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Resumen

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos mas importantes de América Latina genera 1.5
millones de empleos. La propagacion convencional no satisface la demanda de material genético
mejorado, esto se podria lograr por medio de la propagacién in vitro. El objetivo de esta investigacion
fue definir la combinacién de reguladores de crecimiento apropiada para la generacién de callo a
partir de explantes foliares de cacao del hibrido CCN-51 mediante la combinacidn de reguladores de
crecimiento en dos etapas de la propagacion in vitro. Se evalué el porcentaje de crecimiento del callo,
los nimeros de bordes con callo, crecimiento de callo secundario y el grado de desarrollo del callo. Se
realizd un ANOVA con comparacion de medias por Duncan (P< 0.05). Como resultados de esta
investigacion en la etapa de establecimiento en el medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con
Thidiazuron (TDZ) 0.002 mg/L se obtuvo un 73% de explantes con callo, ademas obtuvo una media de
2.58 bordes con callo en los explantes. En la etapa de proliferacién el medio Lloyd y McCown (WPM)
suplementado con 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 1.98 mg/L + kinetina 0.30 mg/L y el medio
suplementado con 2,4-D 1.98 mg/L dieron mejores resultados (P 0.0090) que el testigo que no
contenia reguladores de crecimiento.

Palabras claves: alogamica, explantes, in vitro, meristemos, propagacion.



Abstract

Cocoa (Theobroma cacao L.) is one of the most important crops in Latin America because it generates
1.5 million jobs. Conventional propagation does not meet the demand for improved genetic material,
this could be achieved through in vitro propagation. The objective of this research was to define the
appropriate combination of growth regulators for callus generation from cocoa leaf explants of the
CCN-51 hybrid by combining growth regulators in two stages of in vitro propagation. The percentage
of callus growth, numbers of edges with callus, secondary callus growth and degree of callus
development were evaluated. An ANOVA with comparison of means by Duncan (P< 0.05) was
performed. As results of this research in the establishment stage in the Murashige and Skoog (MS)
medium supplemented with Thidiazuron (TDZ) 0.002 mg/L, 73% of explants with callus were obtained,
besides obtaining an average of 2.58 edges with callus in the explants. In the proliferation stage, the
Lloyd and McCown medium (WPM) supplemented with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 1.98
mg/L + kinetin 0.30 mg/L and the medium supplemented with 2,4-D 1.98 mg/L gave better results (P
0.0090) than the control that did not contain growth regulators.

Keywords: allogamous, explants, in vitro, meristems, propagation.



Introduccién

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo originario del tropico himedo de Mesoamérica
perteneciente a la familia de las Malvaceas. Los responsables de cultivar cacao de calidad con
cualidades aromaticas denominado criollo fueron poblaciones mesoamericanas, y los responsables de
domesticar esta especie fueron los Olmecas y los Mayas lo usaron como medicina, alimento e incluso
como moneda (Laviana Cuetos 2009).

La actividad cacaotera tiene un importante impacto en los paises productores como Costa de
Marfil el mayor exportador del mundo mientras que en Latino América: Brasil, Ecuador, Republica
Dominicanay Peru son los mayores exportadores de la region. Este rubro representa el modo de vida
de mds de 150,000 agricultores y genera alrededor de 1,500,000 empleos directos en las etapas de
produccién, procesamiento y comercializacion. La produccidn de cacao en América abarca una
superficie superior a 1,700,000 hectdareas y genera flujos comerciales superiores a los 900 millones de
ddlares de exportaciones anuales (Arvelo et al. 2021).

El cacao es uno de los cultivos alimenticios que desde el punto de vista tecnolégico e industrial
ha tenido un avance mas lento. Quizds una de las razones se debe a que es cultivado por pequefios
agricultores que manejan dreas que no son muy representativas. Otra razén es la autocompatibilidad
genética que lo caracteriza, dado que este es uno de los principales problemas para lograr una alta
produccién, la autocompatibilidad genética en el cacao en algunos casos alcanza hasta un 5%, es decir
son pocas la variedades y cultivares que poseen la capacidad para auto polinizarse o recibir polen de
otras plantas, esto se atribuye debido a su condicidn de alogamia (Arvelo et al. 2021).

Las principales variedades de cacao que existen se dividen en cacao Forastero, cacao Criollo,
cacao Trinitario y el cacao Arriba (Nacional), este ultimo siendo caracteristico del pais Ecuador que
posee caracteristicas de ser cacao fino y de aroma. A partir de estas variedades han surgido muchos

hibridos que poseen caracteristicas de resistencia a enfermedades y alta produccion (Soria 1966).



El hibrido CCN-51 (Coleccidn Castro Naranjal 51) es el mas utilizado a nivel mundial, ya que
posee resistencia a enfermedades como la escoba de bruja que es producida por el hongo
Moniliophthora perniciosa, una produccion de 2,200 a 2,700 kg por hectarea al afio de grano de cacao
siendo superior a la mayoria de genotipos en donde la produccién promedio es de 900 a 1000 kg por
hectarea al afio, esto es gracias a que posee la caracteristica de ser auto compatible y su adaptabilidad
a las diferentes zonas climaticas. Este hibrido fue desarrollado por el botdnico Homero Castro en la
ciudad de Naranjal, Ecuador en la década de 1960, el mismo que resultd de una triple cruza
entre (IMC-67 X ICS-95) x Canelo (Oriente 1) otorgandole caracteristicas de cacao Forastero, Trinitario
y Criollo (Jaimez et al. 2022).

Los sistemas tradicionales de propagacién vegetativa han sido herramientas importantes para
multiplicar genotipos seleccionados de cacao, por la habilidad para fijar los atributos de interés; sin
embargo, estos medios no han sido suficientes para cubrir la demanda de material genético mejorado.
Por ello la importancia de la propagacion de variedades y genotipos que posean caracteristicas de
autocompatibilidad, resistencia a enfermedades y que sean altamente productivos.

El método mas comun es la propagacion sexual por medio de la seleccion de semillas, esto ha
generado una alta diversidad genética en las plantaciones siendo asi una desventaja debido a que no
se puede homogenizar la producciéon. Como alternativa para evitar la variabilidad genética se ha
implementado la propagacion asexual utilizando la técnica de injertos que tiene la finalidad de
multiplicar arboles con las mejores caracteristicas, para conservar los genes de interés (Pefa Lépez
2019).

Otro método de propagacidn asexual es el de enraizamiento de estacas o ramillas de un arbol
seleccionado con hojas adultas sanas, con vigor, color pardo y sin flores, permitiendo mantener las
caracteristicas tanto productivas como de resistencia de las plantas donantes. Este sistema es

ampliamente utilizado en Ecuador y principalmente en Brasil. En este uUltimo pais se ha reportado
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multiplicaciones masivas a escala semiindustrial en instalaciones con alta capacidad de produccion
(Solano 2008).

Ambos métodos de propagacion vegetativa presentan eficiencia variable, requieren de
jardines clonales para producir suficiente material para la propagacién y usualmente un alto costo por
la planta obtenida. Como resultado de programas de mejoramiento, existe una cantidad considerable
de genotipos mejorados, que son eficientes desde el punto de vista econdmico y agronémico (Gémez
Medrano 2010).

Consecuentemente, es necesario considerar que la técnica de cultivo de tejidos es una
metodologia rapida y eficiente de propagacidon vegetativa, con la cual es posible producir
masivamente plantas libres de enfermedades, y con caracteristicas genéticas deseadas. La misma
consiste en cultivar de manera aséptica tejidos, drganos y células en ambiente controlado y libres de
microorganismos que puedan contaminar (Abdelnour y Vincent 1994; Calva y Rios 1999). Esta técnica
es basada en el principio de la totipotencia que tienen las células, que indica que todas las células
vegetales contienen una copia integra del material genético de la planta a la que pertenecen, no
importa la posicion o la funcién que desempefie, gracias a esto posee el potencial para regenerar una
nueva planta completa (Ferl y Paul 2000). Ademas, proporcionaria la ventaja de evitar el
mantenimiento de huertos clonales que poseen altos costos de mantenimiento, produciendo un alto
numero de plantas con las caracteristicas de las plantas donantes que deseamos en nuestra plantacion
y con menor uso de material vegetativo en comparacién con las técnicas de injerto y enraizamiento.

En el afo 1950 se descubrieron que las citoquininas eran las encargadas de la proliferacion
celulary promotores de crecimiento de los tejidos vegetales que eran cultivados in vitro (Mok D y Mok
MC. 2001). Ademas, que al ser usada en altas concentraciones en un medio de cultivo induce a la
formacidn de yemas multiples (Garcia et al. 2008).

Una de las vias de regeneracién de plantas in vitro es la embriogénesis somatica, esta es

definida como la formacién de un embridn sin que exista la necesidad de la fusidon de dos gametos, es
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decir que a partir de células somaticas se formen embriones cigdticos, estos a su vez pueden generar
plantas completas donde el genotipo de la planta donante se conserva integramente, dando origen a
una clonacién (Freire Seijo 2003).

La embriogénesis somatica es considerada la via de regeneracion de plantas mas eficiente, ya
gue se logra producir masivamente plantas in vitro debido a la naturaleza bipolar del embridn. Las
ventajas que proporciona este proceso son, que existe la capacidad para automatizar todo el proceso
productivo con el uso de biorreactores, elevar los coeficientes de multiplicacién en un periodo
relativamente corto y la posibilidad de obtener semillas artificiales. Las desventajas de este
procedimiento son que la dificultad de repetir exitosamente los protocolos y que es altamente
dependiente del genotipo y explante (Freire Seijo 2003).

En cacao la embriogénesis somatica ha tenido poco estudio, entre los explantes usados estan
los estaminoides, pétalos, porciones de hojas, meristemas, con el uso de reguladores de crecimientos.
En la mayoria de los casos sin obtener resultados positivos, algunos estudios han reportado obtener
las plantas ya aclimatadas, pero no se han visto investigaciones en donde se demuestre la eficiencia
de estas en el campo.

Los reguladores de crecimiento son sustancias sintetizadas quimicamente que pueden alterar
la expresidn genética o el patrdn de crecimiento de las células, promueven la divisidn celular, ademas
poseen la capacidad para imitar el rol de las fitohormonas (Alcantara Cortes et al. 2019). Los
reguladores de crecimiento que se usaron en esta investigacion son: acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), thidiazuron (TDZ), kinetina, acido naftaleneacético (ANA) y 6-Bencilaminopurina (BAP).

Las auxinas inducen la formacion y elongacién de tallos, aumenta la dominancia apical y la
produccidén de raices adventicias. A nivel celular son promotores de la divisidon celular meristematica,
aumentan la capacidad permeable celular, permiten la diferenciacién celular y disminuyen la presion
de la pared celular (Alcantara Cortes et al. 2019). El 2,4-D pertenece al grupo de las auxinas y en cultivo

in vitro de tejidos es frecuentemente usado para la induccién a formacién de callos (Zur et al. 2015).
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El ANA perteneciente al mismo grupo de auxinas en cultivos in vitro promueven directamente
la embriogénesis (Segui Simarro 2016), ademds estimula células indiferenciadas que promueven la
iniciacion de enraizamiento o emergencia de raices adventicias (Woodward y Bartel 2005).

Las citoquininas se producen en mayor abundancia en las células de los apices radiculares,
inducen elongacidn de las raices, ademads, estimulan la generacién de los brotes axilares. A nivel
celular aumentan la divisién celular (Alcantara Cortes et al. 2019). La kinetina y el BAP pertenece al
grupo de las citoquininas que su funcién en propagacidn in vitro es inducir a la formacién de callos y
regenerar los tejidos de plantas a partir de callos, ademas de la induccién de multiples brotes (Bennett
1994).

El thidiazuron (TDZ) se asocia a las citoquininas y auxinas, en cultivos in vitro se usa para
estimular el crecimiento de brotes y favorecer a la formacidn de raices, ademas induce la sintesis y
acumulacién de citoquininas endégenas (Zahoor y Fahem 2009).

La importancia de este estudio radica en la necesidad de los agricultores de obtener plantas
de cacao del hibrido CCN-51 de una manera mas eficiente, en donde las caracteristicas que posean
los clones sean las mismas productivamente a una planta donante elegida previamente por sus
capacidades de alta produccidn y adaptabilidad a la zona, ademas de obtener plantas libres de
enfermedades y a un menor costo. De esta manera los productores podran planificar mejor sus
siembras o renovaciones del cultivo, teniendo la seguridad que obtendran plantas de excelente
calidad productiva y libre de patégenos y enfermedades que las puedan afectar.

El objetivo de este estudio fue definir la combinacién de reguladores de crecimiento

apropiados para la generacion de callo in vitro a partir de explantes foliares de cacao CCN-51.
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Materiales y Métodos
Ubicacion del Estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Departamento de Ciencia y Produccién Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano,
Honduras.

Fuente de Material Vegetal

Los explantes se obtuvieron del cultivar de cacao CCN-51 del huerto clonal de cacao que fue
establecido por la unidad de Frutales de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. El mismo se
encuentra ubicado en el lote La Vega 1, en la Zona de Las Vegas, Monte Redondo. Este huerto clonal
tiene su origen de los viveros de la FHIA del centro Experimental Demostrativo de Cacao (CEDEC), La
Masica, Atlantida, Honduras.

Las hojas de cacao fueron recolectadas en las horas de la mafiana y cortadas de manera
aséptica con tijeras de podar. Para la obtencidn de estas el procedimiento consiste limpiar |la hoja aun
en la planta con papel toalla para quitarle el polvo o cualquier suciedad, una vez limpia procedemos a
hacer el corte en el pedunculo de la hoja separandola de la rama, posteriormente procedemos a
guardarla en una bolsa que nos servira para trasladarla al laboratorio.

Desinfeccion de Hojas de Cacao

Se us6 hojas jovenes de 10 cm o mas de largo y 5 cm o0 mas de ancho y el color rojizo o verde
palido, de edad aproximada sera de 3-7 semanas. Las hojas no deben estar infestadas con insectos y
no deben haber sufrido algun dafio causado por insectos o patégenos (Figura 1).

Para la desinfeccidn se siguié la metodologia descrita por Fernandez (2018) que indican que
previo a la desinfeccidn de los explantes se eliminara 2 cm de la parte distal y proximal de la hoja. Para
la desinfeccion del material vegetativo se inicié con un lavado con agua y jabdn, posteriormente se
realizd una inmersidn en alcohol al 70% por 10 segundos. A continuacién, se sumergio los explantes

en una solucidn de hipoclorito de sodio (NaClO) al 20% volumen/volumen (Ingrediente activo 4.72 %),



14
con 2 gotas/100 mL de Tween 80® por 20 minutos. Transcurridos los 20 minutos los explantes se
llevaron a la cdmara de flujo laminar, donde se realizé un triple lavado con agua destilada estéril con

el fin de remover el NaClO residual.

Figura 1l
Hoja de cacao joven libre de dafios mecdnicos o dafios por insecto, o contaminada por alguna

enfermedad.

Establecimiento in vitro de los Explantes

Una vez desinfectadas las hojas ya en la cdmara de flujo laminar se procedio a realizar cortes
con la ayuda del bisturi a tal manera que sean de un tamafio aproximadamente 1 cm x 1 cm, luego
con la pinza estéril se colocd los explantes en el medio de cultivo estéril con el envés de la hoja en

contacto con el medio, los explantes se colocaron uno por frasco en el centro del frasco (Figura 2).
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Figura 2

Proceso de corte y establecimiento de los explantes foliares de cacao del hibrido CCN-51 en el medio
de cultivo. A) cortes de los bordes a la hoja. B) medida aproximada de 1cm por 1cm de los explantes

foliares. C) porcidn de Idmina foliar usada para extraer explantes en el centro.

P 0 B o b s Lot L e f R

Experimento I: Establecimiento
Medio de Cultivo para Establecimiento

Se usé el medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) (Cuadro 1) para el establecimiento de
laminas foliares de cacao del hibrido CCN-51. Este medio fue suplementado con reguladores de

crecimiento segun el tratamiento a evaluar.



Cuadro 1
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Medio basal modificado de Murashige y Skoog usado para el establecimiento in vitro de Idminas

foliares.
Componentes Formula Nombre comun mg/L
Macroelementos NH4NO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNO3 Nitrato de potasio 1900.000
MgS04.7H20 Sulfato de magnesio 370.000
heptahidratado
CaCl,.2H20 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
CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
KI Yoduro de potasio 0.830
MnS04.4H20 Sulfato de manganeso 22.300
tetrahidratado
Na:Mo04.2HO Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Sal férrica sddica de acido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Vitaminas Inositol 100.000
Tiamina 0.100
Piridoxina 0.500
Acido Nicotinico 0.500
Carbohidratos Sacarosa 30000.000

Nota. Adaptado de CIAT (1991)

Tratamientos Evaluados en Establecimiento

Los tratamientos que se evaluaron fueron el medio basal MS suplementado con TDZ y con

2,4-D +BAP + ANA 0.5 mg/L (Cuadro 2).

Cuadro 2

Reguladores de crecimiento en dos tratamientos usados como suplementacion del medio MS para la

induccion de callos en cacao CCN-51.

Tratamiento

Regulador de crecimiento

TDZ
2BA

TDZ

2,4-D+ BAP+ ANA

0.5+0.5+0.5
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Variables Evaluadas en Establecimiento
Se evalud el porcentaje de crecimiento del callo, los nimeros de bordes en los crece el callo

mediante una escala (Cuadro 3 y Figura 3). La evaluacién se realizo a los 30 dias.

Cuadro 3

Escala para la evaluacion de callo in vitro en hojas de cacao (Theobroma cacao L.) CCN-51.

Grado de desarrollo Descripcidn
A Ligera formacién de callo.
B Formacion de callo desde la cuarta parte a la mitad del
explante.
C Buena Formacidn de Callo: en tres cuartas partes del
explante.
D Abundante y voluminosa formacidn de

Callo en todo el explante.

Figura 3
Criterio para la evaluacion de callo en cacao CCN-51. (A) Ligera formacién grado A 1, (B) Formacion

desde la cuarta parte a la mitad del explante grado B 2, (C) Formacidn de callo desde la mitad del

explante hasta tres cuartas partes grado C 3, (D) Abundante formacion de callo grado D 4.

Experimento Il: Proliferacion de Callo
Medio de Cultivo para Proliferacion de Callo

A los 30 dias de haber realizado la siembra de los explantes foliares estos se transfirieron al
medio basal de Lloyd y McCown (WPM) (Cuadro 4). Este medio fue suplementado con reguladores de

crecimiento segun el tratamiento a evaluar.



Cuadro 4
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Medio de cultivo de Lloyd y McCown (WPM) para la proliferacion de callo a partir de Iadminas 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 [NOs]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
NaMo04.2H.0 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 CIAT (1991)

Tratamientos Evaluados en Proliferacion

Los tratamientos consistieron en suplementar el medio de crecimiento WPM con 2,4-D y Kinetina

(Cuadro 5).
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Cuadro 5

Reguladores de crecimiento suplementados al medio WPM para la proliferacion de callos de cacao

CCN-51.
Tratamiento Regulador de crecimiento mg/L
SRC ninguno 0.00
2K 2,4-D + Kinetina 1.98 +0.30
2 2,4-D 1.98

Variables Evaluadas en Proliferacion

Trascurrido 20 dias se procedio a realizar la evaluacién de la proliferacién del callo secundario,
para la cual se realizé una caracterizacién, tomando en cuenta color, estructura, formacion de callo
secundario y grado de callo que para este se elabord una escala descrita en la Figura 4, que mide la
proliferacién del callo en porcentajes, basandose en el area cubierta por la proliferacidon de callo en

base a 100%.

Figura 4
Escala para la evaluacion de proliferacion de callo a los 20 dias del cambio de medio de MS a WPM
suplementados con reguladores de crecimiento. A) Proliferacién de callo de 25%, B) 50%, C) 75%, D)

100%.
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Incubacion

Los cultivos fueron incubados en luz durante 16 horas y 8 horas de oscuridad, a excepcién de
los tratamientos con 2,4-D que se mantuvieron en total obscuridad. La temperatura fue de 21°C y
humedad relativa de 30%.
Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Se realizd un disefio experimental completamente al azar, se evaluaron dos tratamientos con
50 repeticiones, un Andlisis de Varianza (ANOVA) con comparacion de medias por Duncan con una

probabilidad < 0.05, se usé el programa estadistico InfoStat para el analisis de datos.
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Resultados y Discusion
Establecimiento in vitro de los Explantes Foliares
El establecimiento in vitro para cacao CCN-51 fue de 42%. La primera reaccion que se logré
observar en los explantes se dio a partir del séptimo dia, que consistié en que los explantes empezaron
a arrugarse desde los bordes hacia adentro. Los primeros indicios de callo empezaron a surgir a los 20
dias después de haber realizado la siembra (Figura 5), se observaron estructuras granulares trasltcidas

que empezaron a salir de la nervadura central o las laterales.

Figura 5
Primeros callos en los explantes foliares de cacao del hibrido CCN-51 en los tratamientos TDZ (A)y

2BA (B).

%
%

Tt
ﬁ"'

Formacidn de Estructuras Callogénicas en Explantes Foliares de Cacao del Hibrido CCN-51
Etapa I: Induccion a la Formacion de Callo en los Explantes Foliares

A los 30 dias de haber realizado la siembra se pudo observar la presencia de callos en los
explantes, con mayor presencia en el tratamiento TDZ presentando el 73% de explantes con callo, a
diferencia del 2BA que presentd un 20% de explantes con callos (Cuadro 6). Estos resultados

concuerdan con la investigacidon de Fernandez (2018) en la cual usé TDZ a dosis de 0.002 mg/L en
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explantes foliares de cacao, ademas determind que a esa dosis aumenta el tamafio del callo de una
manera mas acelerada. Los explantes foliares en el medio con TDZ den promedio formaron callo en
2.58 cada explante, siendo superior estadisticamente (P <0.0001) al tratamiento 2BA (Cuadro 6). Estos
resultados concuerdan con Li et al. (1998) que el TDZ tiene efectos en produccion de callo en
diferentes genotipos de cacao, comprobando asi en este estudio que tienen los mismos efectos para

el hibrido CCN-51.

Cuadro 6
Porcentaje de callo en explantes foliares de cacao del hibrido CCN-51 por cada tratamiento evaluado

y numero de bordes con callo obtenido a los 30 dias.

Tratamiento % de explantes con callo Bordes con formacion de callo
TDZ 732 2.582
2BA 20° 0.3°
p-valor <0.0001 <0.0001
cv 2.6 6.24
R2 0.28 0.38

Li et al. (1998) determinaron que el TDZ es dptimo para la induccién efectiva de embriones
somaticos, ya que probaron 19 genotipos diferentes de cacao con los que descubrieron que existia
una gran variacion para la formacién de callo entre cada genotipo, aun siendo asi, el TDZ resulté ser
el mejor regulador de crecimiento para la induccién de callo. Cabe recalcar que dentro de los
genotipos que usaron no se encuentra el hibrido CCN-51 y los explantes que usaron para la siembra
fueron estaminoides mientras que los que se usaron en este estudio fueron ldminas foliares.

En cambio Calderén y Montes (2017) reportan que el uso del regulador de crecimiento 2-4D
es mas efectivo en estaminoides, mientras que en esta investigacion el uso de 2-4D con BAP y ANA
resultd un 53% mds bajo comparado con el tratamiento de TDZ en produccion de callos provenientes

de laminas foliares.
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Los callos presentaron un color translicido con indicios de una tonalidad amarilla cremosa y
una estructura granular compacta para ambos tratamientos, dando paso a que se observara la
presencia de callo con caracteristicas embriogénicas en ambos tratamientos (Figura 5). Estos
resultados son respaldados por Chanatasig Vaca (2004) quien en su investigacion obtuvo callos con
las formas similares a las de este estudio y un color cristalino lo cual lo llevd a determinar que eran

estructuras embriogénicas mediante cortes histoldgicos.

Figura 6

Respuesta a los 30 dias de los explantes foliares de cacao del hibrido CCN-51 sometidos a los

diferentes tratamientos. A) TDZ; B) 2BA.
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Etapa Il. Proliferacion de Callo.

Segln Minyaka et al. (2004) la embriogénesis primaria en cacao comprende de tres etapas:
induccion de callo primario, induccidn de callo secundario y desarrollo de callos embriogénicos. En la
etapa Il de este estudio (proliferacién o induccién de callo secundario) luego de los 20 dias en el que
los callos fueron sembrados en el medio WPM suplementados con reguladores de crecimiento y el
testigo, se realizd la caracterizacién de estos para determinar la eficiencia en los diferentes
tratamientos. Se observé que el medio de cultivo y los reguladores de crecimiento solo tienen efecto

significativo para la variable grado (Cuadro7).

Cuadro 7
ANOVA del Efecto de los reguladores de crecimiento en la formacion de callo secundario, color y

grado de explantes foliares de cacao.

. p-value p-value p-value
Tratamientos ?n cada etapa / Formacién de callo Grado Color
Variable .
secundario
Establecimiento 0.3115 0.3956 0.9652
Proliferacion 0.1544 0.0090 0.1088
Establecimiento * Proliferacidon 0.2645 0.1466 0.0955
cv 1.90 18.96 10.57
R? 0.15 0.26 0.13

En la etapa de proliferacién la variable de color no obtuvo una diferencia significativa, ya que
los colores que predominaban en los callos iban desde traslicidos a tornarse en colores un poco
cremosos hasta amarillos. Lo mismo que concuerda con la investigacion realizada por Chanatdsig Vaca
(2004) en donde determina que el color del callo va a variar segun la etapa en la que esté, ademas
que la coloracidn se vuelve a tornar un poco mas clara cada vez que una nueva capa de callo recubre
el explante.

Un estudio similar en el cultivo de platano que fue realizado por Garcia-Aguila et al. (2013) en

donde determinan que la forma de los callos que obtuvieron fueron globulares con un color amarillo
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y una tonalidad marrén en la base de los explantes, otorgandole estas caracteristicas a la oxidacién
fendlica.

La formacién de callo secundario no depende de los reguladores de crecimiento, sin embargo,
los tratamientos si tienen efecto (P 0.0090) en el grado de callo (Cuadro 8). En la etapa de proliferacion
los tratamientos con 2,4-D mejores comparados con el Testigo que no contenia reguladores de
crecimiento. Por lo que es necesario suplementar los medios con este regulador para la proliferacion
de callos para de esta manera lograr los mejores resultados.

Segun Chanatésig Vaca (2004) en la proliferacion de callos influyen variables como el
genotipo, el explante y medio de cultivo (fuente de carbono, concentracion y las citoquininas), siendo
esta Ultima probada por Lopez Baez et al. (1993) en donde sefialan que la Kinetina en combinacidn

con el 2,4-D mejora la respuesta del explante respecto a la formacidon de callo.

Cuadro 8
Grado de callo expresado en % en etapa Il para la induccion a callos embriogénicos a partir de

explantes foliares de cacao del hibrido CCN-51.

Tratamiento % Formacion de callo
SRC 40.38°
2K 62.652
2 73.54°
P 0.0090
cv 18.96
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Conclusiones
El medio MS suplementado con TDZ 0.002 mg/L es el mejor para la induccion de callos
primarios en los explantes foliares de cacao del hibrido CCN-51.
El medio WPM debe ser suplementado con reguladores de crecimiento 2,4-D 1.98 mg/L para

poder obtener resultados en la produccion de callo secundario con un indice de grado satisfactorio.
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Recomendaciones
Al escoger la planta madre se le debe dar el correcto manejo fitosanitario para lograr una

mayor cantidad de explantes establecidos en el laboratorio.
Dar continuacion al estudio hasta lograr obtener plantas listas para sembrar en campo y de

esa manera poder evaluar su eficiencia.
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