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Principales abreviaturas utilizadas.

AIA Acido indol-3-acético

AIB Acido indolbutirico

ANA Acido naftalen-acético

BAP 6-Bencil-aminopurina

CIN Cinetina

DEGS Dietil glicol succinato

EDTA Etilen dimetil tetracetato de sodio
MS Murashige y Skoog

2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético

Tr Tiempo de retencién



RESUMEN

EL cacao (Theobroma cacao) es un producto agricola de gran

importancia comercial, ya gque a partir de sus semillas se
extrae el material crudo para la manufactura de la cocoa,
chocolate y manteca de cacao, la cual tiene una alta demanda de
mercado.

Actualmente en México existe una problemdtica en 1la
produccién de cacao y los rendimientos son bajos, por lo que es
posible utilizar la embriogénesis somitica en cacao como una
via alterna para la propagacién de genotipos; por otra parte
también puede proporcionar un sistema experimental que permita
investigar 1la sintesis de los compuestos responsables del sabor
y aroma en la cocoa.

En el presente trabajo se siguieron dos 1lineas de
investigacién:

a) Se establecid un sistema in vitro de embriogénesis somatica
directa en Theobroma cacao por medio del cultivo de embriones

sexuales inmaduros, evaluando el efecto de los factores que
influyen en la respuesta embriogénica, tales como: optimizar 1a
composicién del medio de cultivo, separar las fases de
induccién y desarrollo de los embriones somdticos; variaciones
en la concentracién de 1la fuente de carbono, asi{ como en 1la
concentracidén y relacién del nitrégeno.

b) Se analizdé el patrén de &cidos grasos de 1los embriones
somaticos y se <compard <con el de las semillas maduras,

utilizando la técnica de cromatografia de gases.

Para 1la induccién de 1la embriogénesis se utilizaron
diferentes explantes y tratamientos, observando que la
respuesta embriogénica va a depender del grado de madurez del
embrién sexual que se usa como explante y embriones sexuales
derivados de frutos de 90 a 100 ddp fueron los que generaron la
mejor respuesta. Utilizando el medio de cultivo (K)



suplementado con AIB (1.5 mg/l1) y BAP (0.2 mg/l).

Se eliminé el agua de coco del medio de cultivo con el
propésito de tener una composicién mis estable en el medio,
observando gque no existié un cambio en 1la respuesta y
generacién de los embriones somdticos.

Al separar las fases de induccién y desarrollo se
obtuvieron embriones som&ticos mds normales, Siendo 1la fase de
induccibn de 3 semanas con reguladores en el medio de cultivo
Yy la fase de desarrollo de 6 semanas sin reguladores en el
medio de cultivo.

Se probé el efecto de diferentes concentraciones de
carbono sobre la respuesta embriogénica. Se observd gque altas
concentraciones de carbono (45 y 60 g/l) en el medio de cultivo
indujeron cambios en el desarrollo de los embriones somaticos;
ya que estos van cambiando de coloracién como ocurre in vivo.

La relacidn de nitrbégeno NO3/NHyh 2:1 fue con la que se
obtuvo una mejor eficiencia embriogénica en una concentracién
de 60 mM.

Con respecto al andlisis 1lipidico, se presentd un patrén
de 4 Acidos grasos, los cuales fueron palmitico, estedrico,
oleico y linoleico tanto para semilla madura como para embridn
somadtico, siendo para éstos en concentraciones mds bajas. Por
otra parte, el estado fisiolbégico del explante a partir del
cual se generan los embriones somdticos tuvo influencia sobre

el patrdén de &cidos grasos en los embriones somaticos.

Considerando que los embriones somadticos presentaron
sintesis de 4cidos grasos, aunque a un nivel menor con respecto
a la semilla, este trabajo plantea perspectivas para
investigaciones posteriores enfocadas a incrementar 1a
concentracién de &cidos grasos, ofreciendo 1la posibilidad de

producir la manteca de cacao in vitro.



I.INTRODUCCTION

Durante siglos el reino vegetal ha sido utilizado como una
fuente de produccibén de compuestos quimicos, 1los cuales han
sido ampliamente aprovechados por el hombre, particularmente
los productos alimenticios y farmacéuticos. En 1la actualidad
existe una gran demanda de dichos productos y en muchos casos
la disponibilidad de las especies vegetales para la extraccién
de un producto secundario particular puede estar 1limitada;
dicha restriccién puede estar condicionada por una amplia gama
de factores y problemas agronbémicos.

Actualmente en el campo de 1la Biotecnologia se ha
incrementado significativamente la produccién de compuestos
itiles a través del cultivo de tejidos vegetales, el cual se
basa en el concepto de totipotencia, significando que cada
célula de una planta tiene la capacidad genética de regular su
divisibén y diferenciacién celular para crecer y asi regenerar
una planta completa (Street, 1979; Aitchison et al., 1979;
Seabrook, 1980; Yee, 1983 EN: Evans, D.A. et al., 1984).

Existen diferentes tipos de cultivos asépticos de origen
vegetal:
a)Cultivo de plantas: se manejan plantulas o plantas completas.
b)Cultivo de embriones: se utilizan embriones maduros o
inmaduros.
c)Cultivo de organos: se usan organos aislados, se pueden
incluir 1los derivados de &apices de raiz y tallo, primordios
florales y foliares, partes inmaduras de flores e incluso
frutos tiernos.
d)Cultivo de callosidades: se originan por la proliferacién de
fragmentos de 6rganos o tejidos de la planta.
e)Cultivo en suspensibén: en el cual células aisladas o en
pequefios agregados se mantienen aisladas y crecen en un medio
liquido.

Estos cultivos se realizan en medios nutritivos adecuados



¥y bajo condiciones ambientales controladas (Street, 1977).

La técnica de cultivo de tejidos vegetales ofrece muchas
ventajas, dentro de 1las cuales podemos mencionar las
siguientes:

1) Multiplicacién vegetativa.

2) Los cultivos vegetales estdn disponibles todo el afio
independientemente de la distribucién geogradfica de la planta y
de las condiciones climiticas.

3) Algunos productos naturales de interés econbémico que
resultan dificiles de aislar de las plantas completas, o que
tienen rendimientos muy bajos, pueden obtenerse a partir de
esta técnica.

4) Estos cultivos se pueden programar para producir los
productos deseados, controlando condiciones ambientales durante
el crecimiento y de esta manera desviar actividades
‘metabdlicas.

5) Se pueden hacer estudios de fitopatologia, asi como
investigacién de resistencia ante ciertos agentes quimicos.

6) Preservacién del germoplasma.

En 1la industria alimenticia un producto de alta

explotacién es el cacao (Theobroma cacao L.) y su gran valor

comercial se debe a que sus semillas proveen el material crudo
para la manufactura de la cocoa, chocolate y para la extraccién
de la manteca de cacao, 1la cual tiene una alta demanda de
mercado.

Desafortunadamente en 1la actualidad existen muchos
problemas para su produccidn, se cree gque una plantacién joven
(alrededor de unos veinte afios) debe producir més de 1000 Kg
por hectérea; sin embargo los rendimientos son bajos debido a
diversos factores, de los cuales los mas limitantes son las
enfermedades, las plagas y el material genético no seleccionado
(SARH, 1989). Ademds de que los granos de cacao no cumplen con
las normas de calidad establecidas en los mercados extranjeros,

lo cual ocasiona una gran perdida de divisas al pais.



La produccibén de nuevo material para las plantaciones en
el cacao, al igual gue en todas las especies perenes, es un
proceso muy largo y 1lento. Se requiere mucho tiempo y esfuerzo
para tener suficiente material para plantar en forma extensiva
6 para producir la suficiente semilla, disponible al
agricultor.

Una de las razones de gue este proceso sea tan largo es el
tiempo requerido para propagar los genotipos seleccionados. La
practica mas com@in de propagar el cacao es por enraizamiento de
estacas, lo cual en este caso toma largo tiempo. Otro problema
representa la cantidad de estacas a enraizar, puesto que, el
nimero de cortes gque se pueden hacer al material donador es
limitado.

La embriogénesis somdtica en cacao puede utilizarse como
una alternativa para la propagacién de genotipos en periodos de
tiempo méds corto, reduciendo el uso de grandes cantidades de
material vegetativo. Por otra parte, la embriogénesis somética
puede proporcionar un sistema experimental que permita
investigar la sintesis de los compuestos responsables del sabor

y aroma en la cocoa.



II. ANTECEDENTES

IT.1 HISTORIA Y TRADICION DEL CACAO.

E1l cacao es una planta de origen americano, aunque debido
al sistema de vida ndbmada que siempre 1llevaron 1los primeros
habitantes de este continente, es préacticamente imposible decir
a ciencia cierta cudl fue el lugar exacto de su origen. Pero 1la
calidad del material ,encontrado originalmente por los espafioles
en México y luego en Mesoamérica fue indudablemente una de las
razones por las que posteriormente se popularizd tanto. En esta
zona se encuentran los materiales criollos gque mas influencia
tuvieron en el desarrollo del cultivo, pues en el pasado fue 1la
principal fuente de material de mejoramiento para la mayoria de
las 4reas donde hoy en dia se produce cacao de calidad (Patifio,
V.M., 1958; Hardy, F., 1961).

La historia del cacao se remonta a los albores del
descubrimiento de América en 1492, ya que el viejo mundo no
conocia nada acerca del delicioso y estimulante sabor del cacao
gue ha venido a ser el favorito de millones de personas en
todos los continentes.

Cuando los europeos vieron por primera vez el cacao, este
formaba parte de un cargamento a bordo de una canoa indigena
que Coldén encontré por casualidad en la Isla de Guanja, cerca
de la costa de Honduras. Posteriormente, cuando 1los espafioles
llegaron a México se asombraron de las grandes cantidades de
cacao gque encontraron en los almacenes de Moctezuma y de 1la
popularidad que tenia én su corte la bebida que se hacia de é1.
En sus cartas a Espafia establecieron tan firmemente la conexién
entre el cacao y los aztecas en las mentes de 1los europeos, que
atin hoy se cree frecuentemente que los aztecas eran
cultivadores de cacao, sin embargo esto no es cierto; los
aztecas eran una raza de la regidn montafiosa, cuya civilizacién
florecidé en un clima completamente inapropiado para el cultivo

de cacao. Los mayas, por otra parte, eran una raza de tierra



baja gque ocupaba los bosques hGmedos al margen del imperioc de
los aztecas; los mayas fueron los verdaderos cultivadores de
cacao, sabian curar y conservar las semillas y a partir de
estas preparaban una bebida de chocolate; traficaban el
producto con 1los aztecas, gquienes aprendieron de ellos a
apreciar sus singulares cualidades (Hardy, 1961).

Las palabras europeas para cacao y chocolate se derivan de
la lengua nahuatl, asi: cacao de "cacahuatl" y chocolate de
"xocoatl". Las palabras aztecas a su vez tienen una historia
compleja de derivacién del maya ("Kaj"- amargo y "Kab"- jugo).
La leyenda azteca sitfla el origen del cacao en el jardin del
dios Quetzalcdatl, de donde fue traido a la tierra para deleite
de los hombres. Linneo debe haber conocido esta 1leyenda cuando
nombré el A&rbol "Theobroma" (alimento de los dioses). Como en
su época el chocolate era popular en Europa, puede ser dque
hasta lo haya probado y haya considerado gque el nombre era
apropiado (Hardy, 1961).

Durante la conquista de México, Cortés observé el uso de
las semillas de cacao por parte de 1los aztecas para la
elaboracién de 1la bebida 1llamada "chocolatl", sin embargo 1la
bebida no tenia buen sabor, ya que era mis bien de gusto
amargo; resultd mAs agradable cuando a los espafioles se les
ocurrié hacerla de sabor dulce, agregdndole azficar. Al llegar a
Europa la bebida tuvo mAs cambios antes de popularizarse su
consumo; unos 1le agregaron canela, otros vainilla y finalmente
determinaron que la bebida sabia mucho mejor si se servia
caliente. Posteriormente se inventé la fase de agregado de
leche al chocolate y se empezd a utilizar en reposteria
(Minifie, 1980).

El chocolate con leche es no solamente delicioso como
golosina, sino gque también posee un muy alto valor nutritivo,
debido a su contenido de wvitamina A, riboflavina (vitamina B2),
vitamina D, proteinas, fésforo y hierro.

El chocolate hoy dia es un aporte de 1la industria moderna
que moviliza millones de dolares, en donde trabajan miles de



personas en las tostadoras y procesadoras del cacao.

En cuanto a la produccién de cacao, durante los siglos XIV
y XV México fue el principal productor, pero a finales del
siglo XVI el cacao fue cultivado mé&s intensamente en América
Central y del Sur al igual gque en las Islas Caribefilas. Hasta
las primeras décadas de este siglo América producia mads del 50%
del cacao del mundo, luego Africa comenzd a incrementar su
produccién rdpidamente hasta convertirse en el mayor productor,
abasteciendo el B80% del cacao gue se consume actualmente en el
mundo .

En la actualidad México ocupa el noveno 1lugar como pais
productor, después de Costa de Marfil, Brasil, Malasia, Ghana,
Nigeria, Camertin, Ecuador y Colombia (UNPC, 1988). Esto se debe
a la problemidtica que existe en la produccién y sblo
manteniendo programas de investigacién y fomento en forma
constante, se puede aumentar 1la produccién y la calidad del

cacao.

II.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS.

El cacao, Theobroma cacao, cuya ubicacidén taxonémica es 1la

siguiente:
Subreino Embriophyta
Divisién: Anthophyta
Clase: Dicotiledénea
Orden: Malvales
Familia: Sterculiacea
Genero: Theobroma
Especie: cacao

Es un Aarbol gque alcanza una altura de 6 a 8 metros, con
excepcién del cacao nacional del Ecuador y del Amelonado de
Africa Occidental que algunas veces alcanzan alturas hasta de
12 metros. Su tronco crece ortotrbdpicamente (en forma vertical)
hasta formar el primer verticilo entre unos 80 y 100 cm. de
altura. Estid cubierto por hojas pecioladas dispuestas en

espiral. Pasado el primer afio de vida de 1la planta, el tallo



desarrolla una serie de yemas axilares (hasta 8) que en forma
conjunta forman 1lo gque se llama el verticilo u horqueta.
Posteriormente la yema terminal desaparece y se desarrollan de
4 a 6 ramas de crecimiento plagiotrépico (lateral). E1
crecimiento del tronco en altura se suspende un tiempo hasta
gque otra yema se desarrolla y forma lo que se 1llama "chupdn",
este se comporta en forma ortotrdépica nuevamente, de la misma
manera gque el tronco original, hasta formar un segundo
verticilo, 1lo que permite que el &rbol pueda seguir creciendo
casi indefinidamente. Las ramas laterales que crecen en forma
plagiotrépica y en espiral, muy rara vez dan origen a un
"chupén" y siempre crecen en forma de abanico; tienen en su
punto de unidén con las hojas, yemas gque dan origen a otra rama
lateral y también tienen una yema terminal cubierta por
bracteas que caen al originarse un nuevo brote (Enriquez,
1985).

La mayoria de las hojas al formarse tienen pigmentacién vy
el color varia desde muy pigmentadas hasta casi sin pigmento.
Su tamafio puede variar mucho, pero en general esta influerciado
por el ambiente donde se desarrclla la planta: a menos luz mis
grande la hoja y viceversa.

Las inflorescencias se 1localizan en 1la base de las hojas,
alrededor de la cicatriz y de la yema axilar que deja una hoja.
El cacao es cauliflor, es decir que florece en 1las partes
viejas o troncos maduros y en general es dificil encontrar
genotipos que florezcan en ramas nuevas. Las primeras flores de
un drbol, generalmente asoman pasados los tres afios de vida; el
cacao florece todo el afio, pero hay algunas variedades que
florecen solo durante una parte del afio. En general el ambiente
influye mucho para la floracibén, aunque el aspecto genético en
ocasiones puede ser de mayor influencia, como sucede con
algunos cacaos criollos.

La flor del cacao en general es pequefia, mide de 1 a 2 cm,
es hermafrodita, pentédmera y aparecen en grupos que forman
ligeras prominencias en 1los troncos y ramas, gque toman el



nombre de cojines florales.

El cacao dificilmente se puede autofecundar en la misma
flor, pues los estambres se encuentran en posicién opuesta al
pistilo, ademds de que por su viscosidad se hace dificil 1a
autopolinizaciédn. En general el cacao se poliniza por medio de
insectos, es decir, presenta polinizacién entoméfila. Esta
funcién 1la realizan mosquitas del genero Forcipomyia y algunos
otros insectos de menor cuantia. Parece que la polinizacién no
es factor limitante de la produccidén, sino que més bien hay un
exceso de produccién de frutos fecundados, lo cual es
controlado por un fendmeno fisiolégico que hace que algunos
frutos se marchiten, formando lo que se denomina "cherelle
wilt" o frutos marchitos, con lo que se regula el nfmero de
frutos en el Aarbol. Cuando existe un buen nilimero de frutos
desarrollindose en el é&rbol, la floracibén disminuye
considerablemente y en algunos casos se suspende por completo.

Botdnicamente el fruto del cacaoc es una drupa, pero
cominmente se le 1llama "mazorca". Es el resultado de 1la
maduracién del ovario una vez fecundado, estid formado por 1la
fusién de 1los <cinco 1lbculos, cuyas paredes préacticamente
desaparecen al madurar los granos, los cuales estan cubiertos
por una pulpa mucilaginosa azucarada cuando el fruto esté
maduro. Cada fruto puede tener un nlmero muy variable de
semillas. E1 fruto esta sostenido por un pedinculo lefioso, gque
es el resultado de la maduraciédn del pedicelo de la flor; y su
cdscara o pericarpio esta formado por tres partes: el exocarpio
o seccidén exterior, el mesocarpio y el endocarpio.

La semilla de cacao germina (en forma epigea) réapidamente
al llegar a la madurez. La mayor parte de la semilla esté
constituida por dos <cotiledones convultados que contienen
grasa, sustancias alcaloides, taninos y otras sustancias gque al
alterarse dan origen al sabor y aroma del chocolate.

La coloracién tipica del cotiledén es un cardcter genético
gque esta asociado al tipo de cacao. Puede variar desde el color
blanco (Criollo) hasta el pigmentado (Amelonado), con



diferentes tonalidades y distribucién de los colores (Enriquez,
1985).

I1.3 CLASIFICACION DEL CACAO Y SU DISTRIBUCION EN MEXICO.

Dentro de esta especie pueden diferenciarse tres grandes
grupos genéticos: Criollo, Forastero y Trinitario. Las
caracteristicas principales de estos grupos segQn Bradeau
(1970) son:

CRIOLLOS.

Tienen como caracteristica tipica, frutos de color verde,
variando del verde claro al verde obscuro, con algunos tipos de
color rojo. La forma de 1los frutos es generalmente de tipo
angoleta, pero se encuentran también formas cundeamor (Fig.
II.1). Las semillas son blancas o ligeramente pigmentadas con
forma ovoide o cilindrica.

Los arboles son bajos y poco robustos, la copa es redonda,
las hojas pequeiias, ovaladas y gruesas son de color verde
claro. Son muy susceptibles a la mayoria de las enfermedades.
FORASTEROS:

Se caracterizan por tener frutos ovoides, amelonados (Fig.
II.1) con 10 surcos superficiales o profundos, son de color
verde con tonos blanquecinos a rosa tenue. Las semillas son de
color morado, triangulares en corte transversal, aplanadas y
pequefias.

Los Aarboles son mds vigorosos, de follaje mds grande e
intenso y mds tolerantes a enfermedades que los Criollos.
TRINITARIOS:

Sus caracteristicas son dificiles de definir ya que se
trata de una poblacién hibrida muy poliforme donde se pueden
observar todos los tipos intermedios entre 1los Criollos y 1los
Forasteros.

En México desde la época prehispdnica y hasta la década de
los treintas del presente siglo solo se cultivé el cacao

Criollo; existiendo algunos cultivares de este grupo que se
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FIG.II.1Formas del fruto de cacao
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clasifican de acuerdo a las caracteristicas del fruto,
reportdndose el amarillo rugoso, el amarillo 1liso, el rojo
claro rugoso, el rojo claro liso y el rojo obscuro (Lépez,
1987).

En 1930 se introdujeron los cacaos Forasteros y
Trinitarios; de las variedades méds importantes podemos
mencionar al "Ceildn" gue pertenece al grupo Trinitario, son
drboles altos y de tronco grueso, con el fruto largo y ancho,
terminando en punta en su extremo inferior y en ocasiones con
cuello de botella en la base, las semillas son grandes y el
color varia del blanco al morado, pasando por todos 1los
matices.

Otra variedad denominada "Calabacillo", pertenece al gruno
Forastero y desde el punto de vista boténico, se presenta como
un &rbol mediano y delgado, el fruto es el mds chico de todas
las variedades y tiende hacia 1la esferidad, los granos son
pequefios y aplanados de color morado obscuro Y sabor muy
astringente. Agrondémicamente hablando, esta variedad con
respecto a "Ceildn" es mids resistente al exceso de humedad
eddfica y de sol, el fruto es mds tolerante a 1la pudricién
negra. Pero su calidad es inferior debido a 1la astringencia y
el tamafio del grano.

Una tercera variedad es 1la llamada "Guayaquil o
Amelonado", la cual también pertenece al grupo Forastero; las
caracteristicas boténicas son: Arbol mediano y delgado, el
fruto es de longitud regular, grueso y de forma amelonada (Fig.
I1.1); contiene una gran cantidad de semillas, las cuales son
grandes, redondeadas y de color morado. De las variedades antes
mencionadas es la de mayor rendimiento (Lépez, 1987).

En el pais existen dos importantes regiones productoras de
cacao, ambas localizadas en el estado de Tabasco, la primera se
denomina Regién Chontalpa, en ella se tiene el 95% del total de
plantaciones de cacao en el estado. La segunda es la Regién de
la Sierra que cubre el 5% restante (Fig. II.Z2).

El tipo de clima de estas regiones es cdlido hiimedo con
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lluvias durante casi todo el afio con distintas magnitudes. La
temperatura media es de 26°C, con temperaturas altas de hasta
32°C en los meses de abril y mayo; en los meses de diciembre,
enero y febrero en ocasiones se registran periodos cortos de
temperaturas de 14°C.

Los suelos de estas regiones son de origen aluvial,
profundos, con texturas francas y arcillo-arenosas, con buenas
caracteristicas fisico-quimicas, con pH de ligeramente &cido a
neutro, con altos contenidos de materia orginica en 1los
primeros 20 cm de profundidad.

El &rbol del cacao en su estado silvestre, se encuentra en
los estratos ‘bajcs de 1la selva. E1 hombre al cultivar el cacao
en forma comercial observé que existe una interaccibén compleja
entre los factores que determinan 1la productividad de éste
agroecosistema.

Entre los factores que mds importancia tienen, esta 1la
temperatura y la precipitacién pluvial que sin lugar a duda son
los gque pueden limitar 1la =zona para el cultivo, siendo
considerados factores climiticos <criticos para su desarrollo
(piaz, 1989). .

El cacao es una planta muy importante para México, no sblo
por su valor comercial sino también por su gran tradicién en
nuestro pais, por lo que es importante realizar investigaciones
para incrementar su cultivo, y la técnica de cultivo de tejidos
vegetales a través de la embriogénesis somdtica puede
acrecentar la regeneracién de plantas, aumentando asi la
produccién.

I1.4 EMBRIOGENESIS SOMATICA.

La embriogénesis somdtica fue observada por primera vez en
1958 por Steward y Reinert en un cultivo de Daucus carota; a
partir de esta fecha 1las investigaciones en el cultivo de
zanahoria se incrementaron (Evans et. al., 1984) y el nimero de
otras especies que fueron sometidas a un cultivo para obtener

embriones somaticos aumentaron considerablemente.
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El proceso de embriogénesis somdtica se puede definir como
la formacidén de estructuras bipolares derivadas de una o varias
células somdticas que no tienen conexiédn con el tejido gue les
dibé origen y son capaces de regenerar una planta completa. Tal
proceso ha sido observado en bastantes especies y familias,
Tisserat et. al., citados por Ammirato (1984), reportan
embriogénesis somdtica en 32 familias, 81 géneros y 132
especies.

Las etapas de la embriogénesis somdtica son similares a
las del desarrollo de embriones cigdticos, siendo 1las
principales: globular, corazén y formas torpedo. Estas etapas
son conservadas en todas las plantas cotileddbneas.

Sharp et. al. en 1980 describen dos rutas de embriogénesis
somdtica: la primera es la embriogénesis directa, en donde los
embriones se inician directamente del tejido en ausencia de 1la
proliferacidén de un callo; esto ocurre a través de "células
determinadas pre-embriogénicas" (CDPE), las cuales tienen un
destino embriogénico y sbélo necesitan ser liberadas. La segunda
ruta es la embriogénesis indirecta, en 1la cual se requiere la
proliferacién de algunas células (formacién de callo); esto
sucede en células no embridgenicas o ‘"células determinadas
embriogénicas inducidas" (CDEI).

La embriogénesis directa aunque ha sido reportada en
varios cultivos es ©poco wusual en comparacién con el modo
indirecto de la embriogénesis (Dixon, 1985 EN: Evans, 1984).

Halperin (1967) citado por Evans (1984), introdujo (en
relacién al cultivo de zanahoria) el concepto de que 1la
realizacién de la competencia embriogénica (capacidad de
expresar totipotencia inherente) ocurre durante 1la iniciacién
del cultive a partir de el explante primario y gque 1los
embriones se desarrollan exclusivamente a partir de grupos
celulares derivados de tales células en competencia.

El cultivo primario contiene mezclas de poblaciones de
células competentes y células no competentes, lo cual explica

porgque los diferentes cultivos (atn de la misma planta y tipo
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de explante difieren en su produccién de embriones. Esto
sugiere que la proliferacién activa de 1las células competentes
debe ser esencial para retener la capacidad de embriogénesis.

La capacidad embriogénica del cultivo se ve reflejada por
la proporcién de células competentes y esto depende de 1la
composicibén del cultivo inicial y de 1la competicién entre
células competentes y no competentes del careotipo normal.

II.5 ANTECEDENTES DEL CULTIVO IN VITRO DE CACAO.
Hasta 1la fecha hay un nlmero limitado de estudios sobre el

cultivo de tejidos con Theobroma cacao. En general todos 1los

intentos para 1la iniciacién del callo de cacao han sido
exitosos y el callo se ha obtenido répidamente de varios
explantes, en un amplio rango de medios de cultive. Por 1lo
contrario todos 1los intentos de regenerar plantulas partir del
callo de cacao han fracasado.

Archibald (1954) fué el primero en realizar
investigaciones en cacao, utilizando el cultivo de tejidos. E1l
obtuvo callo a partir de explantes de corteza, teniendo como
medio basal el de White sin adicionar ningun regulador del
crecimiento.

El segundo intento de cultivar cacao i vitro fué

realizado por Ibafiez en 1964, citado por Evans et. al. (1984).
Este autor determind 1la accién de diferentes azucares
(sacarosa, dextrosa, maltosa, lactosa y sorbosa) en la tasa de
respiracién de los cotiledones de embriones maduros de cacao
bajo condiciones estériles.

En 1974 Hall y Collin establecieron un nuevo método de
desinfestacidn, a partir del cual se obtiene un mayor
porcentaje de explantes asépticos; también iniciaron 1a
formacién de <callo a partir de explantes vegetativos (raiz,
tallo, hipocétilo, cotileddén y yemas apicales), utilizando el
medio de desarrollo de Murashige y Skoog (MS) modificado,
controlando los efectos de luz y temperatura gque limitan 1la

formacidén de callo.
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Posteriormente en 1975, Esan citado por Dublin (1984),
promovibé 1la embriogénesis asexual por medio del cultivo de
embriones sexuales inmaduros y observd que aditiveos del
crecimiento, como el triptofano, provocan un mayor crecimiento
en partes especificas del embrién.

En 1979 Pence, Hasegawa y Janick, determinaron que los
embriones asexuales aparecen por dos procesos morfogenéticos
distintos: el primero es un proceso "de brotacién" en el cual
el embridén asexual pasa a través de las etapas normales de 1la
embriogénesis, iniciando con una estructura globular en un
suspensor parecido a un tallo. El1 segundo es un proceso "de no
brotacién" donde estructuras semejantes a embriones o partes de
embriones son diferenciados directamente de tejido
cotiledonario meristemdtico.

En 1981 se realizaron estudios sobre el desarrollo
cotiledonario de 1los embriones asexuales de cacao, los cuales
se sometieron a un cultivo en suspensién y se observd que el
desarrollo es muy similar al de 1los embriones cigdticos,
demostrandose que los embriones asexuales pueden ser
estimulados para sintetizar antocianinas y precursores de 1las
antocianinas, similares a las de los embriones cigbéticos al
someterlos a altas concentraciones de sacarosa; los niveles de
formacién de antocianinas y &cidos fenblicos no presentan
cambios significativos cuando reguladores del crecimiento son
afiadidos al medio basal, lo cual sugiere la posibilidad de que
flavonoides (los cuales estdn muy relacionados «con las
antocianinas) y otros precursores del sabor del chocolate
pueden ser sintetizados in vitro (Pence, Hasegawa y Janick,
1981).

Durante el mismo afio se estimularon cambios en 1la
composicién de 1los &cidos grasos de los embriones asexuales,
similares a los que ocurren en el embrién cigbético durante 1la
maduracién normal, esto se logrd por medio del incremento de
las concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo (Pence,

Hasegawa y Janick, 1981).
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En 1984 se analizaron 1los factores que afectan el
contenido y la composicién de 4cidos grasos de los embriones
asexuales, observandose que al disminuir 1la concentracibén de
las sales minerales del medio de desarrollo, disminuye el
crecimiento del embridén, pero la acumulacidén de dcidos grasos
no se ve afectada, sin embargo al aumentar la concentracidén de
estas sales tanto el crecimiento como la acumulacibén de &cidos
grasos se inhibe, teniendo los mismos resultados al eliminar
nitrégeno orgdnico e inorgénico, potasio y fbésforo del medio
(Wright, Kononowicz y Janick, 1984).

En el mismo afio se observé que variaciones en la
temperatura afectan la composicidén 1lipidica de 1los embriones
asexuales inmaduros (Kinsella et. al., 1984).

También se determindé que altas concentraciones de sacarosa
en el medio de cultivo regulan el inicio de la maduracién del
embrién, con lo cual se empiezan a acumular 1lipidos,
antocianinas y alcaloides (Kononowicz y Janick, 1984).

Kononowicz y Janick en 1988 inclinaron sus estudios hacia
la embriogénesis somdtica indirecta, wutilizédndola como un
modelo para investigar los cambios a nivel celular gue ocurren
durante la transicién del "callo" a 1la formacién de 1los
embriones, observando que el 2,4-D provoca un incremento
significativo de las proteinas en células poliploides durante
las primeras fases del desarrollo de embriones. También la
transicién de "callo" a la formacién de embriones esta
acompafiada por un incremento de la endoreplicacién del DNA y
aparentemente esto permite la sintesis de proteinas en 1las
células, lo cual parece ser necesario para que un "callo" de
crecimiento desorganizado se transforme en un callo
embriogénico.

II.6 ACIDOS GRASOS Y SU ANALISIS.

Los 4cidos grasos son las unidades béasicas de 1las
moléculas lipidicas; y se obtienen por 1la hidrélisis de 1las
grasas. Los &cidos grasos que existen en las grasas naturales
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generalmente contienen un nimero par de Atomos de carbono y son
de cadena 1lineal, la cual puede ser saturada o no saturada
(Chapman, 1973).

Los dcidos grasos saturados tebricamente se pueden
considerar como provenientes del &cido acético que seria el
primer miembro de la serie (Cuadro II.1l).

Por otra parte los acidos grasos no saturados se pueden
subdividir en tres categorias:
1)Acidos monoinsaturados (monoeteniodes), como son el Acido
oleico y 4cido palmitoleico que se encuentran en casi todas las
grasas (Cuadro II.2).
2)Acidos Poliinsaturados (polietenoides), con dos dobles
ligaduras, tenemos el é&cido linoleico el cual se encuentra en
muchos aceites de semilla; con tres dobles 1ligaduras estéd el
dcido linolénico el cual se encuentra generalmente con el acido
linoleico pero en particular en el aceite de linaza. Con cuatro
dobles 1ligaduras el &cido araquidénico se encuentra en el
aceite de cacahuate y de algunas semillas (Cuadro II.2).
3)Las Prostaglandinas (PG) existen virtualmente en todos 1los
tejidos de 1los mamiferos y tienen importantes actividades
fisiolégicas y farmacolégicas.

De 1los 4cidos poliinsaturados, el Acido 1linoleico,
linolénico vy araquidénico son 1llamados A&cidos grasos
esenciales, debido a que es indispensable suministrarlos en 1la
dieta para lograr una nutricibén completa en muchas especies
animales, sobre todo en la etapa lactante. Las funciones de los
dcidos grasos esenciales parecen ser diversas, aunque no se
encuentran bien definidas. Los &cidos grasos esenciales que se
hallan en 1los 1ipidos estructurales de 1la célula estéan
relacionados con 1la integridad estructural de 1la membrana
mitocondrial y ocurren en concentraciones elevadas en 1los
érganos reproductores (Martin et. al., 1982).

Se ha producido deficiencia de &cidos grasos esenciales en
animales al igual gque en el humano usando alimentaciones

restringidas en Acidos grasos. Observando signos de deficiencia
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Principal producto final

Acético CH3 COOH de la fermentacidn de
carbohidratos.
Un producto final de 1la
Propibnico CoHg COOH fermentacién de carbohi-
dratos.
Bk Eplime C3H COOH Existen en pequefias canti
dades en ciertas grasas
(especialmente en la man-
" " _— — tequilla). Un producto fi
apro
P co 5711 nal de la fermentacién de
carbohidratos.
Caprilico C7H15 COOH Existen en pequefias canti
dades en muchas grasas,
Céprico especialmente de origen
(Decanoico CoH g COOH vegetal.
Se encuentra en la canela
Liurico C;1Hp3 COOH almendra de palma, laurel
y aceite de coco.
Se encuentra en nuez mos-
Miristico C13Hp7 COOH cada, almendra de palma y
Palmitico C15H31 COOH Comunes en todas las gra-
i sas de animales y plantas.
Estedrico C17H35 COOH
En aceite de cacahuate y
A ia CigH
HEpalaLce 19%gg ‘coon de algunas semillas
- Co1H COOH Semill
em as.
Behénico 21743
tignockricd ©xsHsy COON En cerebrésidos, aceite

de cacahuate.

CUADRO II.1l. Acidos grasos saturados.

(Martin, 1982).




— Fé 1 Disposicién
ombre bérmula :
de dobles Presencia
enlaces
Palmitolei + .
e (L =ik Cy5Hpg COOH A9 Grasa de mantequilla.
Oleico
G Cynbgg COOH A9 Aceite de oliva.
Linoleico Ci17H31 COOH Ag,12 Aceite de semilla
(2 =) de lino.
Linolénico Cy7Hpg9 COOH |A9,12,15 Aceite de semilla
(3 =} de lino.
Araquido-
) CigH3, COOH |A5,8,11, Lecitina
nico (4=) 14

CUADRO II.2. Acidos grasos no saturados (Burton, 1977).

* Nfimero de dobles enlaces
+ A9 indica doble enlace entre carbonos 9 y 10
12 entre carbonos 12 y 13, etc.
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que incluyen desarrollo defectuoso, dermatitis, capacidad
disminuida para reproducirse, menos resistencia al stress vy
alteracidén del transporte de los lipidos.

Por otra parte, los dcidos grasos esenciales son
precursores de las moléculas llamadas prostaglandinas, que se
encuentran en los tejidos animales, particularmente en las
glédndulas vesiculares de la oveja y en el ligquido seminal de 1la
oveja y del hombre, y estas son ©poseedoras de importantes
propiedades fisioldgicas (Martin et. al., 1982).

Para separar e identificar &cidos grasos, la cromatografia
de gases es una valiosa técnica instrumental; 1la primera
separacién por cromatografia de gases fue 1llevada a cabo por
James y Martin en 1957, citados por Chapman (1973).

La cromatografia en gas-ligquido implica 1la separacién
fisica de una fase gaseosa en movimiento adsorbida sobre una
fase estacionaria, gue corresponde a un sb6lido inerte. Los
dcidos grasos pueden ser analizados como &cidos 1libres o como
ésteres metilicos. Debido a que los lipidos contienen un gran
espectro de &cidos grasos, el uso de sus ésteres metilados es
el método de andlisis mds importante, ya que puede obtenerse
una mayor separacién cuando se trabaja con &cidos grasos de
cadena larga y altamente insaturados.

En la préctica se 1llena una columna de vidrio o metal con
‘el sblido inerte, hay columnas polares y no polares; dentro de
las polares las méds comunes son las de poliesteres, como 1la
dietilenglicol succinato (DEGS) o dietilenglicol adipato
(DEGA) ; estan columnas dan una separacién completa de 1los
dcidos grasoé incluyendo aquellos con dobles enlaces. Las
columnas no polares mAs comunes son de polimeros de silicon,
como SE-30 y grasas hidrocarbonadas como apizon L.; la primera
separa acidos saturados mientras que la segunda a 1los
insaturados excepto aquellos con 2 o 3 dobles enlaces
(linoleico y linolénico).

A través de la columna se evapora una mezcla de los
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ésteres metilicos de é&cidos grasos. La columna se puede
mantener a una temperatura de 170°C a 225°C. A los ésteres
volatilizados se les mueve mediante una corriente constante de
gas inerte. La separacién de los ésteres de los &cidos grasos
evaporados depende, como en otras técnicas cromatograficas, de
las diferentes afinidades de 1los componentes de la mezcla
gaseosa por la fase estacionaria. Los gases con mayor afinidad
hacia la fase estacionaria se mueven con mayor lentitud a
través de la columna y consecuentemente, alcanzan el extremo
final después que aquéllos con afinidad relativamente menor.

A medida que sale cada uno de los ésteres de acidos grasos
de la columna se identifican por medios fisicos o quimicos y se
registran automdticamente en forma de una serie de picos que
aparecen en tiempos diferentes, segin la tendencia de cada
éster de Acido graso a ser retenido en la fase estacionaria. La
zona inducida bajo cada pico es proporcional a la concentracidn
de un componente particular de la mezcla. La identidad de cada
componente se establece por comparacién con el esquema
cromatografico en gas de una mezcla estdndar relacionada, cuya
composicién se conoce.

La cromatografia en gas-liquido tiene grandes ventajas
debido a su sensibilidad extrema, que permite separar mezclas

de cantidades muy pequefias (Martin et. al., 1982).
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III. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

III.1 HIPOTESIS DE TRABAJO.

Si el sistema de embriogénesis somdtica en Theobroma cacao

produce altos porcentajes de embriones y estos presentan un
patrén cualitativo de 4dcidos grasos semejante al de la semilla
madura, entonces este sistema podria usarse como una
alternativa para la propagacién de genotipos con alta
productividad y resistencia, en forma masiva y en periodos
menores de tiempo; pudiendo también proporcionar un sistema
experimental que permita investigar 1la sintesis de 1los

compuestos responsables del sabor y aroma en la cocoa.

IIT.2 OBJETIVO GENERAL.
Establecer un sistema de embriogénesis somatica en
Theobroma cacao L. Var. Amelonado y realizar un andlisis

comparativo de la composicién de &cidos grasos entre semillas

maduras y embriones somdticos.

III.3 OBJETIVOS PARTICULARES.

- Conocer la capacidad morfogenética de partes vegetativas de

cacao.

- Determinar la edad 6ptima del inéculo del que se parte para

la produccién de embriones somdticos.
- Establecer por medio de un andlisis estadistico los medios
de cultivo mAs adecuados para la induccidén de embriogénesis

somédtica.
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Optimizar la concentracién de los reguladores de crecimiento

mediante un andlisis de superficie de respuesta.

Determinar la influencia que ejerce el agua de coco sobre 1la

embriogénesis somética.

Realizar variaciones en algunos de los nutrientes del medio
de cultivo; asi como separar 1las etapas de induccién y
desarrollo de la embriogénesis somdtica para optimizar el

sistema.

Seleccionar un método de extraccién de lipidos que tenga una

alta eficiencia.

Establecer 1las condiciones ideales para el anélisis en el

cromatbdgrafo de gases.
Identificar 1los &cidos grasos mediante la comparacién de

estandares y realizar un andlisis semicuantitativo de 1los
4cidos grasos del embridén con respecto a la semilla madura.
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IVG..MATERIALES Y METODOS

IV.1 ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE TEJIDOS DE CACAO.

Reactivos: En el presente trabajo se utilizaron sales
minerales, reactivo grado analitico, vitaminas y factores de
crecimiento de Sigma Chemical Corp.; el agar bacteriolégico
Bioxon y casaminodcidos Difco; todos los medios de cultivo se

prepararon con agua desionizada.

IV.1.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Se trabajé con frutos de Theobroma cacao de la variedad
Amelonado y Criollo, 1los cuales fueron proporcionados por el
Biol. Procopio A. Lépez Andrade del Campo Experimental del
INIFAP situado en la zona cacaotera de Comalcalco Tabasco.

A partir de 1los frutos de 1la variedad Amelonado se
obtuvieron embriones sexuales inmaduros en diferentes estadios
de desarrollo, evaluados por el color de los cotiledones:

a) 2-4 mm de long. (Blanco translucido)

b) 5-10 mm de long. (Blanco)

c) 10-15 mm de long. (Blanco con Rosa)

d) 12-15 mm de long. (Rosa)

y embriones sexuales inmaduros de frutos de 70, 80, 90, 100,
110 y 120 dias después de la polinizacién. También se
utilizaron semillas maduras para obtener material vegetativo
(hoja, epicotilo e hipocotilo).

Para la variedad Criollo, se trabajé con embriones
sexuales inmaduros blanco con rosa y rosa (debido a 1la
dificultad para la obtencién del material).

Una vez cortado el material el tiempo mdximo que se tardd
en sembrar el tejido en el medio de cultivo fue de diez dias.

Iv.1.2. MEDIO DE CULTIVO.

En todos los casos se utilizé el medio MS (Murashige y
Skoog, 1962. apéndice 1) sbdlido con un pH de 5.8; segtn el tipo
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de experimento se utilizaron algunos suplementos y diferentes
reguladores del crecimiento, como se verd posteriormente.
La esterilizacién del medio se hizo en autoclave, durante

30 minutos a quince libras por pulgada cuadrada de presién.

IV.1.3. METODO DE DESINFESTACION.

Una vez que los frutos estuvieron en el 1laboratorio, se
lavaron con agua y jabbdn, enjuagandolos perfectamente;
posteriormente, bajo condiciones de asepsia se rociaron con
alcohol etilico al 70% y se flamearon, después se abrid el
fruto con bisturi y se extrajeron, seglin el caso, embriones
sexuales inmaduros o semillas, 1los cuales fueron separados del
tejido mucilaginoso en el que se encontraban incluidos; se
colocaron en una caja de petri estéril de 10 cm de diédmetro. E1
material se sembrd inmediatamente para lo cual se utilizaron
pinzas.

Tanto las pinzas como el bisturi se colocaron en un
recipiente con alcohol y se flamearon antes de entrar en
contacto con el tejido estéril.

El material de cristal y agua wutilizados para la
desinfestacibén se esterilizaron en autoclave durante 45 minutos

a 15 libras por pulgada cuadrada de presidn.

Iv.1.4. INCUBACION DE LOS CULTIVOS.

Los cultivos se incubaron en un rango de temperatura de 25
a 30°C, con un fotoperfiodo de 16 horas luz, 8 hrs. obscuridad;
la iluminacién fue obtenida a través de lémparas fluorescentes
de 39 watts, colocadas a 150 cm de distancia de los frascos de
cultivo.

IV.1.5. ESTUDIO PRELIMINAR DE EMBRIOGENESIS.

Tomando como referencia los trabajos realizados por Pence,
Hasegawa y Janick en 1979 y 1981, el primer experimento se
realizé utilizando embriones de 2-4 mm de 1long. (blanco
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translucido). los cuales se sembraron en un medio MS
suplementado con agua de coco 100 ml/l1 y casaminodcidos 1 g/1 .
Adiciondndole el regulador de crecimiento ANA en una
concentracién de 1.5 mg/1 .

Los recipientes donde se hicieron 1las incubaciones fueron
frascos de 200 ml con el medio a una tercera parte de su

capacidad.

IV.1.6. DETERMINACION DE LA EDAD DEL INOCULO.

Se utilizaron embriones sexuales de frutos de 70, 80, 90,
100, 110 y 120 dias después de la polinizacidén, los cuales se
sembraron en un factorial (Tabla IV.1), el cula tenia como
medio basal el MS suplementado con agua de coco 100 mi/1l, vy
casaminoacidos 1 g/l y utilizando <cinco auxinas en una
concentracién de 1.5 mg/l y dos citocininas en una
concentracién de 0.2 mg/1

AUXINAS (1.5 mg/1).

2,4-D ANA AIA PICLORAM AIB 0
I CIN A B c D E F
o
E
o~
o
2 BAP G H I J K L
=
-
=
-
o
o
3
-
o 0 M N 0 P Q R

Tabla IV.l. Disefio factorial de 5 auxinas y 2 citocininas.
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Debido a la problemdtica de marcar los frutos, se decidid
trabajar con embriones de frutos de edad desconocida, por 1lo
que se evalud su estadio de desarrollo en base al color de los
cotiledones y se probaron embriones blanco, blanco con rosa y
rosa bajo las mismas condiciones antes mencionadas.

Los recipientes donde se hicieron 1las incubaciones fueron
frascos de 100 ml, con el medio de cultivo sbélido a una quinta
parte de su capacidad.

Los embriones se sembraron en forma horizontal, de tal
manera que existiera el mayor contacto posible con el medio,

colocando tres embriones por frasco.

IV.1.7. ESTUDIO DE DIFERENTES TIPOS DE TEJIDO COMO INOCULO.

Se utilizaron semillas maduras para obtener el material
vegetativo; estas se sembraron en tubos de ensaye de 100 ml de
capacidad y con el medio de cultivo (MS 50%) a una quinta parte
de su capacidad.

Una vez puestas a germinar las semillas se esperd
alrededor de tres semanas para obtener una plantulita, a partir
de 1la cual se obtuvieron 1los diferentes inbculos (hoja,
epicotilo e hipocotilo); los cuales se sembraron en un
factorial de las mismas caracteristicas que el wusado en 1los
experimentos para determinar la edad Optima de 1los embriones
sexuales.

IV.1.8. DISENO FACTORIAL PARA SELECCIONAR EL MEDIO DE CULTIVO
ADECUADO.

Para la seleccibén del medio de cultivo mds adecuado para
la embriogénesis somédtica se wutilizaron embriones sexuales
blanco con rosa, los cuales se sembraron en un factorial (Tabla
IV.1), con cuatro repeticiones para cada tratamiento. Los
resultados evaluados en este disefio fueron respuesta vy

rendimiento, los cuales se obtuvieron de la siguiente manera:

Respuesta = No. de explantes con embriones sométicos

No. de explantes totales
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Rendimiento = No. de embriones somiticos

No. de explantes con embriones somédticos

Se realizaron evaluaciones a 1las ocho, nueve y diez
semanas posteriores a la siembra.

IV.1.9. ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en el factorial para seleccionar
el medio de cultivo adecuado fueron sometidos a un andlisis de
varianza para determinar si existia una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos; posteriormente

se realizo una prueba de Tukey.

IV.1.10 OPTIMIZACION DE LAS CONCENTRACIONES DE LOS REGULADORES
DE CRECIMIENTO Y DE EDAD DEL INOCULO.

Se realizd un factorial teniendo como medio basal el MS
suplementado con agua de coco y casaminodcidos, en las mismas
concentraciones que en experimentos anteriores, y utilizando
tres diferentes concentraciones de AIB y BAP (Tabla IV.2)
trabajando con tres estadios de desarrollo de embriones

sexuales (blanco, blanco con rosa y rosa tenue).

AIB (mg/1lt).

0.5 2.5 4.5

~ 0.1 1 2 3
i
—
~
o

Eo.3 4 5 6
[« W
T
m

0.5 7 8 9

Tabla IV.2. Disefio factorial de concentraciones de regulado-
res de crecimiento. AIB y BAP.
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Se realizaron seis repeticiones para cada tratamiento y a 1las
nueve semanas se evalud respuesta y rendimiento.

IV.1.11. ANALISIS POR SUPERFICIE DE RESPUESTA.

Los resultados obtenidos de 1los experimentos para
optimizar 1la concentracién de los reguladores de crecimiento
fueron sometidos a un andlisis de superficie de respuesta. Para
lo cual se utilizé el programa ANAREMO; DEPI 1990. Elaborado
por los Profesores Andres Garcia y Javier Osante de ENCEB

IV.1.12. OPTIMIZACION PRELIMINAR DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE
CULTIVO.

Con el fin de tener una composicibén méds estable en el
medio de cultivo se elimindé el agua de coco.

Se sembraron embriones sexuales blanco con rosa en un
medio basal MS con casaminodcidos (1 g/1) y teniendo como
reguladores de crecimiento el AIB en una concentracién de 1.5
mg por litro y BAP con 0.2 mg/l de concentracién.

Se sembraron tres embriones sexuales por frasco y las
evaluaciones se hicieron a las nueve semanas.

IV.1.13. SEPARACION DE LA FASE DE INDUCCION Y DESARROLLO DE
EMBRIONES SOMATICOS DE CACAO.

Con el proposito de mejorar 1la respuesta y rendimiento de
los embriones somaticos obtenidos en experimentos anteriores,
se trato de separar la fase de induccién y desarrollo. Para lo
cual se utilizaron embriones sexuales blanco con rosa, los que
se sembraron en un medio de induccién, conteniendo, las sales
de MS suplementado con casaminodcidos (1 g/1), sacarosa (30
g/l), agar bacterioldgico (8 g/l) y teniendo como reguladores
de crecimiento al AIB en una concentracidén de 1.5 mg/l1 y BAP en
una concentracién de 0.2 mg/1.

Se sembrdé un total de 42 repeticiones con tres indculos
por frasco, de los <cuales se formaron 7 lotes con 6

repeticiones para cada uno y estos se resembraron de la
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siguiente manera al medio de desarrollo:

o o e e
o L Medio de
ra
4
e e e e e S e e Induccién ( )

B o e
Medio de

Desarrollo (--)

ot Uy

e T o o S

-1 O U s W N

T o b b o i o

Semanas

El medio de desarrollo tenia las mismas caracteristicas que el
de induccibén pero sin reguladores de crecimiento. Las
evaluaciones se hicieron en base a la respuesta y rendimiento a
las nueve semanas después de la siembra.

IV.1.14. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CARBONO EN EL DESARROLLO
DE EMBRIONES SOMATICOS DE CACAO.

La concentraciédn de carbono es un factor importante para
obtener una mejor eficiencia embriogénica y de esta manera
producir embriones somiticos de mayor calidad (Kao y Michayluk,
1981; Lu et. al, 1982. EN: Evans et. el, 1984).

Se utilizaron embriones sexuales blanco con rosa, 1los
cuales fueron sometidos al siguiente experimento: se sembraron
en un medio de induccién MS, con AIB (1.5 mg/l) y BAP (0.2
mg/l) como reguladores de crecimiento, con variaciones en 1la
concentracién de carbono:

A) Sacarosa (15 g/1)
B) Sacarosa (30 g/1)
C) Sacarosa (45 g/1)
D) Sacarosa (60 g/1)
E) Sacarosa (30 g/1) + casaminodcidos (1 g/l1) Control.
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Se sembraron 6 repeticiones con 3 indculos por repeticién
para cada tratamiento y se realizaron resiembras a las 4
semanas a un medio de desarrollo, el cual tenia las mismas
caracteristicas que el de induccién pero sin reguladores de
crecimiento.

Las evaluaciones se realizaron a las nueve semanas después
de la siembra, evaluando respuesta, rendimiento y eficiencia.

IV.1.15 EFECTO DE LA CONCENTRACION Y RELACION DE NITROGENO EN
EL DESARROLLO DE EMBRIONES SOMATICOS DE CACAO.

El nitrbégeno también juega un papel importante en 1la
embriogénesis somatica; siendo importante no sbélo su
concentracién sino también 1la relacién en el aporte de
nitrégeno.

En trabajos realizados con zanahoria, se observd que era
necesario un aporte de nitrdgeno amoniacal para obtener una
formacién abundante de embriones somdticos (Halperin y
Wetherell, 1965 citado por Margara, 1982). Pero con otras
especies es necesaria una concentracién elevada de iones NO3- y
ausencia de iones NHg+ para permitir la embriogénesis somédtica
(Margara, 1982).

En el experimento que aqui se realizéd, se utilizaron
embriones sexuales blanco con rosa, los cuales fueron sembrados
en un medio de induccién MS modificado, ya que el MS mayor solo
contenia MgSO4.7H20 y KH2PO4, teniendo como reguladores AIB
(1.5 mg/1l) y BAP (0.2 mg/l). Con tres diferentes relaciones de
nitrbgeno:

A) NO3/NHg en una relacién 2:1 con concentraciones de 30, 45,
60 (control), 75 y 90 mM.

B) NO3/NH4 en una relacién 1:1 con concentraciones de 45, 60 y
75 mM.

C) NO3/NHgq en una relacién 1:2 con concentraciones de 45, 60 y
75 mM.

Se sembraron tres embriones por frasco con seis
repeticiones para cada tratamiento, resembrando el inbculo a
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las 4 semanas en un medio de desarrollo con 1las mismas
caracteristicas que el de induccibén, pero sin reguladores de
crecimiento.

Se evalubé respuesta, rendimiento y eficiencia a 1las 9
semanas después de la siembra.

IV.1.16. ESTUDIOS DE EMBRIOGENESIS SOMATICA EN CACAO CRIOLLO.

En este <caso se trabajé con embriones sexuales de
diferentes estadios fisiolbégicos (blanco, blanco con rosa Yy
rosa) dentro de un mismo factorial.

Se utilizbé como medio basal el MS suplementado con agua de
coco (100 ml/1) y casaminodcidos (1 g/1). Utilizando cinco
auxinas diferentes y dos citocininas (Tabla IV.1).

Se realizaron dos repeticiones para cada tratamiento y se
hicieron evaluaciones a las nueve semanas.

IV.2. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES.
En todos 1los casos los reactivos empleados fueron grado

analitico.

IV.2.1. EXTRACCION DE LIPIDOS.

Para poder determinar un método de alta eficiencia para 1la
extraccién de 1ipidos se realizaron dos metodologias; en 1la
primera, la muestra se hacia pasar por diferentes solventes con
distintos grados de polaridad (Diagrama 1IV.l1). Un segundo
método fue el de Folch (Folch, 1957) (Diagrama 1IV.2), en el
cual se utilizdé como solvente una mezcla de cloroformo-metanol
en una proporcién de 2:1 V/V. En este método se realizé un

procedimiento de lavado del extracto con una solucién salina.

IV.2.2. OBTENCION DE ESTERES METILICOS.

Tres mililitros de 1la muestra se evaporaron en un
rotavapor con el agua a una temperatura de 60°C, posteriormente
se adicionaron 4 ml de metanol y se evaporaron, este
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Diagrama IV.l1. METODO I PARA EXTRACCION DE LIPIDOS.

Pesar 10 g de muestra (semilla sin mucilago ni testa).

|

Moler en frio.

|

Extraer con 100 ml de etanol al 80%.

Poner a bafio maria por 5 minutos.

|

Filtrar.
|
'
Sobrenadante Extraer la pastilla con
guardar. 60 ml de cloroformo- me
tanol 1:1 v/v. Agitar
durante 1/2 hr. Filtrar.
|
Sobrenadante Extraer la pastilla con
guardar. 60 ml de acetato de eti
lo, agitar durante 1/2
hr. Filtrar.
' +
Sobrenadante Extraer la pastilla con
guardar 60 ml de hexano. Agitar

1/2 hr. Filtrar.

Guardar sobrenadante.
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Diagrama IV.2. METODO DE FOLCH.

Pesar 1 g de muestra
(semilla sin mucilago ni testa o embridén somltico).
Moler en frio con 2 ml de

cloroformo-metanol (2:1 v/v).

Colocar en un matraz y adicionar
18 ml de cloroformo-metanol.

Agitar hasta obtener una mezcla

completa.

!

Filtrar el extracto.

Adicionar 12 ml de
NaCl al 0.05 N.

Agitar vigorosamente
Dejar reposar 12 hrs.

Se forman dos fases.

L
Fase superior Fase inferior, lavar

se desecha. con una mezcla de cloro
formo-metanol y NaCl.

Agitar el extracto. Se
forman dos fases, la
inferior es la de inte-
res.
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procedimiento se repitid y subsiguientemente se afiadieron 2 ml
de metanol y 0.1 ml de &cido sulfurico, calentando durante dos
horas a 60°C, se adicionaron 5 ml de cloroformo y 5 ml de agua
destilada, se agitd vigorosamente formando dos fases siendo la
inferior la de interés.

IV.2.3. ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES PARA EL ANALISIS EN EL
CROMATOGRAFO DE GASES.

El andlisis de Acidos grasos se realizd en un cromatégrafo
de gases Perkin-Elmer Sigma 115, utilizando una columna polar
de dietilenglicol succinato (DEGS) de dos metros de longitud.
El gas acarreador empleado fue el nitrdgeno con un flujo de 50
ml por minuto. La temperatura de inyeccidén fue de 200°C, la del
detector de 225°C y la de la columna de 190°C. Con wuna
velocidad de carta de 4 mm por minuto.

En todos los casos se inyectd 1 41 de muestra.

IV.2.4. IDENTIFICACION DE ACIDOS GRASOS.
Para la identificacién de 1los &cidos grasos contenidos en
la muestra se utilizaron como referencia los tiempos de

retencién de los &cidos grasos y se compararon con estédndares.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

V.l. CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS DE CACAO.

Se estudié el comportamiento en cultivo de tejidos
vegetales de los materiales de cacao seleccionados por tener
mayor adaptabilidad y produccidén en las condiciones de México y
por 1lo tanto, una mayor demanda en las regiones cacaoteras del
pais.

El {nico grupo que se cultivé en México desde 1la época
prehispédnica hasta la decada de los treintas del presente siglo
fue el <correspondiente a 1los criollos. Actualmente estos
cultivares todavia existen <como relictos en 1las regiones
alejadas de 1los polos cacaoteros de México, conservindose
puros, ya gue no han recibido la influencia genética de cacaos
Trinitarios y Forasteros Amazdbnicos, por 1lo gque resulta un
excelente material de estudio; desafortunadamente se cuenta con
pocos cultivares. Por otra parte la variedad Amelonado se ha
cultivado extensamente teniendo una calidad comercial
aceptable. El1 trabajar por medio de cultivo de tejidos
vegetales con estas variedades resulta de gran importancia ya
gue se puede colaborar con el incremento de la produccidén y en
el caso especifico del material Criollo, recatar un germoplasma
del peligro de extincién. Por lo antes dicho, el desarrollo de
un método de desinfestacién adecuado resulta de gran
importancia. En los primeros ensayos se utilizdé un método de
desinfestacién que implicaba el remojo del explante en etanol
al 70% durante 30 segundos y 10 minutos en hipoclorito de
calcio al 4%, con este método se observé que los resultados no
fueron satisfactorios, ya que el material excretaba compuestos
fenblicos, 1lo cual producia la muerte del explante; por tal
motivo se realizdé la desinfestacidén, pero del fruto completo
con etanol al 70%, y posteriormente las semillas se sacaron del
fruto en condiciones de asepsia; con este método los resultados
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obtenidos fueron &éptimos. En un estudio muy completo realizado
por Hall y Collin en 1975, se encontrd que las semillas de
cacao requieren de un tratamiento de esterilizacién minimo para
poder ser una buena fuente de explante; debido a que dentro del
fruto se encuentran en un empaque estéril, mientras el fruto se
encuentre en buenas condiciones; esto concuerda con 1los
resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que con este
método se obtuvieron porcentajes de asepcia del 100% y el
explante no excretd compuestos fendlicos al medio de cultivo.

Para determinar el tipo de explante que produjera una
respuesta embriogénica, en primer 1lugar se tomdé como punto de
partida las investigaciones realizadas por Pence, Hasegawa ¥y
Janick en 1979; en nuestro caso se cultivaron embriones
sexuales de 2 a 4 mm de 1longitud en un medio de cultivo MS
(apéndice 1), suplementado con agua de coco y ANA. Bajo estas
condiciones no se obtuvieron embriones somdticos y sold se
logré 1la generacidén de callos pequefios (Fig. V.1). En 1los
estudios realizados por Pence y colaboradores si se obtuvo
embriogénesis somatica, pero tomando en cuenta que ellos
trabajaron con variedades Amelonadas de Puerto Rico, se puede
suponer que el comportamiento de estos cacaos es diferente al
de las variedades mexicanas.

También se investigd el tipo de respuesta que se producia
en un disefio factorial de cultivo de tejidos cuando se utilizd
otro tipo de explante. En este caso se probé hoja, epicédtilo e
hipocétilo, derivados de plédntulas germinadas de semillas y que
crecieron en condiciones asépticas. ©La evaluacién del
experimento se realizd a las 8 semanas y en la tabla V.1 se
encuentran los resultados. Se observd que en ninglin tratamiento
se obtuvo respuesta embriogénica. En algunos medios se logrd 1la
induccién y proliferacién de tejido calloso. Estos callos
presentaron un color cremoso, aungue en algunas ocasiones
blanco, pero en general fueron tejidos callosos secos. El
hipocétilo fue la parte vegetativa que tuvo mayor formacidn de

callo y se observd que el mejor callo formado fue en el
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FIG. V.1 Formacidén de callo a

partir de embriones
exuales de 2 a 4 mm. de longitud.
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TABLA V.1 Resultados obtenido
vegetativos de cacao

a partir de explantes

(////4 Formacién de callo.
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tratamiento gque so0lbé tenia ANA como regulador de crecimiento.
La hoja formd callos muy pobres y en general tuvo una respuesta
baja, al igual gque 1la obtenida para epicdtilo. Hall y Collin
(1975), obtuvieron sus mejores callos con IBA como regulador de
crecimiento y al igual que en este trabajo no se reporta
embriogénesis somdtica a partir de explantes vegetativos.

Como el objetivo central de este trabajo era buscar 1la
embriogénesis somdtica, se realizé entonces un seguimiento de
la respuesta gque presentaron en el cultivo embriones sexuales
en diferentes fases de madurez. Para este efecto se marcaron
frutos a partir de la polinizacibén y se recolectaron a los 70,
80, 90, 100, 110 y 120 dias después de la polinizacidén. E1
tamafio del fruto y 1las <caracteristicas distintivas de 1los
embriones sexuales en cada uno de 1los tiempos de colecta se
encuentran en 1la tabla V.2. Con estas caracteristicas se
observdé que los embriones sexuales van cambiando de coloracién
segfin su estado fisiolbégico debido a la sintesis de pigmentos,
antocianinas y otros polifenoles. También se observd que existe
una correlacién entre el tamafio del fruto Y el estado
fisiolégico del embribén sexual y debido a que se tuvieron
problemas con el marcaje de los frutos, esta correlacidén fue
muy ventajosa ya que por medio del tamafio del fruto y el color
del embridn sexual se pudo saber aproximadamente el nimero de
dias después de la polinizacién. La respuesta de 1los explantes
al cultivo en el disefio factorial de 5 auxinas y 2 citocininas
mostré que embriones sexuales de 70 y 80 dias después de 1la
polinizacién (blancos) no fueron capaces de formar embriones
somidticos, produciéndose Gnicamente callo en algunos
tratamientos (Tabla V.3). Por lo contrario, en 1la literatura se
reporta que embriones sexuales blancos tienen alta incidencia
embriogénica, pero este estadio de desarrollo para variedades
amelonadas de México no fue embriogénico.

La respuesta embriogénica se obtuvo a partir de embriones
sexuales de 90 ddp (blanco con rosa), la cual se observd en los
tratamientos que contenian ANA con Cin y BAP en su combinacién
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DIAS DESPUEY LARGO DEL |CIRCUNFEREN | APARIENCIA [COLOR Y TAMANO| FORMA DEL
DE LA FRUTO (cm) | CIA DEL DEL (mm) DEL EMBRION.
POLINIZACION FRUTO.(cm) | FRUTO. EMBRION.
M
70 8.7-95 | 12-135| | Blanco &
\J/ 2-4
\ Blanco
80 10 - 12 17.5-18.5 | £;>
\/ 5 -8
o Blanco m
£ Blanco con| .
90 15 - 14,5 20 - 22 £t 4 S
\/ 10 == 12
Blanco ’ ié
100 14 - 15.5 22 - 22.7 .
con rosa
12 - 15
f/'“
- Rosa
110 14 - 15.5 22 - 23.6 ‘
= 12 - 15
120 15 - 17 24 - 25.5 Purpura .

TABLA V.2 Tamafio del fruto y caracteristicas de los embrio-
nes sexuales a los 70, 80, 90, 100, 110 y 120 dias
' después de la polinizacién.
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con las tres citocininas probadas (Tabla V.4).

Los embriones sexuales de 100 y 110 ddp (blanco con rosa y
rosa) también generaron embriones somdticos y esto fue obtenido
en un mayor niimero de tratamientos; el AIB vuelve a jugar un
papel importante en 1la formacién de embriones somdticos (Tabla
V.5). En nuestro caso los embriones sexuales blanco con rosa ¥y
rosa, tienen una alta incidencia embriogénica, al comparar con
la literatura se vuelven a observar discrepancias, ya que para
autores como Pence, Hasegawa y Janick, los embriones blanco con
rosa tienen poca incidencia embriogénica y en los embriones
sexuales de <color rosa la embriogénesis somatica no fue
observada.

Al utilizar embriones sexuales de 120 ddp (Tabla V.6), no
se obtuvieron embriones somidticos, por 1lo contrario 1la mayoria
de la respuesta obtenida fue germinacién, lo cual indica que el
embrién sexual en este estado de desarrollo ya no presenta una
capacidad embriogénica y su destino es generar una planta.

Analizando los resultados obtenidos se puede decir que la
respuesta embriogénica va a depender del grado de madurez del
embrién cigdtico que se usa como explante. Embriones en estado
intermedio de maduracién de 10 a 13 mm de tamafio, derivados de
frutos de 90 a 110 ddp, fueron 1los que generaron una mejor
respuesta embriogénica, siendo en este caso embriogénesis
directa.

Debido a gque la embriogénesis somdtica se presentd en
varios tratamientos, se realizdé un disefio factorial para
determinar el medio de cultivo mids adecuado. Este disefio probd
18 medios de cultivo diferentes, usando como explantes
embriones sexuales derivados de frutos de 90, 100 y 110 ddp. de
10 a 13 mm de longitud. El1 disefio estadistico de el experimento
contempld 4 repeticiones para cada tratamiento con 3 explantes
por repeticién. Se obtuvo embriogénesis somdtica en varios
medios de cultivo (Tabla V.7), observando que la respuesta
embriogénica se repite en los tratamientos B, E, F, I, K, y Q,
lo que indica que existe reproducibilidad en 1la respuesta, y
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TABLA V.7 Resultados obtenidos en el factorial de em-

briones sexuales blanco, blanco con rosa y
rosa tenue.

WA Formacién de callo
Embriogénesis somatica.
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esto es primordial para establecer un sistema. Los resultados
fueron evaluados en base a Respuesta y Rendimiento, a las 8, 9
y 10 semanas en cultivo (Tabla V.8). Los datos fueron
analizados por medio de un Anédlisis de varianza (ANOVA), del
que se obtuvo diferencia significativa, por lo que se realizd
la prueba de Tukey (apéndice 2).

La interpretacidén del andlisis estadistico sugiere que es
la auxina la que tiene una accién primaria en el cultivo,
siendo AIB 1la auxina que causa el mayor efecto; la citocinina
tiene una accidén secundaria, y se estima que es el BAP el gue
difiere significativamente de 1las otras citocininas. Lo cual
concuerda con lo reportado en la literatura, ya que la auxina
gueda a nivel de membrana generando una bomba de protones del
interior al exterior de la célula; con 1lo cual la pared celular
se vuelve mas permeable, después la citocinina promueve 1la
divisién celular (Skoog, 1971; Jacobsen, 1983; Demain, 1983 EN:
Evans et al, 1984).

Debido a 1lo anterior, consideramos que el medio (K),
suplementado con AIB y BAP, resulto ser el mejor tratamiento.
Los tratamientos E, I y L , también muestran porcentajes altos
de embriogénesis. La embriogénesis es directa en todos 1los
tratamietos y 1los embriones somdticos son estructuras
totalmente independientes del tejido que les dié origen (Fig.
V.2).

Por otra parte, el factor tiempo también juega un papel
importante, y es a la novena semana de cultivo cuando se
obtiene un mayor nimero de embriones somdticos, lo cual
concuerda con datos de la literatura, en los que después de 8
semanas de cultivo se observd la midxima respuesta embriogénica.
(Pence et al, 1981).

Una vez determinado el mejor medio de cultivo para 1la
respuesta embriogénica, se realizé un experimento para
optimizar la concentracibén de los reguladores de crecimiento
usando como explantes embriones sexuales blancos, blanco con
rosa y rosa.
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TRATAMIENTO 8 SEMANAS | 9 SEMANAS 10 SEMANAS

A RESPUESTA 0 0 0
RENDIMIENTO 0 0 0

5 RESPUESTA 0.083 0.083 0.083
EENDIMIENTO 2 2 2

@ RESPUESTA 0.083 0.333 0.333
RENDIMIENTO 2 1.25 1.5

5 RESPUESTA 0 0 0
RENDIMIENTO 0 0 0

B RESPUESTA 0.666 0.666 0.666
RENDIMIENTO 3.66 4 4.16
RESPUESTA 0 0.083 0.083

F RENDIMIENTO 0 2 2

6 RESPUESTA 0 0 0
RENDIMIENTO 0 0 0

H RESPUESTA 0.25 0.25 0.25
RENDIMIENTO 2 2 2

" RESPUESTA 0.5 0.583 0.583
RENDIMIENTO 2.66 2.57 2.85

J RESPUESTA 0 0 0
RENDIMIENTO 0 0 0

K RESPUESTA 0.583 0.75 0.833
RENDIMIENTO 2.42 2.88 3.3

i RESPUESTA 0.33 0.416 0.416
RENDIMIENTO 2 2.4 3

M RESPUESTA 0 0 0
RENDIMIENTO 0 0 0

- RESPUESTA 0.083 0.083 0.166
RENDIMIENT 1 1 2
RESPUESTA 0 0.083 0.083

0 RENDIMIENTO 0 2 2

P RESPUESTA 0 0 0
RENDIMIENTO 0 0 0

0 RESPUESTA 0.416 0.416 0.416
RENDIMIENTO 2.4 3 2.2

R RESPUESTA 0 0 0
RENDIMIENTO 0 0 0

TABLA V.8. Respuesta y rendimiento obtenidos a partir de

embriones sexuales blancos,

rosa tenue a las

cién.
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FIG. V.2. Embriones soma

ticos en diferentes
etapas de desarrollo.
a. globular.

b. torpedo joven.

c. torpedo maduro.

48



En las tablas V.9, V.10 y V.11 se encuentran los resultados
obtenidos en este experimento, en base a 1la respuesta vy
rendimiento obtenidos en este disefio factorial de reguladores
de crecimiento, evaluados a la 9a. semana de cultivo.

El andlisis estadistico de los resultados, se hizo por el
método de comparacidén miltiple de Newman Keul's (apéndice 3). vy
posteriormente por 1la metodologia de superficie de respuesta,
las cuales se encuentran en las graficas V.l y V.2. Cabe
aclarar gque este andlisis se hizo a aquellos disefios que
permitieron generar la superficie de respuesta, gque en este
caso fueron embriones blancos y blanco con rosa.

Analizando dichos resultados se observé gque para los
embriones sexuales blancos (90 ddp) bajas concentraciones de
auxina generaron una mayor respuesta embriogénica, aungque
matemdticamente no existié una diferencia significativa entre
las distintas concentraciones. La citocinina siguié el mismo
patrdén, notandc gque en este caso en concentraciones mayores, la
respuesta embriogénica aumenta un poco. Pero definitivamente,
la mejor respuesta se obtuvo a bajas concentraciones, 1lo cual
concuerda con el modelo de respuesta generado (grafica V.1).

Para embriones sexuales blanco con rosa (90 y 100 ddp)
existen diferencias significativas tanto para 1las diferentes
concentraciones de AIB como en las de BAP. Para AIB se observd
que a bajas concentraciones se genera una mejor respuesta
embriogénica al igual que en embriones blancos, pero con la
citocinina (BAP) a bajas concentraciones hay poca respuesta
embriogénica, la cual aumenta al usar una mayor concentracién,
pero al acrecentar aun mds la concentracién, la respuesta
vuelve a decaer. De esta manera se tiene un punto &éptimo en
concentraciones intermedias (Grafica V.2). También se observd
que este estado fisioldgico es el que genera la mejor respuesta
embriogénica.

En cuanto a la respuesta de los embriones sexuales rosas
(110 ddp) aunque no se pudo generar la superficie de respuesta,
los resultados reflejan que sigue el mismo patrén que para
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0.1

BAP (mg/1)
(=]
w

0.5

AIB (mg/1)

0.5 25 4.5
RESPUESTA |RENDIMIENIO | RESPUESTA| RENDIMIEN. |RESPUESTAIRENDIMIEN.
0.666 6 0.333 2 0 0
4333 1 0.666 2 0 0
0.666 2.5 0 0 0.666 2.5
1 1.33 0 0 0 0
0.666 4 0.333 1 0 0
1 3 0 0 0 0
0 0 0.333 2 0 0
0.333 3 0.666 3:5 0 0
1 2 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0.333 1 0 0 0 0
0 0 0 0 0.333 1
0.333 1 0.333 1 0 0
0.333 4 0.333 1 0 0
0 0 0 0 0 0
0.666 1 0 0 0 0
0.666 4 0 0 0 0
TABLA V.9. Respuesta y rendimiento obtenidos a partir
de embriones sexuales blancos.
AIB (mg/1)
2.5 4.5
RESPUESTA | RENDIMIEN | RESPUESTA |RENDIMIEN | RESPUESTA | RENDIMIEN
0 0 0 0 0.333 3
0.333 1 0 0 0 0
0.666 4 0 0 0 0
0.333 2 0 0 0 0
0 0 0.333 2 0 0
0.333 2 0 0 0 0
0 0 0.333 1 0 0
0.666 9 0.666 8 0.666 2
0 0 0.333 7 0 0
0.333 5 0 0 0 0
0.333 4 0 0 0 0
1 9 0 0 0 0
0.666 1 0 0 0 0
0 0 1 6 0 0
0.666 2 0 0 0 0
0 0 0.333 1 0 0
1 1 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

TABLA V.10.

Respuesta y rendimiento obtenidos a partir

de embriones sexuales blanco con rosa.
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AIB (mg/1)
0.5 2.5 4.5
RESPUESTA |RENDIMIEN. |RESPUESTA RENDIMIEN. | RESPUESTA | RENDIMIEN.
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0.1 0 0 0.666 2 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
= 0.666 4.5 0 0 0 0
-
- 0 0 0.333 1 0 0
£ 0 0 0 0: 0 0
~0.3 1 6.66 0 0 0 0
& 1 8.33 0 0 0 0
m 0.333 7 0 0 0 0
0.333 1 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0.333 2
0.666 2 0.666 4.5 0 0
0.5 0 0 1 2.66 0 0
0 0 1 6.33 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
TABLA V.11.

de embriones sexuales rosas.

5

1

Respuesta y rendimiento obtenidos a partir
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GRAFICA V.l. Superficie de respuesta generada a partir de

los resultados obtenidos en embriones sexuales

blancos.
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embriones sexuales blanco con rosa pero con una menor respuesta
embriogénica.

En 1la literatura Pence, Hasegawa y Janick en 1979 y 1980
mencionaron gque para la variedad Amelonado procedente de Puerto
Rico, fueron los embriones blancos los que presentaron la més
alta respuesta embriogénica y en segundo lugar los emb:iones
blanco con rosa. Al comparar la respuesta informada por estos
autores con 1la obtenida en el presente trabajo para 1los
embriones blanco con rosa, se observd que la respuesta es mas
alta, siendo totalmente reproducible a 1lo 1largo de las
diferentes epocas del afio. La cantidad de embriones somidticos
por explante fue de 14+4, obtenidos a las 9 semanas después de
la siembra del inéculo.

Con el propbésito de que el medio de cultivo tuviera una
composicién mds definida se buscdé eliminar el agua de coco,
observidndose que no existié un cambio critico en la respuesta y
la generacién de embriones somdticos se mantuvo, por 1lo cual
puede decirse que el agua de coco no juega un papel importante
en la generacién de embriones somédticos. Esto difiere de otras
investigaciones donde el agua de <coco es un factor
indispensable para estimular la embriogénesis (Pence, Hasegawa
y Janick, 1979 y 1980), ya que es utilizada como una fuente de
citocinina. Sin embargo, el uso de fitohormonas con
concentraciones definidas permite tener una mayor
reproducibilidad en los experimentos, ademids de tener mayor
entendimiento de los procesos de desarrollo.

Es importante que el explante sdlo esté en presencia de la
auxina el tiempo necesario para inducir 1la embriogénesis, ya
que, basandose en 1la literatura, 1la auxina es importante para
la induccibén de embriogénesis, sin embargo, para el desarrollo
normal de los embriones somdticos 1la auxina puede inhibirlo o
modificarlo (Evans et al, 1984). Considerando esto, los
embriones sexuales de cacao se sometieron a intervalos de
tiempo en presencia de 1la auxina. Los explantes se mantuvieron

1,2,3,4,5,6 y 9 semanas en presencia de los reguladores y
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posteriormente se rescataron a un medio libre de reguladores de
crecimiento hasta completar su desarrollo. En la grafica V.3 se
muestran los resultados de respuesta y rendimiento, y del
andlisis de 1la grédfica se puede mencionar que tan sdélo una
semana en presencia de reguladores de crecimiento es suficiente
para inducir el proceso embriogénico, lo cual concuerda con los
hallazgos de otros autores donde en algunos cultivos con un
solo dia gque el explante esté en presencia de auxinas es
suficiente para inducir la embriogénesis (Ammirato, 1987).

En el caso de los embriones sexuales de cacao la mejor
respuesta se observd dejando el explante 3 semanas en presencia
de reguladores y posteriormente se hizo una resiembra a un
medio 1libre de estos. Si bien en términos de eficiencia
embriogénica el tratamiento de una semana tuvo una eficiencia
de 6.03 mientras que para 3 semanas fue de 4.95, se podria
decir que una semana en presencia de reguladores es el mejor
tratamiento, sin embargo, los embriones generados en el
tratamiento de 3 semanas en presencia de reguladores tuvieron
un desarrollo mds normal (Fig V.3) lo cual es muy importante
para la futura germinaciédn.

Existen otros factores de gran importancia para obtener
una mejor eficiencia embriogénica como con 1la fuente de carbono
y el tipo y nivel de nitrbégeno en el medio de cultivo.

En el caso de 1la fuente de carbono, la sacarosa es la
fuente de carbono mis frecuentemente utilizada. Se ha informado
en otros trabajos que altos niveles de concentracién de 1la
fuente de carbono produjeron un mejor <desarrollo de 1los
embriones somdticos (Kao y Michayluk, 1981; Lu et al, 1982;
Wright, 1984 EN: Evans, 1984).

Por otra parte, altos niveles en 1la fuente de carbono
pueden producir un efecto en la actividad metabdlica
secundaria, ya que es sabido que 1la manipulacién de 1los
nutrientes en el medio puede variar 1las condiciones
fisioldégicas y 1los procesos metabdlicos asociados en 1los
cultivos podrian permitir inducir 1la sintesis de un metabolito
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GRAFICA V.3. Respuesta y rendimiento de embriones
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FIG. V.3. Embriones somiticos de cacao obtenidos
al separar 1la fase de induccibn y 1la

fase de desarrollo.

57



deseado (Lindsey, 1985 EN: Leathers, 1989).

En trabajos anteriores realizados ©para cacao, se ha
observado gque altas concentraciones de sacarosa en el medio de
cultivo inducen cambios en la composicién de los &cidos grasos,
alcaloides y antocianinas, 1lo cual puede ser considerado como
un marcador del desarrollo de los embriones somidticos (Pence,
Hasegawa y Janick, 1981; Wright, Kononowicz y Janick, 1984).

En la gréafica V.4 se muestran los resultados de nuestra
investigacién y se puede observar que los tratamientos con
concentraciones de 45 y 60 g/l1 presentaron altas eficiencias
embriogénicas, ademds se observd que el desarrollo de 1los
embriones somidticos es mejor, ya que estos empiezan a cambiar
de color, tomando tonos ligeramente rosas y después rosa mis
fuerte como ocurre con los embriones sexuales en su desarrollo
in vivo (Fig. V.4), 1o que nos indica que se activé la sintesis
y acumulacién de 1los 1lipidos de reserva, sugiriendo que 1la
concentracidén de la fuente de carbono tiene gran importancia en
el crecimiento y desarrollo de los embriones somaticos.

En el caso de la fuente de nitrbégeno (Gréfica V.5) se
observd gque esta también fue de gran importancia en la
embriogénesis somdtica; no sblo en su concentracién sino
también en su relacidén en el aporte de nitrdgeno.

La relacién de nitrégeno NO3/NH4 2:1 fue la que permitid
una mejor eficiencia embriogénica en sus tratamientos y fue 1la
concentracién de 60 mM con 1la que se obtuvieron mejores
resultados. La relacién NO3/NHg 1:1 tuvo baja eficiencia
embriogénica por 1lo que podria decirse que en el caso de cacao

es necesario un mayor aporte de iones No3- en el medio de
cultivo. Al comparar con datos bibliogrdficos se observdé que en

un estudio realizado por Wright y Janick (1984), es también 1la
concentracién de 60 mM la que didé una mejor respuesta, ademés
la composicién 1la composicibén de &cidos grasos fue muy similar
a la de la manteca de cacao.

Todos los experimentos antes realizados utilizaron como
explante embriones sexuales de cacao de la variedad Amelonado.

58



100 -

E 80 R
S N
P
U 60 + [I)
E

M
? 40 - E
’ ;
w 207 0

Od

30 + cas-a.a. 30
CONCENTRACION DE SACAROSA (g/It)

RESPUESTA [H neumwemo_J!
+ Los valores en Iu._p-a:o superior de
la gréfica indican la eficlencia de cada
tratamiento ( X 100 ).

GRAFICA V.4. Respuesta y rendimiento de embriones
sexuales de cacao sometidos a
diferentes concentraciones de carbono
en el medio de cultivo.
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FIG. V.4. Embriones somaticos de cacao obtenidos
con altas concentraciones de carbono en
el medio de cultivo.
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GRAFICA V.5.
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CONCENTRACION DE NITROGENO (mM)
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L RESPUESTA I RENDIMIENTO ]

.|
+ Los valores en la parte superior de

la gréfica indican la eficlencla de cada
tratamiento ( X 100 ).

Respuesta y rendimiento de embriones
sexuales de cacao sometidos a
diferentes concentraciones y relaciones
de nitrbégeno (NO3/NH4) en el medio de
cultivo, siendo 1la relacién 2:1 en los
primeros cinco tratamientos, 1:1 en los
siguientes tres y 1:2 en 1los tres
Gltimos.
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Pero otra variedad de cacao de gran interes es el Criollo, al
que comercialmente se 1llama cacao fino y gque es utilizado en
chocolateria para la fabricacién de productos de 1lujo;
desafortunadamente, el cacao Criollo casi no se cultiva ya que
es poco vigoroso y mds sensible a las enfermedades (Braudeau,
1970), por 1lo gque fGnicamente se pudo realizar un disefio
experimental con é1, obteniendose la formacién de embriones
somdticos en tratamientos que contenian AIA y Cin; BAP y AIB
(Tabla V.12). E1 hecho de obtener embriogénesis somdtica en el
mismo medio (K) gque para la variedad Amelonado resulta muy
interesante, ya que una vez establecido el sistema, se puede
retomar la variedad Criollo, reduciéndose notablemente el gasto
de material vegetativo.
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TABLA V.12.

Resultados de embriones sexuales de
la Variedad Criollo.
Y//3 Formacién de callo.

Embriogénesis somitica.
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B. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

La manteca de cacao, la grasa extraida de las semillas de
Theobroma cacao, es ampliamente utilizada en 1la manufactura del

chocolate, y es una de las grasas vegetales de mAs costo en el
mercado.

La fnica propiedad fisica de la manteca de cacao es su
rdpida fusién a 33°C y abajo de 20°C se solidifica, 1lo cual 1la
hace un ingrediente especial en 1la manufactura de productos de
chocolate. Esta propiedad se refleja directamente de 1la
composicién de los dcidos grasos y del arreglo
estereoespecifico de 1los &cidos grasos en triglicéridos, los
cuales forman cristales con definidos puntos de fusibén a 1la
temperatura de la boca.

Se han producido bastantes sustitutos de esta grasa, pero
ninguno ha sido completamente satisfactorio debido a sus malas
propiedades de fusidén y altos precios; debido a esto, se puede
explorar la posibilidad de producir un cultivo de embriones in
vitro gque produzcan un tipo de manteca de cacao, lo cual
tendria grandes ventajas ya que se podria tener un
abastecimiento del producto sin las restricciones del clima, 1la
produccién podria estar libre de contaminacién y enfermedades y
el metabolismo de los embriones podria ser modificado o
regulado para obtener una méxima produccién.

Por esta razdn, fue necesario conocer el patrdén de &cidos
grasos de los embriones somidticos y compararlo con el de las
semillas maduras. Para lo cual era indispensable establecer un
método de extraccién de los &cidos grasos. Se utilizaron dos
métodos, el primero usd solventes con diferente grado de
polaridad (etanol, cloroformo-metanol, acetato de etilo y
hexano), un segundo método fue el de Folch donde se usd como
solvente una mezcla de cloroformo-metanol y posteriormente un
lavado con NaCl. Inicialmente estos dos métodos sélo fueron
probados para semilla.

En 1la figura V.5 se observa que el extracto con etanol
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Tr % dentro de la mezcla

1. Palmitico 4.66 22.9781
2. Esteédrico 7.97 " 20.7246
3. Oleico 9.25 41.9482
4. Linoleico 11461 14.3491

FIG. V.5. Perfil de &cidos grasos en semilla madura

de cacao. Extracto realizado con etanol.
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presentd un patrén de 4 dacidos grasos, los cuales fueron
palmitico, estearico, oleico y linoleico.

Los perfiles de Acidos grasos con 1los extractos de
cloroformo-metanol (Figura V.6) y acetato de etilo (Figura V.7)
fueron similares al de etanol pero con los componentes
ligeramente mads concentrados.

Al observar el patrén de &acidos grasos del extracto de
hexano (Figura V.8) se observdé que es el mismo que en 1los
‘anteriores, pero en este caso con una concentracién mis alta de
los componehtes.

Por otra parte el método de Folch (Figura V.9) mostrd el
mismo patrén de &cidos grasos pero en este caso en una mayor
concentracién que la obtenida con los otros solventes. Este
método dio una mayor resolucidén, lo cual puede deberse a gque el
procedimiento de 1lavado con NaCl remueve esencialmente 1los
componentes no-lipidicos del extracto con una perdida muy baja
de material 1ipidico. Debido a esto para las extracciones en
embriones somaticos solo se utilizd este método.:

Para la identificacién de 1los &cidos graso se uso como
referencia el tiempo de retencién de 1los estandares, siendo
aproximadamente de 4.6 para el palmitico, para el esteirico
7.85, para el oleico 9.1 y para el linoleico 11.77. También se
hicieron co-cromatogramas con los estandares para tener una
mayor seguridad en 1la identificacién de 1los picos (Figuras
V.10, V.11, V.12 y V.13).

Una vez determinado el método de extraccidn e
identificados 1los componentes de la mezcla se utilizaron
embriones somdticos obtenidos de embriones sexuales de
diferentes estados de desarrollo (mezcla de 90, 100 y 110 ddp)
para realizar el extracto y se observd en el andlisis que el
patrén de Acidos grasos fue el mismo que para semilla madura
(palmitico, estedrico, oleico y linoleico) (Fig V.14). Lo cual
concuerda con lo reportado por Wright, Kononowicz y Janick en
1984, con 1la diferencia de que ellos encontraron ademids en el

patrén de &cidos grasos al 4&cido linolénico y al araquidénico
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Te % dentro de la mezcla

1. Palmitico 4.71 34.3984
2. Estedrico 8.08 23.6169
3. Oleico 9.32 27.3615
4. Linoleico 11.72 14.6232

FIG. V.6. Perfil de Acidos grasos en semilla madura
de cacao. Extracto realizado con clorofor
mo-metanol.
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4
Tr % dentro de la mezcla
1. Palmitico 4.71 28.8103
2. Estedrico 8.07 33.0512
3. Oleico 9.31 33.9716
4. Linoleico 11.69 4.1669

FIG. V.7. Perfil de 4cidos grasos en semilla madura
de cacao. Extracto realizado con acetato
de etilo.
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2 3
4
T¥ % dentro de la mezcla
1. Palmitico 4.65 28.4926
2. Estedrico 7.95 35.4781
3. Oleico 9.20 34.4453
4. Linoleico 11.58 1.5841

FIG. V.B. Perfil de Acidos grasos en semilla madura
de cacao. Extracto realizado con Hexano.
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3
2
LJ 4
Ty % dentro de Area BC

la muestra
1. Palmitico 4.73 28.4256 3.4753
2. Estedrico 8.10 29.6963 3.6307
3. Oleico 9.37 36.2579 4.4329
4, Linoleico 11.76 5.4872 0.6708

FIG. V.9. Perfil de &4cidos grasos en semilla madura
de cacao. Extracto realizado con el método
de Folch.
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2
4
Tr % dentro de la mezcla
1. Palmitico 4.6 37.1816
2. Esteérico 7.9 28.1288
3. Oleico Gl 29.4169
4, Linoleico 1155 5.2727

FIG. V.10. Extracto de semilla madura de cacao rea
lizado con el método de Folch y coinyec
tado con un estandar de el &cido palmi
tico.
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3
h
4
Tr % dentro de la mezcla
1. Palmitico 4.55 19.7350
2. Estedrico 7.85 46.5061
3. Oleico 9.05 30.1791
4. Linoleico 11.46 3.2081

FIG. V.11. Extracto de semilla madura de cacao realiza
do con el método de Folch y coinyectado con
estandar del &cido estedrico.
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N ;
Tr % dentro de la mezcla
1. Palmitico 4.59 24.4764
2. Esteéarico 7.85 25.0038
3. Oleico 9.10 46.4176
4., Linoleico 11.43 4.1022

FIG. V.12. Extracto de semilla madura de cacao realiza
do con el método de Folch y coinyectado con

un estandar del &cido oleico.
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Tr % dentro de la mezcla
1. Palmitico 4.69 22.3674
2. Estedrico 8.07 21.2159
3. Oleico 9.29 32.2669
4. Linoleico 1177 24.1498

FIG. V.13. Extracto de semilla madura de cacao realiza
do con el método de Folch y coinyectado con
un estandar del &cido linoleico.
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FIG.

2,
3.
4.

vV.14.

Palmitico
Estedrico
Oleico

Linoleico

Perfil de
de cacao.
de Folch.

2 4
3
Tr % dentro de Area BC
la muestra

4.67 44.5019 0.3945
7.99 10.7007 0.0948
9.19 4.6183 0.0409
11.65 25.9408 0.2299

4cidos grasos en embridén somético
Extracto realizado con el método
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aunque en muy bajas concentraciones. En nuestro caso no se
obtuvieron estos 4cidos grasos probablemente por que gquedaron
traslapados en otros picos y hubiese sido necesario el uso de
columnas capilares, las cuales dan una mayor resolucién.

Para observar las diferencias en 1la concentracién de
dcidos grasos de la semilla madura con respecto a los embriones
somadticos se realizb un andlisis semicuantitativo, para 1o cual
se utilizaron las &reas bajo la curva de cada componente; se
puede decir que el embridén somdtico va a contener un 24.12% de
dcido palmitico con respecto a la semilla madura, 5.54% para el
dcido estedrico, 1.89% para el oleico y 34% para linoleico. El
hecho de que este Qiltimo se presente en una concentracidén més
alta es importante debido a que es un &cido graso esencial.

Posteriormente se realizaron andlisis para extractos de
embriones somaticos pero esta vez de acuerdo al estado
fisiolégico del explante del que se generaron: blanco (Figura
V.16), blanco con rosa (Figura V.17), rosa (Figura V.18) y
también para embriones somdticos obtenidos a partir de un medio
de cultivo no suplementado con agua de coco (Figura V.15).

Los embriones somdticos obtenidos del cultivo de embriones
sexuales blancos tuvieron una concentracién muy baja de 1los
Acidos estedrico y oleico, 1la cual aumenta conforme el embridn
sexual utilizado como explante tiene un mayor desarrollo; por
lo que los embriones somiticos formados a partir de embriones
sexuales blanco con rosa y rosa si presentaron un perfil
lipidico més semejante al de la semilla. Para los embriones
somdticos que fueron generados en un medio sin agua de coco el
perfil de &cidos grasos también va a estar formado por 1los
mismos cuatro componentes presentes en la semilla.

Al comparar 1los porcentajes dentro de la mezcla de 1los
4cidos grasos presentes en los embriones somdticos obtenidos de
diferentes explantes (embriones sexuales en mezcla, blanco,
blanco con rosa y rosa) se pudo observar (Tabla V.13) que los
embriones somdticos generados a partir de embriones sexuales

blancos presentaron un alto porcentaje de los &cidos palmitico
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3
Tr % dentro de Area BC
la mezcla.
1. Palmitico 4.13 35.5376 0.1408
2. Esteéarico 8.02 8.5967 0.0340
3. Oleico 9.16 6.3402 0.0251
4. Linoleico 10.96 47.9051 0.1898

FIG. V.15. Perfil de 4cidos grasos de embriones somdti
cos cultivados en un medio sin agua de coco.
Extracto realizado con el método de Folch.
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Tr % dentro de Area BC
la mezcla.
1. Palmitico 4.23 56.0934 0.0398
2. Linoleico 10.97 43.9066 0.0312

FIG. V.16. Perfil de &cidos grasos de embriones
somdticos generados a partir de em-
briones sexuales blancos. Extracto

realizado con el método de Folch.
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BEN—

4
2
3
Tr % dentro de Area BC
la mezcla
1. Palmitico 4.12 32.1528 0.0926
2. Estedrico 6.98 6.7014 0.0193
3. Oleico 9.0 8.3889 0.0241
4. Linoleico 10.95 52.7569 0.1519

FIG. V.17. Perfil de &cidos grasos de embriones somdti
cos generados a partir de embriones sexuales
blanco con rosa. Extracto realizado con el
método de Folch.
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Tr

1. Palmitico 4.14
2. Esteérico 7.92
3. Oleico 9.17
4. Linoleico 10.98

% dentro de
la mezcla

38.8657
6.6705
2.1995

50.4672

Area BC

0.1081
0.0185
0.0061
0.1404

FIG. V.18. Perfil de Acidos grasos de embriones somdti

cos generados a partir de embriones sexuales

rosas. Extracto realizado

Folch.
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PORCENTAJE DENTRO DE LA MEZCLA
Acido SEGUN EL ESTADO FISIOLOGICO.
Graso MEZCLA BLANCO BLANCO C/ROSA ROSA
PALMITICO 44.5019 | 56.0934 32.1528 38.8657
ESTEARICO 10.7 ——— 6.7 6.67
OLEICO 4.61 - §.38 2.19
LINOLEICO 25.94 43.9 52.75 50.46

TABLA V.13Comparacidén de los porcentajes obtenidos en la mezcla
para cada acido graso de extractos de embriones soma-
ticos generados a partir de embriones sexuales en di-

ferentes estados fisiologicos.
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y linoleico mientras que 1los Acidos estedrico y oleico no
fueron detectados; esto es muy semejante a lo que ocurre en la
naturaleza ya que en los embriones sexuales inmaduros el &acido
linoleico esta en una concentracidén de mads de la mitad del
total de &cidos grasos y los &4cidos estedrico y oleico se
encuentran en muy bajas concentraciones (Pence et al, 1981).

Al observar el ©porcentaje de los &cidos ‘grasos de
embriones somaticos generados a partir de embriones sexuales
blanco con rosa y rosa, se pudo analizar que al usar explantes
més maduros los porcentajes de los dcidos estedrico, oleico y
linoleico se incrementaban, mientras que el palmitico
disminuyb. Las semillas de cacao se comportan de manera
semejante al madurar, ya que los niveles de sintesis del &4cido
estedrico se incrementan, lo cual esta asociado a 1la
acumulacién de trigliceridos (Griffiths y Harwood, 1989).

Con estos resultados se observd que el estado fisioldgico
del explante aparte de jugar un papel importante en 1la
respuesta embriogénica, también tiene una influencia sobre el
patrén de &cidos grasos en los embriones somdticos.
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VI. CONCLUSTIONES

En el presente estudio, donde el objetivo principal fue

establecer 1la embriogénesis somatica en Theobroma cacao v

analizar el patrbén de &cidos grasos de los embriones somiticos

generados, se llegd a las siguientes conclusiones:

El material vegetativo no generd una respuesta

embriogénica, existiendo solo formacién de tejido calloso.

La edad del inbculo utilizado juega un papel de gran
importancia, ya que 1los embriones «cigbético van a expresar
diferentes potenciales de embriogénesis dependiendo de su grado
de desarrollo. Observdndose que los embriones blanco con rosa

expresan la mids alta respuesta embriogénica.

El &4cido indolbutirico y 1la bencil aminopurina tiene un
efecto benéfico en la estimulaciédn de la embriogénesis somética
en cacao: Siendo que bajas concentraciones de AIB (0.5 a 1.5
mg/l) y concentraciones de 0.3 mg/l , para BAP generan 1la mejor
respuesta embriogénica.

La ausencia de agua de coco en el medio de cultivo no

afecta la induccién de embriones somédticos.

Para un mejor desarrollo de los embriones somaticos es
importante separar las fases de induccibén y desarrollo, por 1lo
gque el explante debe permanecer solo 3 semanas en presencia de
reguladores de <crecimiento (fase de induccibén) y después
completar su desarrollo en un medio libre de estos.

Altas concentraciones de sacarosa (45 y 60 g/l1) permiten

un mejor desarrollo de los embriones somdticos, mientras que

la fuente de nitrdgeno debe de ser de 60 mM.
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La variedad Criollo presenta potenciales embriogénicos en

presencia de AIB y BAP.

La composicién de A&cidos grasos para semillas maduras vy
embriones somaticos consiste de 4 componentes bésicos

(Palmitico, Estedrico, Oleico y Linoleico).

La via de sintesis de los &cidos grasos de semillas y
embriones somadticos tiene una gran similitud en cuanto a 1la
composicidn pero con diferencias significativas en 1la

concentracién, siendo més baja para embriones somaticos.
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Apéndice 1

MACRONUTRIENTES CONCENTRACION (mg/l)
NH4NO3 1650
KNO3 1900
MgS04+ 7TH20 370
KHp PO4 170
CaClp -Hp0 332

MICRONUTRIENTES
KI 0.88
H3BO3 6.2
Mn S04-H20 16.9
ZnsS04 - 7H20 8.5
N32M004 *2H90 0.25
CuS0g4 *5H0 0.025
CoCly* 6H,0 0.025
FeS04.7H0 27.8
Na,EDTA 37.3

VITAMINAS

Acido nicotinico 0.5
Piridoxina-HC1 0.5
Tiamina-HC1l 1.0
Mio-inositol 100
Glicina 2.0

Composicién basal del Medio MS (Murashige y Skoog.
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Andlisis de Varianza vy

Apéndice 2

prueba de Tukey para

las diferentes

Auxinas y Citocininas probadas en el diselio experimental.

Andlisis de Varianza

Fuente Suma de cuadrados GL Media cuadrados Fcal Fteo.
Auxina 0.36352 3 0.12117 7.756 0.017
Citoc. 0.16004 2 0.08002 5.122 0.0504
Error 0.09373 6 0.01562
Prueba para el efecto llamado:
Citocinina
1 2 3 4 5 6
0.00000 0.00000 0.000 0.00000 1.00000 - 1.00000
Fuente S.C. GL M.C, Fcal. Fteo.
Hipotesis 0.08611 1 0.08611 5.5124 0.0572
Error 0.09373 6 0.01562
Ho: Cl = C2 6 ci=c2 =0 *
Ha: Cl1 # C2 6 Cl-Cc2 # 0
Fuente S.C. GL M.C. Fcal. Fteo.
Hipotesis 0.00788 i3 0.00788 0.50413 0.5043
Error 0.09373 6 0.01562
Ho: C1 = (€3 *
Ha: C1 + €3
Hg: €2 = €3
Ha: €2 # €3 *
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Prueba para el efecto 11

Fuente
Hipbtesis

Error

Ho: Al =

Ha: Al #

Fuente
Hipbtesis

Error

Ho: Al =

Ha: Al ¢
Fuente
Hipbtesis

Error

Ho: Al

Ha: Al #

Fuente
Hipbtesis

Error

Ho: A2 =

Ha: A2 #
Fuente
Hipbtesis

Error

S
0.005

0.094

A2 *

A2

0.195

0.094

A3

0.005

0.094

GL

GL

GL

GL

amado:

Auxina

0.005

0.016

0.260

0.016

0.000

0.016

M.C.
0.195

0.016

0.005

0.016
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Fcal.

0.298

Fcal.

16.671

Fcal.

0.000

Fcal.

12.514

Fcal.

0.308

Fteorica.

0.605

Fteor.

0.006

Fteor.

0.992

Fteor.

0.012

Fteor.

0.599



Ho: A2 = A4 *

Ha: A2 = A4

Fuente 8.2, GL Ml Fcal. Fteor.
Hipbtesis 0.262 1 0.262 16.751 0.006
Error 0.094 6 0.016

Ho: A3 = A4

Ha: A3 # A4 =

Andlisis de rango multiple (Prueba de Tukey).

Prueba para citocininas a las 9 semanas (respuesta).

Nivel Promedio (tukey) Grupos homogeneos.
3 4 .1662500 *
1 4 .2912500 2
2 4 .4997500 *

Prueba para auxinas a las 9 semanas (respuesta).

Nivel Promedio (tukey) Grupos homogéneos
1 3 .1386667 *
4 3 .1940000 *
2 3 .3330000 L2
3 3 .6106667 %

Prueba para auxinas a las 10 semanas (respuesta).

Nivel Promedio (tukey) Grupos homogéneos.
1 3 .1663333 *
4 3 .1940000 *
2 3 .3330000 L
3 3 .6383333 *
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Prueba

Nivel

para

citocininas a las 10 semanas (respuesta).

Promedio (tukey).

-1870000
-2912500

.5205000

94

Grupos homogéneos.

*



BAP (mg/1)

BAP (mg/1)

Apéndice 3

AIB (mg/1)
0.5 2.5 4.5
0.1 2.97 0.83 0.41 1.40
0.3 1 0.91 0 0.63
0.5 1.66 0.33 0.16 0.72
1.87 0.69 0.19

Resultados obtenidos a partir de la prueba de com-

paracién multiple de Newman Keul’'s para embriones

sexuales blancos.

AIB (mg/1)
0.5 25 4.5
.l | 0.33 0.49 077
0.3 4.5 2.66 .33 245
0.5 0.66 1.16 0 0.61
2 .22 1.38 0.27

Resultados obtenidos a partir de la prueba de com-

paracién multiple de Newman Keul’s para embriones

sexuales blanco con rosa.
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BAP (mg/1)

AIB (mg/1)

0.5 2.5 4.5
0.1 0.75 0.33 0 0.36
0.3 3.83 0.16 0 1.33
0.5 0.33 2.24 0.33 0.97
1.63 0.91 0.11

Resultados obtenidos a partir de la prueba de com-

paracién multiple de Newman Keul’s para embriones

sexuales rosa.
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