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RESUMEN

Uno de los principales problemas del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) es la variabilidad observada en
las plantaciones obtenidas por semilla que afecta el rendimiento y la calidad del grano. Esto ha llevado a
considerar la propagacion asexual (estacas e injertos) como una via para mantener la uniformidad de los
materiales vegetales. No obstante, estos métodos no han sido eficientes debido al dimorfismo vegetativo de
la planta. La embriogénesis somatica pareciera ser la via mas idonea para obtener plantas de cacao. Sin
embargo, la formacion de embriones somaticos no ha sido posible en muchos cultivares. El objetivo de este
trabajo fue formar embriones soméaticos con dos tipos de explante inicial (pétalos y estaminodios) en cinco
cultivares de cacao con diferentes tiempos de subcultivo (14, 28 y 42 dias). El uso del indice de formacién de
callo (IC) permitio evaluar el proceso de formacion de callos con estructuras embriogénicas asi como la
variabilidad en la respuesta segun el cultivar y el tipo de explante. El mayor nimero total de embriones
somaticos, se formd en los estaminodios de ‘SCA-6’ (58 embriones) cuando fueron subcultivados cada 28
dias. La mayor frecuencia embriogénica (46.6%) se observo a los 14 dias de subcultivo en los pétalos con un
total de 47 embriones. Los resultados evidenciaron influencia del cultivar y el tipo de explante sobre la
respuesta embriogénica. La frecuencia embriogénica, asi como el nimero de embriones soméaticos disminuyo
a medida que se prolongé el tiempo de subcultivo.

Palabras clave: cacao, embriogénesis somatica, estaminodios, indice de formacion de callo, pétalos, tiempo
de subcultivo

Somatic embryos formation in five Theobroma cacao L. cultivars
grown in Venezuela

ABSTRACT

One of the main problems of cocoa (Theobroma cacao L.) is the observed variability in plantation from seeds
that affecting the yield and quality of grain. This has led to considered asexual propagation (cuttings and
grafts) as a way to maintain uniformity of materials. However, these methods have not been effective due to
vegetative plant dimorphism. Somatic embryogenesis appears to be the most appropriate way to obtain
cocoa plants, but, the somatic embryos formation has not been possible in many cultivars. The aim of this
work was to form somatic embryos in five cacao cultivars with two types of initial explant (petals and staminodes)
using different subculture times (14, 28 and 42 days). The use of callus formation index (IC) allowed to
evaluate the process of callus induction and development; as well as variability in the response depending on
the cultivar and the type of explant. The best response on the total number of somatic embryos occurred in
staminodes ‘SCA-6’ (58 embryos) when it were subcultured every 28 days. Higher embryogenic frequency
(46.6%) was observed after 14 days of subculture on the petals with a total of 47 embryos, showing a strong
influence on the response of the cultivar and the type of explant. The embryogenic frequency and the number
of somatic embryos decreased as subculture time was increased.

Key words: cocoa, index of callus formation, petals somatic embryogenesis, staminodes, subculture time
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie
originaria de las regiones tropicales del norte
de Sur América y que ha sido cultivada en
Venezuela desde la época de la colonia. Se
estima que fue en 1525 cuando se inici6 el
desarrollo del cultivo (Motamayor et al., 2002).
En cuanto a la produccién nacional de cacao
en grano, durante el afio 2009 ésta alcanzé un
total de 20 000 t, y se increment6 en 2010 a 21
300 t con una superficie cosechada de 48 400
hectareas. Asimismo, la produccién mundial de
este rubro se ubico en el afio 2010 en 4 230
790 t (FAOSTAT, 2012).

Uno de los principales problemas que presenta
este cultivo es la alta variabilidad observada en
las plantaciones obtenidas por semillas como
consecuencia de un sistema de
autoincompatibilidad que afecta algunos
aspectos relacionados con el rendimiento y
la calidad del grano. Esto ha llevado a
considerar la propagacion asexual (estacas
e injertos) como una via para mantener la
uniformidad de los materiales vegetales. No
obstante, estos métodos no han resultado ser
los mas eficientes debido al dimorfismo
vegetativo presente en la planta Li et al.,
1998).

El cultivo de tejidos pudiera representar una
alternativa ante esta problemética. La
embriogénesis somatica se ha utilizado en
la propagacion de plantas de cacao pero se
ha logrado la formacion de embriones
sométicos so6lo para algunos genotipos a
partir de diferentes tipos de explantes como
son: pétalos, estaminodios y cotiledones
(Maximova et al., 2002).

Considerando lo anterior, el uso de la
embriogénesis somatica como via de
propagacion pudiera ser una herramienta
para los investigadores de Venezuela que
buscan el desarrollo de cultivares de mejor
calidad y mayor resistencia a condiciones
ambientales adversas. También representaria
una respuesta a la necesidad de los
productores que poseen plantaciones con
alto nimero de arboles de avanzada edad y
baja producciéon. Por tanto, el presente
trabajo tuvo como objetivo formar embriones
somaticos en cinco cultivares de cacao que
se cultivan en Venezuela.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realiz6 en la Unidad de
Biotecnologia Agricola Vegetal, ubicada en el
Campo Experimental del Centro Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (CENIAP) del
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA) Maracay-Edo. Aragua.

Material vegetal

Se utilizaron botones florales de 3-5 mm de
longitud colectados en horas de la mafiana de
cuatro cultivares de cacao tipo criollo
perteneciente a la Coleccion 45; ‘Ocumare 61’
(‘OC-61"), ‘Ocumare-77' (‘OC-77’) y ‘Choroni-
41’ (CHO-41"). Asimismo, se seleccionaron dos
cultivares que no pertenecen a esta coleccién
pero que tienen importancia por su resistencia
a la enfermedad Escoba de Bruja:
'PORCELANA' (‘PORC’) (Criollo) y ‘Scabina-6’
(‘SCA-6") (Amazobnico).

Desinfeccion y extraccién del explante

Los botones florales de los cultivares
seleccionados, fueron colocados en frascos de
vidrio con agua destilada estéril (ADE) fria y
posteriormente fueron transportados al
laboratorio en una cava pequefia. Una vez en
el laboratorio y luego del tratamiento a 5°C, se
desinfectaron con una solucién de etanol al 70%
por 5 minutos, seguido de una solucién de
hipoclorito de sodio al 1% i.a. por 10 minutos
con agitacién constante. El hipoclorito fue
eliminado con tres (3) lavados con agua
destilada estéril cada 5 minutos.

Formacion de callos con estructuras
embriogénicas

Se utilizé el procedimiento desarrollado por Li
et al. (1998) para embriogénesis somética en
cacao, el cual se encuentra descrito en el
protocolo de cultivo de tejidos de cacao
publicado por The Pennsylvania State
University (2003). Como parte del estudio se
evaluaron el efecto del tipo de explante y el
tiempo de subcultivo.

En una primera etapa, los estaminodios y
pétalos extraidos de los botones florales fueron
establecidos en el medio de cultivo PCG-DKW
(Driver y Kuniyuki, 1984) para la formacién de
callos, con 5 x 10 mg I'*de Thidiazuron (TDZ)
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y 2 mg I'*de acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D). También se adicionaron al medio de
cultivo 20 g I'* de glucosa, 250 mg I de
glutamina, 100 mg I** de mio-inositol, 2 mg I*
de tiamina-HCI, 1 mg I'* de &cido nicotinico, 2
mg It deglicinay 2 g I* de Phytagel. Finalmente,
el pH del medio de cultivo se ajusté a 5.8 con
una solucion de NaOH 1N. El medio de cultivo
se distribuy6 en placas de Petri a razén de
20 ml. Se colocaron 10 explantes por placa
de Petri y se mantuvieron en cadmara de
crecimiento a 25°C en condiciones de
oscuridad.

Los callos formados fueron transferidos al
medio de cultivo SCG-1, compuesto por las
sales de McCown, con la misma concentracién
de 2,4-D, 0.05 mg I* de 6-Bencilaminopurina
(6-BAP) y 2.2 g I'*de Phytagel. El pH se ajusté
a 5.7 con una solucion de NaOH 1N y las
condiciones de cultivo fueron las mismas
mencionadas anteriormente.

Se establecié un Disefio Completamente
Aleatorizado con arreglo factorial, el cual consté
de 30 tratamientos y tres repeticiones, donde
los tratamientos estdn dados por los factores
siguientes: cinco cultivares (‘OC-61', ‘OC-77’,
‘CHO-41’, ‘PORC’ y ‘SCA-6"), dos tipos de
explante (pétalos y estaminodios) y tres tiempos
de subcultivo (cada 14, 28 y 42 dias). Se
colocaron en una misma cépsula de Petri los
dos tipos de explantes provenientes de un boton
floral. Los cinco pétalos (submuestras) en la
capsula de Petri se correspondieron con una
unidad experimental. Asimismo, los cinco
estaminodios (subunidades) conformaron una
unidad experimental.

Al final de cada subcultivo, mediante la
metodologia propuesta por Chatanasig (2004),
se describieron las caracteristicas de los callos
(consistencia y coloracién) y se calculé el indice
de Desarrollo de Callo (IC) mediante siguiente
expresion:

IC = ¥ (Estado x N° de explantes en ese
estado)

Segln Chatanasig (2004), el estado es el
resultado de las observaciones visuales
realizadas durante la investigaciéon lo cual
permitid la determinacién de ocho estados
de desarrollo del callo sobre los explantes.
Es asi, como los primeros cuatro estados
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fueron determinados por la cantidad de callo
gue cubria el explante y se asignaron valores
gue van del 0 al 3 por lo que el IC puede tener
valores comprendidos entre 0 y 15 cuando los
explantes se encuentran en el medio de cultivo
PCG-DKW. A continuacidon se muestran los
diferentes estados:

E1: Ausencia de callo (0)

E2: Inicio de pequefias formaciones de callo (1)
E3: El callo cubre casitotalmente el explante (2)
E4: El callo cubre completamente el explante (3)

Para el crecimiento del callo en el medio de
cultivo SCG-2, Chatanasig (2004), también
establecié cuatro estados con valores que
van del 4 al 7, por lo que el IC puede tener
valores comprendidos entre 20 y 35
considerando un nimero de cinco explantes
por capsula.

E4a: callos <2 mm (4)
E4b: callos de 2-4 mm (5)
E4c: callos de 4-6 mm (6)
E4d: callos >6 mm (7)

Formacién de embriones somaticos

Las masas proembriogénicas se transfirieron
a un medio de cultivo constituido por las sales
de DKW (Driver y Kuniyuki, 1984) mas 30 g I*
de sacarosa, 1 g I'* de glucosa, 100 mg I* de
mio-inositol, 2 mg I de tiamina-HCI, 1 mg I*
de acido nicotinico, 2 mg I* de glicinay 2 g I*
de Phytagel. Los subcultivos se realizaron en
este mismo medio de cultivo considerando
los tiempos de subcultivo mencionados
anteriormente (cada 14, 28 y 42 dias) hasta
la apariciébn de embriones somaticos.

Al final de cada subcultivo se cuantificé el
namero de embriones somaticos por explante
y se calcul6 la frecuencia de embriones
somaticos por cultivar a través de la siguiente
expresion:

No. explantes con embriones sométicos
Frecuencia= x100
No. explantes totales

Andlisis estadistico

Luego de la comprobacion de los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza,
se realiz6 un andlisis de la varianza factorial
5x2 con tres repeticiones para evaluar el
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efecto de los factores involucrados (cultivar
y tipo de explante) sobre el indice de
formacién de callo (IC). El anélisis de
varianza fue aplicado en tres tiempos de
muestreo. En el caso de los ANAVAR donde se
observé un efecto de los factores, se realizaron
pruebas de medias a posteriori de Tuckey (p =
0.05) para comparar las medias de IC que fueron
estadisticamente significativas. Asimismo, se
realizé una prueba de Ji-Cuadrado para la
frecuencia embriogénica y el nimero de
embriones sométicos debido a que no se
cumplieron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de la varianza. Para ambos
analisis se utilizo el software estadistico InfoStat
version 2014.

RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion de callos con estructuras
embriogénicas

Durante los primeros 14 dias, en el medio de
cultivo PCG-DKW, se observo un incremento
en el tamafio y volumen de los estaminodios y
los pétalos en todos los cultivares, lo cual dio
lugar a la formacion de callos. Sin embargo,
en algunos casos se observé necrosis de los
explantes y no se formaron.

En los estaminodios provenientes de los
diferentes cultivares, los callos formados se
caracterizaron por presentar una coloracién
amarillo crema y consistencia compacta. Por
otra parte, en los pétalos, se observé la
presencia de callos de apariencia y
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consistencia mas friable y con la misma
coloracion amarillo crema (Figura 1).

En la evaluacion realizada a los 14 dias de
cultivo, se observaron diferencias significativas
(p<0.05) en el IC entre los dos tipos de
explantes. Estas se deben a que el estaminodio
mostré una tendencia a formar mayor cantidad
de callo que el pétalo, lo cual se vio reflejado
en el IC de este explante con los diferentes
tiempos de subcultivo (Tabla 1). Dicho resultado
coincide con lo informado por Chanatésig
(2004), quien también observo a los 14 dias de
cultivo un mayor IC en los estaminodios en
comparacion con los pétalos en tres cultivares
de cacao (‘SCA-6’, ‘PA-169' y ‘UF-273’)
provenientes del programa de mejoramiento
genético del CATIE.

Asimismo, la interaccién entre el cultivar y el
tipo de explante mostré diferencias significativas
(p<0.05) a los 14, 28 y 42 dias de cultivo. Los
mayores IC se observaron en los estaminodios
de los cultivares ‘SCA-6’, ‘OC-77'y ‘PORC’ a los
28 y 42 dias, con valores comprendidos entre
10y 8. No obstante, el mayor IC de callo en los
estaminodios se observo a los 14 dias de
cultivo en el cultivar ‘OC-77'.

Es importante destacar, que el cultivar es el
factor que explic6 la mayor variabilidad
observada en los valores del IC para cada uno
de los tiempos de subcultivo ytipos de explante
inicial. Sin embargo, en ‘OC-77’ se observo una
influencia del tipo de explante en la respuesta
callogénicay, porende, enel IC.

Figura 1. Formacién de callos en explantes de Theobroma cacao L. A: Callo proveniente de un
estaminodio a los 14 dias de iniciado el cultivo. B: Callo proveniente de un pétalo a los 14 dias de

iniciado el cultivo.
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Tabla 1. indice de formacion de callos (IC) en cinco cultivares de cacao a partir de dos tipos

de explante en medio de cultivo PCG-DKW.

indice de formacion de callo (IC)

Tiempo (dias) Explante ‘SCA-6’ ‘OC-61’ ‘OC-77"  ‘CHO-41’ ‘PORC’
Estaminodio 7TbA 5bA 10aA 3bA 3bA

1 Pétalo 9aA 5ab A 1bB 2bA 3bA
Estaminodio 8aA 6aA 9aA 8aA 9aA

28 Pétalo 9aA 6abA 2hcB 1cB 4bcB
Estaminodio 10aA 5bA 9abA 6ab A 9abA

42 Pétalo 8aA 4abA 3bB 2bA 5abA

Valor DMS para 14 dias (p = 0.05) =4.5, Valor DMS 28 dias (p = 0.05) = Valor DMS 42 dias
(p =0.05) = 4.5. Letras minUsculas indican diferencias significativas entre explantes y letras
mayusculas indican diferencias significativas dentro del cultivar. Las letras estan ordenadas

por cada tiempo de muestreo

Lo anterior lleva a afirmar que un aspecto
importante en la embriogénesis somética en el
cultivo de cacao esla respuesta de los explantes
florales a la callogénesis en la cual se pueden
observar resultados diferentes de acuerdo con la
concentracion de reguladores de crecimiento, el
tipo de explante y el cultivar que se esté
evaluando. Asi lo mencionan Li et al. (1998) y
Buah (2010), quienes evaluaron el efecto de
diferentes concentraciones de TDZ sobre el
incremento de la masa fresca y el porcentaje de
respuesta de los estaminodios en el medio de
cultivo para la induccion de callos.

Cuando los explantes fueron transferidos al medio
de cultivo SCG, se observa crecimiento en el callo
gue los cubrié totalmente, por ello el IC se calculé
considerando el tamafio del callo. Durante la
permanencia de los explantes en este medio de
cultivo se observd la presencia de estructuras
similares a embriones somaticos en etapa globular
en la superficie del callo; aunque no llegaron a
desarrollarse comotal. Lo anterior fue mencionado
también por Li et al. (1998), quienes observaron
estas estructuras al final del periodo de subcultivo
en el medio de cultivo SCG (Figura 2).

Asimismo, en la tabla 2 se muestran los IC para
cada uno de los tratamientos y en el que también
se observaron diferencias significativas (P<0.05)
entre los cultivares. Este fue el principal factor
gue explicé la variabilidad en los valores de IC
para el crecimiento.

Se destacaron también las diferencias
significativas entre los dos tipos de explante con
un mayor IC en los estaminodios en comparacién
con los pétalos en los cultivares ‘OC-77'y ‘CHO-

41'. Sin embargo, en ‘SCA-6’, ‘OC-61'y ‘PORC’
se observaron valores altos de IC a los 14, 28 y
42 dias de cultivo en los pétalos. El mayor IC se
observé en los pétalos de ‘'SCA-6’ a los 42 dias
de cultivo (IC = 32.67). Es importante sefialar, que
no se constataron diferencias significativas entre
los tipos de explantes en el cultivar ‘'SCA-6’ a los
14 y 28 dias de cultivo lo cual, puede deberse a
que al final del subcultivo los callos detenian su
crecimiento y comenzaban a necrosarse. A partir
de la respuesta de este cultivar durante esta fase
del cultivo, pudiera recomendarse el uso de
cualquiera de los dos explantes para la formacion
de callos.

Tal como se ha mencionado anteriormente,
durante el proceso de callogénesis en el cultivo
de cacao el cultivar fue el factor que determiné la
respuesta del explante a las condiciones de
cultivo, lo cual ha sido documentado por Buah
(2010) quien hace referencia al efecto del cultivar
sobre lamasa fresca yla frecuencia de formacion
callo cuando el explante fue sometido a diferentes
concentraciones de TDZ.

Formacion de embriones somaticos

Cuando los explantes con callo fueron
transferidos al medio de cultivo para la formacion
de embriones, se observo en el cultivar ‘SCA-6'
una necrosis no sincronizada que se mantuvo
durante todo el subcultivo. En el caso de los
estaminodios, éstos no experimentaron esta
necrosis y, por el contrario, continuaron su
crecimiento y conservaron su coloracion amarillo
crema. Lo anterior ocurrié con el resto de los
cultivares; pero sin la formacion de embriones
somaticos.
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Figura 2. Detalle de explantes con estructuras similares a embriones somaticos en etapa
globular durante el subcultivo en el medio de cultivo SCG. A: Estaminodio. B: Pétalo.

Tabla 2. indice de formacion de callos (IC) en cinco cultivares de cacao a partir de dos tipos

de explante en medio de cultivo SCG.

indice de formacién de callo (IC)

Tiempo (dias) Explante ‘SCA-6’ ‘OC-61’ ‘OC-77 ‘CHO-41’ ‘PORC’
Estaminodio 24abc A 10c B 30a A 29ab A 16abc A
14 Pétalo 28a A 23a A 11b B 12a B 13a A
Estaminodio 26a A 9 B 28a A 24a A 28a A
28 Pétalo 28a A 28a A 18ab B 9b B 22ab B
Estaminodio 26ab B 17ab B 3la A 19ab A 26ab A
42 Pétalo 33a A 23ab A 15ab B 12b B 24ab A

Valor DMS 14 dias (p = 0.05) = 15, Valor DMS 28 dias (p = 0.05) = 15, Valor DMS 42 dias (p = 0.05)
= 18. Letras minUsculas indican diferencias significativas entre explantes y letras mayuUsculas
indican diferencias significativas dentro del cultivar. Las letras estan ordenadas por cada tiempo

de muestreo

Cuando se realiz6 el segundo subcultivo de los
explantes en el medio de cultivo para la
formacion de embriones, se observd la
presencia de éstos en los pétalos y
estaminodios del cultivar ‘'SCA-6’ en diferentes
etapas de desarrollo: globular, corazén y
torpedo (Figura 3A, 3B, 3C y 3D). Esta
respuesta se vio disminuida, en cuanto al
namero total de embriones, a medida que se
incrementé el tiempo de subcultivo (Figura 3E
y Tabla 3). Ademé&s de la respuesta
embriogénica por parte de los explantes,
también se observé en algunos callos la
presencia de raices; asi como embriones
cuyas partes radical y apical no se
desarrollaron normalmente y embriones
fusionados (Figuras 3F, 3G, 3H, y 3I). Se
destaca la ocurrencia de embriogénesis
secundaria en uno de los embriones

sométicos primarios, la cual pudiera ser
utilizada para su multiplicacion (Figura 3G).

La frecuencia embriogénica y el nimero total
de embriones sométicos en el cultivar ‘SCA-6’
a los 14 y 28 dias de cultivo mostraron
diferencias significativas (P<0.05) entre los
tipos de explante (Tabla 3). Se puede apreciar
cémo la frecuencia fue disminuyendo a medida
gue se incrementaron los dias de subcultivo lo
cual, puede deberse a una pérdida de la
capacidad embriogénica del explante. La mayor
frecuencia embriogénica se observé en el
pétalo cuando fue subcultivado cada 14 diasy
el numero total de embriones somaticos fue
de 47. No obstante, a los 28 dias de cultivo se
aprecié un mayor niumero de embriones
somaticos en los estaminodios (58) con una
menor frecuencia (26.6%).
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Figura 3. Embriogénesis somética en Theobroma cacao L. cv. ‘'SCA-6" A: Callo con estructuras
embriogénicas de ‘SCA-6' proveniente de un estaminodio subcultivado a 14 dias. B: Callo con estruc-
turas embriogénicas de ‘SCA-6’ proveniente de un pétalo subcultivado a 14 dias. C y D: Detalle de
embriones somaticos en etapa de torpedo. E: Callo con estructuras embriogénicas de ‘SCA-6’
subcultivado cada 28 dias. F: Callo con respuesta embriogénica y presencia de raices. G: Embriogénesis
secundaria. H e I: Embriones deformes.

Tabla 3. Frecuencia embriogénica (%) y nimero promedio de embriones
somaticos formados por explante en Theobroma cacao L. cv. ‘'SCA-6'.

Tiempo subcultivo Explante Frecuencia No. de ES
(dias) embriogénica (%)
14 Pétalo 46.6 47
Estaminodio 26.6 35
28 Pétalo 13.3 12
Estaminodio 26.6 58

ES: Embriones sométicos, Ji-Cuadrado Pearson = 25.66 (p<0.001), Ji-

Cuadrado MV-G2 = 26.99 (p<0.001)

Asimismo, la frecuencia embriogénica para el
pétalo fue menor cuando estos fueron
subcultivados cada 28 dias en los diferentes
medios de cultivo (13.3%) con un nimero total
de embriones de 12. Para el tiempo de
subcultivo de 42 dias, no se observé respuesta
embriogénica ni organogénica, pues los callos
obtenidos de los dos tipos de explantes
mostraron una necrosis generalizada.

CONCLUSIONES

El indice de callo (IC) permitié determinar
niveles de respuesta durante el proceso de
callogénesis in vitro en los diferentes
cultivares y tipos de explante inicial. Todos
los cultivares mostraron respuesta a las
condiciones de cultivo pero fue variable de
acuerdo con cada uno de los tratamientos.
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Ello evidenci6é que el proceso de formacién
de callo esté influenciado por el cultivar y el
tipo de explante.

Se logré formar embriones sométicos de cacao
a partir de pétalos y estaminodios en el cultivar
‘SCA-6'. La embriogénesis somatica en este
cultivar fue de alta frecuencia con embriones
en diferentes etapas de desarrollo. La
frecuencia embriogénicay el numero promedio
de embriones somaticos fue menor a medida
gue se prolongo el tiempo de subcultivo.
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