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RESUMEN

La presente investigacion fue desarrollada en el Centro de Estudios de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad de Granma (UDG), en el afio 2011, con
el objetivo de evaluar la formacion de callos en diferentes tipos de explantes
utilizando diferentes dosis de 2,4-D en el cultivo in vitro del cacao (Theobroma
cacao L.). Se utilizaron limbos foliares como explantes cultivados sobre un medio
de cultivo con diferentes concentraciones de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; y 3,0 mg.I™). En
un segundo experimento se utilizaron explantes de cotiledones, estaminoides y
pétalos, utilizando un medio de cultivo con 2,0 mg.I"* de 2,4-D. en todos los
tratamientos evaluados se logré la formacién de callos a partir de los limbos
foliares, obteniéndose los mejores resultados cuando se utilizé 2,0 mg.I™ de 2,4-
D (100%). Se logré la formacion de callos potencialmente embriogénicos en
todos los tipos de explantes evaluados: pétalos (36%), estaminoides (32%) y
cotiledones (50%). Los estudios histologicos mostraron que los callos estuvieron
formados por células esféricas, de nucleo denso, caracteristicas que distinguen

los callos embriogénicos.



ABSTRACT

This research was developed at the Center for Plant Biotechnology, University of
Granma (UDG), in 2011, aiming to assess callus formation in different types of
explants using different doses of 2,4-D in vitro culture of cacao (Theobroma
cacao L.). Leaf laminae were used as explants grown on a culture medium with
different concentrations of 2,4-D (0.0, 1.0, 2.0, and 3.0 mg.I"). In a second
experiment, explants of cotyledons were used, estaminoides and petals, using a
culture medium with 2.0 mg.I" 2,4-D. in all treatments evaluated was able callus
formation from the leaf laminae, obtaining the best results when using 2.0 mg.I™
of 2.4-D (100%). Was achieved potentially embryogenic callus formation in all
types of explants tested: petals (36%), estaminoides (32%) and cotyledons
(50%). Histological studies showed that the callus cells were formed by spherical,
dense core, features that distinguish embryogenic.
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I. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta originaria de las selvas
amazonicas. Su cultivo es relativamente exigente en cuanto a altitud, latitud y
humedad, viéndose favorecido con el clima calido y himedo, con temperaturas
optimas de crecimiento que oscilan entre los 18° y 32° C y una precipitacién
anual de 1500 a 2000 mm (Menéndez et al., 2002).

El cacao se introdujo en Africa a principios del siglo XIX (Sasson, 1993), para el
afio 1900, también se cultivaba en Asia y Oceania (Braudeau, 1970). Africa
representaba un 54% de la produccion mundial, América del Sur 36% y Asia y
Oceania un 10% (Walgate, 1990).

Varios estudios han mostrado que este mercado es una opcion rentable e
interesante para paises que se dedican a la produccion agricola. La produccion
de cacao en Ameérica Latina sigue creciendo en un 2.5% anual, dentro de este
porcentaje Ecuador tiene un crecimiento anual esperado de 0.8% en el mercado.
Los mayores consumidores de cacao en el mundo son los paises desarrollados
donde se estima que el crecimiento en el consumo sera de un 2.2 % anual (FAO,
2010).

Entre los principales paises exportadores la mayor tasa de crecimiento desde el
2000 al 2010 es para el continente africano (2.8%) y paises como Indonesia
(4.3%) y Malasia (4.0%). Los mayores importadores de este cultivo son los
paises desarrollados de Norte América y Europa, quienes han tenido un
incremento en la demanda de cacao desde el 2000 al 2010 en 0.3% y 3.5%
respectivamente. Esto muestra entonces una tendencia al incremento de la
demanda de cacao en el mundo y un mercado potencial para la produccion de

de este cultivo por parte de los paises productores (FAO, 2010).

En Cuba las principales areas de cultivo de cacao estan en las provincias de
Guantanamo, Santiago de Cuba, Granma y Holguin, con un area total de 5089
hectareas, con una produccion de 1387 toneladas y un rendimiento de 2725

kg.ha (FAO, 2005). Entre las causas de los bajos rendimientos en Cuba se
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encuentran la carencia de material de propagacion y clones altamente
productivos, la despoblacion y el manejo inadecuado de la poda y la sombra
(Martinez, 2005).

El chocolate, derivado del cacao, es considerado como uno de los alimentos mas
completos que existe (Bayer, 1984). Constituye un articulo comdn en muchos
paises por su contenido en grasas y proteinas, ademas de presentar un elevado
valor alimentario en relacién con su volumen y peso (Gostch, 1997).

La propagacion del cacao puede realizarse a través de semillas, del injerto y de
estacas enraizadas. lrizarri y Rivera (1999) expresaron que la utilizacion de
semillas como método de propagacion causO variabilidad genética entre las
plantas obtenidas, manifestandose una elevada proporcién de arboles de bajo

rendimiento.

Los sistemas de propagacion vegetativa por injerto y estacas enraizadas estan
limitados por los bajos coeficientes de multiplicacion, incompatibilidad del injerto
con el patron y el débil sistema radical de las estacas (Figueira y Janick, 1995;
Traore et al., 2003).

Las dificultades en la propagaciéon del cultivo han incrementado el interés por el
empleo de los métodos biotecnoldgicos en el cacao. Pence (1989) sefaldé que
dentro de las principales aplicaciones del cultivo de tejidos en el cacao se
encuentran la obtencién de metabolitos secundarios y la propagacién in vitro.
Sondalh (1994) expres6 que los esfuerzos debian dirigirse al desarrollo de
métodos de propagacion via embriogénesis a partir de tejidos somaticos la
produccion in vitro de metabolitos del cacao, el cultivo de anteras, el aislamiento

y la fusién de protoplastos y la transformacion genética.

La embriogénesis somatica como herramienta de la Biotecnologia Vegetal tiene
la particularidad de poder ser utilizada con fines de propagacion de plantas,
como método auxiliar para el mejoramiento y en la conservacién de los recursos
fitogenéticos, ademas de ser posible el uso de callos para la obtencion de

metabolitos secundarios (Esan, 1977).
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Cambios sustanciales se obtuvieron en la respuesta embriogénica cuando se
comenzaron a emplear tejidos de origen somatico como nucelas (Chatelet et al.,
1992, Sondahl y et al., 1993,), pétalos (Sondahl et al., 1994) y estaminoides
(Lopez-Béez et al.,, 1993; Alemanno et al., 1997). A pesar de los avances
alcanzados en el mundo, existen dificultades con el desarrollo del proceso de la
embriogénesis somatica de cacao, ya que la respuesta estd determinada
fundamentalmente por los genotipos usados (Alemanno et al., 1997).

PROBLEMA
Bajos niveles de formacion de callos embriogénicos en el cultivo de cacao

utilizando explantes foliares, pétalos y cotiledones.

HIPOTESIS
Es posible lograr la formacion de callos embriogénicos en diferentes tipos de
explantes en el cultivo del cacao, con la aplicacion de diferentes

concentraciones de 2,4-D.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la concentracion de 2,4-D y el tipo de explante en la
formacion de callos embriogénicos en el cultivo in vitro de cacao (Theobroma

cacao L).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar el efecto de las concentraciones de 2,4-D en la formacién de callos
embriogénicos a partir de limbos foliares en el cultivo in vitro de cacao

(Theobroma cacao L).

e Evaluar la respuesta de explantes de pétalos, estaminodes y cotiledones en la

formacion de callos en el cultivo in vitro de cacao (Theobroma cacao L).

-12 -



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. EL CULTIVO DEL CACAO

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) ha estado presente a lo largo de la
historia de América Latina; aun antes de la llegada de los conquistadores. El
cacao tuvo una importancia enorme para las comunidades indigenas (Beer,
1999).

El arbol del cacao es nativo del nuevo mundo y desde México hasta Peru se
encuentran plantas silvestres formando el estrato inferior de los bosques bajos,
donde predominan condiciones favorables de temperatura, sombra y humedad
(Urguhart, 1963).

La hipétesis mas aceptada sobre la domesticacion del cacao sugiere que la
misma comenzd en Mesoameérica y propone que su distribucion va desde el
Amazonas hasta el sudeste de México. Esta opinion se justifica a partir de los
datos histéricos e iconogréaficos del cultivo del cacao durante tiempos
prehispanicos en Mesoameérica, empleado por la cultura maya en el desarrollo de

sus actividades politicas, econdmicas y sociales (De la Cruz et al., 1996).

En Ecuador el cultivo, produccion, comercializacion, industrializacion vy
exportacion del cacao sobre todo del cacao fino y de aroma constituyen un
sector relevante de la economia, en el mercado mundial ocupamos el sexto

puesto (Romero, 1997).

2.2. MORFOLOGIA Y TAXONOMIA
Desde el punto de vista botanico el cacao se clasifica de la siguiente manera
(Castilla, 1981).

Division: Espermatofita
Clase: Angiosperma
Subclase: Dicotiledénea
Orden: Malvales

Suborden: Malvineas

-13-



Familia: Sterculeaceae

Tribu: Bitneraceae

Género: Theobroma

Especie: Theobroma cacao L.
2.2.1. Planta

Arbol de tamafio mediano (5-8 m) aunque puede alcanzar alturas de hasta 20 m
cuando crece libremente bajo sombra intensa. Su corona es densa, redondeada
y con un diametro de 7 a 9 m. Tronco recto que se puede desarrollar en formas

muy variadas, segun las condiciones ambientales

2.2.2. Sistema radicular
Raiz principal pivotante y tiene muchas secundarias, la mayoria de las cuales se

encuentran en los primeros 30 cm de suelo (Castilla, 1981).

2.2.3. Hojas
Simples, enteras y de color verde bastante variable (color café claro, morado o

rojizo, verde palido) y de peciolo corto (Urquhart, 1963).

2.2.4. Flores

Son pequefias y se producen al igual que los frutos, en racimos pequefos sobre
el tejido maduro mayor de un afio del tronco y de las ramas, alrededor en los
sitios donde antes hubo hojas. Las flores son pequefas, se abren durante las

tardes y pueden ser fecundadas durante todo el dia siguiente (Dublin, 1984).

2.2.5. Fruto

De tamafio, color y formas variables, pero generalmente tienen forma de baya,
de 30 cm de largo y 10 cm de diametro, siendo lisos o acostillados, de forma
eliptica y de color rojo, amarillo, morado o café. La pared del fruto es gruesa,
dura o suave y de consistencia como de cuero. Los frutos se dividen
interiormente en cinco celdas. La pulpa es blanca, rosada o café, de sabor acido

a dulce y aromatica. El contenido de semillas por baya es de 20 a 40 y son
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planas o redondeadas, de color blanco, café o morado, de sabor dulce o
amargo (Dublin, 1984).

2.3. EXIGENCIAS EN CLIMA'Y SUELO

2.3.1. Exigencias en clima

Los factores climaticos criticos para el desarrollo del cacao son la temperatura y
la lluvia. A estos se le unen el viento y la luz o radiacién solar. El cacao es una
planta que se desarrolla bajo sombra. La humedad relativa también es
importante ya que puede contribuir a la propagacién de algunas enfermedades
del fruto. Estas exigencias climaticas han hecho que el cultivo de cacao se

concentre en las tierras bajas tropicales (Iniap/pnrt-cacao, 2008).

2.3.1.1. Temperatura.

El cacao no soporta temperaturas bajas, siendo su limite medio anual de
temperatura los 21 °C ya que es dificil cultivar cacao satisfactoriamente con una
temperatura mas baja. Las temperaturas extremas muy altas pueden provocar
alteraciones fisiolégicas en el arbol por lo que es un cultivo que debe estar bajo
sombra para que los rayos solares no incidan directamente y se incremente la

temperatura (Herrera, M.; Carpio, H.; Chavez, G. 1999).

2.3.1.2. Agua

El cacao es una planta sensible a la escasez de agua pero también al
encharcamiento por lo que se precisaran de suelos provistos de un buen drenaje.
Un anegamiento o estancamiento puede provocar la asfixia de las raices y su

muerte en muy poco tiempo.

Las necesidades de agua oscilan entre 1500 y 2500 mm en las zonas bajas mas
célidas y entre 1200 y 1500 mm en las zonas mas frescas o los valles altos
(Ekanayake, 1993).

2.3.2. Exigencias en suelo
El cacao requiere suelos muy ricos en materia organica, profundos, franco
arcillosos, con buen drenaje y topografia regular. El factor limitante del suelo en

el desarrollo del cacao es la delgada capa humica. Esta capa se degrada muy
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rapidamente cuando la superficie del suelo queda expuesta al sol, al viento y a la
lluvia directa. Por ello es comun el empleo de plantas leguminosas auxiliares que
proporcionen la sombra necesaria y sean una fuente constante de sustancias

nitrogenadas para el cultivo (Alvarado, S. 2008.)

Las plantaciones estan localizadas en suelos que varian desde arcillas pesadas
muy erosionadas hasta arenas volcanicas recién formadas y limos, con pH que
oscilan entre 4,0 y 7,0. Se puede decir que el cacao es una planta que prospera
en una amplia diversidad de tipos de suelo (Alvarado, S. 2008).

2.4. PROPAGACION

2.4.1. Propagacion Vegetativa o Asexual

El injerto del cacao debe realizarse en patrones vigorosos y sanos obtenidos de
semilla, desarrollados en recipientes o0 en el campo. Los arboles mas viejos se
pueden injertar, siempre que los injertos se hagan en varetas jovenes ya
presentes o0 en brotes que se producen después de que las plantas han sido

podadas hasta una altura de 30 a 50 cm (Winarsih y Priyono, 1995).

2.4.1.1. Injerto por aproximacion.
Es demasiado laborioso y costoso en la practica comercial. También se emplea

el injerto de astilla 0 enchapado y el Forkert modificado (Columbié et al. 2002).

2.4.1.2. Injerto con yemas.

Es una de las técnicas mas empleadas. Las yemas se deben tomar de aquellos
brotes que se encuentren en arboles sanos y vigorosos. Las varetas de yemas
deben ser aproximadamente de la misma edad que los patrones, pero las yemas
deben ser firmes, rechonchas y listas para entrar en desarrollo activo. El injerto
en yema no debe hacerse en época de lluvias ya que se puede favorecer el

desarrollo de enfermedades fungicas (Winarsih y Priyono, 1995).

2.4.1.3. Empleo de estacas.
En la multiplicacion de arboles por estacas o injerto de yemas se obtiene una
mayor uniformidad de la plantacion, arboles mas fuertes y que se pueden podar

para darles una mejor estructura, debido a que las ramas tienen mas espacio
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en el cual desarrollar. Los inconvenientes de este tipo de propagacion son los
elevados costos de obtencion y de cuidado de los &rboles (Yow y Lim, 1994;
Lépez-Baéz et al., 1997; INIFAP, 2000).

2.4.2. Propagacion por Semilla o Sexual

Es la forma mas antigua y comun para el establecimiento de plantaciones de
cacao pero se obtiene una gran variabilidad de arboles, por lo que no se
recomienda su utilizaciéon salvo cuando se empleen semillas de elevada calidad.
En los dltimos afios se han recomendado las siembras con semilla certificada,
debido al buen comportamiento de los arboles provenientes de semilla de
polinizacion controlada, usando clones seleccionados. Estos hibridos han
mostrado una gran precocidad en la fructificacion y un desarrollo vigoroso de las
plantas. La semilla hibrida se produce polinizando en forma controlada
manipulando las flores de los clones seleccionados durante la fecundacion

(Vasconcellos y Neto, 1999).

25. EL CULTIVO DE TEJIDOS EN LA MICROPROPAGACION DE
ESPECIES VEGETALES

Hoy en dia, es muy importante la aplicacion de las técnicas de cultivo in vitro
para la propagacion de especies vegetales en la cual se agrupan diversos
aspectos relacionados con el cultivo; cuya aplicacion a logrado elevar el
rendimiento y disminuir considerablemente las pérdidas (Pérez y Gbomez,
1998).

La Biotecnologia ofrece grandes posibilidades en la multiplicacion de especies
vegetales y los nuevos productos biotecnologicos deben ofrecer apoyo a los
programas de propagacion acelerada para los posibles efectos en el medio
ambiente y su utilizacion a propiciado avances mas rapidos en la obtencién y
multiplicacion de genotipos. (Omokawa y Anonuma, 2002). Con el surgimiento
de las técnicas de cultivo in vitro, se abre una amplia perspectiva para su
empleo en la micropropagacion de especies vegetales de interés ( Arencibia vy
Cornide, 1999).
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En los dltimos afios, la aplicacién de las técnicas en el cultivo de tejidos
vegetales han sobrepasado la fase de investigacion y esto ha traido como
consecuencia el establecimiento de laboratorios que propagan masivamente

muchas especies en gran escala (Jiménez, 1998).

El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten
el cultivo en condiciones asépticas de 6rganos, tejidos, células y protoplastos
empleando medios nutritivos artificiales (Pérez y Gomez, 1998).

Los origenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con los primeros intentos
realizados por Haberlandt de cultivar células aisladas de plantas, quien postulé el
principio de la totipotencia celular, base tedrica sobre la que se sustenta el cultivo

de tejidos (Pérez y Gomez, 1998).

Las herramientas necesarias hicieron posible el arranque de estas técnicas. El
desarrollo de los medios de cultivo y el conocimiento de los reguladores del
crecimiento, no estuvieron disponibles hasta finales de los afios cincuenta. A
partir de este momento sucedieron una serie de acontecimientos, como la
regeneracion de plantas a partir de callos mediante la formacion de embriones

somaticos in vitro (Reinert et al., 1971).

2.5.1. Micropropagacion

La multiplicacion vegetativa in vitro es comunmente denominada
micropropagacion, abarca diferentes técnicas de multiplicacion, proliferacion de
brotes axilares, formacion de nuevas yemas axilares (organogénesis) y
embriogénesis somatica en la produccion de plantas a partir de yemas axilares.
Se ha demostrado que constituye el método mas confiable de la propagacion in
vitro porque asegura la estabilidad genética. Por estas razones constituye la via

de multiplicacion mas utilizada (Gamboa y Nufiez, 2001).
En algunas especies, esta metodologia ha demostrado importantes ventajas en

comparacion con los sistemas convencionales de propagacion, los mas

importantes segun, Maceo (2007).
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e Incremento acelerado del numero de plantas divididas por genotipo;

¢ Reduccion del tiempo de multiplicacion;

e Posibilidades de grandes cantidades de una especie reducida, a bajo costo y
en tiempo econdmicamente costeable;

e Mayor control de la sanidad del material que se propaga,

e Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos
restricciones aduaneras;

e Posibilidad de multiplicar rapidamente variedades de la cual no existen pocos

individuos.

2.5.2. Organogénesis

La organogénesis se refiere al proceso donde las células pueden ser inducidas
para formar plantas completas. Caracterizada por la formacion de un primordio
unipolar a partir de una yema con el subsiguiente desarrollo de éste en un brote
vegetativo, existiendo siempre una conexion entre los nuevos brotes y el tejido
paterno. Los brotes pueden formarse directamente del explante (organogénesis

directa) o indirectamente a partir de callos (Jiménez, 1998).

Desde el punto de vista morfoldgico la caracteristica mas importante del callo es
la totipotencia de sus células, ya que el manejo de las condiciones nutricionales,
hormonales y ambientales, posibilitan el desarrollo de brotes, raices y embriones
somaticos, en dependencia del balance auxina-citoquinina en el medio de cultivo
(Yoon y Choi, 2002).

Tanto en la embriogénesis somatica como en la organogénesis para formar una
planta ya sea via directa o indirecta, se requiere de una secuencia de medios de
cultivo, ya que aquellos que inhiben la formacion de raices favorecen el

desarrollo vegetativo y viceversa (Pérez y Gomez, 1998).

2.5.3. Embriogénesis somética
La formacion de callos esta dada por el crecimiento desorganizado de células
obtenidas a partir de un tejido y la induccion de este comienza con el

aislamiento de o6rganos o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente
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sufren desdiferenciacién ante la presencia de una auxina exdgena en el medio
de cultivo (Gomez, 1998).

Como embriones somaticos se han definido a los originados a partir de células,
sin la necesidad de la fusion de gametos (GOmez, 1998). Son estructuras
bipolares con un eje apical y radical bien definido, no poseen conexién vascular
con el tejido que le dio origen y pasan por los estadios de desarrollo: globular,
corazon, torpedo y cotiledonal, con la capacidad de crecer y formar plantas (Jong
et al., 1993).

Virtualmente todos los tejidos tienen la capacidad para formar callos in vitro; sin
embargo, relativamente pocos explantes tienen la habilidad para producir callos
potencialmente embriogénicos. La respuesta embriogénica de callo depende de
varios factores, entre los cuales tenemos: el genotipo, el explante, el medio de
cultivo, los reguladores de crecimiento, las condiciones de incubacion, entre
otros. La embriogénesis somatica sigue varios pasos después de tener el
material vegetal. Esas etapas son la callogénesis, diferenciacion de embriones,
multiplicacion de células y embriones, maduracion y conversion en plantulas de

los embriones somaticos (Gomez, 1998).

2.5.3.1. Callogenesis

El callo es un crecimiento desorganizado de células obtenido a partir de un
determinado tejido. La formacion del callo comienza con el aislamiento de
organos o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente se desdiferencian ante
la presencia de auxina exogena en el medio de cultivo. En las células se
presenta una proliferacion continua, acelerada y de apariencia desorganizada,

dando origen a una masa amorfa de tejidos (Gémez, 1998).

Uno de los factores de mayor incidencia en esta fase de la embriogénesis
somatica es el tipo de explante y su estado fisioldgico. Casi todas las partes de la
planta pueden ser utilizadas para inducir la embriogénesis somatica, entre ellas
las hojas, flores, segmentos de tallo, embriones cigéticos inmaduros vy

cotiledones (Santana, 1993).

-20 -



2.5.3.2. Diferenciacion de embriones somaticos.

En esta etapa se forman los embriones somaticos a partir de los callos
embriogénicos desarrollados en la fase anterior. Una via simple para promover la
diferenciacion de embriones es la transferencia de callos inducidos en medios
con 2,4-D y citoquininas a un medio de cultivo libre de reguladores de

crecimiento (McKerrie y Brown, 1996).

2.5.4. Factores que intervienen en la micropropagacion

El estado fisioldgico de las plantas donadoras y la época del afio son

aspectos de gran influencia en la morfogénesis. Como regla general se puede
decir que cuanto mas joven e indiferenciado se encuentre el explante a cultivar,
mejor sera su respuesta in vitro. La época del afio es un factor que suele tener
mucha importancia en la micropropagacion y que generalmente esta asociado al
grado de dormancia que presentan ciertos explantes (yemas) (Echenique et al.,
2004).

La atmoésfera gaseosa es un factor determinante en los procesos morfogénicos

y esta condicionada por el tipo y tamafio de los frascos seleccionados asi como

por el sistema de cobertura de los mismos (Radice, 2004).

El ambiente in_vitro se caracteriza por alta humedad relativa, temperatura

constante, bajo nivel de densidad de flujo de fotones fotosintéticos, fluctuacion en
la concentracion de CO,, alta concentracion de azucar, sales y reguladores del
crecimiento en el medio de cultivo, acumulacion de sustancias toxicas y ausencia
de microorganismos. Esto causa bajos niveles de transpiracion, absorcion de
nutrientes, CO, asi como un alto nivel de respiracion en la oscuridad, lo que

resulta en un pobre crecimiento celular (Barbén, 2003).

El genotipo es un factor determinante en todos los procesos morfogénicos
desde la capacidad del explante para su establecimiento en condiciones in vitro
como para la proliferacion de callos o la diferenciacién y crecimiento de nuevos
organos (Radice, 2004).
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La capacidad de regeneracion de un explante depende en gran medida del
genotipo, incluso dentro de la misma especie, lo que refleja diferencias en el
poder de activacion de las rutas embriogénicas (Parrot, 1993).

Es conocido gque la luz v la temperatura han sido consideradas como los

factores fisicos mas importantes en la micropropagacion. La luz es uno de los
factores que determina el desarrollo de los organismos autétrofos, en ello radica
la importancia de controlar la luz en los cultivos in vitro (Pelacho et al., 2002).

El fotoperiodo puede afectar los niveles internos de los reguladores del

crecimiento donde cambios en la intensidad luminosa pueden causar
organogeénesis y cambios morfolégicos especificos debido a la longitud de onda
de la iluminacion (Pérez, 2006).

2.5.5. Medios de cultivo y hormonas de crecimiento

Para el cultivo de meristemos y apices no existe un medio universal, sin embargo
el medio basal propuesto por Murashige y Skoog (1962) con algunas
modificaciones en sus ingredientes ha sido el mas frecuentemente utilizado,
reportandose su utilizaciéon en la mayoria de las especies propagadas in vitro
(Kartha, 1981).

Los reguladores del crecimiento y el desarrollo de la planta actualmente se
agrupan en cinco categorias: auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico y
etileno. Estas son sustancias enddgenas insustituibles para la planta, pues en su
interrelacion deciden el crecimiento y las bases para su desarrollo. Se
encuentran intimamente relacionadas con las zonas de crecimiento en las
plantas y son las encargadas de desencadenar todos los procesos que ocurren
en los tejidos (Takahashi et al., 1995).

Dentro de los reguladores de crecimiento vegetal, se encuentran las
fitohormonas formadas por un grupo de sustancias de elevada actividad
biolégica, que generalmente se desplaza de su lugar de sintesis con cierta

direccion y velocidad hasta el lugar de accién, causando un efecto de
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crecimiento especifico o de diferenciacion (Gonzalez, 2003). Entre las cuales

tenemos:

Auxinas: De las auxinas naturales el AlA es el compuesto mas utilizado en los
medios de cultivo pero es sensible a la degradacion enziméatica (AlA-oxidasa) y a
la fotoxidacién. También se utiliza un nimero de sustancias que provocan un
efecto fisiolégico similar y que se producen sintéticamente; son las llamadas
“auxinas sintéticas” (2,4D, ANA y. AIB) (Gonzélez et al.,, 2007). En algunas
investigaciones donde se han estudiado varias auxinas se ha observado que el
AlA y el ANA promueven la formacion de estructuras embriogénicas, mientras
que el 2,4-D estimula la formacion de callos de menor tamafo, poco
compactados y con menor capacidad de regeneracion (Trejo et al., 2002).

Citoquininas: Se encuentran muy difundidas en el reino vegetal y en los
microorganismos. Su principal lugar de sintesis lo constituyen las hojas adultas.
Promueven la division celular a bajas concentraciones y generalmente inhiben el
crecimiento de las raices y la elongacion del tallo, pero estimulan el alargamiento
de las hojas, actuan en el retraso de la senescencia y tiene un papel fundamental

en la embriogénesis (Martin et al, 1993).

Giberelinas: Son activas en el crecimiento y en la division celular, la giberelina
mas difundida es el AGs o acido giberélico. Estas hormonas enddgenas se
emplean poco en cultivo in vitro ya que hay numerosas experiencias que indican
un efecto inhibitorio sobre la organogénesis vy, particularmente la rizogénesis
(Crozier, 1981).

Acido Abscisico y etileno: El acido abscisico favorece la maduraciéon de los
embriones somaticos, facilita la formacion de bulbos y tubérculos y promueve el
desarrollo de la dormancia. El etileno es la Unica hormona gaseosa conocida la
cual estimula la senescencia de las hojas y la maduracion de los frutos
(Gonzélez et al., 2007).
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2.5.6. Etapas de la micropropagacion de plantas

Debido a la formacion acumulada, la mayoria de los micropropagadores de
plantas en el mundo estan de acuerdo en que realmente se pueden diferenciar 5
fases criticas para lograr una exitosa multiplicacién de plantas (Murashige y
Skoog, 1978).

e Fase O (Preparativa): Esta etapa inicial comprende la seleccion de la planta
madre y la seleccién de una serie de pretratamientos en condiciones higiénicas
controladas, cuyo objetivo es mejorar la eficiencia en el desarrollo posterior de

los cultivos in vitro.

e Fase | Establecimiento o Iniciacion de los cultivos: El objetivo de esta fase
es establecer el cultivo actual o primordio con los cuales iniciar el proceso de

propagacion.

e Fase Il Multiplicacion: Se considera la etapa mas importante del proceso,
donde se debe garantizar la propagacion de los brotes y la estabilidad genética

de las plantas producidas.

e Fase Il Enraizamiento: Corresponde al enraizamiento o etapa de
pretransplante, tiene como objetivo producir una planta autétrofa que puede

sobrevivir en condiciones de transplante al suelo.

e Fase VI Aclimatizaciéon: Es la fase final del proceso por tanto su meta es
lograr que la planta esté lista para su transplante definitivo a campos comerciales

de produccién o invernadero.

2.5.6.1. Fase O. (Preparativa).

Existe un consenso de que es importante e indispensable para el desarrollo de
un esquema de micropropagacion eficiente y repetible. La misma tiene una
marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes del

proceso, desde el punto de vista sanitario, fisiol6gico y genético (Zayas, 2005).
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2.5.6.2. Fase. | Establecimiento o Iniciacion

El cultivo de tejidos in vitro consiste en cultivar un pequefio segmento de plantas
(explantes) sobre un medio sintético en condiciones controladas, con el propésito
de regenerar las plantas enteras (Roca y Mroginski, 1993).

El objetivo de esta etapa debe ser lograr un cultivo axénico y viable,
fisiologicamente vigoroso con el cual iniciar el proceso de multiplicaciéon. Una vez
seleccionado el explante se requiere desinfectarlo suficientemente, por la razén
de que en el medio de cultivo pueden crecer bacterias y hongos que competiran

ventajosamente con el explante (Pérez y Gémez, 1998).

El cultivo in vitro puede iniciarse practicamente a partir de cualquier parte de la
planta, sin embargo, la fuente inicial del material vegetal puede determinarse
para el éxito de las plantas en el establecimiento del cultivo. Generalmente se
aconseja utilizar plantas sanas y vigorosas de aquellas partes que se encuentran
en division activa, como las regiones meristematicas de las plantas, por lo que es
recomendable utilizar las plantas mas jovenes como fuentes de explantes
(Rossel, 1990).

Los desinfectantes mas utilizados son el hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito
de calcio (CaClOy), peroxido de hidrogeno (H20,), etanol y dicloruro de mercurio

(HgCl,). Ademas se pueden afadir algunas gotas de Tween-20 (Zayas, 2005).

2.5.6.3. Fase Il. Multiplicacion in vitro

Es la fase mas importante y determinante en todo el programa de propagacion in
vitro, es aquella que realiza la verdadera multiplicacion con la micropropagacion
de una especie o variedad definiéndose no solo el numero de plantas y
propagulos a obtener, sin embargo su calidad genética por esta fase en la que

reproducen variantes somaclonales (Maceo, 2007).

El objetivo de esta fase es la produccion del mayor numero posible de
propagulos, plantas, microtubérculos o microbulbillos a partir de explantes ya
establecidos in vitro sin sacrificar los objetivos de la fase siguiente (Pérez y
Gobmez, 1998).
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2.5.6.4. Fase lll. Enraizamiento in vitro

Se caracteriza por ser la fase mas voluminosa de todo el proceso. En ella cada
brote 0o yema de forma individual que se ha formado durante la fase de
multiplicacion debe desarrollar raices que le permitan comenzar la absorcion de
nutrientes al transplantarse sobre un sustrato envejecido y convertirse en una

planta aclimatada lista para ser llevada al campo (Orellana, 1998).

Para lograr la mayor eficiencia bioldgica en esta fase deben manejarse varios
factores entre ellos: medios de cultivos simples y de ser posible en estado
liquido, uso de componentes del medio de cultivo con sustancias quimicas de
calidad, técnica, luz natural como fuente de iluminacién, frascos de cultivo con
dimensiones adecuadas para cada especie, disminuir el riesgo de contaminacion
(Pérez y Gomez, 1998).

2.5.6.5. Fase IV. Aclimatizacion

Durante el cultivo in vitro las plantas crecen en condiciones de baja intensidad
luminosa, alta humedad relativa, temperatura constante, escaso intercambio
gaseoso y medios de cultivos ricos en compuestos organicos, especialmente
sacarosa. Estas condiciones provocan cambios en la morfologia y fisiologia de
las plantas que las hacen diferir de las que crecen en invernaderos o en el

campo (Barranco, 2001).

Estos cambios provocan que una gran parte de las plantas micropropagadas no
sobrevivan al transplante a condiciones ambientales, lo que hace necesario
aplicar técnicas de aclimatizacidon in vitro y ex vitro que garanticen un retorno
gradual de éstas a sus caracteristicas morfoldégicas normales (Agramonte et al.,
1998).

Para evitar el exceso de transpiracion de las plantas hasta que éstas logren un
adecuado desarrollo de los estomas y la cuticula es necesario mantener una alta
humedad relativa mediante el riego o colocando cobertores de polietileno sobre

las plantas y retirandolos unos dias después (Agramonte et al., 1998).
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2.6. CULTIVO IN VITRO DE CACAO.

Los primeros intentos del cultivo de tejidos en el cacao fueron hechos por
Archibald (1954), cuando coloc6 fragmentos de tallo en el medio de Whitte
desprovisto de todas las sustancias de crecimiento, y se obtuvieron callos que no

regeneraron plantas.

Orchard et al. (1979), realizaron cultivos de apices en el medio de Lismanier
suplementado con diversas sustancias de crecimiento como kinetina, zeatina,
acido indolbutirico, AIA y &cido giberélico. Los apices extraidos de plantas
jovenes de cacao del grupo amazonico se cultivaron en un medio sélido y en un
medio liquido agitado; se obtuvo una tumefaccién de los meristemas cultivados,

seguida en algunos casos de una elongacion de las hojas.

La década de los 80 estuvo matizada por mdultiples esfuerzos para la
propagacion in vitro por brotes axilares. Passey y Jones (1983), cultivaron apices
caulinares y nudos de 0.5-1 cm de longitud extraidos de brotes jovenes en pleno
crecimiento, y los colocaron en un medio MS suplementado con diversas
combinaciones de citoquininas y de auxinas, obtuvieron algunos brotes con hojas
de escaso desarrollo; a pesar de las frecuentes transferencias a un medio
fresco, ninguno de estos brotes sobrevivio mas de 12 meses. En un medio basal
suplementado con giberelinas se logroé la elongacion de hojas y entrenudos, pero
ni una ni otros continuaron creciendo. Asimismo, se indujo el enraizamiento de
explantes primarios y de brotes separados del explante de origen cultivandolos
en un medio mineral de concentracion deébil, suplementado con IBA (2.5 uM),
ANA 2.5 uM vy florogluciol (1 mM). Sin embargo no pudo obtenerse un
crecimiento regular de los brotes hasta un nivel satisfactorio de reproduccion in

vitro del cultivo.

Maxwell y Blake (1984) obtuvieron nudos de brotes jévenes de plantas de cacao
amelonado de 4 a 5 afios de edad. Estos explantes se cultivaron en un medio
basal simple, suplementado con reguladores del crecimiento y produjeron una

primera regeneracion de brotes.
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Janick y Whipkey (1985) lograron la induccién de brotes a partir del tejido nodal
cotiledonal después de la decapitacion del epicétilo o a través del suplemento del
medio con BAP. Los brotes elongaban y desarrollaban hojas en presencia de los
cotiledones, pero estos brotes fallaban al ser cultivados en condiciones normales

de cultivo in vitro.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. ASPECTOS GENERALES

La investigacién fue realizada en el Centro de Estudio de Biotecnologia Vegetal
(CEBVEG) de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Granma
(UDG) — Bayamo. Cuba, periodo marzo del 2011 a julio del 2011.

3.1.1. Condiciones generales para el trabajo en el laboratorio

El pesaje de los componentes de los medios de cultivo se realiz6 con una
balanza analitica (modelo Sartorius) de 0,1 mg de precision. El pH de los medios
de cultivo se ajusté a 5,7 con hidréxido de sodio (NaOH) 1.0 N y acido clorhidrico
(HCI) con la utilizaciéon de un pH-metro (modelo Crison).

Los medios de cultivo y el instrumental empleado fueron esterilizados en la
autoclave vertical BK-75 a 121°C de temperatura y a 1,2 kg. cm™ de presion

durante 20 minutos.

La manipulacion del material vegetal en los experimentos 2 y 3 se realizé en
condiciones asépticas en la cabina de flujo laminar (modelo Faster), empleando
para su desinfeccion etanol al 70%. Durante la manipulacion en condiciones
asépticas, el instrumental se esterilizo en el Steri a 250°C de temperatura

durante un minuto.

3.2. EXPERIMENTO 1. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE 2,4-D EN LA
FORMACION DE CALLOS A PARTIR DE LIMBOS FOLIARES OBTENIDOS IN
VITRO.

El material vegetal fueron limbos foliares de plantas in vitro obtenidas por cultivo
de cotiledones en un medio liquido constituido por las sales DKW al 50%, con
glucosa 10 g.I"!, sacarosa 5 g.I*, vitaminas DKW y pH 5,7; suplementado con
2.33 uM de kinetina en medio liquido con soportes de papel de filtro, del clon de
cacao CCN-51 (Figura 1), producidas en el Centro de Estudios de Biotecnhologia

Vegetal de la Universidad de Granma.
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Figura 1. Plantas in vitro de cacao utilizadas en el experimento 1.

Los limbos foliares fueron seccionados con bisturi, selecciondndose una porcion
de aproximadamente 0,5 cm? de la parte central de la hoja. El medio cultivo
basal empleado fue el constituido por las sales de Murashigue y Skoog (1962) al
100%, vitaminas Lopez- Baez (LB) 10 mg.I™, mioinositol 100 mg.I™*, agua de coco

50 ml.I", sacarosa 30 g.I"*. El pH fue ajustado a 5.7 y se solidific con agar 6 g.I™.
Las concentraciones de 2,4-D evaluados fueron las siguientes:

Tratamiento 1. (T1) 0 mg.I™ (control)
Tratamiento 2. (T2) 1,0 mg.I™
Tratamiento 3. (T3) 2,0 mg.I™
Tratamiento 4. (T4) 3,0 mg.I™

Los explantes fueron sembrados con el haz hacia el medio de cultivo. Se
utilizaron 25 frascos por tratamiento. La incubacion se realiz6 en oscuridad,
temperatura de 20-25° C y humedad relativa de 60-70%.

3.3. EXPERIMENTO 2. FORMACION DE CALLOS EN DIFERENTES TIPOS
DE EXPLANTES DE CACAO.

El material vegetal consistio en frutos y flores del clon de cacao CCN-51
recolectados en horas tempranas de la mafiana en el banco de germoplasma del
CEBVEG, de la Universidad de Granma (Figura 2). Se escogieron frutos
maduros en perfecto estado de sanidad y sin dafios fisicos. Los botones florales

se tomaron antes de la antesis.
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Figura 2. Flores y frutos de cacao del clon CCN-51

Para la desinfeccion del material vegetal en el laboratorio, se lavé durante 30
minutos en una disolucidn de agua con detergente y posteriormente se enjuagé
varias veces con agua destilada. Posteriormente los cotiledones extraidos del
fruto y las flores se sumergieron en una disolucion de hipoclorito al 1% durante

20 minutos, posteriormente se enjuagaron 4 veces con agua.

La extraccion de los explantes se realizo con la ayuda de un bisturi y pinzas
quirargicas. Se colocaron a razén de 2 explantes por frascos sobre 10 ml de
medio de cultivo constituido por las sales MS (1962) al 50% de su concentracion,
vitaminas LB 10 mg.I"*, mioinositol 100 mg.I™, agua de coco 100 ml.I"*, sacarosa
40 g.I"!, acido giberélico 0,057 pM, glicina 1mg.I™*, el pH se ajusté a 5,7 y se
solidificé con agar 6 g.I". Se incubaron en condiciones de oscuridad a una
temperatura de 20-25° C y humedad relativa de 60-70%.

3.4. VARIABLES EVALUADAS EN LOS EXPERIMENTOS 1Y 2.

e Inicio de laformacién de los callos: dias y zona del explante
e Desinfeccion (%)
A los 5 dias posteriores a la siembra se evaluo el porcentaje de explantes libres

de contaminantes visibles. Este determind por la siguiente férmula:

NELC
PELC = x 100%
NTE

NELC = Numero de explantes libres de contaminacion

NTE = Nuumero total de explantes
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e Formacion de callos (%). Se realiz6 por conteo del nUmero de explantes con

callos alos 15y 21 y 30 dias posteriores a la siembra.

Para la evaluacion de formacion de callos, se empleo la escala propuesta por
Santana (1982), la cual plantea:

Grado 0: No formacion del callo.

Grado 1: Ligera formacion del callo (débil proliferacion en las zonas del borde del
explante).

Grado 2: Formacién del callo (proliferacién celular por los bordes del explante,
sin formar una masa).

Grado 3: Abundante formacion del callo (masa voluminosa en todo el explante).

Se realiz6 la evaluacioén cualitativa en los callos en cuanto a:
e Color (amarillo, cremay blanco).

e Consistencia (compacta, friable, esponjosa).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en la evaluacion de los experimentos se registraron en el
programa Excel Office 2007 y los analisis estadisticos se realizaron en el
programa estadistico STATISTICA, version 6.0 sobre Windows. Todas las
variables fueron expresadas en forma porcentual, a lo que se les realizaron

pruebas de comparacion de proporciones para un nivel de significacion del 5.0%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EXPERIMENTO 1. FORMACION DE CALLOS EN EXPLANTES DE
LIMBO FOLIAR DE CACAO EN EL CLON CCN-51.

En el experimento se evalud la primera fase de la embriogénesis somatica, que
es la formacién de callos o callogénesis con el objetivo de determinar la
respuesta a la formacion de callos de limbos foliares obtenidos del clon de cacao

CCN-51 utilizando diferentes concentraciones de 2,4-D.

4.1.1. Desinfeccién de los explantes.

En la figura 3 se muestran los resultados alcanzados en la desinfeccion de los
explantes de los limbos foliares. A los 5 dias se evalué el porcentaje de
desinfeccion de los limbos foliares. Los mayores valores se obtuvieron en los

tratamientos 1y 3, con valores de 88 y 73% respectivamente.

En los tratamientos 2 y 4 (1,0 y 2.0 mg.I™") se obtuvieron valores de 64% de
desinfeccion en los cuales fueron significativamente menores en comparacion a
los tratamientos 1y 3.
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Figura 3. Efecto de la desinfeccion del material vegetal e instrumental.
De manera general los resultados que se obtuvieron pueden considerarse

satisfactorio para el cultivo, los bajos niveles de contaminacion pueden estar
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asociados a que los explantes fueron tomados de material establecido en

condiciones in vitro.

De la misma manera, para garantizar estos altos niveles de desinfeccion, se
realizé una desinfeccion minuciosa del flujo laminar y la esterilizacion de todos
los materiales necesarios para proceder a la siembra del explantes del limbo
foliar de cacao.

Al respecto, Cassells (1991), plantea que la mayor fuente de contaminacion
primaria en los cultivos in vitro provienen de la planta madre. Si se logra
establecer un explante axénico, la contaminacién posterior sera debido a fallos
en las técnicas o procedimientos. Por otro lado este autor considera que en el
tejido in vitro practicamente no se observan sintomas y las poblaciones son muy

bajas, sobre todo en los primeros subcultivos.

4.1.2. Inicio de la formacién de callos.

A los 5 dias de establecido el explante, en todos los tratamientos se observo que
los explantes comenzaron a curvarse por la parte central, quedando los bordes
en contacto con el medio de cultivo (Figura 4). Sin embargo, no se presenta la

formacion de callos en ninguno de los tratamientos.

~
A 4

Figura 4. Explante de limbo foliar a los 5 dias de establecidos en el medio

de cultivo.

A los 20 dias del cultivo en todos los tratamientos empieza la formacion de
pequefas protuberancias, fundamentalmente sobre la nervadura principal de la
hoja y en los bordes, lugar donde se realiz6 el corte de los explante. Los

pequeiios callos formados, presentaron un color cremoso. Los callos formados
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alcanzaban un mayor tamafio en el medio de cultivo en el cual se utilizé 2,0 mg.l"

! de 2,4-D, donde préacticamente ocupaba todo el explante (Figura 5).

Figura 5. Explantes de limbos foliares a los 20 dias de establecido el cultivo

in vitro.

A los 30 dias de establecimiento del cultivo in vitro, se observa la formacion de
callos en todos los tratamientos. En el tratamiento 3 (2,0 mg.I"* de 2,4-D), los
callos practicamente cubren todo el explante (Figura 6. E). En el tratamiento 2
(1,0 mg.I* de 2,4-D), la formacién de callos aun no cubre la totalidad del
explante, sin embargo son callos de mayor tamafio en comparacion a los callos
obtenidos en los tratamiento 1 y 4 (Figura 6. D). En el tratamiento 1y 4 (0,0 y 3,0
mg.I" de 2,4-D), se manifiesta una ligera formacién de callos que no cubre el

explante en su totalidad (Figura 6. Cy F).

Figura 6. Formacion de callos de los tratamientos T1 (A), T2 (B), T3 (C), T4
(D) alos 30 dias de cultivo in vitro.
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4.1.3. Porcentaje de formacion de callos en limbos foliares de cacao del
clon CCN-51.

En la figura 7 se muestra los porcentajes de formacion de callos en cada
tratamiento a los 5, 20,30 dias. A los 5 dias del cultivo se observé que no existe

la formacion de callos en ninguno de los tratamientos.
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Figura 7. Porcentaje del explante con formacién de callos durante 5, 20y 30

dias con diferentes niveles concentracion de 2,4-D.

A los 20 dias el tratamiento 3 (2,0 mg.I* de 2,4-D) se obtuvo el 100% de
formacion de callos, siendo significativamente superior al resto de los
tratamientos, seguido por los tratamientos 1, 2 y 4 con valores de 45, 56 y 37%

respectivamente, sin diferencias entre ellos.

A los 30 dias del cultivo se observa que el tratamiento 3 mantiene un 100% de
callos formados, con diferencia altamente significativa al resto de los
tratamientos, seguido por los tratamientos 1 y 2 con valores de 72 y 68% de
callos formados respectivamente, los cuales no difieren entre si, pero son
significativamente superiores al tratamiento 4, en el cual solo se alcanza el 37%

de formacion de callos.

Los resultados obtenidos indican que los explantes de limbo foliar del clon CCN-

51 manifiestan un mayor respuesta biolégica frente a la concentracion de 2,0
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mg.I* de 2,4-D, pues ésta promovi6 mas la induccién de la callogénesis al
compararlo con las otras concentraciones evaluadas. Ademas desde el punto de
vista morfoldgico produjo un mayor desarrollo de los callos.

A concentraciones mayores de 2,0 mg.l", parece ser que el 2,4-D tiene una
accion inhibitoria del desarrollo de los callos, debido a que a concentraciones de

3,0 mg.I%, los callos préacticamente no desarrollaron.

En la tabla 1, se muestran el desarrollo alcanzado por los callos segun la escala
de Santana (1982), como puede observarse en el tratamiento 3 (2,0 mg.l" de
2,4-D) a los 30 dias del cultivo in vitro el 100% de los callos formados
corresponden al grado 3, caracterizado por una abundante formacion de callo

(masa voluminosa en todo el explante).

Tabla 1. Grado de formacion de callos obtenidos a partir de limbos foliares

segun la escala de Santana (1982).

Grado de 0,0 mg.I" 1,0 mg.I™ 2,0mg.l™ 3,0mg.I"
formacion de (2,4-D) (2,4-D) (2,4-D) (2,4-D)
callos segln Dias Dias Dias Dias

Santana (1982) 5 20 | 30 5 20 | 30 5 20 | 30 5 20 | 30
Grado 0 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
Grado 1 - 45 | 72 56 - - - - - 37 | 37
Grado 2 - - - - - 68 - 100 - - - -
Grado 3 - - - - - - - - 100 - - -

En el resto de los tratamientos, el crecimiento de los callos fue mas lento,
evidenciado en que a los 30 dias, solo se alcanzaba el 72, 68 y 37% de callos de

grado 1,2 en los tratamientos 1, 2 y 4 respectivamente.

Los callos obtenidos presentaban una coloracion crema — amarillenta en todos

los tratamientos en los que se formaron (Figura 8), los callos obtenidos fueron de
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consistencia friable y nodular, lo que demuestra su alto potencial embriogénico,
segun plantea Gonzales (2006).

Figura 8. Coloracién de los callos (A) amarillo y (B) crema a los 30 dias de

establecimiento in vitro.

De manera general los resultados obtenidos en este experimento demuestran el
papel imprescindible que desempeiia el 2,4-D en la formacion de callos,
obteniéndose los mejores resultados en los explantes de limbos foliares, cuando
se utiliza a concentracion de 2,0 mg.|™, proporcionando callos de color crema —

amarillenta, friables, nodulares que indican sus caracteristicas embriogénicas.

El regulador de crecimiento 2,4-D para la induccion de callos ha sido
ampliamente utilizado por diferentes autores, podemos citar Lopez (2006), en la
variedad Navolean de Platano vianda; Rodriguez (2004) en cacao; Silva (2006),

en cotiledones inmaduros del mismo clon UF-613.

Estos resultados fueron similares con los que obtuvieron Gonzéalez et al. (2000)
cuando aplicaron 0,5 mg.I"* de 2,4-D en explantes foliares del cultivo Coffea
canephora P., y observaron que la velocidad de crecimiento de los callos en uno
de los clones de Robusta fue mas rapido que cuando se utilizaron en otros
reguladores de crecimiento como 6-BAP y Picloram. Los reguladores de
crecimiento como las auxinas tienen un gran aporte en el crecimiento de las
plantas en su estado natural para la division celular, pero en los experimentos de
multiplicacion celular, su forma sintética se emplea con mejores resultados
(Daves, 1995).
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Varios autores (Veldsquez et al.,, 2004; Lopez et al., 1996), plantean que la
aplicacion de 2,4-D a diferentes concentraciones combinado con kinetina ayuda
en la formacion de callos friables y la rapidez en que se inducen los mismos. En
estudios realizados por Gonzélez (2001), para la multiplicacién in vitro de Agave,
observo el efecto producido por la interaccidn entre los factores (tipo de auxina-

concentracion) utilizando como auxinas el 2,4-D en combinacién con el dicamba.

4.2. EXPERIMENTO 2. FORMACION DE CALLOS EN DIFERENTES TIPOS
DE EXPLANTES DE CACAO DEL CLON CCN-51.

4.2.1. Desinfeccién de los explantes y material necesario para el cultivo in
vitro.

La desinfeccion de los explantes en el cultivo in vitro es una fase esencial para el
establecimiento, multiplicacion, induccion de callos, 6rganos o embriones

somaticos.

En la figura 9 se muestran los resultados alcanzados en la desinfeccion de los
diferentes explantes. Para los estaminoides y pétalos se obtuvo un 100% y para
los cotiledones un 80% de explantes desinfectados, sin diferencia significativa
entre ellos. Estos resultados demuestran que con el empleo de hipoclorito al 1%
durante 20 minutos, se obtienen resultados satisfactorios para la eliminacion de
los microorganismos existentes en los botones florales y los cotiledones, lo que

permitio la obtencidn de un elevado porcentaje de explantes asépticos.
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Figura 9. Porcentaje de desinfeccion de diferentes explantes de cacao del
clon CCN-51
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Respuestas similares fueron alcanzadas por Silva (2006), cuando utilizé para la
desinfeccion hipoclorito de sodio al 1% durante 20 minutos en el clon UF- 613, y
obtuvo un 96% de estaminoides utilizados como explantes, libres de

contaminacién microbiana.

En el caso de los cotiledones, el tiempo de exposicion del explante con el
desinfectante, permitié la penetracion del cloro en el mucilago que recubre la
semilla y posibilité la eliminacibn de los microorganismos, que puedan

encontrarse en la superficie o tejidos del explante (Jiménez, 1998).

Trabajos realizados por Finale et al. (2002) y Alvarado et al. (2003), les
permitieron plantear que la desinfeccion del material vegetal requiere de un
analisis minucioso, teniendo en cuanta las condiciones en que se desarrolld la
planta donante. La existencia de poblaciones bacterianas y fungosas en los
explantes constituyen un factor responsable de las mayores pérdidas por
contaminacion en el cultivo in vitro de plantas y continua siendo unos de los
principales problemas que afecta la aplicacion de las técnicas del cultivo in vitro

de tejidos vegetales (Gonzales y Barrios, 2003).

Skirvin et al. (1999) sefialaron que la desinfeccion superficial de los explantes
puede realizarse con el hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio, alcohol y
peroxido de hidrégeno, siendo el hipoclorito de sodio el agente desinfectante
mas comunmente empleado. Los explantes pueden ser tratados con una
solucion de hipoclorito de sodio de 1 a 60 minutos; ademas expresaron que el
bicloruro de mercurio fue usado como desinfectante, pero no es recomendado

por su toxicidad.

4.2.2. Inicio de la formacion de los callos en los diferentes explantes de
cacao del clon CCN-51.

A los siete dias, de iniciado la implantacion in vitro, se observo un aumento del
volumen de los explantes, lo que constituye un indicio de respuesta callogénica.
Los explante de cotiledones, tomaron una coloracion rosada y se observo que se
rompia la estructura inicial, sin embargo no se evidencié formacion de callos
(Figura 10).
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Figura 10. Explantes de cotiledon (A), estaminoides (B) y pétalos (C), alos 7

dias del cultivo in vitro.

En los estaminoides y pétalos se observa un engrosamiento de los limbos de los
pétalos y en los estaminoides en la parte que se separa del resto del boton floral.

4.2.3. Formacion de callos en el clon CCN-51.

En la figura 11 se muestran los resultados del porcentaje de formacién de callos
a partir de cotiledones, estaminoides y pétalos del clon CCN-51 a los 28 y 40
dias posteriores al establecimiento.

A los 28 dias de cultivo se observé la presencia de callos en todos los
tratamientos. Los mayores valores (21%) corresponde a los cotiledones, en los
pétalos y estaminoides los porcentajes de callos formados fueron bajos (8 y

12%) respectivamente.
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Figura 11. Porcentaje de formacion de callos de diferentes explantes de
cacao del clon CCN-51.
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A los 40 dias se observo un aumento en la formacion de callos en todos los
tratamientos, los cotiledones mantuvieron los mayores valores de formacion de
callos alcanzando un 50% de explantes con callos, valores significativamente
superiores a los alcanzados en los explantes de estaminoides y pétalos, en los
cuales lograron valores de 32 y 36% respectivamente.

Los callos obtenidos a los 40 dias posteriores al establecimiento en los diferentes
tipos de explantes (Figura 12), fueron pequefios, con una coloracion pardo —
cremoso, de consistencia friable, nodulares caracteristicos de los -callos

embriogénicos.

Figura 12. Formacion de callos de cotiledén (A), estaminoides (B) y pétalos
(C), alos 40 dias del cultivo in vitro de cacao del clon CC-51.

Estos resultados demuestran, que es posible obtener callos con caracteristicas
embriogénicas a partir de diferentes partes de la planta de cacao, en este caso

cotiledones, estaminoides y pétalos.

En sentido general los cotiledones presentaron una respuesta superior en cuanto
a la formacion de callos al compararlos con los demas explantes objeto de esta
investigacion, demostrando un crecimiento mas rapido y alcanzando un mayor

tamafio en un menor tiempo.

Los resultados obtenidos en la presente investigacibn no coinciden con los
obtenidos por algunos autores como Velasquez et al. (2004), Silva (2006)
guienes desarrollaron experimentos utilizando explantes florales y cotiledonales

de cacao. Estos autores obtuvieron que los estaminoides mostraron mejores
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resultados en la formacién de callos embriogénicos. Gomez (1998), sefalé que
el tipo y estado fisioldgico del explante es uno de los factores que mas afectan a
la formacion de callos, ademéas del genotipo de la planta, los reguladores del

crecimiento y las condiciones de cultivo.

Rodriguez (2004), evalué el comportamiento de la formacion de callos en clones
de cacao a partir de estaminoides, en medios de cultivo con diferentes
combinaciones de auxinas y citoquininas, el cual pudo observar que en los
medios donde aplicé 1,0 mg.I"! de 2,4-D sin la presencia de cinetina, obtuvo los

mejores resultados.

Segun Gomez (1998), el sitio o lugar para el comienzo de la proliferacion de
callos generalmente ocurre en la superficie del explantes o en la parte donde se
han producido cortes, lo cual se manifesté en los explantes empleados en la

presente investigacion.

Segun Suksa-Ard et al. (1999), la formacion de callos y la embriogénesis
somatica depende considerablemente del 6rgano usado como explante. Diversos
autores han destacado la importancia del tipo de explante para el éxito del
proceso de embriogénesis somatica en especies vegetales, entre los que

podemos citar a Castillo (2002) y Usatorres et al. (2002).

De acuerdo con Gonzales (1993), las diferencias en la respuesta de los
explantes pueden deberse a variaciones en el contenido endégeno de hormonas
y a las caracteristicas anatémicas de los mismos, ya que la estructura laminar
del limbo foliar favorece el contacto con el medio de cultivo y puede ser un factor
determinante en la respuesta. Jiménez et al., (2005), consideraron que altos
niveles enddégenos de auxinas en los explantes son necesarios para la
proliferacion celular y favorecer los procesos embriogénicos, siendo
responsables de la ocurrencia de la embriogénesis somatica, estando
directamente correlacionado el contenido de hormonas enddgenas con la

capacidad embriogénica del explante.
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4.3. EXPERIMENTO 3. HISTOLOGIA DE CALLOS EMBRIOGENICOS DE
CACAO DEL CLON CCN-51.

Las técnicas de cultivo de tejidos son utilizadas para una rapida propagacion de
plantas, como una fuente importante de informacion genética en células
vegetales y regeneracion de algunas caracteristicas (Maximota et al., 2002; Hita
et al., 2003); siendo necesario conocer los aspectos de diferenciacién celular y la
histogénesis para poder entender mejor la organogénesis (Vieira & Esquibel,
1998). La embriogénesis somatica es altamente dependiente de la especie, el
genotipo, el estado fisiolégico de la planta donante, las condiciones de
incubacién, la composicion del medio de cultivo, el estado de desarrollo del
explante y la técnica de cultivo in vitro que se aplique (Risuefio, 2000).

Para un mayor conocimiento y una mejor comprension de los cambios
estructurales que dan lugar a la embriogénesis somatica, mediante la aplicacion
del cultivo in vitro, se ha hecho uso de las técnicas histologicas que han facilitado
describir el proceso que conduce a un tejido a readquirir sus potencialidades
embriogénicas y esto puede ser determinado para diferentes tejidos y plantas
(Ramirez et al., 2000).

En la figura 13 se muestran los resultados de los cortes histolégicos realizados a

los callos obtenidos de diferentes explantes.

Para todos los tipos de explantes se observaron zonas, donde predominaron
células parenquimatosas, organizadas de forma compacta en algunas areas y en
otras de forma menos organizada. Se observo ademas células esféricas,
pequefas y de ndcleo denso, que las distinguen como células embriogénicas. Se
apreciaron zonas del callo constituido por células no embriogénicas, alargadas y

vacuoladas.
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Figura 13. Corte histolégico de cotiledén (A), estaminoides (B), pétalos (C)

y limbo foliar (D); de segmentos de callos de los diferentes explantes de
cacao del clon CCN-51.
Leyenda: CE: Células Embriogénicas. ZE: Zona Embriogénica. EPE: Estructura

Proembriogénica.

Rival (2000) y Goh et al., (2001) manifiestan que conjuntamente con las células
embriogénicas también se puede observar células de tipo no embriogénicas
altamente diferenciadas y vacuoladas, demostrandose que en un mismo callo
pueden existir células con capacidad embriogénica y células no embriogénicas, y
la formacién de un tipo de callo u otro, depende del explante empleado y la

formacion de los proembriones puede ser influido por el genotipo.

Fuentes et al. (2005), realizaron una evaluacion histolégica en callos de
Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184, obtenidos a partir de hipocotilos, hojas
cotiledonales y hojas verdaderas, los cuales fueron cultivados en medio MS
suplementado con 2,4-D y 6-BAP. Los explantes manifestaron diferencias en
cuanto al nivel de desdiferenciacion de los tejidos durante la callogénesis, asi

como variabilidad en la textura de los callos formados, dependiendo de la

- 45 -



concentracion hormonal, observando que los callos estuvieron constituidos por
células meristematicas de pequefio tamafio, de nacleo denso, con caracteristicas

embriogénicas.

Laparra et al. (1997), manifestaron que se ha demostrado que las células
embriogénicas proceden de las células meristematicas y el aumento en el
namero de éstas se debe casi enteramente a la divisidn repetida en tejidos
meristematicos especificos que se hallan s6lo en regiones limitadas y estan

formados por células permanentemente embrionarias.
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V. CONCLUSIONES

e Se logré la formacién de callos a partir de limbo foliar en todas las
concentraciones de 2,4-D empleadas, los mejores resultados (100%) se
obtuvieron al utilizar 2,0 mg.I™ de 2,4-D.

e Se obtuvo la formacion de callos potencialmente embriogénicos en

explantes de pétalos (36%), estaminoides (32%), y cotiledones (50%) en
el cultivo del cacao utilizando 2,0 mg.I" de 2,4-D.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar evaluaciones de otros reguladores del crecimiento en la induccion

de callos en diferentes explantes de cacao.

Evaluar diferentes combinaciones de auxinas y citoquininas para la
diferenciacién de embriones somaticos.

Emplear nuevos medios en las diferentes fases de embriogénesis
somética.
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