenido con el medio enriquecido con
CH (Fig . 16 y 17). EI éfecto del agua de coco posiblemente se
deba a2 las sustancias promotoras de crecimiento (Steward y

Caplin 1852; Lethan 1974)
5.7. €Cultivos en suspensién celular

El cultivo de células de cacao en suspension celular
se logré con éxito a partir de calles de cotiledones
provenientes de semillas aplanadas en un medioc MS liquido
suplementado con 2,4-D y 2,4-D + CH. Con la adicion de agua
de coco al 10 % al medic basal MS suplementado con 2,4-D, se
obtuvieron valores de peso fresco y seco menores a los
obtenidos en el medio suplementado con CH , sin embargo,
siempre se observd un buen desarrollo de la suspension
celular con un incremento de 25 veces, en 6 semanas, con
subcgultivos realizados cada 14 dias . Tsai y Kinsella (1581)
establecieron el cultivo de suspensidn celular en un medio
liquido MS con un incremento en peso fresco y peso seco de

20 veces en 14 dias, resultado que se compara favorablemente

con ei incremento de 6 a 8 obtenido por Hall y Collins,
{1975 .

No se @eobservé organogénesis en el cultivoe en
suspension. Esta respuesta negativa a la diferenciacitn fue

informada por diferentes autores (Hall y Collins 1875; Pence

ag
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t al., (1979), Segan Pence et al,,(1979), la embriogénesis

asexual se presenta solo en cotiledanes inmaduros de cacao y
en el presente estudio la suspensiétn celular se inicio a
partir de calle de cotiledones maduros de semiilas

aplanadas.



6. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevd a

cabo el presente estudic se desprenden las siguientes

conclusiones,

El medio basal de Murashipge y Skoog modificado y enri-
guecido con caseina hidrolizada y glutamina permite |
rescate in vitre de embriones provenientes de semillas

aplanadas de cacao provenientes de diferente hibridos.

S5e observd organogenesis y embriogénesis en cotiledones
e hipocotilos de semillas aplanadas en un medio exento
de reguladores de crecimiento, enriquecido con CH vy

glutamina.

La caracterizacion morfolbgica observada en las
plantulas obtenidas de embriones de semillas aplanadas,
permitis diferenciar, en forma preliminar, su nivel

de ploidia.

La combinacién de ios reguiadores de crecimiento ANA y
BA en dosis de 1 vy 3 mg"l"1 respectivamente, permite
obtener embriones somaticos sin pasar por una etapa

previa de callo.

L.a induccién vy desarrollo del callo se obtuvo con éxito

suplementando el medio MS con 1 mg“l“i de 2,4-D.
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7. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente

estudio se plantean las siguientes recomendaciones:

1. Continuar con los estudics que aseguren el desarrollo y

la conservaciftn del estado haploide.

2. Obtener perfiles electroforéticos de las plantulas

haploides gue permita determinar su origen.

3. Realizar estudios histolobgicos a fin de identificar la
ontogenia de los brotes observados en embriones
provenientes de semillas planas en el medio MS

suplementado con CH y glutamina.

5. Efectuar egstudios que permitan el desarrollo de
embriones somaticos obtenidos en embriones de semillas

planas, y determinar su nivel de ploidia.

4, ldentificar los factores gue determinan la capacidad
organogénica tanto en ¢allos en medios s6lidos como en

cultivos en suspensiban.
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Cuadro 1A. €Cuadrados medios, coeficientes de variacién y
significancia de las variables de crecisiento
estudiadas en ejes embrionales de cacao del
hibrido EET-85 X SCA-8 cultivades In vitro
en T nedios de cultive durante 7 dias,

Fuente  Grados  Porcentaje Longitud MNisero

de de de del  de rafces
variacion tibertad sobrevivencia hipoc-raiz laterales

Tratamiento & 118,90 0,319+ 3,48
Error 21 £9,468 0,487 2,16
cv 10,78 9,68 58

+ Diferencia significativa al 5 %

Cuadro 2A. Cuadrados medios, coeficieates de variacidn y significancia de las
varizbles de crecimieto estudiadas en ejes embrionales de cacao dal

hibrido EET-95 X SCA-B cultivades in vitro en 7 medios de cultive
durante 14 dias.

Fuente  Grades  Porcentaje Longitud Longitud Numero longitud Ndmero
de de da del dal de de  de rafces
variacidn libertad sobrevivencia hipoc-rafz epicotilo hojas nejas laterales

Tratagiento 6 50 0.GB¥y . 15%¢ §,95e¢ (3 072¢% 5,04
Erroy 21 13, 4t 0.0840 1. 6400 0,139 0,016 &, 20
cv 13,63 7.33 §1.08 53,22 70 75

¥ Diferencia significativa al & %
#2 Diferencis signiicativa al 1 &
1



Cuadro 3A. Cuadrades wedios, coeficientes de variacidn y significancia de las
de crecimiento estudiadas en ejes emhrionales de cacao del hibrido
EET-85 X SCA-B cultivados in vitro durante 21 dias.

Fuente  Grados -Porcentaje Longitud Longitud HNumerc Longitud Numero
de de de dei del de de  de raices
variacion jibertad sobrevivencia hipoc-ralz epicotilo hojas hojas laterales

Teataniente 6 95, 24% 0. 704 0,293 2,35+ 1,040 5,44
Leror 24 165,08 0,13 0,086 0,102 0,133 4,42
cy 15.84 8,48 79,21 28,21 50 51

L]
¥ Diferencia significativa al 5 %
tx Diferencia altamente significativa al 1 %.

Cuadro 4A. Cuadrados pedios, coeficientes de crecimiente y significancia de las
variables de crecimiento estudiadas en ejes embrionales de cacao del
hibrido EET-95 X SCA-6 cultivados in vitro en 7 medins de cultive
durante 28 dias.

Fuente  Grades  Porcentaje Longitud Longitud MNupere Longitud Himero
de de de del del de de  de rafces
Jariacion libertad sobrevivencia hipoc-raiz zpicetilo hojas nojas flaterales

Trataniento & ag 0,91x 0,251 3, 6498 2,815 5 44nd
Errar 21 160,71 0,12 4,088 0,078 0,13 4,42
o £5,06 7,70 74 17,25 29,65 51,55

+ Diterencia significativa at 5 %
#¢ Diferencia signiicativa al 1%,
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Cuadro 5A. Cuadrados medios, coeficientes de variacién y significancia de las
variables de crecimiento, estudiadas en ejes embrionales de cacao
del hibrido EET-85 X SCA-E& cultlvados in vitro en 7 medios de cultive
durante 35 dias.

Fuente  Grados Porcentaje Longitud Longitud Numero Longitud Humero
de de de del del de de  de raices
variacion liberiad schrevivencia hipoc-raiz epicotile hojas  hojas laterales

Tratamiento 6 105,45 0,91 1,648 4 A3%e 3, 7T1xe 16,63
Error 21 139,29 0,107 0,144 0,17 0,09 11,03
v 15,38 6,85 41,08 22,35 18,71 87,99

#x Diferencia altamenie significativa al 1 %.

Cuadro BA. Cuadrados medios, coeficienies de variacidn vy
significancia de las variables estudiadas en ejes
enbrionales de cacan del hibrido POUND 7 X UF-613
cuttivados in vitro durante 7 dias.

Fuente Grados Porcentaje Longitud Numers
de de de dai de raices
variacion |ibertad sobrevivencia hipoc-raiz laterales

Tratamiento ) 690, 47#x 0, 36%+ 1,65+
Error 21 42,86 6,317 0,78
v 9,165 9,78 102,88

v Diferencia significativa al 5 %
#r Diterancia aitamente significativa al | %



Cvadro 7A. Cuadrados medios, coeflclentes de variacidn y significancia de las
variables estudiadds en ejes embrionales dei hibrido POUND-7 X UF-613
cultivadas in vitro en 7 medios de cultivo durante 14 dias.

Fuente  Grados  Porcentaje Longitud Longitud Nidnero Longitud Nugero

de de de del del de de  de raices
variacion {ihertad scbrevivencia hipoc-raiz epicotile hojas hajas laterales

Tratamiento 6 630,96%¢ 2,26%¢ 0,092 1,86+ 0,084#+ 10,67
Error 18 56,35 0,27 0,016 0,57 0,014 6,45
v 10,83 9,84 49,32 59,04 47,61 96,83

t Diferencia significativa al 5 %
¥ Diferencia signficativa al 1 %.

Cuadto BA. Cuadrados medios, coeficientes de variacién y significancia de  las
variabies estudiadas en ejes eshrionales del hibride PGUND-7 X UF-513

cultivados in vitro en 7 medios de cultivo durante 21 dias.

Fuente  Gradas Porcentaie Longitud Longitud Nimero Loagitud Numera
de de de dal del de de de raices
yariacion iibertad sobrevivencia hipoc-raiz epicotifc hojas hojag latarales

Tratamiento 6 672,62%4 1,742 0,474 2,855 0,33 8,45
Erros 21 82,14 0,252 0,292 90,1878 0,203 6,98
cv 13,28 9,14 115,63 25,25 77,37 72,96

¢ Difsrencia significativa al 5 %
(¢t Diferencia aitamente significativa al | %,
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Cuadro 9A. Cuadrados sedlos, ceeficienies de variacidn y significancia de las
varizbles de crecimients estudiadas en ejes embrionales de cacao del
hibrido POUND-7 ¥ UP-813, cuitivados in vitro durante 28 dias.

Fuente  Grades  Porcentaje Longitud Loagitud Numere Langitud Nusero
de de de dei del de de de raices
variacion libertad sobrevivencia hipag-raiz epicotile hojas hojas faterales

Tratasienic 8 683, 3311 1,62¢x 0,82x 3,77 2,34mx 22,71
Error 21 86,51 0,32 0,37 6,375 0,20 13,35
eV 13,78 9,50 24,87 24,47 31,34 47,11

+ Diferencia significativa al 5 %

»

1% Diferencia signficativa al 1 %.

Cuadro 10A. Cuadrados medios, cosficientes de variacién v signiticancia de las
varisbles estudiadas en ejes embrionales de cacao del hibrido
POUND-7 X BF-813 cultivados in vitro durante 35 dias.

Fusnte  Grados Porcentaje  Longitud Longitud Numero Longitud Numero
de de de det del de de  de raices
variacitn libertad sobrevivencia hipec-raiz epicotils hojas hojas laterales

Trafariento 5 580, 4x¢ 1,835 1,254 4, 34x 3,073 22,77
Error 21 B0,95 0,45 0,39 0,49 0,21 13,35
Cy 13,82 10,593 49,32 22,0& 23,75 47,11

t4 Diterenciz zltagente signiticativa al 1 %
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Cuadro 11A, Cuadrados medios, coeficlentes de varlaclém y signl -
ficancia para el drea del callo por efecto del medio
basal MS con ANA ¢ BA y 2,4-D.

Fuente Grados Semanas
de de
variacidn libertad ia 22 K 48
Trat/a 3 0,038ex  0,0Bixx 0,071 0,22741
Error 16 0,001 6,001 0,0013  0,00038
cy 25,77 18,35 15,88 5,51

a, Efecta de AMA (1 mg/1) + BA (L mg/D), ANA {lmg/i) +
BA (3 mg/l), 2,4-D (1 mg/L).
1 Diferencia altamente signficativa al L %

(uadro 124, Cuadrades medios, coeficlentes de variacidén y significancia para ei area de call
de cotitedones de semillas aplanadas de cacao por efecto de 5 tratamientos cen

reguladores de creciniento durante 7 semanas de desarcollo.

Fuente  Grados Semanas
de de
variacion libertad id 3 33 48 52 GE: 73
Trat/a 4 0,00t4x1 0,00973# 0,0133¢%  0,00044%  0,06545¢¢ 0,0656%% 1 301sy
Error 12 0,000006  0,00050  0,000840 0,02727 0,00185 0,001650 0,018
(R 3,75 15,086 12,82 8,25 f,74 8,74 12,78

a, Etecto de BA (L y 3 mgsld, 2ip (L me/b), CH (2g/1} y agua de coca {10 #).
#¢ Diferencias aitamente significativas al I % .



Cuadso 13A, Cusdrados medios, coeticlentes de varlaclén y significancia para el paso fresco
de callos en un pedio basal MS suplementado con 2,4 -D, CH y AC.

Fuente  Grados Semanas
de de
variacion |iberiad 1 22 3 43 52 ga 72
Trat/a 3 (b, 00098 0,0tt¥r  0,337¢  0,529¢%  0,6606¢x L, 1lex 1, 301#4
Ercor 12 0,0018 0,0005  0,00713  0,004% 0,041 0,011 0,018
cv i5,21 6,94 11,79 8,29 B,29 10,59 12,78

a, Efecto de 2,4-D (iag/1), 2,4-DCimg/1} + CH (2000 mg/i), 2,4-D (f mg/i) + AC (10%), 2,4-D
(img/t) + CH (L mg/) + CH ¢ CAL )
#: Diferencias altamente significativas al { % .

Cuadro 144. Cuadrados medios, coeficientes de variacién y significancia para el peso sece
de callos en un medin basal M5 suplementada con 2,4 -Dy, {H y AC.

Fyente Grados Semanag
da 1z
variacion libertad i) 28 38 44 54 fd 78
Trat’a E O G0LtTe. 0.00180 500358 0. 0034 0.01582  (.048a 200056
Errar 12 0,0604350  0,000150  0.0008G0 ©.0012900  0.0006 0.00044 G.026000
TV 8,83 5.65 7.78 10.42 6.72 5.2 5,58

a. Efecto de 2,a- tlmgiis, 2,4-Dilpg/L) + CH (2000 eg/id), 2,4-0 (1 pg/h) « AC (1DR), 2.4-D
Viagiby o« OH tDoage 1) o+ CH ¢ A

£ Liferencia significativa al & 3.

te Divsrencias zltaments signiticativas al 1 %
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Cuadro 15A. Cuadrados medios, coetlclentes de varlaclén y signiflicancia del fresco de cultivos
’ en suspensifn ceiula en un sedio NS suplementado con 2,4-D, AC y CH.

Fuente Grados Semanas
de de
variacion |ibertad 0 ! 2 3 & 5 6
Trat/a 3 0,0026¢¢ 0.0079%  (,084¢¢  0,2877»» 0,5704% 0,340y 0,455
Error 15 G,00016 0,00043 4,0033 0,055600  0,1274 0,0247 0,035
cv 15 19 2,46 23,60 24,07 3,97 8,87

a. Efecto de 2,4-D (lpg/D), 2,4-Dllmg/ty + CH (2000 mg/lY, 2,4-D (1 mg/1) + AC (10%3,}, 2,4-D
(lagsl + OH U1 mgsid + CH + CAL
ix Giferencias altanents significativas al 1 % .,

Cuadre 184, Cuadrados aedios, coeficientes de variacisn vy significancia del peso seco de
cultivos en suspensibn celular de cacao en un medio con 2,4-D y CH.

Fuente Grados Semanas

de de
variacion libertad 0 i 2 3 4 5 g
Trat/a 3 0,000000008 0,00000:5 0,000087% 0,000104%¢ 0,000504¢% 0,00017+% 0,0004841
Error 15 0,000159000 0,060000073 0,0006027  0,000003  0,00000300 0,0000030 0,000043
v 33,32 20,14 7,89 8,22 5,03 2,65 4,23
& Efecta e I,6-D (mg/ts, 2us-Dllmg/be ¢ CH (2000 ag 1o, 2.0-D €1 pgid) + AC 030%),r, 2,4-D

Phagi i) v CH 63 ag/ty « OH ¢ (4
+# Diierencias altamente signirfcativas al 1 % .
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Cuadro 194 Longitud promedio de hojas en embriones de cacao
en diferentes hibridos provenientes de semillas
aplanadas *.

Longitud (cm) por semanas

Hibrido 1 2 3 4 5

UF 29 X UF 667 0,00 0,65 1,30 2,00 2,50
UF 667 X IMC67 0,00 2,25 2, 80 3,20 3,70
EET 62 X SCA 6 0,00 2,00 2,50 3,00 3, 40
UF 613 X SPA 9 0,00 0, 00 0,50 1,20 1,80
UF 867 X SCAt2 0,00 0,50 1,85 2,30 2,90
POUND 12 X CAT 0,00 0,70 0,90 1,40 2,10
CAT X POUND 7 0,00 0, 40 0.70 1,25 2,00
POUND7 X UF667 0,00 0, 40 0,65 1,25 1,90
UF 613X POUND7? 0,00 ' 0,00 0,60 1,30 2,20
EET 48 X SCA 6 0,00 0, 40 0,70 1,25 2,10
UF 28 X POUND7 0,00 1,00 1,50 2,10 2,60
EET 62 X SCA 6 0,00 0,00 0,60 1,35 1,95
POUND7 X UF613 0,00 0,60 1,50 2,00 2,55

Cuadro 20A. Nimero promedioc de hojas en embriones de cacao
de diferentes hibridos provenientes de semillas
aplanadas *.

Hibrido Semanas
i 2 3 4 5
UF 29 X UF 667 0,00 2,00 1,00 2,00 4,00
UF 667 X IMC687 0,00 2,00 4,00 4,00 4,00
EET 82 X 8CA 6 2,00 2,00 2,00 2,00 2,33
UF 613 X SPA 8 0,00 0, 00 1,33 2,00 2,00
UF 667 X 8Cal12 0,00 2,00 2,00 2,33 4,00
POUND 12 X CAT 0,00 1,40 1,40 2.00 2,00
CAT X POUND 7 0, 00 2,00 2.00 2,33 4,00
POUND? X UF667 0,00 O, 00 0,00 2,00 4,00
UF 613X POUND7 0,00 0,00 1,00 1,33 2,00
FET 48 X 8CA 6 0,00 1,00 1,00 2,00 4,00
UF 28 X POUND7 0,00 1, Q0 2,00 2,00 2,33
EET 62 X 8CA 6 0,00 G, 00 2,00 2,33 4,00
POUND7 X UFB13 0,00 2,00 2,00 3,00 4,00

* Promedio de 5 plantulas.
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Cuadro 19A. Longitud promedio de! epicotilo en embriones de
de cacao en diferentes hibridos provenientes
de semillas aplanadas¥.

Longitud (cm} por s2mana
Hibrido

1 2 3 4 5
UF z9 X UF 887 0,00 Q, 30 0,50 3,90 1,40
UF 687 X IMC87 0,00 0,70 1,80 2,00 2,860
EET &2 X SCA 6 0,00 0,30 ¢, 50 0,85 1,58
UF 613 X 5PA 9 0,00 G, 00 0,40 0,80 1,35
UF BB7Y X ScCaiz 0,00 0,30 0,50 1,00 1.5
POUND 12 X CAT 0,00 ' 0,40 0,60 1,20 1,80
CAT X POUND 7 0,00 0,40 ¢, 70 1,40 1,590
POUNDT X UFGS7 C,00 0,50 1,00 1,506 2,10
UF B13¥X POUNDY 0,00 O, 4Q 0, 80 1,35 1,80
EET 48 X SCA 68 0,00 0,30 0,70 1,20 2,30
UF 29 X FPOUNDT 0,00 0,45 O, 90 1,80 2,20
EET 62 X 8CA 6 0,00 0,50 0,90 1,40 1,80
POUNDT X UF613 0,00 0,40 1,00 1,30 2,10

Cuadro 20A. MNimero promedio de hojas en embriones de  cacan
de difefentes hibridos provenientes de semillas
aplanadas <.

Hibrido Lemanss
1 2 o 4 )

UF 29 X UF &87 0,00 2,00 1, 00 2,00 4,00

UF &657 X 1MCB8T 0,00 2,00 4,00 a0 4,00

EET &2 ¥ SCA B 2,00 2,00 2,00 2,00 ARG I

UF AL3 X SPFA 9 0,00 O, 00 L., 33 2,00 2,00

UF &67 X SCALZ G, 00 S, 00 o, NG 9 G4, 00

POURD 12 X A O, Ol 1,4 I, ekl 20 NN

CaT X POUND 7 R P oLl R i, s

FOUNL T X UFhS i, 0 Gy st (0, NN QD

UF B 2% POUNDT G, O o, [N 1.4 oy i

EET u.ié; L ooilA B i NI i, e o A, a0

UF 29 ¥ FPOUNDT 0,00 L, AL Lo R 3

EET S2 X SCA B 0,00 r, 100G o000 24,33 4,00

POUNILDY X UFEL3 OO0 2,00 T, 0 5, O 4,00

I F'[,Dm@dig e © !filéﬂﬂhl.iifﬁ‘;.-



Cuadreo 21A. Longitud promedio de hojas en embriones
cac en diferentes hibridos provenientes de semi

llas aplianadas.

de ca-

Longitud (cm) por semanas
Hibrido 1 2 3 4 5
UF 28 X UF 667 0,00 0, 65 1,30 2,00 2,50
UrF 887 X IMCs87 0,00 2,25 2,80 3,20 3,70
EET 62 X 8CA 6 0,00 2,00 2,50 3,00 3,40
UF 613 X SPA 9 0,00 0, 60 0,50 1,20 1,80
UF 8687 X SCAti2 0,00 0,50 i,85 2,30 2,90
POUND 12 X CAT 0,00 0,70 a, 80 1,40 2,10
CAT X POUND 7 0,00 0,40 0.70 1,25 2,00
POUND7 X UFB667 0,00 0,40 0,865 1,25 1,80
UF 613X POUNDY 0,00 0,00 0,60 1,30 2,20
EET 48 X S5CA 6 0,00 0,40 6,70 1,25 2,10
UF 28 X POUND7 0,00 1,00 1,50 2,10 2,60
EET 682 X SCA & 0,00 0,00 0,60 1,35 1,95
POUND7? X UFB13 0,00 0,60 1,50 2,00 2,55

# Pomedlo de 5 plantulas.
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