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Evaluacion de dos medios de cultivo para la formacién de callo en pétalos y
estaminoides de cacao (Theobroma cacao L.) cultivados in vitro

Sebastian Hidalgo Echeverria

Resumen. El cacao (Theobroma cacao L.) es originario de América del sur, pertenece a la
familia de las Malvaceas. En cultivo de tejidos el uso de fitohormonas en el medio permite
controlar procesos de crecimiento y desarrollo en los explantes. El objetivo de este estudio
fue evaluar la respuesta en la formacién de callo en pétalos y estaminoides de cacao en los
medios de cultivo Murashige (MS) y Skoog y Driver-Kuniyuki Walnut, (DKW) este
modificado con los macroelementos MS y ambos suplementados con 2,4-D 2 mg/L y
Thidiazuron 0.025 mg/L. Se evalto la fenolizacion de los pétalos y estaminoides a los siete
dias después de siembra, y el crecimiento de estructuras callogénicas sobre estaminoides y
pétalos de cacao variedades ISC-1 y Cauca 39. No se observo fenolizacion de los explantes
de ambas variedades. En los estaminoides se obtuvo el crecimiento de estructuras
callogeénicas en ambos medios. En la variedad I1SC-1, el medio en el que crecié un mayor
porcentaje de masa callogénica sobre los estaminoides fue el DKW suplementado con 2,4-
D 2 mg/L y Thidiazuron 0.025 mg/L. En los pétalos de la variedad ISC-1 se observd la
formacion de estructuras con potencial embriogénico. La formacion de callo en cacao
utilizando estaminoides es influenciada por el medio de cultivo y los reguladores de
crecimiento utilizados.

Palabras clave: 2,4-D, Callogénesis, Driver-Kuniyuki Walnut, Murashige y Skoog,
Thidiazuron.

Abstract. (Theobroma cacao L.) is native to South America, belonging to the family
Malvaceae. In tissue culture in vitro the use of phytohormones in plant culture medium
allows to control growth and development processes in explants. The objective of this study
was to evaluate the response in the formation of callus in cocoa petals and staminoids in the
culture media Murashige and Skoog (MS) and Driver-Kuniyuki Walnut, (DKW), the latter
modified with the MS macroelements and both supplemented with 2,4-D 2 mg / L and
Thidiazuron 0.025 mg / L. The phenolization of the petals and the growth of calli structures
in staminoids of the varieties ISC-1 and Cauca 39 were evaluated using scale. No
phenolization of the explants was observed. In the staminoids the growth of callogenic
structures in both media was obtained. In the ISC-1 variety the medium in which a greater
percentage of calli mass on the staminoids grew was the DKW supplemented with 2.4 -D 2
mg / L and Thidiazuron 0.025 mg / L. In the petals of the ISC-1 variety, the formation of
structures with embryogenic potential was observed. The formation of callus in cocoa using
staminoids is influenced by the culture medium and the growth regulators.

Key words: 2,4-D, Calli formation, Driver-Kuniyuki Walnut, Murashige and Skoog,
Thidiazuron
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1. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es originario de América del sur, pertenece a la familia de
las Malvaceas. El género Theobroma comprende alrededor de 22 especies, todas originarias
de los bosques himedos tropicales de la América Ecuatorial (Mossu 1990). De acuerdo con
Motamayor et al. (2002), el cacao fue cultivado por los Mayas, quienes lo utilizaban como
moneda y simbolo de poder en su cultura hace més de 15,000 afios, es en este tiempo donde
se origina el cacao criollo en América Central, el cual evoluciond de manera independiente
en la cuenca del Amazonas (Zarrillo et al. 2018).

Luego de su propagacion y domesticacion en el continente americano se originan dos
variedades importantes, las cuales son la base genética de la mayoria de cultivares, estas
son el forastero yel criollo (ANACAFE 2004). El forastero es de menor calidad en relacion
con el sabor y aroma, pero lo compensa con rendimiento y contenido de grasa, esta grasa
es un subproducto importante en la elaboracion de productos farmacéuticos, el arbol de esta
variedad es vigoroso, con tendencia a la ramificacion lateral, mientras que el criollo es de
calidad maés fina, lo cual caracteriza su sabor y exquisito aroma, tiene un tronco erecto con
poca ramificacion lateral y tiende a un crecimiento vertical (ANACAFE 2004).

La propagacion convencional en cacao se realiza mediante semillas, este es un método poco
recomendado, ya que las plantaciones provenientes de semilla presentan gran variedad de
caracteristicas entre si, lo cual es problema, ya que influye en los niveles de produccién de
la plantacion (Dubén y Sdnchez 2016). Es por eso que la propagacién por injertos ha tenido
éxito y demanda a través del tiempo, porque mediante esta técnica se pueden reproducir las
caracteristicas deseadas del arbol donde se obtuvieron las yemas y tener plantaciones
uniformes (Palencia y Mejia 2000).

Con el fin de obtener clones de cultivares de alta calidad y de mejor produccion, la demanda
de plantulas de cacao producidas a través de técnicas de cultivo de tejidos ha aumentado,
debido a que esta es una herramienta que brinda excelentes resultados sin utilizar mucho
espacio y material vegetativo. Los explantes establecidos in vitro deben estar en condiciones
controladas, tales como medio de cultivo, asepsia, humedad relativa, temperatura y luz
(Dublin 1991).

El cultivo de tejidos se basa en la capacidad de regeneracion o totipotencia que tienen las
plantas, la cual indica que cualquier célula vegetal puede dar origen a una planta completa
ya que contiene una copia idéntica del material genético de la planta a la que pertenece, esto
sin importar el lugar de procedencia o la forma en la que se plante en el medio (Ferl y Paul
2000). Asi con las técnicas in vitro se provoca la reanudacion de la mitosis y favorece la



desdiferenciacion celular la cual genera la potencialidad que tiene la célula de expresar
todo su genoma (Portillo y Santacruz- Ruvalcaba 2004).

En cultivo de tejidos el uso de fitohormonas en medio de cultivo permite controlar procesos
de crecimiento y desarrollo en los explantes. Estas pueden ser de origen natural o sintético
(Abdelnour y Escalant 1994). Las citoquininas son consideradas derivadas de adeninas y
purinas debido a su forma estructural, tienen como funcion inhibir el crecimiento de la raiz
principal y estimular la division celular de los tejidos, son las encargadas de la aparicion de
floracion (Quilambaqui Reinoso 2003), y en altas concentraciones en el medio de cultivo
influyen en la formacion de yemas multiples (Garcia et al. 2008).

Las auxinas fueron las primeras fitohormonas en ser identificadas, y precisamente el acido
indol acético (AlA), conocido como la principal auxina enddgena en la mayoria de las
plantas (Torres Cordero 2015). Estas tienen como funcion regular el crecimiento y
desarrollo de las plantas, mediante el alargamiento radicular, crecimiento de hojas y
floracion. Estas se localizan en altas concentraciones en las partes meristematicas de las
plantas donde son sintetizadas en el apice del tallo. También existen auxinas sintéticas,
como el &cido indolacético y el &cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), este Gltimo usado
para la induccion a callogénesis in vitro (Ludwig y Cohen 2002).

Se han desarrollado compuestos sintéticos de gran importancia para la propagacion in vitro,
ya que tienen efectos de reguladores de crecimientos, ejemplo de estos compuestos es el
Thidiazuron (TDZ). La accidon que tiene este compuesto en la embriogénesis somatica fue
descubierta por Murthy et al. (2016) quienes sefialan que la hormona puede actuar como
reemplazo de auxinas y citoquininas en procesos de organogénesis y embriogénesis
somatica.

En cultivo in vitro de cacao los experimentos que se han realizado, los explantes mas
utilizados han sido los del botén floral (pétalos y estaminoides) (L6pez Baez et al. 2001).
Estos experimentos se han hecho para dar paso a la generacién de plantas mediante
embriogénesis somatica, utilizando acido indol butirico (Urrea Trujillo et al. 2011),
probando diferentes concentraciones de fuentes de carbono tales como glucosa y sacarosa
(Chanatasig Vaca 2004) y 2,4-D para la induccién a formacion de callo (Calder6n y Montes
2017).

El objetivo de esta investigacion fue: Evaluar el efecto de dos medios de cultivo en la
induccién a callo embriogénico en pétalos y estaminoides de cacao variedades ICS-1 y
Cauca 39 cultivados in vitro.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, del
Departamento de Ciencia y Produccién Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras.

Material Vegetal.

Se utilizaron pétalos y estaminoides de cacao (Theobroma cacao L.) variedades Cauca 39,
e ICS-1, los cuales fueron obtenidos de botones florales (Figura 1). Los botones se
obtuvieron de plantas jovenes del huerto clonal de cacao, establecido por la unidad de
Ornamentales de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. Las plantas de este huerto
provienen de los viveros experimentales de la Fundacion Hondurefia de Investigacion
Agricola (FHIA), del Centro Experimental Demostrativo de Cacao (CEDEC), La Maésica,
Atlantida, Honduras.

Figura 1. Partes del boton floral de cacao (Theobroma cacao L.)

Preparacion y desinfeccion de explantes.

El proceso para la desinfeccion de los botones florales inicié con lavado con agua potable,
la desinfeccion superficial se realizd6 durante 10 minutos en NaOCIl al 25%
volumen/volumen (Cloro comercial con 4.72% ingrediente activo) + Tween™80, y a
continuacién se enjuagaron con agua estéril tres veces. Los botones se colocaron en plato



Petri estéril, el cual sirvié de soporte, para la diseccién de los explantes se utilizd bisturi y
pinzas estériles.

Establecimiento in vitro de los explantes.

El proceso consistié en tomar un boton individual con ayuda de las pinzas, y luego empezar
la eliminacién de los sépalos con ayuda del bisturi, se hizo un corte en la base del boton
para facilitar la extraccion de los explantes, luego de realizar el corte se procedio a separar
los pétalos y los estaminoides (Figura 2). Los explantes se colocaron en el medio de cultivo
estéril, cinco pétalos a la derecha del plato, y cinco estaminoides del lado izquierdo (Figura
3).

%

Estaminoide

Figura 2. Boton floral de cacao (Theobroma cacao L.). A) Botdn floral con sépalos intactos
B). Boton floral de cacao con pétalos y ligulas expuestos. C) Separacion de pétalos,
estaminoides y ligulas ubicados dentro del boton floral.

T
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Figura 3. Establecimiento de estaminoides y étalos de cacao (Theobroma cacao L.) in
vitro.

Medio de cultivo.

Se evaluaron los medios Murashige y Skoog (MS) (Cuadro 1) y Driver-Kuniyuki Walnut
(DKW) al que se modificd con los macroelementos MS y se sustituyé Glutamina por L-
Aspargina (Cuadro 2). Ambos medios fueron ajustados a un pH de 5.8 con KOH y HCI.
Para la solidificacion de los medios se utilizd Phytagel® (1.8 g/L). El medio se esteriliz6 en
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el autoclave a 121 °C y 1kg/cm?, durante 20 minutos. Se coloco 30 mL de medio de cultivo
por plato Petri.

Cuadro 1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado para la induccién a
callogénesis en estaminoides y pétalos de cacao (Theobroma cacao L.).

Componentes Férmula Nombre comdn mg/L
Macroelementos NHiNO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNO; Nitrato de potasio 1900.000
MgS0,.7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio 170.000
Microelementos H3sBO3 Acido borico 6.200
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnS04.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na2Mo004.2H,O Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNaEDTA Etilendiaminotetraacético 50.000
Componentes organicos Inositol 100.000
Tiamina 2.000
Acido nicotinico 1.000
Glicina 2.000
2,4-D 2.000
TDZ 0.025
L-Asparagina 250.000
Glucosa 20000.000

Fuente: Calderén y Montes 2017



Cuadro 2. Medio de cultivo basal Driver-Kuniyuki Walnut (DKW), modificado con los
macroelementos de Murashige y Skoog (MS) para la induccion a callogénesis en cacao
(Theobroma cacao L.).

Componentes Formula Nombre comun mg/L
Macroelementos MS  NHsNOs3 Nitrato de amonio 1650.000
KNOs Nitrato de potasio 1900.000

MgS0O4.7H.0O  Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000

CaCl2.2H.0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000

KH2PO4 Fosfato monobaésico de potasio 170.000

Microelementos H3BO3 Acido Bérico 4.800

MnS0O4.4H20 Sulfato de magnesio tetrahidratado 33.500

Na2Mo04.2H20 Molibdato de sodio bihidratado 0.390

CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.250

Na2 EDTA Sal bisodica de Acido 45.400
Etilendiaminotetraacético

FeS04.7H20 Sulfato de hierro heptahidratado 33.800

NiSO4.6H20 Sulfato de nickel hexahidratado 0.005

Zn(N03)2.6H20 Nitrato de zinc hexahidratado 17.000

Componentes organicos Mioniositol 100.000

Tiamina 2.000

Acido Nicotinico 1.000

Glicina 2.000

2,4-D 2.000

TDZ 0.025

L-Asparagina 250.000

Glucosa 20000.000

Fuente: Chanatasig Vaca 2004

Incubacion.
Los cultivos pasaron 49 dias en el cuarto de crecimiento en oscuridad completa, a 24 °C y
70% de humedad relativa.

Variables evaluadas.

Las variables medidas durante el experimento fueron fenolizacidn, la cual consistio en
observar el cambio en la coloracion del explante a los siete dias después del establecimiento;
y el crecimiento del callo embriogénico en los estaminoides. Se elabord una escala para
medir este crecimiento (Figura 4), esta con el fin determinar el porcentaje de callo que
crecid a cada siete dias. Los explantes fueron observados durante 49 dias.
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Figura 4. Escala de formacidn de callo sobre estaminoides de cacao.

Disefio experimental.
Se utiliz6 un disefio completamente al azar. Para cada variedad se evalu6é dos medios de
cultivo, con 20 repeticiones por tratamiento.

Analisis estadistico.
Se realiz6 para cada variedad una prueba t de Student con nivel de significancia (P<0.05),
utilizando el paquete estadistico Infostat®.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fenolizacion.

La fenolizacién u oxidacion de los fenoles que oxidan los explantes después de ser cortados,
es un proceso el cual influye, en combinacion con la edad del explante, en la
rediferenciacion de los tejidos (Narvaez y Gonzélez 1983). La fenolizacién en los explantes
durante los primeros siete dias fue diferente para cada explante. Los pétalos de ambas
variedades fueron los que mas cambios mostraron (Figura 5), empezando el cambio de
coloracion café oscuro en la base durante los primeros dos dias después de siembra, luego
se expandi6 a los bordes del explante. En los estaminoides de ambas variedades no se
observé ningun cambio en su tonalidad durante los primeros siete dias.

Los exudados de los explantes no alcanzaron el medio de cultivo durante el tiempo del
experimento. La fenolizacion no es un factor que afecte a los explantes a partir de pétalos o
estaminoides de cacao de las variedades ICS-1 y Cauca 39.

o b Lo

Figura 5. Bordes de pétalos de Theobroma cacao L. variedades Cauca 39, e ICS-1 levemente
fenolizados al dia tres después de establecimiento.

Formacidn de estructuras callogénicas.

Variedad I1CS-1.

Los explantes de ICS-1 desarrollaron estructuras callogénicas compactas de color amarillo
(Figura 6). La aparicion de las primeras estructuras callogénicas ocurri6 el dia siete después
de siembra, ambos medios indujeron la formacion de callo. En los explantes de pétalos no
se observo formacién de callo.



Calderdn y Montes (2017) registraron los mismos resultados al dia 15 después de siembra,
utilizando diferentes concentraciones de glucosa y 2,4-D. Después de 14 dias de siembra en
los explantes de estaminoides se increment6 la masa callogénica. En el medio DKW las
estructuras callogénicas crecieron sobre toda la superficie del estaminoide (Figura 7).

Después de 28 dias de siembra los estaminoides de la variedad ICS-1 formaron una mayor
masa de callo en ellos, este crecimiento increment6 en las areas del explante que tuvieron
mayor contacto con el medio de cultivo (Figura 8), el desarrollo de callo fue homogéneo de
coloracidn blancuzca y transparente, cubriéndolo parcialmente. Al dia 49 de la investigacion
la mayoria de los estaminoides de ICS-1 formaron callo sobre su superficie, el medio DKW
fue el que mejor indujo esta formacion (Cuadro 3). Los resultados observados concuerdan
con lo mencionado por Li et al. (1998) quienes indican que la suplementacion de TDZ en
los medios de cultivo influye sobre la regeneracion de embriones somaticos a partir de
botones florales.

Cuadro 3. Desarrollo de callo en pétalos y estaminoides de cacao variedad ICS-1 en medios
de cultivo DKW y MS al dia 49 después de establecidos in vitro.

Formacion de callo (%)

Medio de cultivo n
Pétalo Estaminoide
Driver-Kuniyuki Walnut 20 0 51.25¥
Murashige y Skoog 20 0 38.97
Valor t 1.96
Probabilidad 0.0463

¥ Significativo, segun la prueba t de student (P < 0.05).
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Figura 6. Aparicion de estructuras callogénicas en estaminoides de cacao variedad ICS-1 al
dia siete después de siembra. A) Callo formado en medio DKW. B) Formacion de callo en
medio MS.
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Figura 7. Desarrollo de estructuras callogénicas en estaminoides y pétalos de cacao variedad
ICS-1 al dia 14 después de siembra. A) y B) Estaminoide cubierto de callo en medio DKW.
C) Formacion de callo en pétalo de cacao en medio MS.
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Figura 8. Desarrollo de callo en estaminoies de cacao variedad ICS-1 al dia 28 despues de
siembra. A) y B) Callo cubriendo bordes y superficie de estaminoide en medio DKW
variedad ICS-1.

En el borde de los pétalos, se observo estructuras redondas al dia 56, estas estructuras se
dieron sin una fase previa de callogénesis en el explante (Figura 9). De acuerdo con Parrot
(2002) es necesaria la presencia de auxinas en el medio de cultivo para la induccion del
estado embriogénico en los tejidos, para luego lograr la histodiferenciacion, la cual se logra
cuando las concentraciones de auxinas en el medio de cultivo son menores a lasiniciales.
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Figura 9. Desarrollo de estructuras con potencial embriogénico en pétalos de cacao variedad
ICS-1.

Variedad Cauca 39.

Después de 14 dias de haber sido sembrados, los estaminoides de Cauca 39 que estaban en
medio MS iniciaron la formacion de estructuras callogénicas, las cuales crecieron en su
mayoria en la base de los explantes. En los explantes de estaminoides de Cauca 39 se
desarrollaron estructuras callogénicas compactas de color amarillo palido (Figura 10). El
crecimiento en la base de los explantes predominé en los estaminoides, mientras que las
estructuras de los pétalos tuvieron un crecimiento en el centro del explante, con una
coloracion transparente (Figura 11).

Después de 28 dias de siembra, los estaminoides de Cauca 39 que estaban en medio DKW
y MS respectivamente, tuvieron un crecimiento en las bases del explante, areas en las cuales
el contacto con el medio fue mayor debido al comportamiento del estaminoide en los dias
previos. La coloracién de la masa callogénica en estos explantes fue amarillo palido, y
blancuzco en el explante de estaminoide (Figura 12). Chanatasig Vaca (2004) obtuvo
resultados iguales utilizando glucosa como fuente de carbono en su medio.

La respuesta de los estaminoides de la variedad Cauca 39 al dia 49 fue igual en los dos
medios (Cuadro 4). Los estaminoides de Cauca 39 mostraron mejor formacion de callo. El
contacto que tienen los explantes con el medio de cultivo es otro factor que influye en el
crecimiento del callo, y esto se debe a que los estaminoides por su forma alargada uy erecta
tiene 100% de contacto con el medio, mientras que la curvatura que presenta el pétalo hace
gue el contacto con el medio sea menor.
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Cuadro 4. Desarrollo de callo en pétalos y estaminoides de cacao variedad Cauca 39 en
medios de cultivo DKW y MS al dia 49 después de establecidos invitro.

Formacion de callo en variedad Cauca 39

Medio de cultivo n (%)
Pétalo Estaminoide
Driver-Kuniyuki Walnut 20 0 36.25"
Murashige y Skoog 25 0 29.00
Valor t 1.05
Probabilidad 0.2987

" No es ignificativo, seglin la prueba t de student (P < 0.05).

Figura 10. Formacion de callo en base de estaminoides de cacao variedad Cauca 39 al dia
siete después de siembra. A) Formacion de callo en estaminoide en medio DKW. B)
Formacion de callo en base de estaminoide en medio MS.
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Figura 11. Crecimiento de estructuras callogénicas en pétalos y estaminoides de cacao

variedad Cauca 39, 14 dias después de siembra. A) Formacion de callo en pétalos en medio
DKW. B) Formacion de callo en pétalos en medio MS. C) Crecimiento de callo en base de

estaminoide.
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Figura 12. Desarrollo de callo en estaminoides de cacao variedad Cauca 39 al dia 28 después
de siembra. A) Crecimiento de masa callogénica en estaminoide en medio DKW. B)
Crecimiento de masa callogénica en estaminoide en medio MS.

Chanatasig Vaca (2004) y Dublin (1991) resaltan que la variedad y el tipo de explante
influyen directamente en el crecimiento de las estructuras callogénicas. La respuesta
callogénica esta directamente relacionada al genotipo de la planta, esto lo generan las
distintas variedades, ya que algunas tienen la capacidad de regenerarse facilmente en un
medio especifico.
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4. CONCLUSIONES

El medio de cultivo DKW suplementado con 2,4-D y TDZ es el mejor para la
induccidn a callogénesis en explantes de estaminoides de cacao de la variedad ICS-
1, mientras que en la variedad Cauca 39 no mostré diferencia con el medio MS.

Los explantes de pétalos de la variedad ICS-1 en medios DKW presentaron
crecimiento de estructuras pre-embrionarias, sin antes haber formacion de callo.
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5. RECOMENDACIONES
Repetir el experimento utilizando estaminoides como explantes principales y
modificar el medio de cultivo para la induccién de embriogénesis somética.
Evaluar métodos que promuevan el desarrollo de estructuras embrionarias en

pétalos de cacao cultivados in vitroRealizar una evaluacion del efecto del sorbitol
en una dosis menor y utilizando el medio MS con sus elementos completos.
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