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RESUMEN

Los métodos tradicionales de propagacion del cacao, Theobroma cacao L. (vegetativa y
sexual) han sido las técnicas mayormente utilizadas por los productores venezolanos;
sin embargo, estas no han sido las mas favorables, porque se producen plantas con
caracteristicas agrondmicas indeseables. Actualmente, dentro de las técnicas de cultivo
de tejidos, laembriogénesis somatica parece ser el método mas eficiente de regeneracion
y multiplicacién de clones de cacao. Para ello, se ajusté un protocolo donde se utilizaron
como explantes 6rganos florales (estaminoidios, pétalos y anteras) y cotiledones
inmaduros de los genotipos Choroni-42, Ocumare-77, Ocumare-61 y Porcelana, indu-
ciendo la formacion de callo con Thidiazuron (TDZ), altas concentraciones de sacarosa
y 2,4-D (2,4 diclorofenoxiacético); se indujo la formacién de proembriones con cinetina
y agua de coco. Los embriones fueron transferidos a un medio con aminoacidos y
KNO,, bajo condiciones de oscuridad y temperatura entre 26 — 29 °C. Los embriones
cotiledonares se subcultivaron bajo condiciones de fotoperiodo 16/8 horas luz-oscuridad
para la posterior formacion de plantas.
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SOMATIC EMBRYOGENESIS IN VENEZUELAN
COCOA CULTIVARS

Rosalia Velasquez Salazar*, Yanet Sandrea*,
Carmen Betancourt*, Jonds Mata* y Félix Garcia*

SUMMARY

The traditional sexual and asexual methods of cocoa propagation have
been widely used in Venezuela and worldwide, however, they have not
been successful since plants with undesirable agronomic characteristics
are produced. At present, plant regeneration via somatic embryogenesis
provides an alternative method for clonally propagating cocoa. Therefore,
a protocol was developed in order to use staminode, petal, anther and
immature cotyledon explants of genotypes Choroni-42, Ocumare-77,
Ocumare-61 and Porcelana. Callus formation was induced with
Thidiazuron (TDZ), high sucrose concentration and 2,4-D. Somatic
embryos were induced with kinetin and coconut water. Embryos were
transferred to a medium containing amino acids and KNO, and placed
under dark conditions and 26-29 °C. Cotyledonary embryos were
subcultivated under photoperiodic conditions of 16/8 hours light-dark
for posterior formation of plants.

Key Words: Somatic embryogenesis; cocoa; Theobroma cacao L.;
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INTRODUCCION

El cacao, Theobroma cacao L., es un éarbol tropical originario del Ama-
zonas Yy cultivado ampliamente a escala mundial. La alta variabilidad
genética observada en las plantas propagadas sexualmente, el alto costo
y baja eficiencia de la propagacion asexual, han obligado a los
mejoradores y agricultores buscar otras alternativas de multiplicacion
de esta especie, ademas que permita mantener la estabilidad genética
del cultivo y la calidad de su fruto.

Las técnicas de cultivo de tejidos contribuyen a mejorar el sistema de
multiplicacion de la especie, ya que es capaz de mantener la uniformidad
genética de genotipos deseables. La embriogénesis somética (ES) es un
sistema que permite obtener clones con una arquitectura dimorfica
normal y un sistema radical de gran anclaje, ademas de los otros poten-
ciales que esta técnica presenta para el mejoramiento genético, inter-
cambio y conservacion de material (Maximova et al., 2002)

La ES en cacao ha sido trabajada desde la década de los 70; sin embargo,
los resultados no fueron muy satisfactorios. Se han utilizados diferentes
tipos de explantes (florales y foliares), genotipos y mezclas de medios
de cultivo a fin de lograr regenerar clones que mantuvieran sus caracte-
risticas genéticas en el tiempo (Esan, 1977; Aguilar et al., 1992; Lépez-
Béez et al., 1993; Alemanno et al., 1997; L6pez-Béez et al., 2000).

Recientemente, Li et al. (1998) desarrollaron un método eficiente de
produccion de ES a partir de explantes florales y combinaciones de
Thidiazuron (TDZ) y 2,4-D (4cido diclorofenoxiacético).

Tomando en cuenta las necesidades que presentan los productores
cacaoteros en Venezuela, el interés de renovar las viejas plantaciones y
la demanda que actualmente tiene el producto, la investigacion se orient6
hacia la obtencion de ES a partir de genotipos de importancia nacional
por su calidad chocolatera y mediante la evaluacion de diferentes
explantes: cotiledones, estaminoidios y anteras.

MATERIALES Y METODOS
Las actividades fueron realizadas en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos

del Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA), Univer-
sidad Central de Venezuela (UCV), Facultad de Agronomia. El material
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vegetal utilizado fue tomado de plantas de cacao adultas, establecidas
en el campo de la Estacion Experimental del INIA, ubicada en Ocumare
de la Costa, estado Aragua y en el campo del Instituto de Genética de la
Facultad de Agronomia de la UCV.

Se tomaron explantes florales y cotiledones inmaduros de los siguientes
genotipos: Ocumare 61 (OC-61), Ocumare 77 (OC-77), Choroni 42
(CHO-42) y Porcelana UCV (Porc. - UCV), dividiéndose el experimento
en dos ensayos de acuerdo al tipo de explante a utilizar.

ler. Ensayo. Explantes Florales

Botones florales sanos, totalmente cerrados, y longitud de 3,5 - 5 mm,
se recolectaron en horas de la mafana, colocandolos en un envase de
vidrio con agua destilada estéril fria y mantenidos en una cava con hielo
hasta llegar al laboratorio. La desinfeccién de los botones florales se
realiz6 con una solucion de cloro al 5% por 10 minutos, el exceso de
cloro fue eliminado con agua destilada estéril.

Para la induccidon de callos, los explantes (estaminoidios, anteras y
pétalos) fueron sembrados en el medio inicial que contenia las sales
béasicas de Driver y Kuniyuki (1984; DKW) tal como se observa en el
Cuadro 1, suplementado con 22,7nM TDZ, dos concentraciones de
sacarosa (40 y 80 g I') y tres concentraciones de 2,4-D (4,6 y 8 mg I).

Una vez formados los callos fueron transferidos a un medio con las
sales basicas de Lloyd y McCown (1981) presentado en al Cuadro 1,
suplementado con 2,5 mg I cinetina, 50 ml It agua de coco y la concen-
tracion de sacarosa que mejor resultado dio en la fase anterior (80g I).

Las masas pro embriogénicas se transfirieron a un medio de DKW rico
en aminodcidos (0,044mg I arginina, 0,019 mg I* glicina, 0,033 mg I*
leucina, 0,046 mg I lisina y 0,051 mg I* triptofano) suplementado con
0,3gl*de KNO,. Una vez iniciada la formacion de embriones estos se
subcultivaron en un medio con las sales basicas de DKW. Las condi-
ciones de cultivo fueron de total oscuridad y temperatura de 26 — 29 °C.

2do. Ensayo. Explantes: Cotiledones inmaduros

Se recolectaron mazorcas de apariencia sanay en un estado de madurez
intermedio, de aproximadamente 90 dias, las mismas fueron desinfec-
tadas con agua jabonosa y etanol al 70%. Una vez esterilizadas se
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desprende el pericarpio, descubriendo las semillas, y sumergidas en una
solucion de cloro al 20% por 30 min, el exceso de cloro fue eliminado
con agua destilada estéril. Las semillas inmaduras se cortaron transver-
salmente para descubrir el cotileddn y el embrién, sembrandolos indivi-
dualmente en los medios de cultivo para inducir la formacion de callos.

CUADRO 1. Composicion de sales bésicas usadas en la preparacion
de los medios de cultivo.

Sales Basicas Murashige DKW Loyd y
y Skoog McCown

Macros (mg I%)

KNO, 1900
NH,NO, 1650 1416 400
Ca(NO,)24H,0 1969 556
CaCl,2H,0 440 149 9
MgSO,7H,0 370 740 370
K,SO, 1559
KH,PO, 170 265 170

Micros (mg I?)

KI 0,83
H,BO, 0,62 0,48 6,2
MnSO,4H,0 155 29,43
ZnSO,7H,0 0,86 8,6
Na,MoO,2H,0 0,25 0,39 0,25
CuSO,5H,0 0,025 0,025 0,25
CoCl6H,0 0,025
Zn(NO,),6H,0 17 000
MnSO,H,0 33 400
cacCl, 3
Ca(NO,), 3

... continlia
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..I... continuacion CUADRO 1.
Sales Bésicas Murashige DKW LLoydy
y Skoog McCown
Solucién de Hierro
FeSO,7H,0 2780 33800 27,8
NAEDTA 3730 45 400 37,3
Vitaminas
Inositol 200 200 -
Glutamina 250 250 i
Ac. Nicotinico 1 1 -
Glicina
Tiamina 2 2 —
Vit. Gamborg --- Sj
TDZ 22,7nM 22,7nM
Phytagel (g I'%) 2 2 2,2
pH 58 5,8 5,7

Aminoécidos (mg I%)

Arginina
Glicina
Leucina
Lisina
Triptofano

- 0,04355
- 0,01876
- 0,03280
- 0,04565
- 0,05105

Los medios a evaluar estaban compuestos por las sales basicas de
Murashige y Skoog (1962; MS) y DKW (Cuadro 1) suplementado con
tres concentraciones de sacarosa (40, 60y 80 g I'*) y tres de 2,4-D (4, 6

y 8 mg I%).

Con el objetivo de inducir la formacion de estructuras embriogénicas,
los callos formados fueron transferidos a un medio DKW suplementado
con 0,4 mg I* de Bencilaminopurina (BAP) y la concentracion de sacarosa
que arrojo los mejores resultados para la induccion de callos (60 g I'%).
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Los embriones fueron individualizados y transferidos al medio basico DKW
suplementado con aminoécidos (0,044 mg I arginina, 0,019 mg I* glicina,
0,033 mg I leucina, 0,046 mg I* lisina'y 0,051 mg I triptofano) y 0,3g I*
de KNO,, bajo condiciones de oscuridad y temperatura entre 26-29 °C.

Para el estudio de los resultados se utilizaron métodos no paramétricos
en el andlisis de varianza con el objeto de ver si existen o no diferencias
entre los tratamientos aplicados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo I. Explantes Florales

Después de siete dias de haber iniciado la implantacion in vitro, se
observo una duplicacion del volumen de los explantes, indicio de
respuesta callogénica; sin embargo, no se evidencio formacion de callos,
ni cambio de color de los explantes. Trece dias mas tarde, se observaron
callos de color cristalino y apariencia higroscépica no compacta para
los explantes pétalo y anteras; en contraste, los estaminoides fueron los
que produjeron callos friables y de color cremoso, parametros indica-
dores de la capacidad embriogénica del callo, siendo este el explante
que mejor capacidad callogénica presento.

Las concentraciones de sacarosa y 2,4-D que mejores resultados presen-
taron para el crecimiento y diferenciacion de los estaminoides fueron
las correspondientes al tratamiento T, (80g I* sacarosa + 4 mg I* 2,4-D),
debido a la respuesta callogénica encontrada a los 15 d de implantado el
explante para los genotipos evaluados (Cuadro 2). Se encontr6 un 100%
de formacion de callos para el genotipo CHO-42, seguido por 24% y
20% para los genotipos OC-61 y Porc.-UCV, respectivamente.

En lineas generales el explante que logré duplicar su volumen y formar
callos a los 15 dias de la implantacion en el medio en los distintos trata-
mientos fueron los estaminoides; sin embargo, para los tratamientos T,
y T, no se observo duplicacion del volumen de los explantes, observan-
dose el més bajo porcentaje de formacion de callos para todos los
genotipos evaluados. Estos resultados indican que los explantes florales
de cacao no responden eficientemente a la concentracion de 40 g I de
sacarosa. Ademas se observo una marcada respuesta genotipica, asociado
al tipo de explante utilizado.
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CUADRO 2. Porcentaje de estaminoides que duplicaron su volumen
y formaron callos después de la implantacion de los
explantes en el medio.

7 dias 15 dias

Trat. CHO-42 0C-61 Porc-UCv CHO-42 0C-61 Porc.-UCV

E P A E P A EPA EPA EPAE P A

60 20 8 8 28 4 40 16 36 80 64 60 12 28 20 8 28 4
NC NC NC NC NC NC NC NCNC 4 NCNC NC NC 8 NCNC NC
NC NC NC NC NC NC 12 NCNC 12 8 20 NC NCNC NC NC NC
100 24 48 20 NC NC 20 16 24 100 96 64 24 NC 4 20 NC NC
60 20 64 20 NC NC 32 12 28 64 36 64 20 NCNC 20 NC NC

5

T, 76 4 4 40 NC NC 24 4 36 84 44 60 44 20 8 40 NC NC

6

w N e

IS

— o4 A - -

NC: No hubo formacién de callos
E: estaminoides; P: Pétalos; A: Anteras

Porc.- UCV fue el Unico genotipo que dio una respuesta embriogénica,
observandose las distintas fases de desarrollo de los ES (Figura 1). Una
vez desarrollados los embriones cotiledonares (Figura 1b y 1c), estos
fueron individualizados y subcultivados cada 14 d, con un fotoperiodo
de 16/8 h luz/oscuridad para su diferenciacion (Figura 1d y le). Los
genotipos OC-61 y CHO-42 indujeron formacion de raices, a pesar de
que los callos tenian apariencia embriogénica.

Ensayo I1. Explantes Cotiledones inmaduros

Los andlisis estadisticos (Cuadro 3) demostraron diferencias entre los
tratamientos, formadose tres grupos de medias. El grupo a fue el que
presentd mejor respuesta callogénicay estuvo representado por las sales
basicas de DKW suplementado con 80g I* sacarosa y 4mg I* 2,4-D,
igualmente mostré el mayor nimero de ES formados por callo. Los
tratamientos que presentaban una alta concentracion de 2,4-D (8mg 1)
no respondieron satisfactoriamente a la induccion de callo, observandose
ademas una baja o nula formacion de embriones (grupo b); sin embargo,
se observaron diferencias genotipicas para algunos tratamientos. El tercer
grupo (ab) agrupo a la mayoria de los tratamientos, esto parece indicar
que no existe diferencias entre los medios de cultivo durante el proceso
de induccidn de callos pero si sobre la formacion de ES.
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FIGURA 1. a) Embriones sométicos globulares; b y c) Embriones
somaticos en fase cotiledonar; d y €) Embriones
somaticos cotiledonares bajo condiciones de foto-
periodo 16/8 horas (luz /oscuridad); Provenientes de
estaminoides del genotipo Porcelana (Porc.-UCV).

Se evidenciaron diferencias en la estructura y apariencia del callo.
Se observaron callos de aspecto mas uniforme en la concentracion
de 60 gr I de sacarosa, en comparacion con las otras concentraciones
donde los callos, para ambos genotipos, presentaban porciones hidricas
y compactas. La mayoria de los callos fueron de apariencia friable y
color crema; sin embargo, se pudo observar callos hiperhidricos en los
tratamientos que contenian las sales bésicas de MS y altas concentra-
ciones de 2,4-D.
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CUADRO 3. Porcentaje de induccion de callos y ES a partir de
embriones cig6ticos inmaduros en los genotipos
OC-61y OC-77.

. % Callos % Embriones N. ES/Cotiled6n
Tratamiento

0C-61 OC-77 0C-61 OC-77 0C-61 OC-77

T, 60 ab 60 ab 30 20 1,8 1,2

T, 70 ab 60 ab 20 30 14 1,8

T, 70 ab 80 ab 30 30 2,1 2,4

T, 70 ab 70 ab ne ne 0 0

MS T, 60 ab 40 ab ne ne 0 0
T, 60 ab 60 ab ne ne 0 0

T, 70 ab 70 ab ne ne 0 0

T, 10b 10b ne ne 0 0

T, 10b 20 ab ne ne 0 0

T, 60ab  50ab 50 20 2,5 1

T, 70 ab 70 ab 50 30 3,5 2,1

T, 80a 90 a 50 30 4 2,7

T, 50ab  20b 80 90 4 1,8

DKW T, 50 ab 30 ab 70 70 3,5 2,1
T, 50ab  30ab 60 50 3 15

T, 30ab 30 20 09 04

T, 30 ab 20b 30 20 0,9 0,4

T 30 ab 30 ab 30 30 0,9 0,9

=
©

70



VELASQUEZ SALAZAR et al. - Embriogénesis somatica de cacao

Después de 7 d de transferidos los callos de apariencia embriogénica al
medio de induccion de embriones, se observaron ES en estado globular
(Figuras 2a 'y 3a) para los dos genotipos evaluados. La diferenciacion
de los embriones en sus diferentes etapas de desarrollo (corazén, torpedo
y cotiledonar) ocurrid a los 14 d después de transferidos al medio basico
(Figuras 2b, 2c, 3by 3c).

Se observaron diferencias entre el porcentaje de ES formados y los
medios de induccidn; sin embargo, los callos embriogénicos subcul-
tivados en los medios que contenian las sales basicas de MS tendian a
necrosarse después de varios subcultivos y finalmente morian, por el
contrario, en el medio de DKW y 60 g I** de sacarosa, los callos
embriogénicos permanecieron friables. Estos resultados coinciden con
los encontrados por Li et al. (1998), al evaluar distintos tipos de explantes
y dos medios de cultivo, sefialando una rapida senescencia, necrosis de
tejido y de ES formados.

FIGURA 2.  a) Embriones somaticosen fase globular; b.1) Embrion
somatico en fase de torppedo; b.2-3) Embrién somati-
co en fase cotiledonar temprana y avanzada; c)
Embriones cotiledonares, algunos con hojas expandidas;
Provenientes de embriones cigéticos inmaduros del
Genotipo Ocumare-77.
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FIGURA3. a) Embriones somaticos en fase globular; b) Embrion
somatico en fase acorazonada; c.1) Embrién somético
en fase de torpedo temprano; ¢.2) Embridn somatico en
fase de torpedo tardio; ¢.3) Embrion somatico en fase
cotiledonar; Provenientes de embriones cigdticos
inmaduros del genotipo Ocumare-61.

La concentracion de calcio, azufre y magnesio aplicada al medio de
DKW, juega un papel esencial en el proceso de diferenciacion celular
de tejidos recalcitrantes como son los de cacao (Pedroso et al.,1996; Li
et al.,1998; Tan y Furtek, 2003).

CONCLUSIONES

- Los estaminoides son los explantes que mejores resultados dieron
para la induccion de callos embriogénicos en los distintos genotipos,
al utilizar una concentracion de 80g I* sacarosay 4 mg I 2,4-D. Sin
embargo, el genotipo Porc.-UCV fue el Gnico que formd ES en las
distintas fases de desarrollo, demostrandose asi diferencias entre los
genotipos evaluados.

- La concentracion de sacarosa (80g 1) y 2,4-D (4 mg I*) fue la que
indujo una mayor cantidad de callos embriogénicos a partir de
cotiledones inmaduros, para los genotipos OC-61 y OC-77. Los
genotipos Porc-UCV y CHO-42 no formaron callos.

72



VELASQUEZ SALAZAR et al. - Embriogénesis somatica de cacao

- Las sales basicas de DKW inducen de manera mas eficiente la
formacion de callos embriogénicos en comparacion con el medio
que posee las sales bésicas de MS.

- No se observo diferencias genotipicas para los cultivares OC-61 y
OC-77 en relacion con la formacion de ES a partir de cotiledones
inmaduros.
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