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Resumen

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de alta importancia en varios paises de Africa, América, y
el Sudeste Asiatico; su propagacién puede ser por método sexual y asexual. El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones y combinaciones de los reguladores de
crecimiento 2,4-D, TDZ y BAP en la induccidn y proliferacidn de callo embriogénico en ldminas foliares
de cacao cultivar CCN-51. Se utilizaron hojas del cultivar CCN-51 establecidas en medios
suplementados con 2 pg/L TDZ, 2 ug/L TDZ + 1.98 mg/L 2,4-D, 5 pg/L TDZ y 5 pg/L TDZ + 1.98 mg/L
2,4-D en fase de establecimiento; en proliferacion se suministrd: 0.53 mg/L 2,4-D + 0.315 mg/L BAP y
1.98 mg/L 2,4-D; y para embriogénesis 5 mg/L BAP y medio sin reguladores. Se evalud el callo formado
sobre los explantes en las dos primeras etapas. Se uso un disefio completo al azar; se realiz6 la prueba
de Kruskal Wallis (p < 0.05) la fase de establecimiento y la de Wilcoxon (U de Mann Whitney) (p £ 0.05)
para la de proliferacion. Los explantes que presentaron mayor formacién de callo fueron los
establecidos en los tratamientos en 2 ug/L TDZ y 5 pg/L TDZ (p < 0.02). En la fase de proliferacion la
formacion de callo fue igual en los tratamientos. No se observaron estructuras embriogénicas durante
el tiempo del estudio. En le etapa de establecimiento el incremento de TDZ no aumenta la formacion
de callo, tampoco las combinaciones TDZ con 2,4-D.

Palabras clave: Auxina, callo, citoquinina, Malvaceae



Abstract

Cocoa (Theobroma cacao L.) is a crop of high economic importance in several countries in Africa,
America and Southeast Asia. It can be propagated by sexual and asexual methods. The objective of
this study was to evaluate the effect of different concentrations and combinations of the growth
regulators 2,4-D, TDZ and BAP on the induction and proliferation of embryogenic callus in leaf blades
of cocoa cultivar CCN-51. Leaves of cultivar CCN-51 were used for this study. These were established
in media supplemented with 2 ug/L TDZ, 2 pg/L TDZ + 1.98 mg/L 2,4-D, 5 ug/L TDZ and 5 pg/L TDZ +
1.98 mg/L 2,4-D in the establishment phase; in proliferation, 0.53 mg/L 2,4-D + 0.315 mg/L BAP and
1.98 mg/L 2,4-D were supplied; for embryogenesis, 5 mg/L BAP and medium without regulators were
supplied. The callus formed on the explants in the first two stages was evaluated. A complete
randomized design was used; a Kruskal Wallis test (p < 0.05) was performed for leaves and a Wilcoxon
(Mann Whitney U) test (p < 0.05) for callus. The explants that presented greater callus formation were
those established in the treatments at 2 ug/L TDZ and 5 pug/L TDZ (p < 0.02). In the proliferation phase,
callus formation was equal in the treatments. No embryogenic structures were observed during the
time of the study. In the establishment stage, the increase of TDZ did not increase callus formation,
nor did the combinations of TDZ with 2,4-D.

Keywords: Auxin, callus, cytokinin, Malvaceae



Introduccién

El cacao (Theobroma cacao L.) forma parte de la familia de las Malvaceas es una planta nativa
de los tréopicos humedos de Centroamérica y del norte de Sudamérica, es cultivado cominmente en
la zona ecuatorial entre en trépico de cancer y capricornio con su maxima incidencia en las latitudes
10° norte y 10° sur. El fruto de esta planta tiene como uso principal la creacién de chocolate y
derivados para pasteleria como manteca, polvo e incluso licor de cacao (Bhattacharjee y Lava Kumar
2010).

El cultivo del cacao es de importancia en varios paises a nivel mundial especialmente en Africa,
América y el Sudeste Asiatico teniendo en cuenta que entre el afio 2019 y 2020 los cinco paises con
mayor produccién fueron: Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria y Ecuador formando
aproximadamente el 77% de la produccion mundial. A nivel centroamericano los principales
productores son México, Guatemala, Nicaragua, Panama y Honduras este ultimo produciendo 926
toneladas en el afio 2020 (FAO 2022).

El centro de origen del cacao, segun el estudio genético de Motamayor et al. (2002), es la
region norte del Amazonas. Comunmente se conocen tres tipos genéticos de cacao Criollo, Forastero
y Trinitario. El Criollo, originario de América central, con cotiledones de color principalmente violetay
con flores verdes o rojizas, es conocido por su chocolate de alta calidad. El Forastero, originario del
norte de Sudamérica, presenta mazorcas inmaduras verdes con forma variable, es usado por su
resistencia y tolerancia a patdgenos; el Trinitario, un hibrido natural de Forastero y Criollo que
presenta caracteristicas morfolégicas de ambos grupos: nimero de semillas, color y forma de fruto
(Monteiro et al. 2009; Bhattacharjee y Lava Kumar 2010; Ldépez et al. 2017). Otra investigacion de
Motamayor et al. (2008) propone una nueva clasificacion de diez grupos genéticos que poco a poco
estd siendo adoptada.

El cultivar CCN-51, obtenido por Homero Castro Zurita en los afios 60 en Naranjal, provincia

de Guayas, Ecuador, es conocido por poseer una alta productividad debido a su autocompatibilidad y
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calidad de mazorca a la vez que presenta una resistencia a condiciones ambientales variables, asi
como a varias enfermedades fungicas como la escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) o monilia
(Moniliophthora roreri) (Bailey 2016; Branco et al. 2018; Jaimez et al. 2022).

El cacao puede ser propagado de forma sexual y asexual. El método sexual consta de usar la
semilla del fruto, comunmente certificada, sembrada en viveros para luego trasplantar a campo. La
propagacion sexual es beneficiosa en cuanto a la facilidad de produccion y manejo de nuevas plantas,
pero tiene la desventaja que tarda considerablemente mas tiempo, aproximadamente tres afios hasta
la primera floracidn y cinco meses hasta que la mazorca este madura, ademas las plantas poseen una
mayor variabilidad en su productividad, lo que resulta en rendimientos menos estables (Johnson et
al. 2008; Hidalgo Campos 2014; Arvelo y Gonzalez 2017).

Los métodos asexuales son mas variados, englobando principalmente injertos, acodos,
estacas enraizadas y micropropagacion, estos son usados para mantener un cultivo fiel a la planta
original (Hidalgo Campos 2014). Los clones procedentes de propagacidén asexual poseen una mayor
uniformidad ademds de ser mds precoces en produccidn, entre 6 y 8 meses si se injerta en una
plantacidn ya establecida, manteniendo cinco meses de desarrollo de mazorca, o alrededor de dos
afios si se comienza el cultivo. Las plantaciones o huertos clonales necesitan un mayor cuidado
fitosanitario ya que son poblaciones uniformes o con una muy baja diversidad genética lo que
aumentaria el dafio causado por una enfermedad a la que no es resistente el cultivo (Sodré y Gomes
2019; Garate Navarro et al. 2020)

La micropropagacion es la ciencia del crecimiento de células, tejidos u drganos vegetales
aislado de la planta madre, en un medio de cultivo (George et al. 2008b). En el cultivo de cacao han
sido aplicadas varias técnicas de micropropagacién como la organogénesis (Santana M et al. 2010),
cultivo de meristemos (Acufia y Martinez 2019), obtencién de lipidos in vitro (Tsai y Kinsella 1982), sin

embargo el método mas estudiado ha sido la embriogénesis somatica.
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La embriogénesis somatica es la técnica con la cual se generan clones genéticamente
idénticos a la planta madre con la misma capacidad y forma de crecimiento que un embrién
proveniente de una semilla; el proceso se da gracias a la capacidad del explante de desdiferenciar sus
células en tejido callogénico para después formar embriones por estresores como choques osmaticos
o de temperatura y reguladores de crecimiento (Henao-Ramirez y Urrea-Trujillo 2020). Este método
tiene ventaja sobre otros como la organogénesis directa en que tiene un mayor potencial de
multiplicacién junto con un desarrollo ortotrépico y plagiotrépico idéntico al de la planta madre tanto
en ramas como raices (Garate Navarro y Delgado Haya 2020; Henao-Ramirez y Urrea-Trujillo 2020).

Para el cultivo de tejidos de cacao los medios MS (Murashige y Skoog), DKW (Juglans Medium)
y WPM (Woody plant médium) de Lloyd y McCown son los mds cominmente usados (George et al.
2008a; Henao-Ramirez y Urrea-Trujillo 2020). Dilworth et al. (2017) menciona que las fitohormonas
son gquimicos producidos por plantas que regulan su reproduccion, desarrollo, longevidad e incluso
muerte, en campo las plantas los usan para responder a estimulos externos mientas que en
laboratorio son necesarios para inducir distintas respuestas. Entre las mas comunes se encuentran las
auxinas que son producidas en los meristemos apicales y transportadas por el floema, junto con las
citoquininas que son producidas en las puntas de las raices y transportadas por el xilema.

Los reguladores de crecimiento Thidiazuron (TDZ) y 6-Bencilaminopurina (BAP) son usados
como citoquininas promoviendo la divisién y crecimiento celular (Engels et al. 2012; Henao-Ramirez
y Urrea-Trujillo 2020). En cultivo de cacao, el TDZ ha sido usado para la etapa de crecimiento de callo
primario por Li et al. (1998), Maximova et al. (2008), Niemenak et al. (2008), Minyaka et al. (2008) y
Guillou et al. (2018); mientras que el BAP has sido aplicado en las etapas de crecimiento de callo
secundario y embriogénesis somatica secundaria por Niemenak et al. (2008) y Garcia et al. (2016).

El 2,4-D (2,4 Acido diclorofenoxiacético) ha sido utilizado por Lopez Baez et al. (1993), Séndahl
et al. (1993) Li et al. (1998), Maximova et al. (2008) y Guillou et al. (2018), en explantes florales de

cacao para el proceso de induccién y crecimiento de callo. La mayoria de las investigaciones de



12

embriogénesis somatica en cacao, como las previamente mencionadas, se han realizado en explantes
florales por lo que el conocimiento de las concentraciones y combinaciones reguladores que dan el
mayor desarrollo de un explante foliar todavia siguen en estudio.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones y
combinaciones de los reguladores de crecimiento 2,4-D, TDZ y BAP en la formacién y proliferacion de

callo embriogénico en l[dminas foliares de cacao cultivar CCN-51.
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Materiales y Métodos

Localizacién

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento
de Ciencia y Produccién Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, Honduras.
Fuente de Material Vegetal

El material vegetativo se obtuvo del cultivar de cacao CCN-51 del huerto clonal de cacao
establecido por la unidad de Frutales de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. Esta plantacion
se encuentra ubicada en el lote La Vega 1, en la Zona de Las Vegas, Monte Redondo.
Establecimiento de Explantes

Las hojas fueron recolectadas bajo el criterio de que sean jévenes y lo mas limpias posible
para reducir el riesgo de contaminacién, fueron recolectadas en las horas de la mafana del mes de
enero del afio 2023 siguiendo el proceso de separacion, desinfeccidn y establecimiento detallado por
Ortega (2022).
Proliferacion de Callo

El callo una vez formado fue transferido a un nuevo medio dentro de la cdmara de flujo
laminar. Para esto se desinfectd y prepard la camara de fujo con todos los materiales necesarios, se
colocé el callo en un plato Petri estéril, se fragmentd el callo con ayuda de un bisturi y pinza estériles

dentro del plato y se colocé en cada tratamiento (Figura 1).
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Figural
Callo de cacao CCN-51 producido a partir de explantes foliares: A) Callo recién retirado del medio, B)

callo fragmentado, C) callo colocado en medio con tratamiento.

Induccion de Embriones

Una vez terminada la proliferacién del callo se colocé en medio de diferenciacién. Para este
procedimiento en una cdmara de flujo laminar previamente preparada y con materiales esterilizados;
A) se retird el callo del frasco de multiplicacién y fue colocado en papel estéril, B) se picé el material
en pequefios trozos cuidando de no cortar el papel, C) se colocé el callo en matraces Erlenmeyer de
125mL con 50 mL de medio liquido con los respectivos tratamientos, D) se colocaron los frascos ya

sellados en una agitadora orbital a una velocidad de 110 r.p.m. (Figura 2).
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Figura 2
Callo de cacao CCN-51 producido a partir de explantes foliares tras su multiplicacion: A) Callo recién
retirado del medio, B) callo fragmentado, C) callo colocado en medio liquido con tratamiento, D)

medio con callo en mesa orbital.

Medios de Cultivo

Para la fase de establecimiento se usé el medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) (Cuadro
1). Este medio se suplementd con reguladores de crecimiento segun con el tratamiento a evaluar, se
ajusté su pH a 5.8 y se aplicd 1.8 g/L de Phytagel.

A los ocho meses de establecidos los explantes foliares, el callo formado en la superficie de
estos se transfirié al medio de cultivo de Lloyd y McCown (WPM) (Cuadro 2) para la proliferacién de
callo. Este medio se suplementé con reguladores de crecimiento acorde con el tratamiento a evaluar,
se ajusto su pH a 5.8 y se aplicd 1.8 g/L de Phytagel.

Tras el proceso de proliferacidn, los callos se pasaron a un medio suplementado con
macroelementos de Murashige y Skoog (MS) y los Microelementos de Driver Kuniyuki Walnut (DKW)
(Cuadro 3) para la formacion de embriones somaticos. Este medio se suplementé con reguladores de

crecimiento acorde con el tratamiento a evaluar y se ajusté su pH a 5.8.
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Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 121°C con una presién de 1.054 kg/cm?

por 20 minutos.
Cuadro 1

Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) modificado para establecimiento de explantes foliares de

cacao CCN-51.

Componentes Formula Nombre comun mg/L
Macroelementos NHiNO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNOs Nitrato de potasio 1900.000
MgS04.7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
CaCl,.2H.0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio 170.000
Microelementos H3BO3 Acido bérico 6.200
CoCl2.6H20 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnS0O4.4H20 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na:Mo04.2H20 Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Hierro Sodio Etilendiaminotetraacético 50.000
Vitaminas Inositol 100.000
Tiamina 0.100
Piridoxina 0.500
Acido Nicotinico 0.500
Carbohidratos Sacarosa 30000.000

Nota. Adaptado de Roca y Mroginski (1991)



Cuadro 2
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Medio de cultivo de Lloyd y McCown (WPM) para la proliferacion de callo a partir de Idminas foliares

de cacao CCN-51

Componentes Formula Nombre comun mg/It
Macroelementos NH4NO3 Nitrato de amonio 400.000
CaCl2.2H20 Cloruro de calcio 96.000
dihidratado
MgS04.7H20 Sulfato de magnesio 370.000
heptahidratado
KH2PO4 Sulfato de potasio 170.000
Ca [NO3z]2. 4H20 Nitrato de calcio 556.000
tetrahidratado
K2SO4 Fosfato de potasio 990.000
Microelementos H3BO3 Acido bérico 6.200
MnS04.4H20 Sulfato de manganese 22.300
tetrahidratado
ZnS04.7H20 Sulfato de Zinc 8.600
heptahidratado
NaMo04.2H20 Molibdato de sodio 0.025
bihidratado
CuS04.5H-,0 Sulfato de cobre 0.025
petrahidratado
FeS04.7H20 Sulfato de hierro 27.800
heptahidratado
FeNaEDTA Sal férrica sddica de 37.300
acido
Vitamina Inositol 0.100
Tiamina 10.000
Piridoxina 0.500
Acido Nicotinico 0.500
Agua de coco 50.000
2,4-D Acido 2,4- 1.980
diclorofenoxiacético
KIN Kinetina 0.300
Carbohidrato Glucosa 20000.000

Nota. Adaptado de Roca y Mroginski (1991)



Cuadro 3

Medio de cultivo de Driver Kuniyuki Walnut (DKW) suplementado con macroelementos de MS para

formacion de embriones a partir de callo de cacao CCN-51.

Componentes Formula Nombre comun mg/L
m:cme'eme“tos NHaNO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNOs3 Nitrato de potasio 1900.000
MgS04.7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
CaCl,.2H20 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio 170.000
Microelementos < . .
DKW H3BO3 Acido borico 4.760
MnS04.H20 Sulfato de manganeso monohidratado 33.804
Na:Mo04.2H20 Molibdato de sodio bihidratado 0.390
CuS04.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.250
Na2 EDTA Sal bisodica de Acido 0.045
Etilendiaminotetraacético
FeS04.7H20 Sulfato de hierro heptahidratado 0.033
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
Vitaminas Inositol 100.000
Tiamina 2.000
Acido Nicotinico 1.000
Glicina 2.000
Carbohidratos Sacarosa 30000.000
Nota. Adaptado de Chanatasig Vaca (2004)

Tratamientos Evaluados

En la etapa de induccidn a callogénesis se evaluaron cuatro tratamientos con los reguladores
2,4-DyTDZ (Cuadro 4). En la etapa de proliferacion de callo se evaluaron dos tratamientos que constan
en diferentes proporciones de los reguladores 2,4-D y BAP (Cuadro 5). En la etapa de induccién a

embriogénesis somatica se evalud dos tratamientos 5mg/L BAP y un testigo sin reguladores.
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Cuadro 4
Reguladores de crecimiento afiadidos al medio MS para formacion callo a partir de Idminas foliares

de cacao CCN-51

Tratamientos Referencia
TDZmg/L + 2,4-D mg/L
0.002 0 Ortega, 2022
0.002 1.980 Ortega, 2022 y Maximova et al., 2002 modificado
0.005 0 Maximova et al., 2002 modificado
0.005 1.980 Maximova et al., 2002
Cuadro 5

Reguladores de crecimiento afiadidos al medio WPM para proliferacion de callo de cacao CCN-51

Tratamientos Referencia
2,4-D mg/L + BAP mg/L
0.530 0.315 Maximova et al., 2002
1.980 0 Ortega, 2022

Variables Medidas

Se evaludé de manera cualitativa el callo formado en las etapas de establecimiento y
proliferacién con la escala de cuatro niveles descrita por Ortega (2022) donde separé el callo formado
en porcentajes estimados de 25, 50, 75 y 100 para la etapa de establecimiento (Figura 3) y
proliferacién (Figura 4). Para la fase de formacidn de embriones se observé la presencia o ausencia de

embriones formados.
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Figura 3
Escala de 4 niveles la evaluacion de proliferacion de callo en explantes foliares de cacao CCN-51

siendo A nivel menor (25%) y D el nivel mayor (100%).

Nota. Tomado de Ortega (2022)
Figura 4
Escala de 4 niveles la para evaluacion de proliferacion de callo secundario de cacao CCN-51 siendo A

nivel menor (25%) y D nivel mayor (100%).

Nota. Tomado de Ortega (2022)
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Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

En las dos primeras fases se establecié con un disefio completo al azar. Para la induccidn a
callo se tuvo cuatro tratamientos, con 87 repeticiones por tratamiento. En la etapa de proliferacion
de callo se evaluaron dos tratamientos, con 108 repeticiones por tratamiento. En la fase de induccion
a embriogénesis somatica se evaluaron dos tratamientos con 10 repeticiones por tratamiento.

El analisis estadistico de los datos recolectados en los experimentos de establecimiento y
proliferacidén se realizd con la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov Smirnov (p < 0.05) y
continud con un analisis de varianza no paramétrico de Kruskal Wallis (p < 0.05) para las hojas y una

prueba de Wilcoxon (U de Mann Whitney) (p < 0.05) para los callos.
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Resultados y Discusion
Establecimiento de los Explantes Foliares
En los explantes de los cuatro tratamientos a partir de los diez dias después de
establecimiento, se observé cambios en la forma en toda la superficie o curvaturas de las hojas; a los
42 dias después de establecimiento se observd estructuras translucidas blanquecinas agrupadas en

los haces vasculares o en la superficie del explante (Figura 5).

Figura 5
Hojas de cacao CCN-51 en medio MS modificado y suplementado con 0.002 mg/L de TDZ a los diez

dias de establecimiento A) observacion de arrugas en hoja B) indicios de callo en hoja.

Tras 42 dias se observd la presencia de callos en los explantes, presentaron el mayor
porcentaje de callo los explantes en el tratamiento de 0.005 y 0.002 mg/L de TDZ (Figura 6) (Cuadro
6). Con estos resultados se puede inferir que la combinacion de 2,4-D con TDZ tiene un efecto de
reduccién sobre la formacién de callo en explantes foliares de cacao CCN-51 debido a que los
tratamientos que solo utilizaron TDZ presentaron mayor formacion de callo (p 0.02). Asi mismo se
puede observar que incrementar la dosis utilizada por Ortega (2022) (0.002 mg/L TDZ) no tiene un

efecto significativo sobre el crecimiento de callo en explantes foliares (Cuadro 6).
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Figura 6
Hoja de cacao CCN-51 en medio MS modificado y suplementado con 0.005 mg/L TDZ, a los 42 dias de

establecimiento in vitro.

Cuadro 6
Porcentaje de formacion de callo a partir de hojas jovenes de cacao CCN-51 establecidas in vitro en

medio de cultivo Murashige y Skoog modificado.

Tratamientos n Promedio de formacion de callo (%)

TDZmg/L + 2,4-Dmg/L

0.002 0.000 37 56.25a

0.002 1.980 34 43.18 ab

0.005 0.000 37 57.86 a

0.005 1.980 36 3897b

Valor p 0.0232

Coeficiente de variacion 19.38

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Fernandez L. (2018) y Ortega
(2022) donde observaron que la dosis de 0.002 mg/L de TDZ es la mas adecuada para la induccion a
callo a partir de explantes foliares de cacao.

Estos hallazgos parecieran diferir de los obtenidos por Li et al. (1998), Niemenak et al. (2008)
y Guillou et al. (2018), pues reportaron resultados positivos aplicando 2,4-D y el doble de la dosis

Optima de TDZ; sin embargo, en estos estudios no se utilizaron explantes foliares, sino florales ademas
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de no haber utilizado el clon CCN-51. Por lo que se podria inferir que tanto el genotipo como el tejido
de donde procede el explante influirian en conjunto con las fitohormonas en la induccién éptima de
formacion de callo.

Los dias que tardaron los explantes en presentar cambios son similares a los obtenidos por
Fernandez L. (2018) y Ortega (2022), siendo 15 y 7 dias respectivamente en comparacion con los 10
observados en este experimento.

Proliferacion de Callo

A los 43 dias de iniciada la fase de proliferacidn se observé formacién de callo secundario
(Figura 7). No se observo diferencia significativa entre los tratamientos 0.530 mg/L 2,4-D + 0.315 mg/L
BAP y 1.980 mg/L 2,4-D (Cuadro 7). Los resultados sugieren que la combinacion de 2,4-D con BAP o
Kinetina, cominmente usada para la multiplicacion de callo en cacao, debe ser simplificada solamente

a 2mg/L de 2,4-D.

Figura 7
Callo secundario formado a partir de hojas jovenes de cacao CCN-51 en tratamiento 0.530 mg/L 2,4-

D a los 43 dias de inicio de fase de proliferacion.
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Cuadro 7

Porcentaje de proliferacion de callo a partir de callo primario de cacao CCN-51 establecido in vitro en

medio de cultivo Lloyd y McCown (WPM) modificado.

Tratamientos

2.4-D mg/L N BAP mg/L n Porcentaje de callo nuevo
0.530 0.315 108 39.91a

1.980 0 108 43.98a
Valor p 0.2658
Coeficiente de variacion 23.44

Desarrollo de Embriones

A los 65 dias de realizada la transferencia se contabilizé los medios que presentaron cambios
de color de transparente a café palido verdoso. Se encontré un cambio de color en el 60% de los
medios con 5mg/L de BAP y 30% en los medios sin regulador. Se realizé la observacion del callo con

ayuda de un estereoscopio, en esta practica no se encontré embriones formados (Figura 8).

Figura 8
Callo de cacao CCN-51 a partir de explante foliares en medio liquido para induccion de embriones sin

formacidn de estos.
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Conclusiones
En la etapa de establecimiento aumentar la dosis de 0.002 mg/L TDZ y/o combinarlo con 2,4-
D no aumenta la cantidad de callo formado.
La combinacién de 0.53 mg/L 2,4-D con 0.315 mg/L BAP puede ser simplificada a 1.89 mg/L

2,4-D sin presentar cambios en la cantidad de callo formado.
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Recomendaciones

Evaluar el efecto de diferentes edades de callo primario para la proliferacién de callo
secundario.

Suplementar al medio MS con 0.002 mg/L de TDZ para una mejor induccién a callogénesis en
explantes foliares de cacao CCN-51.

Afadir al medio WPM modificado 1.980 mg/L de 2,4-D para la proliferacion de callo producido
a partir de explantes foliares de cacao CCN-51.

Evaluar los siguientes pasos del desarrollo in vitro de los callos producidos para la obtencion

de plantas por embriogénesis somatica.
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Anexo A
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Experimento Induccion a callogénesis, variable porcentaje de desarrollo de callo en la superficie del

explante
Prueba normalidad
Variable Ajuste media varianza n EstadisticoD p-valor
Desarrollo Normal 47.40 583.21 144 0.25 <0.0001
(47.4,583.21)

Variacion hojas
Variable Tratamiento N Medias D.E. H p
Desarrollol 2T 37 52.03 29.68 6.07 0.0735
Desarrollol 2TD 34 42.65 13.10
Desarrollol 5T 37 56.08 29.70
Desarrollol 5TD 36 38.19 14.00

Hojas jovenes

Prueba Normalidad
Variable Ajuste media varianza n EstadisticoD p-valor
Desarrollo Normal 49.07 586.53 134 0.25 <0.0001

(47.4,583.21)

Prueba variacién
Variable Tratamiento N Medias D.E. H p
Desarrollol 2T 32 56.25 29.78 8.37 0.0232
Desarrollol 2TD 33 43.18 12.92
Desarrollol 5T 35 57.86 29.56
Desarrollol 5TD 34 38.97 14.02
Trat. Medias Ranks
5TD 38.97 54.04 A
2TD 43.18 62.79 AB
2T 56.25 75.23 B
5T 57.86 77.94 B

Experimento Multiplicacién de callo, variable porcentaje de desarrollo de callo en la superficie

del explante



Prueba normalidad
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Variable Ajuste media varianza n Estadistico D p-valor
% callo Normal 41.94 409.20 217 0.31 <0.0001
nuevo (41.94,409.2)

Prueba Variacién
Variable Tratamiento N Medias D.E. H p
% callo D 108 43.98 22.12 1.03 0.2658
nuevo
% callo D+B 108 39.91 18.04
nuevo

Prueba de Wilcoxon para muestras independientes

Clasific Tratamiento
Variable % callo nuevo
Grupo 1 D
Grupo 2 D+B

n (1) 108
n(2) 109
Media (1) 43.98
Media (2) 39.91

DE (1) 22.12

DE (2) 18.04

w 12240.5

P (2 colas) 0.2658




