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RESUMEN

El cacao es un arbol perenne que es cultivado en las zonas tropicales
himedas. Es un cultivo de gran importancia econémica para Africa, Asia y
Ameérica Latina. El principal problema del cultivo de cacao son sus métodos de
propagacion convencionales pues resultan muy laboriosos, se necesita gran
mano de obra y son bajos en productividad. Por lo tanto, se hace necesario la
aplicacion de técnicas biotecnoldgicas para la propagacion del cacao como
alternativa a los métodos convencionales. Una de ellas es el cultivo in vitro de
tejidos vegetales, la cual resulta una alternativa eficiente y de bajo costo para

estos propositos.

El objetivo de esta investigacion fue implementar un protocolo para la obtencién
de callos de cacao CCN-51 (Theobroma cacao L.) con interés comercial. Para
lograr este objetivo se realizaron cinco tratamientos en la fase de induccion a
callo empleando las sales Driver y Kuniyuki (DKW) modificado. Mediante un
analisis paramétrico de varianza ANOVA se evaluaron dos variables, el tiempo
de aparecimiento de callo (semanas) y el porcentaje de transformacion de
callo. En dicho analisis no se encontraron diferencias significativas en ninguna
de las dos variables antes mencionadas, sin embargo, se consider6 como el
mejor tratamiento en cuanto al tiempo en la aparicion de callos, al tratamiento 2
(T2) ya que este tuvo el menor registro en relacion a la variable de estudio
(3,37 semanas). En cuanto a la variable porcentaje de transformacién de callo,
se consider6 al tratamiento 4 (T4) como el mejor debido a que presentd el

mayor registro en relacion a la variable citada (99,99%).

Como resultado de este estudio se optd por el medio de cultivo del T4 como el
mejor tratamiento para la inducciéon a callo de cacao CCN-51 ya que con el
mismo se obtuvo la mayor cantidad de callos en esta especie lo cual es

conveniente a nivel agronomico.



ABSTRACT

Cocoa is a perennial tree; it is cultivated in humid tropical areas. It is a crop of
great economic importance for Africa, Asia, and Latin America. The main
problem of cocoa cultivation is conventional propagation methods since these
are very laborious, need intensive labor and these have low productivity.
Therefore, is necessary the application of biotechnological technique for cocoa
propagation as an alternative to conventional methods. One of them is in vitro
culture of plant tissues which is an efficient and low cost alternative for these

purposes.

The aim of this research was implement a protocol for obtaining calluses of
CCN-51 cocoa (Theobroma cacao L.) with commercial interest. To achieve this
aim, five treatments were carried out in callus induction phase using modified
Driver and Kuniyuki (DKW) salts. By means of a parametric analysis of ANOVA
variance, two variables were evaluated, time of callus formation (weeks) and
percentage of callus transformation. In these analysis, no significant differences
were found in any of two mentioned variables, however treatment 2 (T2) was
considered as the best treatment about time of callus formation since it had the
lowest register in relation to the study variable (3,37 weeks). As for percentage
of callus transformation variable, treatment 4 (T4) was considered as the best
treatment because it was presented the highest register regarding cited variable
(99,99%).

Because of this study, the culture medium of treatment T4 for callus induction
of CCN-51 cocoa was chosen as the best treatment because with this was
obtained the greatest amount of callus in this species which is convenient to

agronomic level.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Theobroma cacao L. es un arbol que pertenece a la familia Malvaceae y es
cultivado en las zonas humedas (Urrea, Atehortda y Gallego, 2011, p.40). Los
granos de cacao son utilizados como materia prima en la industria del

chocolate (Maximova, Young, Pishak y Guiltinan, 2008, p.487).

El cultivo del cacao es importante para la economia de varios paises tropicales
y se conoce que aproximadamente 3,5 millones de toneladas de cacao se
producen en el mundo (Chanatasig, 2004, p.1).

La produccién de cacao ha sido afectada y por lo tanto, limitada por el dafio
causado por las enfermedades de este cultivo tales como monilia
(Moniliophthora roreri), escoba de bruja (Moniliopthora perniciosa), mazorca
negra (Phytopthora spp), mal de machete (Ceratocystis cacao funesta), llaga
radicular negra (Rosellinia sp) (AGROCALIDAD, 2012, p.22).

En el Ecuador existen dos variedades de cacao que son representativas. El
denominado “Cacao Arriba” conocido como fino y de aroma y el cacao CCN-51

el cual fue producto de este estudio (Sotomayor, 2011, p.20).

El cacao CCN-51 cuyo significado es “Coleccion Castro Naranjal” fue realizado
por Homero Castro Zurita en 1960. Esta variedad de cacao es resistente a las
enfermedades que atacan al cultivo y es altamente productiva (Boza,
Motamayor, Amores, Cedefio, Tondo, Livingstone, Schnell y Gutiérrez, 2014,
p.220).

Por esta razon el 2005, el cacao CCN-51 fue declarado un bien de alta
productividad. Por consiguiente, el Ministerio de Agricultura promovio la
produccion, comercializacién y exportacion de este producto (Banco Central del
Ecuador, 2013, p.24).



La variedad de cacao CCN-51 cuenta con una plantacion de 80000 hectareas
totales en el pais (Boza et al.,, 2014, p.220). Asi, este clon de cacao es un
cultivo muy popular en la agricultura ecuatoriana (Herrmann, Felbinger, Haase,
Rudolph, Biermann y Fischer, 2015, p.4539).

El cacao CCN-51 es uno de los mas utilizados en la industria chocolatera
mundial pues el consumo de chocolate crece mas rapido que la produccion del

cacao (Sotomayor, 2011, p.6).

Este clon ha emergido en los mercados del grano por su calidad y
productividad, permitiendo una produccion de 2000 a 3000 kg/ha/afio a
diferencia del nacional que produce de 300 a 500 kg/ha (Sotomayor, 2011,
p.68).

En el Ecuador se cultiva el cacao en las provincias de Guayas, Manabi y Los
Rios. La provincia del Guayas tiene un rendimiento de 0,92 t/ha siendo este el
mas alto a nivel nacional y el 22,15% del total de superficie cosechada y Los
Rios con 0,53 t/ha y el 18,29% del total del 4rea cosechada (MAGAP, 2014,

p.4).

Con respecto a la produccion nacional en el 2014, esta aumentd a 27,90% en
relacion al 2013 debido a las buenas condiciones agroclimaticas en varias
provincias del pais que son productoras de cacao, al manejo de buenas
practicas agricolas y al aumento de siembra; alcanzando hasta 224163
toneladas (MAGAP, 2014, p.4).

La produccién mundial de cacao en el 2014 se incrementd en un 10,39% en
relacion al afio 2012 debido a la produccion que alcanzé Costa de Marfil y
Ghana, siendo estos paises los principales productores de cacao a nivel
mundial con el 39,72% y 21,13% respectivamente seguido de Indonesia con el
9,76%, Nigeria con el 5,51%, Brasil con el 4,82%, Ecuador 4,59% y el 14,47%
pertenece a 53 paises del resto del mundo (MAGAP, 2014, p.1).



Referente a la exportacion a nivel internacional de cacao en el 2014, esta se
incremento en 21,99% en relacion al 2013. Costa de Marfil con el 33,85% fue el
principal pais exportador de cacao en el 2014, seguido de Ghana con el
22,53%, Holanda con el 5,94%, Ecuador con un 5,58%, Camerun con el 5,79%,

Nigeria con un 5,65% y otros paises con el 20,39% (MAGAP, 2014, p.3).

Mundialmente, Ecuador es uno de los principales paises exportadores de
cacao ya que ha aumentado sus exportaciones en 11,50% en el 2014 en
relacion al afio 2013. Esto se debe al incremento de la demanda de cacao
ecuatoriano principalmente por paises como China, México, Estados Unidos y
Holanda (MAGAP, 2014, p.4).

Una caracteristica general que se ha encontrado en el cacao a nivel mundial es
la existencia de un alto grado de variacion del rendimiento en esta planta a
causa del empleo preponderante de semillas para la propagacion de esta
especie ya que estos cultivos en su mayoria son altamente heterocigéticos, lo
que provoca que la ganancia genética sea rapidamente pérdida, por lo tanto los
sistemas de propagacion vegetativa aportarian con un procedimiento para
mantener a esta ganancia genética (Maximova, Alemanno, Young, Ferriere,
Traore y Guiltinan, 2002, p.252).

Es por ello que a través del método de cultivo de tejidos es posible una
propagacion asexual de esta planta de manera rapida y uniforme manteniendo
los rasgos genéticos (Maximova et al., 2002, p.252). Este método tiene una
funcibn muy importante en cuanto a la propagacién, conservacion vy
mejoramiento genético de plantas, ademas de la reconstruccion ecoldgica y el
restablecimiento de habitats degradados (Rathore, Rathore, Shekhawat, Singh,
Liler, Phulwaria y Dagla, 2004, p.197).

Al aplicar técnicas biotecnologicas de cultivo de tejidos como la embriogénesis

somatica es posible la produccion en masa de material vegetal genéticamente



idéntico, uniforme fisiol6gicamente con caracteristicas de desarrollo optimo y
libres de patégenos (Rathore et al., 2004, p.196).

1.2. Planteamiento del problema

En el Ecuador la produccion de cacao implica uno de los principales rubros del
sector agropecuario y a través de los afios, se ha convertido en una importante

fuente de ingresos para el pais (Banco Central del Ecuador, 2002, p.3).

Sin embargo, existen factores que afectan la actividad del cacao ecuatoriano
como es el alto costo de los fertilizantes, ya que esto ha contribuido a la falta de
mantenimiento nutricional de los arboles de cacao, lo que ha provocado que las
plantaciones sean mas propensas a ser afectadas por varias enfermedades
(Banco Central del Ecuador, 2002, p.11).

Las plantaciones de cacao son afectadas por varias plagas y enfermedades
como monilia (Moniliophthora roreri), escoba de bruja (Moniliopthora
perniciosa), mazorca negra (Phytopthora spp), mal de machete (Ceratocystis
cacao funesta) y llaga radicular negra (Rosellinia sp) (AGROCALIDAD, 2012,
p.22). Entre estas la mas importante es la escoba de bruja la cual ha provocado

grandes pérdidas de producto (Banco Central del Ecuador, 2002, p.11).

Por lo tanto, el cacao CCN-51 ha sido desarrollado y cultivado en el Ecuador ya
gue esta variedad tiene cierto grado de inmunidad a la escoba de bruja,
ademas de poseer una mayor productividad, precocidad en la produccion y una
gran diferencia en la cantidad de quintales producidos por hectarea con
respecto a otras variedades de cacao. Tiene otras ventajas como por ejemplo
posee granos mas grandes, mayor tolerancia a las enfermedades, ademas de
un mayor nivel de adaptacion a condiciones ambientales desfavorables (Banco
Central del Ecuador, 2002, p.11).



Existen varios métodos de propagacion convencionales para el cultivo de
cacao como son el uso de semilla, estaca, injerto y por acodos. Sin embargo,
estos métodos son muy laboriosos pues requieren de gran mano de obra y son
bajos en productividad. Sin embargo, las semillas de cacao con el paso del
tiempo tienden a perder viabilidad, pues los cultivos presentan diferente
capacidad de produccion debido a la alta variabilidad genética.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Implementar un protocolo para la obtencion de callos de cacao CCN-51
(Theobroma cacao L.) con interés comercial.

1.3.2. Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad de induccion de callos de cacao CCN-51
(Theobroma cacao L.).
e Evaluar la capacidad de regeneracion de embriones somaticos a partir

de callos de cacao CCN-51 (Theobroma cacao L.).

1.4. Justificacién de la investigacion

El cultivo de cacao representa un importante interés econdmico, no obstante
con los métodos de cultivo convencionales que se han aplicado para cultivar
esta planta, no se han obtenido los resultados esperados pues no se ha
logrado alcanzar una alta productividad en esta especie.

Por esta razén, se requiere la aplicacion de técnicas biotecnolégicas de
micropropagacion como el cultivo de tejidos. Esta es una técnica ampliamente
aplicada para una rapida propagacion asexual in vitro, permitiendo una mayor
produccion de plantas élite libres de enfermedades. Cuando los métodos

tradicionales son incapaces de cumplir con la demanda para propagacion del



material vegetal, esta técnica puede producir millones de plantas élite
(Ponmurugan y Kumar Suresh, 2012, p.61).

Al contrario de la propagacion vegetativa de plantas convencional, la
micropropagacion es rapida y ademas esta técnica ha sido adoptada en
productos de importancia econdmica como el banano, manzana y muchas
plantas ornamentales. Las técnicas de micropropagacion son mas manejables
por sobre otras técnicas de propagacion asexual convencional ya que tienen
ventajas como el requerimiento de una pequefia cantidad de tejido para
regenerar millones de plantas clones en un afio, ademas que se produce
plantas in vitro libres de enfermedades en un proceso independiente de las
estaciones climaticas, adicionalmente de ser un procedimiento rentable ya que
se requiere de un minimo espacio de crecimiento (Ponmurugan y Kumar
Suresh, 2012, p.61).

Uno de los métodos de propagacion mas aplicados es la embriogénesis
somatica. El objetivo del uso de esta técnica para el clon de cacao CCN-51, es
que siendo esta una importante técnica de clonacion y aplicacion en
biotecnologia, va a permitir la obtencién de plantas clones, lo cual va a
masificar la produccién, ademas de reducir el tiempo de obtencién de plantas

élite de cacao CCN-51 (Sanchez, Daquinta y Capote, 2009, p.1).

La aplicacién de este método es muy practico en la agricultura y tiene varias
ventajas con respecto a la propagacién convencional. Una de las ventajas de la
aplicacion de la embriogénesis soméatica es la produccion a gran escala de
plantas mediante la multiplicacion de lineas celulares embriogénicas. Ademas
durante la regeneracion, la formacién de la raiz y del brote es simultdnea
siendo de esta manera innecesaria la fase de induccion de raiz como ocurre en
la propagacién convencional. Asimismo, el modo de cultivo proporciona un facil
escalado con poca mano de obra (Deo, Tyagi, Taylor, Harding y Becker, 2010,
p.28).



Por lo tanto, con esta investigacion, se visualiza a la embriogénesis somética
como una herramienta para desarrollar y producir de forma masiva a estos
clones, ya que a través de esta técnica se podra multiplicar material vegetal de
alto valor genético, donde se obtendra como resultado una gran cantidad de
plantas productivas de cacao CCN-51 mejorando asi la produccion de esta
variedad en el pais (Sdnchez, Daquinta y Capote, 2009, p.1).

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Theobroma cacao L.

Theobroma cacao L. es un arbol tropical perenne que tiene gran importancia
econémica para Asia, Africa y América Latina. La Organizacion Internacional
del Cacao (2015) evalué aproximadamente 4359 millones de toneladas de
produccion mundial de cacao durante el periodo de 2013/2014 de los cuales
448000 toneladas son producidas por Ecuador y Brasil (Vargas, Ciobota,
Salinas, Kampe, Aponte, Rdsch, Popp, y Ramos, 2016, p.3).

La mayor parte de cacao procede de Costa de Marfil y otros paises africanos
(Herrmann et al., 2015, p.4539).

Existen dos variedades de cacao predominantes en Ecuador: el conocido
cacao “arriba” o fino y de aroma y el clon de cacao CCN-51. Ecuador es el pais
productor mas importante de cacao fino y de aroma pues tiene una gran
demanda, ya que es utilizado para la elaboracién de los mejores chocolates.
Sin embargo, el cacao CCN-51 también es cultivado en el pais debido a que
esta variedad es mas resistente a las enfermedades que atacan a los cultivos
de cacao fino y de aroma; posee mayor resistencia a las diversas condiciones
climaticas y ademas su produccién es considerablemente mayor (Vargas et al.,
2016, p.4).



2.2. Taxonomia

La taxonomia de Theobroma cacao L. esta reportada en la Tabla 1.

Tabla 1.

Taxonomia de Theobroma cacao L.

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina

Clase Magnopliopsida

Superorden Rosanae
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Theobroma
Especie Theobroma cacao L.

Tomado de (ITIS, 2016, p.1).

2.3. Descripcion botanica del cacao

2.3.1. Raices

Posee una raiz principal que mide entre 1,20 m y 1,50 m dependiendo del
suelo. En el cuello de la raiz nacen varias raices secundarias dando lugar al
desarrollo de raices terciarias. Gran cantidad de estas raices se encuentran
entre 20 a 25 cm de profundidad del suelo en torno al arbol recubriendo el area

de su copa de manera bastante irregular (Figura 1) (Enriquez, 1985, p.19).



Figura 1. Raices de cacao.

Tomado de (Batista, 2009, p.1)

2.3.2. Tronco

El tronco tiende a crecer de manera vertical formando el primer verticilo entre
80 a 100 cm de altura revestido por hojas pecioladas. Después del primer afio
de vida de la planta, el tallo empieza a desarrollar varias yemas axilares que
formaran la corona. Se suprime la yema terminal creciendo en su lugar 4 0 6
ramas de crecimiento lateral. El crecimiento de las ramas es indefinido pues
crecen a causa de diversos factores, entre estos se encuentran la temperatura

y el agua (Figura 2) (Enriquez, 1985, p.19).
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Figura 2. Tronco de cacao.

2.3.3. Hojas

Las hojas poseen pigmentacion variando su tonalidad desde verdes oscuras a
verdes mas claras. Las hojas del tronco son largas y las hojas de las ramas

laterales son mas pequefias (Figura 3) (Enriquez, 1985, p.20).
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Figura 3. Hojas de cacao.

2.3.4. Inflorescencias

La planta de cacao florece todo el afio. El ambiente es un factor que contribuye
en gran magnitud para su floracién y el aspecto genético frecuentemente puede
ser de mayor influencia. Las flores suelen estar en grupos en los troncos y
también en las ramas de los arboles, estos se denominan cojines florales
(Figura 4) (Enriquez, 1985, p.20).
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Figura 4. Inflorescencias de cacao.

2.3.5. Flores

Se encuentran sostenidas por pequefios pedicelos. La flor es de tamafio
pequefio con un didmetro de 1 a 2 cm. Es hermafrodita, pentamera y tiene un
ovario supero (Figura 5) (Enriquez, 1985, p.20).

El androceo posee diez filamentos, cinco de éstos son fértiles y se denominan
estambres y el resto de éstos son infértiles los cuales se denominan
estaminoides. Dichos filamentos son pigmentados y se encuentran ubicados en

torno al pistilo (Enriquez, 1985, p.21).

Los estambres estdn volteados hacia atras y son mas pequefios que los

estaminoides (Enriquez, 1985, p.21).

Segun Enriquez (1985, p.21) los pétalos estan constituidos por tres partes las
cuales son la concha, el ribete y la ligula. La concha se origina de la base entre
el sépalo y el estambre. El ribete que tiene un tamafio de 3 a5 mm y es un

filamento que tiene color blanco que podria poseer lineas de pigmentacién o
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color blanquecino total y la ligula o limbo que tiene color amarillo, se ubica

hacia el exterior y se prolonga con el ribete.

Figura 5. Flor de cacao.

Tomado de (Batista, 2009, p.1)

2.3.6. Fruto

El fruto del cacao es una baya que es denominada mazorca. El fruto es la
maduracion del ovario que ha sido fecundado. Al madurar el fruto, los granos
se encuentran recubiertos por una pulpa azucarada y mucilaginosa. El nimero
de semillas que hay en cada fruto va a depender de la fecundacion individual

de los ovarios (Enriquez, 1985, p.22).

Segun Enriquez (1985, p.22) el fruto se sostiene a través de un peddnculo
lefioso, siendo éste el resultado de la maduracion del pedunculo de la flor
(Figura 6).
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Figura 6. Fruto de cacao.

2.3.7. Semillas

Las semillas de la planta de cacao germinan prontamente cuando llegan a su
madurez. La forma, el tamafio y la coloracion de la semilla son variables
(Figura 7) (Enriquez, 1985, p.22).
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Figura 7. Semillas de cacao.

Tomado de (Batista, 2009, p.1)

2.4. Historia del cultivo de cacao en Ecuador

En Ecuador, el cacao ha sido cultivado desde tiempos precolombinos pero se
desconoce gran parte de su historia. En América del Sur, los nativos no
cultivaban ni usaban cacao en comparacion con Mesoamérica y fueron los
espafioles quienes llevaron el cultivo de cacao a este lugar del continente.
Existe evidencia histérica que indica que las primeras plantaciones comerciales
en el Ecuador iniciaron a comienzos de 1600. La produccién de cacao
ecuatoriano en 1930 tuvo gran disminucién debido al envejecimiento de las
plantaciones y al ataque de plagas, concretamente por la enfermedad
denominada escoba de bruja, moniliasis y mal de machete. A partir del mismo
afio existe un incremento sustancial de la produccion de cacao ecuatoriano
debido al reemplazo del tipo de cacao fino y de aroma que tiene menor

productividad por cultivares que son mas productivos (Boza et al., 2014, p.220).
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En la actualidad, el cultivo de cacao CCN-51 “Coleccion Castro Naranjal
(CCN)” es uno de los mas difundidos y comunes en el Ecuador. A comienzos
de 1960, esta variedad de cacao fue realizada por Homero Castro Zurita
graduado en Agronomia del Instituto Interamericano de Cooperacion para
Agricultura (IICA) en Costa Rica. Castro desarroll6 su investigacion en su
granja a la que llamé “Theobroma” ubicada en el Naranjal al sur de Guayaquil.
El cacao CCN-51 es altamente productivo, ademas es resistente a
enfermedades que atacan a este cultivo. Esta variedad produce vainas y habas
grandes a los dos afios de ser sembrado en campo. Las habas poseen alta
cantidad de manteca alcanzando el 54%, siendo este uno de los méas altos
rendimientos para la industria del cacao (Boza et al., 2014, p.220). Este alto
porcentaje de manteca la convierte en una variedad de cacao muy apreciada

por las industrias (Bohérquez y Salazar, 2011, p.8).

El cacao CCN-51 supera facilmente los 50 quintales por hectarea
convirtiéndose en un cultivo rentable. Es una variedad precoz porque comienza
su produccion a los 24 meses de edad, tiene baja estatura y crecimiento erecto.
De esta manera, facilita su poda y cosecha ademas de bajar el costo de dichas
actividades. Tiene un indice de mazorca de 8 mazorcas/ Ib de cacao seco y un
indice de semilla de 1.45 g/semilla seca y fermentada. Posee 45 semillas por
mazorca. Este tipo de cacao logra adaptarse a casi todas las zonas tropicales
desde el nivel del mar hasta los 1000 m sobre el nivel del mar. Al realizarse un
correcto manejo poscosecha, el cacao obtenido puede ser de primera calidad
para exportacion y su alto porcentaje de manteca hace de este un cacao muy

cotizado en el mercado internacional (Bohérquez y Salazar, 2011, p.12).

Con todas estas caracteristicas, el cacao CCN-51es reconocido como una
alternativa de produccion y con el correcto procedimiento para realizar su
fermentacion (presecado), esta variedad de cacao lograra buenas
caracteristicas de calidad, en cuanto a una baja acidez (Bohorquez y Salazar,
2011, p.13).
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2.5. Métodos de propagacion vegetativa convencional y biotecnolégica

para cacao

2.5.1. Métodos de propagacion vegetativa convencional

Varios investigadores de cacao han realizado diversos estudios para lograr el
desarrollo de métodos eficaces y poco costosos para la propagacion vegetativa
de esta planta. De esta manera, se beneficiara el desarrollo agricola y también
industrial de este cultivo, contribuyendo asi con un gran beneficio econdémico
(Enriquez, 1985, p.101).

2.5.1.1. Propagacion vegetativa por semillas

Es un método por reproduccion sexual muy utilizado para la siembra de cacao.
La aplicacion de este método no es de alto costo (Figura 8) (Quiroz vy
Mestanza, 2010, p.2). La capacidad productiva de las plantas que se obtienen
a través de este método, difiere de manera considerable (Enriquez, 1985,
p.131).

Este método no ha dado los resultados esperados debido a la alta variabilidad
genética de las plantaciones de cacao (Quiroz y Mestanza, 2010, p.2).
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Figura 8. Método de propagacién vegetativa por semillas en cacao.

Tomado de (AGROCALIDAD, 2016, p.6)

2.5.1.2. Propagacién vegetativa por estacas

El método de propagacion vegetativa por estacas es relativamente costoso y su

aplicacion necesita de instalaciones especiales (Enriquez, 1985, p.101).

Las plantas que van a seleccionarse deben ser podadas anticipadamente,
suministrandoles riego con frecuencia. Se colecta ramillas de un arbol de cacao
productivo, las mismas que se obtienen preferentemente en la mafiana (Figura
9) (Quiroz, 2010, p.7).

Segun Enriquez (1985, p.101) para esta técnica se han utilizado diversos
métodos entre los cuales estd el método de inmersion breve, mediante el cual
la estaca es sumergida durante unos segundos en una mezcla de
biorreguladores que contiene acido indolbutirico (IBA) y acido naftalenacético
(ANA), para posteriormente ser plantada. También se aplica el método de polvo
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donde se introduce la estaca en esta mezcla de biorreguladores y talco. Luego
es plantada cuidadosamente para no retirar el polvo fitohormonal. Se utiliza
también el método combinado en el cual en la parte basal de la estaca se
realizan dos incisiones verticales, la misma que es sumergida en la solucion de
biorreguladores antes mencionada y de igual manera se aplica el método de
planta madre donde se realizan dos incisiones horizontales en una rama. En
las incisiones se coloca una mezcla de los mencionados biorreguladores, las
cudles son envueltas con musgo humedo o algodon y papel impermeable
durante un periodo de 7 a 10 dias aproximadamente. Posteriormente las ramas
que han comenzado a formar callo son extraidas y colocadas en arena para

que finalicen el enraizamiento.

Figura 9. Método de propagacién vegetativa por estacas en cacao.

Tomado de (Quiroz, 2010, p.7-8).

a) Seleccién de estacas de cacao en campo.

b) Siembra de estacas de cacao.
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2.5.1.3. Propagacion vegetativa por injerto

El método de injertacion es préactico. Se recomienda el uso de material
seleccionado en las fincas y adaptados a ciertas condiciones. Con este material
vegetal se debe efectuar podas para excluir a frutos enfermos y también se
debe suministrar riego con frecuencia en los cultivos (Quiroz y Mestanza, 2010,
p.3). Este método consiste en agrupar partes de plantas, unirlas y de esta
manera, continuardn con su crecimiento como una sola planta. Se denomina
injerto, aguja, espiga o pua a la parte superior de la planta nueva. Por medio de
esta técnica es posible la transferencia de las caracteristicas acumuladas de
una planta o en un clon procedente de esta a través de seleccion (Figura 10)
(Enriquez, 1985, p.116). Con esta técnica se puede conseguir una planta que
fructifica en menor tiempo en comparacion con la propagacion vegetativa por

semillas (Quiroz y Mestanza, 2010, p.4).

Figura 10. Método de propagacion vegetativa por injerto en cacao.

Tomado de (Quiroz y Mestanza, 2010, p.6).
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2.5.1.4. Propagacion vegetativa por acodos

La planta de cacao se propaga también por medio de acodos, los cuales
generalmente enraizan de manera facil. Sin embargo, existen casos en los que
es complicado el establecimiento de la planta en campo y esto es el principal
problema para el empleo de manera amplia de esta técnica de propagacion
(Enriquez, 1985, p.126).

Este método consiste en el desarrollo de raices en un tallo que se encuentra
unido a la planta materna (Figura 11). Posteriormente el tallo enraizado es
apartado para transformarse en una planta nueva, es asi que al tallo acodado

se lo denomina acodo (Enriquez, 1985, p.126).

3 Bolsa de polietileno
- con tierra y musgo

Contenida de bolss de poletilene
Cortera endanchads

j smabendo raices
- =

— = —_ —

Anillada

ACODO YA

ENRAIZADOD

Figura 11. Método de propagacion vegetativa por acodos en cacao.

Tomado de (Enriguez, 1985, p.128).
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2.5.2. Métodos de propagacion vegetativa biotecnolégica

2.5.2.1. Cultivo de tejidos in vitro

Esta técnica se basa en el aislamiento de una parte de la planta denominado
explante, al cual se le provee de manera artificial las condiciones fisicas y
quimicas adecuadas para que las células logren expresar su potencial
inducido. Al aplicar esta técnica se debe manejar procedimientos de asepsia y
de esta manera obtener cultivos libres de contaminacion microbiana (Roca y
Mroginski, 1993, p.20).

2.6. Cultivo de callos

2.6.1. Generalidades y caracteristicas del cultivo de callos

Un callo es una masa de células meristematicas y células diferenciadas que
crecen con un alto grado de desorganizaciéon (Pérez, 2006, p.23).

Cabe mencionar que la mayoria de callos se encuentran conformados por un
conjunto de células vegetales. Estas células se dividen de manera activa
permitiendo asi el desarrollo del callo, lo que se genera en respuesta a heridas

gue sufra la misma (Pérez, 2006, p.23).

Generalmente en cultivo in vitro, los callos se forman en cualquier parte de la
planta al inducirlo en 6rganos o partes de 6rganos de la misma como por
ejemplo en hojas, flores, tallos, etc. (Pérez, 2006, p.23-24).

La induccion a callo in vitro requiere de varios componentes minerales,
sacarosa, glucosa, entre otros, ademas de la presencia de reguladores de
crecimiento, auxinas y citoquininas. En algunos casos, los tejidos vegetales
forman callos solamente con la presencia de una auxina en su medio de
cultivo, sin embargo otros tejidos vegetales requieren la presencia de una
citoquinina o también la combinacién de citoquinina y auxina (Pérez, 2006,
p.24).
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Cuando el callo se ha desarrollado a partir de su explante primario, éste es
cultivado en un medio fresco y para mantener su cultivo, se lo divide en
algunos trozos, los cuales son colocados de manera periodica en un medio
fresco (Pérez, 2006, p.24).

2.6.2. Etapas de desarrollo del callo

El callo vegetal que se desarrolla a partir de un explante en cultivo in vitro tiene

tres etapas de desarrollo (George, Hall y De Klerk, 2008, p.6).

La primera etapa comprende la induccion de la division celular. En la segunda
etapa, el periodo de division celular se encuentra activa, en esta fase las
células diferenciadas pierden sus caracteristicas adquiridas y se convierten en
células desdiferenciadas y en la tercera etapa, la division celular cesa cuando
en el callo hay un incremento de diferenciacion celular (George, Hall y De
Klerk, 2008, p.6).

2.7. Embriogénesis somatica

2.7.1. Generalidades y caracteristicas de la embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es un proceso de iniciacion y desarrollo de
embriones que son obtenidos de células no sexuales o mediante gametos sin

previa fecundacion (Pérez, 2006, p.274).

Esta técnica es un proceso a través del cual las células somaticas
experimentan diferenciacion formando asi una estructura que contiene tanto
raices como brotes. Estos embriones van a madurar y a germinar. Para inducir
a este proceso, el callo del explante de la planta en investigacion, se coloca en
un medio que contiene auxina, para posteriormente colocarlos en un medio

libre de biorreguladores para el desarrollo del embrién (Smith, 2013, p.84).
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Mediante esta técnica, la propagacién de material vegetal a partir de cultivos de
células, tiene la mayor tasa de produccion de plantas pues gran cantidad de
embriones somaticos pueden desarrollarse en un solo frasco (Smith, 2013,
p.84).

La embriogénesis somatica puede desarrollarse para todas las especies de
plantas siempre que exista el adecuado explante y medio de cultivo, ademas

de condiciones ambientales apropiadas (George, Hall y De Klerk, 2008, p.342).

Existen dos formas distintas para la induccion de la embriogénesis somatica, la
embriogénesis somatica directa e indirecta (Quiroz, Rojas, Galaz y Loyola,
2006, p.288) ya que los embriones somaticos pueden diferenciarse del
explante directamente, es decir, sin atravesar la fase de callo o también
indirectamente, después de atravesar la fase de callo (Von Arnold, 2008,
p.335). Por esta razén se ha propuesto que en la embriogénesis somatica
directa, las células pro embriogénicas competentes se encuentran presentes
por lo que la expresion del programa embriogenético exclusivamente depende
de las condiciones favorables para su desarrollo, por el contrario para la
embriogénesis somatica indirecta es necesaria la desdiferenciacién celular
dando como resultado una masa de células indiferenciadas conocidas como
callos y posteriormente alcanzar el estado embrionario (Quiroz, Rojas, Galaz y
Loyola, 2006, p.289).

2.7.2. Origen de la embriogénesis somatica

Steward et al. (1958) y Reiner (1958) observaron por primera vez la formacién
de embriones somaticos en suspensiones celulares de Daucus carota (Von
Arnold, Sabala, Bozhkov, Dyachok y Filonova, 2001, p.235). Esto fue el inicio
para lograr la induccion de la embriogénesis somatica en varias especies
monocotiledéneas y dicotiledéneas de diverso origen filogenético (Bardon,
2003). Desde entonces el potencial de la embriogénesis somatica se ha
establecido en varias especies de plantas (Von Arnold, Sabala, Bozhkov,
Dyachok y Filonova, 2001, p.235).
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Posiblemente la embriogénesis somética puede desarrollarse en todas las
especies vegetales al usar el adecuado explante, el medio de cultivo y las
condiciones ambientales apropiadas (Von Arnold, Sabala, Bozhkov, Dyachok y
Filonova, 2001, p.235).

2.7.3. Etapas de la embriogénesis somatica

La induccion de la embriogénesis somatica consiste en el inicio de un programa
de expresion de un gen embriogénico. Existen dos mecanismos que tienen
importancia para la formacién de células embriogénicas in vitro, la division
celular asimétrica y el control de elongacion celular. Se conoce que el primero
es desarrollado por reguladores de crecimiento que alteran la polaridad de la
célula al interferir con el gradiente de pH. Por otro lado, el segundo mecanismo
esta relacionado con los polisacaridos de la pared celular (George, Hall y De
Klerk, 2008, p.343). La regeneracion de plantas a través de este método

comprende cinco fases.

En la primera fase que implica el inicio de cultivos embriogénicos, segun la
funcion y posicion de una célula somatica, esta se encuentra en una via
programada de diferenciacion fisiol6gica, morfolégica y bioquimica. Para que
en esta via se cumpla la desdiferenciacion (Figura 12), la célula debe
encontrarse receptiva a nuevas sefales de desarrollo adquiriendo asi la

competencia embriogénica (Bhojwani y Dantu, 2013, p.81).

Un requerimiento para que la auxina u otro regulador de crecimiento, inicie el
proceso de la embriogénesis somatica esta en gran parte definido por la etapa
de desarrollo del tejido del explante. Generalmente, un callo embriogénico se
desarrolla en un medio de cultivo que esta constituido por una auxina y la mas
frecuentemente aplicada es el 2,4-acido diclorofenoxiacético (2,4-D) (George,
Hall y De Klerk, 2008, p.343).

En la segunda fase que implica la proliferacion de los cultivos embriogénicos,

una vez que se han constituido las células embriogénicas, estas contintan
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desarrollandose hasta generar masas proembriogénicas (PEMs) para esto es
necesaria la presencia de auxina. Se debe considerar la ausencia de auxina
después de unos pocos dias en el medio de cultivo, por esta razén los cultivos
deberan ser transferidos cada semana a un medio fresco para que continien
desarrollandose y asi proceder a la siguiente fase (George, Hall y De Klerk,
2008, p.344).

La tercera fase involucra la premaduracion de los embriones somaéticos, donde
la funcién que cumple la masa proembriogénica es esencial, pues es probable
que la incapacidad de varias lineas celulares embriogénicas para la formacion
de embriones somaticos esté relacionada con la interrupcion en el proceso de
transicion de masa pro embriogénica a embridon. Se conoce que las auxinas
sintéticas, como por ejemplo el 2,4-D, son eficientes para desarrollar el
establecimiento y la proliferacion de cultivos embriogénicos, pero comunmente
no se pueden metabolizar por las células como ocurre con las auxinas
naturales. Por esta razon es esencial transferir los medios de cultivo
embriogénicos a un medio sin presencia de auxina. De esta manera, al
agotarse la auxina, el bloqueo sobre la expresion de los genes esenciales para
la transicion al estadio de corazén es eliminada (George, Hall y De Klerk, 2008,
p.344).

La cuarta fase abarca la maduracion de los embriones somaticos junto con
cambios morfolégicos y quimicos. En varias especies es esencial la aplicacién
de acido abscisico (ABA) para estimular la fase de maduracion, pero en otros
casos se aplica para la inhibicion de la germinacién precoz. Como resultado del
tratamiento se obtiene un aumento en el nimero de embriones maduros
formados (George, Hall y De Klerk, 2008, p.344).

Por ultimo la quinta fase implica la regeneracién de las plantas donde su
supervivencia y crecimiento dependen de las condiciones proporcionadas en
las fases tempranas. En general los embriones somaticos se convierten en

plantas pequefias en un medio de cultivo en el cual no hay presencia de
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reguladores de crecimiento. Posteriormente cuando las plantas tengan un
tamafo apropiado pueden ser trasladadas ex vitro (George, Hall y De Klerk,
2008, p.345).

Sequence of Somatic Embryogenesis
Division PR

Differentiated, Vacuolated D
Somatic Cell Undifferentiated

: Smallerﬁ.'ﬁeilﬁ
Plant " ; 7 .

Torpedo Stage Heart Stage Globular Stage

Figura 12. Fases de la embriogénesis somatica.

Tomado de (Smith, 2013, p.85).

2.7.4. Factores que influyen en la embriogénesis somatica

Existen varios factores que influyen en el desarrollo de la embriogénesis
somatica, entre los cuales esta la eleccion del explante ya que el éxito en el
logro de la embriogénesis somatica en gran variedad de plantas se debe a la
seleccién del explante. La seleccion del explante para obtener embriones
somaticos se ha limitado a tejidos inmaduros o poco diferenciados, como por
ejemplo partes florales jovenes, hojas jovenes, hipocétilos y embriones
cigéticos inmaduros. Al aplicar los embriones cigéticos inmaduros como
explantes se han obtenido exitosos resultados en la induccién de la
embriogénesis somatica en monocotiledéneas y dicotiledoneas debido a que
los embriones cigoticos ya tienen células con competencia embriogénica, pero

cuando se utiliza un explante diferenciado, en este caso las células deben ser
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inducidas para convertirse en células embriogénicas (Bhojwani y Dantu, 2013,
p.76).

En cuanto a medios de cultivo se ha aplicado con éxito al medio basal
Murashige y Skoog (M&S) para el desarrollo de la embriogénesis somética en
varias especies. Ademas en pocos casos también se ha utilizado al medio
basal White afiadiendo los suplementos adecuados. Asimismo la fuente de
carbono mas empleada es la sacarosa, pero también se ha aplicado a la
glucosa y galactosa en diferentes especies y la fuente de nitrdgeno también
puede alterar el desarrollo de embriones somaticos, por ejemplo la caseina
hidrolizada y los aminoacidos pueden incrementar la formacion de los mismos
(Bhojwani y Dantu, 2013, p.78).

Los reguladores de crecimiento vegetal también alteran el desarrollo de la
embriogénesis somatica. Generalmente se ha empleado a la auxina sintética
2,4-D, la cual también es aplicada como herbicida. Al colocarse en repetidos
subcultivos, el callo embriogénico continua su multiplicacion sin la aparicion de
embriones diferenciados. Existen otras auxinas que también fomentan la
embriogénesis somética como el acido indolacetico (AlA), acido 1-
naftalenacético (ANA), acido 3,6 dicloro-2-metoxibenzoico (dicamba), acido
indol propidénico (IPA) y el picloram y en cuanto a las citoquininas, se conoce
que promueven la induccién de embriones somaticos. Entre ellas se encuentra

la Zeatina y 6-benzilamino-purina (BAP) (Bhojwani y Dantu, 2013, p.78).

Otros de los factores importantes que influyen en la embriogénesis somatica
son la luz y la oscuridad pues tienen un efecto definitivo en el proceso de
embriogénesis de las especies (Bhojwani y Dantu, 2013, p.80). La luz es una
de las sefiales ambientales mas importantes ya que esta involucrada tanto en
el crecimiento como en el desarrollo de las plantas. Ademas la intensidad y la
duracién de la luz proporcionada a los cultivos in vitro pueden intervenir en su
respuesta morfogénica y su eficiencia. Generalmente se necesita fotoperiodo u
oscuridad para inducir la embriogénesis somatica. Ademas la influencia de la

luz sobre la morfogénesis de la planta in vitro puede relacionarse con un efecto
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estimulador e inhibitorio sobre diversas sustancias enddgenas que incluyen a

los reguladores de crecimiento (Gaj, 2004, p.29).

2.7.5. Genes relacionados con la embriogénesis somatica

El mecanismo durante el cual las células sométicas alcanzan competencia
embriogénica involucra la reprogramacion de los patrones de expresion génica.
Tanto la morfologia como la fisiologia y el metabolismo de las células varian
significativamente debido a la desdiferenciacion, la activacion de la division
celular y el cambio en el destino celular. Estos cambios se deben a la
inactivacion de los genes que funcionan en las células diferenciadas y la
activacion de aquellos que son necesarios para los procesos mencionados. Por
lo tanto la reprogramacion de la expresion de genes global es regido por genes
reguladores y factores de trascripcion de codificacion (Fehér, Pasternak y
Dudits, 2003, p.204).

Hay varios genes relacionados con la embriogénesis somatica entre los cuales
esta el gen homeobox denominado WUSCHEL (WUS) el cual codifica un factor
de transcripcion que regula al conjunto de células madre en el meristemo del
brote y estd regulado por los genes CLAVATA (CLV). La expresion del gen
WUS se localiza en el estadio embrionario corazén y el meristemo del brote de
la planta a través de la regulacion del conjunto de células madre puede
continuar produciendo 6rganos durante toda la vida de la planta. El incremento
en el numero de células madre conlleva al aumento de la proteina CLV
secretada para disminuir la expresion WUS y el numero de células madre
conservandolas constantes (Solis, Andrade, Sdenz, Oropeza y Castafio, 2012,
p.600).

Entre los genes involucrados también esta el gen BABY BOOM (BBM) el cual
fue aislado de cultivos de embriones de microesporas de Brassica napus. Se
observé su expresion durante la embriogénesis cigotica y el polen derivado de
la embriogénesis somatica. Se conoce que la expresion ectépica de BBM y

Arabidopsis BBM en plantas transgénicas puede inducir la formacién de
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estructuras tipo embrién somatico en los bordes de las hojas y también de los
cotiledones, ademas de fenotipos pleiotrépicos implicando crecimiento
neoplasico, hoja anormal y morfologia de la flor. Por esta razén, posiblemente
durante la embriogénesis el gen BBM sea un promotor de la proliferacion
celular y de la morfogénesis (Solis, Andrade, Saenz, Oropeza y Castafo, 2012,
p.600).

Otro de los genes que intervienen en la embriogénesis somatica es el gen
“Somatic Embryogenesis Receptor like Kinase” (SERK). Este gen se ha
manifestado en una etapa temprana del proceso y se han relacionado con los
procesos clave en el crecimiento de las plantas. El primer gen SERK fue
identificado en células competentes de Daucus carota cultivada in vitro. Este
gen codifica un tipo de quinasa de receptor transmembrana rica en leucina. La
expresion de este gen se produce hasta la etapa globular pero no se encontré
su expresion en otros tejidos vegetales (Solis, Andrade, Sdenz, Oropeza y
Castanio, 2012, p.600).

Del mismo modo los genes homeobox KNOX son un grupo de factores de
transcripcion que cumplen con funciones fundamentales durante las fases de
crecimiento y desarrollo de las plantas. La expresion de los genes KNOX tienen
una funcibn muy importante durante el desarrollo de la embriogénesis
somatica. Los genes KNOX se dividen en dos clases. Los genes de la clase |
tiene una funcion clave en el desarrollo de la planta ya que regulan la
especificacién celular mientras que no se ha determinado una funcién
especifica para los genes de la clase Il. Ademas se conoce solo unos pocos
genes KNOX en gimnospermas y su funcién es desconocida (Belmonte, Tahir,
Schroeder y Stasolla, 2007, p.2853). Una clase del gen homeobox KNOX
denominado HBK3 mejora el desarrollo de los embriones somaticos (Solis,
Andrade, Saenz, Oropeza y Castafio, 2012, p.608). HBK3 puede estar
implicado en la transdiferenciacion de masas pro embriogénicas en embriones
somaticos y en la formacion de brotes en el meristemo apical embrionario
(Belmonte, Tahir, Schroeder y Stasolla, 2007, p.2853).
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2.7.6. Embriogénesis somatica en cacao

La técnica de embriogénesis somética es la principal via en la regeneracion de
plantas a partir del cultivo de tejidos de especies lefiosas como el arbol de
cacao. En los primeros estudios con respecto a la embriogénesis somatica de
cacao se utilizaron tejidos de embriones cigéticos inmaduros. Sin embargo,
estos procedimientos fueron de poca utilidad para la propagacién clonal de esta
planta. Asimismo, se realizo la induccion de embriogénesis somatica utilizando
las hojas de cacao como explantes pero no se obtuvo la regeneracion de la
planta (Tan y Furtek, 2002, p.407).

Para la induccion a embriogénesis somatica en cacao, los explantes mas
utilizados son los pétalos y los estaminoides. Los explantes florales de cacao

se colectan al comienzo de la temporada de lluvia (Tan y Furtek, 2002, p.407).

En la fase de induccién a callo se tuvo dos tipos de callo, obteniéndose asi un
callo blanco compacto y otro friable amarillo. También al reemplazar sacarosa
por glucosa o fructosa como fuente de carbono, la embriogénesis mejoré en
esta especie ya que ambas proporcionan una fuente carbono que es sencillo
de metabolizar. De igual manera para el medio de cultivo para embriogénesis
somatica en cacao se ha empleado cominmente las sales M&S, sin embargo
al aplicarse las sales DKW para la propagacion in vitro de nogal que al igual
que el cacao, es una planta lefiosa, se obtuvieron mejores resultados ya que
las sales DKW contienen una concentracion mayor de magnesio, calcio y
azufre en comparacion con las sales M&S, por lo tanto estos elementos son
posiblemente esenciales para la embriogénesis somatica en cacao y la

diferenciacion de embriones en esta especie (Tan y Furtek, 2002, p.409).

3. CAPITULO lII. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

En el disefio experimental de esta investigacion se aplico el disefio

completamente al azar (DCA).
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3.1. Tratamientos

Para la fase de induccion a callo, se plante6 la unidad experimental
conformada por un frasco de vidrio que contenia tres explantes florales de

cacao CCN-51 en 25 mL de medio de cultivo.

Se aplic6 4 tratamientos: Tratamiento 1 (T1), Tratamiento 2 (T2), Tratamiento 3
(T3) y Tratamiento 4 (T4), en los cuales se utilizo las sales DKW modificado y
un tratamiento testigo denominado Tratamiento O (T0O), compuesto de sales

M&S. Se considero tres repeticiones por cada tratamiento.
Las formulas de los medios de cultivo de cada tratamiento que se aplico, no
pueden ser reveladas debido a aspectos de propiedad intelectual y

confidencialidad de la empresa Orangetruck Agroindustrias S.A.

La diferencia que existi6 en cada uno de éstos fueron las diferentes

concentraciones de los biorreguladores que se aplicaron en cada tratamiento.

3.2. Variables

Para la induccion a callo se evaluaron dos variables:

o Tiempo de aparecimiento de callo (semanas).

o Porcentaje de transformacién de callo.
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS

4.1. Determinacion de la poblacion y muestra

La investigacion se realizO en el laboratorio de la empresa Orangetruck
Agroindustrias S.A. en la parroquia Yaruqui, sector San Carlos. El material
vegetal se obtuvo en la finca Puente Payo, kildmetro 33 via Duran-El Triunfo

ubicada en la provincia del Guayas, Ecuador.

Se cortd con tijeras el pedunculo de la flor de un arbol de cacao CCN-51. La
flor cae directamente sin tocarla en una botella de agua purificada. Se
colocaron 3 explantes florales por frasco por tratamiento. Cada repeticion por
tratamiento consta de 30 frascos lo que da un total de 90, lo que resultara en la

obtencion de un total de 270 explantes florales por tratamiento.

4.2. Materiales y métodos parala obtencién de los datos

4.2.1. Desinfeccion del material vegetal

Todo el procedimiento de desinfeccidn de los explantes florales de cacao CCN-
51 se realiz6 en camara de flujo laminar. Primeramente se procedié a
desinfectar con alcohol al 70% toda la camara de flujo. Los explantes florales
fueron sumergidos en inmersion de agua estéril mas tres gotas de Tween 20
durante diez minutos en agitacion. Luego, se procedié a realizar cuatro lavados
con agua estéril. Posteriormente, se colocan los explantes en una solucién de
hipoclorito de sodio al 1% durante cinco minutos. Finalmente, se efectian
cuatro lavados con agua estéril. En los lavados con agua estéril se coloc6 0,1
g/L de acido ascorbico (AA) (Figura 14).
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Figura 14. Establecimiento in vitro de explantes florales de cacao CCN-51.

a) Arbol de cacao CCN-51.

b) Explantes florales de cacao CCN-51.

¢) Obtencién del material vegetal.

d) Seleccion de los explantes florales.

e) Desinfeccidon de los explantes florales.

f) Introduccion in vitro de los explantes florales.
g) Corte transversal del explante floral.

h) Explantes en medio de induccion a callo.

4.2.2. Introduccion y fase de callogénesis

Para la introduccién in vitro de los explantes florales de cacao CCN-51, dentro
de la camara de flujo laminar desinfectada, con la ayuda de un bisturi y una
pinza de punta fina estériles, se realizdé un corte transversal en la base de la
flor, retirando los sépalos y el ovario del explante floral (Figura 15). El resto del
explante con una pinza fue colocado en frascos de vidrio que contenian al

medio de cultivo para induccién a callo.
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Estaminoides

Figura 15. Partes de la flor de cacao.

Tomado de (CATIE, 2016, p.1).

Los frascos de cultivo fueron sometidos a condiciones de oscuridad a una
temperatura de 27 +/- 3°C con un pH de 5,7. Para inducir a los cultivos a la
oscuridad, éstos se colocaron en una caja de carton y fueron cubiertos con
fundas de color negro evitando asi el posible ingreso de luz durante cuatro

semanas.

4.3. Evaluacién estadistica de los resultados

Para el andlisis estadistico de datos se aplic6 un andlisis paramétrico de
varianza (ANOVA) con el uso del paquete computacional SPSS, para encontrar
diferencias significativas entre los cinco tratamientos. Tanto la variable tiempo
de aparecimiento de callo como la variable porcentaje de transformacién de
callo fueron evaluadas a partir de las primeras cuatro semanas de la

introduccidn in vitro de los explantes florales de cacao CCN-51.
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5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Obtencion del material vegetal

Para este trabajo de investigacion se emplearon las flores de cacao CCN-51
que fueron recolectadas y almacenadas correctamente para llevarlas al
laboratorio. Es importante mencionar que la planta donante debe estar sana y

bien caracterizada.

Debido a las constantes lluvias que se presentaron en la provincia del Guayas,
las plantaciones de cacao CCN-51 en general han sufrido dafio en sus tejidos,
por lo tanto, las flores de esta planta se vieron afectadas por una
hiperhidratacién. Por lo tanto, la colecta del material vegetal se realiz6 mientras

el dia no se encontraba lluvioso.

Se conoce que la hiperhidricidad o también denominada vitrificacion es la
principal aberracion morfolégica que se ha podido observar en brotes en cultivo
in vitro, puesto que dafia a los mismos durante la micropropagacion. El
abundante contenido de agua de los brotes hiperhidricos se encuentra ubicado
en los espacios intercelulares o como una capa de agua que envuelve a las
células, lo que puede provocar un estrés adicional denominado hipoxia. El
explante hiperhidrico presenta sintomas de necrosis en sus tejidos causando
su muerte (Gaspar, Franck, Bisbis, Kevers, Jouve, Hausman y Dommes, 2002,
p.275). Asimismo, la hiperhidricidad tiende a deteriorar la funcion de los
estomas causando problemas en el establecimiento de las plantas in vitro
(Cassells y Curry, 2000, p.148) pues siendo este un proceso irreversible, pierde
la capacidad regenerativa del tejido vegetal (Franck, Gaspar, Kevers, Penel,
Dommes, y Hausman, 2001, p.1145).

Frecuentemente este fendmeno durante la propagacion vegetativa in vitro,
produce malformaciones en plantas herbaceas y lefiosas como el cacao. Los

brotes afectados con hiperhidricidad indican estrés en la planta y presentan



38

ciertas caracteristicas, por ejemplo apariencia vidriosa, turgencia y superficie
acuosa. Al comparar un tejido normal con un tejido hiperhidrico, este ultimo es
translucido, quebradizo y con frecuencia los brotes son menos verdes que el
tejido normal (Gaspar, Kevers, Bisbis, Franck, Crevecoeur, Greppin y Dommes,
2000, p.174).

Ademas los brotes con hiperhidricidad se ven afectados por la pérdida
progresiva de la totipotencia organogénica presentando también una
deficiencia en la diferenciacion celular. No se tiene conocimiento preciso acerca
de la causa de esta pérdida en la capacidad de regeneracién (Gaspar et al.,
2000, p.175).

5.2. Desinfeccion del material vegetal

Para este experimento se seleccionaron botones florales cerrados para el
proceso de desinfeccion, pues al utilizarlos abiertos se perdié gran parte de los

explantes de interés, es decir pétalos y estaminoides.

En el proceso de desinfeccién los sépalos de los explantes florales comenzaron
a oscurecerse adquiriendo un leve tono café y el agua se torné del mismo
color. Luego en el momento en el cual se afadié el hipoclorito de sodio, los
explantes florales se oscurecieron aun mas junto con el agua tomando un tono

color café intenso.

Durante la desinfeccién los explantes florales se vieron afectados por un
proceso de oxidaciéon de los mismos (Figura 16). El problema de oxidacion
durante el proceso de desinfeccion de los explantes florales se puede lograr
disminuyendo el tiempo de desinfeccion, ademas del reemplazo del agente
desinfectante (Figura 16), ya que en otras especies como Syzygium cuminii,
este agente aumenté el problema de oscurecimiento de sus explantes
(Azofeifa, 2009, p.157).
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Otra de las causas para la oxidacion de los explantes en la desinfeccion es la
concentracion y tiempo de aplicacion del hipoclorito de sodio ya que fomenta el
proceso de oscurecimiento de los tejidos que van a emplearse in vitro y

también aumenta la exudacion de fenoles (Azofeifa, 2009, p.157).

Para reducir niveles de oxidacidén se aplicaron estrategias en cuanto al manejo
de las sustancias fendlicas de los explantes antes de comenzar con el proceso
de desinfeccidén, se aplicO un pretratamiento basado en la realizacion de
enjuagues con agua destilada estéril, realizdndose el mismo procedimiento
después de finalizado el proceso de desinfeccion, ya que es esencial tanto
eliminar el agente desinfectante como los fenoles oxidados que se obtienen

durante este proceso (Azofeifa, 2009, p.157).

Por estas razones al aplicar la desinfeccion de los explantes, se realizo el
pretratamiento con agua estéril mencionado anteriormente. También se redujo
el tiempo de desinfeccidn, se utilizé un detergente mas suave y se disminuyo la
cantidad de cloro para este proceso. Sin embargo, no se obtenian resultados
favorables ya que el explante floral se oxidaba rapidamente lo que provocaba
que no se logre continuar con la fase de induccion a callo. Por este motivo se
procedié con la aplicacion del antioxidante mas utilizado para el cultivo de
tejidos vegetales in vitro como es el AA ya que inhibe la oxidacién de los
explantes que son vulnerables a este fendbmeno como ocurre en el caso del
cacao (Azofeifa, 2009, p.163). Su mecanismo de accién consiste en la
descomposicion o prevencion de la formacion de los intermediarios de oxigeno
reactivo (ROS). Asimismo, los antioxidantes contienen agentes reductores que
remueven el oxigeno de las moléculas, ademas de evitar el oscurecimiento de

los tejidos vegetales (Azofeifa, 2009, p.163).

De esta manera para la fase de desinfeccion de los explantes florales de cacao
CCN-51 se afiadio el AA, tomando en cuenta que es un reactivo que se
degrada en el proceso de autoclavado, por lo que este debe ser afadido

directamente o debe ser aplicado a través de un filtro estéril (Azofeifa, 2009,
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p.163). Para este caso fue agregado al agua que va a utlizarse para la
desinfeccion de los explantes.

Figura 16. Explantes florales de cacao CCN-51.
a) Explantes florales sin oxidacion.

b) Explantes florales con oxidacion.

La aplicacion de un unico método no fue eficiente para solucionar todos los
inconvenientes que se presentaron durante esta investigacion, debido a la
complejidad de esta planta lefiosa, razén por la cual se necesitd de un conjunto
de soluciones que impligue mas variantes y contribuyan a mitigar el efecto de

los problemas generados por oxidacién e hiperhidricidad.

Fue esencial agregar el AA, asi como también la aplicacién del pretratamiento
con agua estéril mencionado anteriormente, disminuyendo el tiempo de
desinfeccion, la aplicacién de un detergente como el tween 20 y disminuyendo
la cantidad de cloro del 3% al 1% evitando de esta manera el incremento del
proceso de oxidacion de estos explantes florales y finalmente poder continuar

con la fase de induccion a callo.
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5.3. Introduccién y fase de callogénesis

En los primeros ensayos en cdmara se procedid a realizar un corte transversal
en los explantes florales y se observé al abrirlo que el explante presentaba
oscurecimiento y un tono color café intenso.

El largo viaje que se realiz6 desde el cantén Duran a Yaruqui con las flores de
cacao CCN-51 provoco estrés oxidativo a los explantes florales.

El estrés oxidativo promueve la formacion de ROS. Este se forma durante las
reacciones redox y durante la reduccion incompleta de oxigeno o de oxidacion
del agua (Gaspar et al., 2002, p.279). ROS es un intermediario metabdlico en la
fotosintesis y en la respiracion. Posee toxicidad natural citoplasmatica y es

controlado a través de antioxidantes (Cassells y Curry, 2000, p.151).

Algunos de los factores que causan estrés oxidativo son la luz UV, lesiones, las
condiciones de luz intensa, el estrés por frio y calor. Ademas este fendbmeno

ocurre durante la senescencia (Gaspar et al., 2002, p.271).

Las plantas como el cacao CCN-51 contienen concentraciones altas de
sustancias fendlicas que se oxidan cuando las células estan heridas o
senescentes. El tejido vegetal no crece y se torna de color negro o marrén
(George, Hall y De Klerk, 2008, p.410).

En plantas lefiosas como el cacao CCN-51 el establecimiento in vitro esta
limitado por la presencia de oscurecimientos letales tanto en los explantes
como en el medio de cultivo. Como ya se conoce este fenbmeno es uno de los
problemas mas serios ya que afectan desde el inicio y durante el
establecimiento in vitro, ademas que esta relacionado con el estrés oxidativo
que sufren las células del explante in vitro. Esto ocurre debido a un desbalance
por la presencia excesiva de ROS. El estrés oxidativo esta relacionado con el
desencadenamiento de desoérdenes fisioldgicos y morfolégicos que afectan a
los explantes como la recalcitrancia (George, Hall y De Klerk, 2008, p.356).
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La recalcitrancia es la incapacidad de los tejidos, érganos y células vegetales
para responder al empleo del cultivo de tejidos. Este es un factor que limita el
desarrollo biotecnoldgico de algunas plantas que tienen importancia econémica
como el cacao pues este fenOmeno se convierte en un obstaculo para la
aplicacion de técnicas de cultivo in vitro (Benson, 2000, p.141). La
recalcitrancia del cacao también afecté en gran medida su introduccién in vitro
ya gque esta planta lefiosa no tolera la desecacion ni temperaturas bajas y debe

mantener un buen suplemento de oxigeno (Azofeifa, 2009, p.160).

Tanto el estrés oxidativo como la recalcitrancia y la hiperhidricidad son
fenbmenos multifactoriales complejos que se basan en el genotipo,
interacciones del medio e interacciones ambientales (Cassells y Curry, 2000,
p.153).

Por lo tanto para los ensayos posteriores de esta investigacion, ademas de
aplicar todos los procedimientos mencionados para evitar el incremento del
proceso de oxidacion de estos explantes florales en el proceso de desinfeccion,
también se afiadié el AA al medio de induccion a callo mejorando visiblemente
la apariencia del explante floral. Finalmente, se logré el establecimiento in vitro
de los explantes florales de cacao CCN-51 en los cuatro tratamientos junto con

el testigo.

En cuanto al desarrollo de los explantes en el medio de induccién a callo se
observd en la primera y segunda semana el aumento en el volumen de los
mismos (Figura 17). En la tercera semana los explantes se agrandaron en
mayor proporciéon comenzando la formacion de callos (Figura 18) y finalmente
en la cuarta semana se logro observar la formacién de callos de cacao CCN-51
(Figura 19). En esta semana los callos presentan color café oscuro y son de

consistencia suave.
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Figura 17. Primera y segunda semana de los explantes florales de cacao CCN-

51 en el medio de induccién a callo.

a) EnTO
b) EnT1
c) EnT2
d) EnT3
e) EnT4
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Figura 18. Tercera semana de los callos de cacao CCN-51 en el medio de

induccioén a callo.

a) EnTO
b) EnT1
c) EnT2
d) EnT3
e) EnT4
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Figura 19. Cuarta semana de los callos de cacao CCN-51 en el medio de

induccion a callo.

a) EnTO
b) EnT1
c) EnT2
d) EnT3
e) EnT4

La oxidacién, la recalcitrancia y la hiperhidricidad son fenbmenos que se

presentaron a lo largo de esta investigacion en los tejidos vegetales de las
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flores de cacao generando dafios e incluso la muerte celular de los explantes
florales; convirtiéndose en un gran impedimento para lograr evaluar la

capacidad de regeneracion de embriones somaticos.

5.3.1. Tiempo de aparecimiento de callo

El tiempo de aparecimiento de callo se determiné a partir de la cuarta semana.
El T2 fue el que menor tiempo tardo en la aparicion de callos en la fase de
induccion, pues se logro obtenerlos a las 3,37 semanas de la introduccion en el
medio de cultivo para induccién a callo, seguido del T4 a las 3,50 semanas y el
T1 a las 3,55 semanas (Figura 20).

El T3 fue el que mayor tiempo demoré en presentar callos, obteniéndolos a las

3,61 semanas.
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Figura 20. Tiempo de aparecimiento de callos (semanas) en la fase de

induccion de los explantes florales de cacao CCN-51.
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El valor P obtenido a partir del ANOVA es mayor que el nivel de significancia
nominal de la prueba 0,05, por lo tanto no existe diferencia significativa entre
los diversos tratamientos que se aplicaron para la variable de tiempo de
aparecimiento de callo en la fase de induccién.

Puede considerarse al T2 como el mejor de todos los tratamientos ya que se
demor6 menos tiempo en desarrollar callos en el medio de cultivo. Por lo tanto,

es el mas viable debido a su corto tiempo de desarrollo.

Chanatésig, (2004, p.32) evalud el tiempo de aparecimiento de callo en 3
clones de cacao SCA6, UF273 y PA169 del CATIE a los 14 dias de cultivo. La
respuesta varié dependiendo de los clones. El clon SCA6 presentd un mayor
desarrollo de callo en el medio de induccion, mientras que los clones UF273 y
PA169 presentaron menor desarrollo; a pesar del incremento en el volumen del

explante.

Mata, (2013, p.34) investigo la induccion a callo en los explantes florales de la
variedad de cacao CATIE-R4 del CATIE. En los primeros dias el
comportamiento de los explantes fue muy parecido entre si. En la segunda
semana se observaron formaciones de agregados celulares sobre los
explantes y luego de dos meses se formd por completo callos de color café
oscuro y otros en menor numero de color blanco. Cabe mencionar que los

callos de color café oscuro se desarrollaron en mayor proporcién al embrion.

Urrea, Atehortia y Gallego, (2011, p.41) evaluaron la fase de induccion a callo
de dos clones élite de Theobroma cacao L. denominados BIOB y ICS95 que
fueron compartidos por la Compafila Nacional de Chocolates (CNCH),
departamento de Santander. Los explantes florales en los dos clones de cacao
aumentaron dos veces su tamafio original para luego generar un callo de color
blanco con consistencia dura y granular. Asimismo en las dos variedades de

cacao la generacion del callo fue de 90% al transcurrir un mes de su cultivo.
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5.3.2. Porcentaje de transformacion de callo

El porcentaje de transformacion de callo se determind a partir de la cuarta
semana. El T4 presentd el mayor porcentaje de transformacion de callo en la
fase de induccion con el 99,99% (Figura 21), lo cual esté relacionado con la
cantidad de auxina 2,4-D que se emple6 en el medio de cultivo ya que este
tratamiento tenia la mayor concentracion de dicha fitohormona. Segun Mishiba,
Okamoto y Masahiro, (2000, p.146) el 2,4-D no afecta el crecimiento celular en
el tejido vegetal mientras éste no se encuentre en altas concentraciones en el
medio de cultivo. A una concentracidbn superior esta auxina inhibe la
proliferacion de callos lo cual influye tanto en la cantidad como en la calidad de
los mismos (Malik, Rashid, Yasmin y Minhas, 2004, p.157).

Los tratamientos que presentaron los menores porcentajes de transformacion
de callo fueron el T3 con 98,14%, seguido del T1 con 92,59% vy finalmente el
T2 con el 90,73% (Figura 21).

1000
95,0
80,0
850
200
750
T1 T2 T3 T4

Porcentaje de transformacion de
callo

L}

Tratamientos
T1 T2 T3 T4
92,59 90,74 9815 | 9999

Figura 21. Porcentaje de transformacion de callos en la fase de induccién de

los explantes florales de caca CCN-51.
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De acuerdo al valor P obtenido del ANOVA, el cual es mayor que el nivel de
significancia de 0,05 se aprecia que no hay una diferencia significativa en el
porcentaje de transformacion de callo en esta fase de inicio ya que el callo
tarda mas tiempo en desarrollarse completamente y en la cual todos los
explantes florales se encontraban desarrollando el callo de manera simultanea.
Por esta razén, se planteé una escala para determinar si existe la
transformacion del explante a callo, en la cual un aumento en el volumen del
explante fue considerado como parte del proceso de formacion de callo en el

medio de cultivo.

A pesar de que no existen diferencias significativas para las dos variables de
estudio, en relacion a la seleccion del medio de cultivo para la induccién a callo
de cacao CCN-51, se optaria por el medio de cultivo del T4, ya que con el
mismo se obtuvo el mayor porcentaje de callos por transformacién en la fase
de induccién con respecto al resto de los tratamientos aplicados en este

experimento.

Sin embargo, el T4 no fue el que menor tiempo se demoro en la aparicién de
callos en la fase de induccién (3,50 semanas). No obstante, se optaria por
aplicar el medio de cultivo de este tratamiento ya que a pesar de no presentar
el menor tiempo en la aparicién de callos, se obtuvo mayor cantidad de los

mismos en esta especie vegetal lo cual es beneficioso a nivel agronémico.
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5.4. Protocolo parala obtencién de callos de cacao CCN-51

Recoleccion de los explantes /
florales de cacao CCN-51 ~a
\ 4
f N
Desmfeccpn de Ig camara —
de flujo laminar
\ g

Desinfeccion de los
explantes florales de cacao  |—
CCN-51

Corte del explante floral de
cacao CCN-51

Utilizando tijeras se corta el peddnculo de las flores.

Se coloca las flores en una botella de agua purificada.

Con alcohol al 70%

Sumergirlos en agua estéril

!

Tres gotas de Tween 20 por diez minutos en agitacion

\ 4

Cuatro lavados con agua estéril + 0,1 g/L AA

Hipoclorito de sodio al 1% durante cinco minutos

A4

Cuatro lavados con agua estéril + 0,1 g/L AA

Corte transversal con bisturi

-,
Se extrae el resto del explante floral

gue contiene pétalos y estaminoides

-
Se colocan 3 explantes florales por frasco en 25 mL de
Induccién a callo en medio > medio de cultivo para induccion a callo en los cinco
de cultivo tratamientos.
L
l — 27 +/- 3°C
pH 5,7
—_—
Condiciones de cultivo )
Oscuridad

Tiempo: Cuatro semanas

Figura 22. Protocolo para la obtencién de callos de cacao CCN-51.
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6. CONCLUSIONES

En las variables tiempo de aparecimiento y porcentaje de transformacion de
callo en la fase de induccion no existen diferencias significativas en los distintos
tratamientos, sin embargo se considera al T2 y al TB4 como los mejores para

cada variable respectivamente, respectivamente.

Se selecciona al T4 como el mas viable a pesar de que no es el que menor
tiempo se demora en la aparicibn de callos en la fase de induccion, sin
embargo se obtiene mayor cantidad de callos de cacao CCN-51 siendo esto

conveniente a nivel agronémico.

La recalcitrancia, el estrés oxidativo y la hiperhidricidad afectan en gran medida
a los explantes florales y callos de cacao CCN-51 pues provocan dafio y
muerte celular de los mismos convirtiéndose en un obstaculo que impidié

evaluar la capacidad de regeneracion de embriones somaticos.
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