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EFECTO DEL pH, LA LUZY LA CONCENTRACION DE
SACAROSA EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE CACAO
(Theobroma cacao L.)

RESUMEN

Se llevo a cabo una investigacion con el fin
de establecer la metodologia adecuada para inducir
embriogénesis somatica cn cacao, a partir de semi-
llas maduras. Se estudioé el efecto del pH, la luz y la
concentracion de sacarosa sobre la respuesta em-
briogénica. Los dos cultivares mostraron diferente
respuesta morfogénica y en ambos, estuvo influen-
ciada por el pH, la luz y la concentracion de
sacarosa. La mejor respuesta embriogénica se ob-
tuvo con un pH de 6,7. El nimero de embrionces
producidos fue mayor bajo condiciones de oscuri-
dad que en presencia de luz. La formacion de callo
y la diferenciacion de embriones somaticos estuvo
directamente infuenciada por la concentracion de
azucar en ¢l medio de cultivo. La mayor canti-
dad de embriones se obtuvo con niveles de sacaro-
sa entre 4% y 6% para ¢l hibrido UF-613xIMC-67
v niveles entre 2% y 4% de sacarosa para el cultivar
CATIE-1000. Se presentdé una embriogénesis so-
matica directa. Los resultados obtenidos sugicren
la necesidad de continuar realizando estudios con
csta especic.

ABSTRACT

These responses were influenced by pH, light
and sucrose. Gain in fresh weight was optimum at
pH 6.7, after which a decrease was evident. The
cffect of light was different for both cultivars with
the number of embryos being higher under dark
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conditions. Formation of callus and differcntiation
of somaticembryos were directly influenced by the
concentration of sucrose. The greatest amount of
embryos was obtained with 6% sucrose for cultivar
UF-613xIMC-67 and 4% sucrose for cultivar CA-
TIE-1000. Direct somatic embryogenesis was ob-
served. The present work suggests that modifica-
tions arc required when tissuc culture protocols for
somatic ecmbryos arc applicd to tropical crops like
cacaoc.

INTRODUCCION

Los componentes del medio de cultivo, los
factores fisicos y sus interacciones con los tejidos
cultivados, influyen sobre la capacidad de los ex-
plantes para disparar las rutas morfogénicas (VI-
LLALOBOS et al. 1985). Aunque existe mucha
literatura al respecto, la mayoria de los estudios se
han hecho con especies de clima templado y de
ciclo de vida corto. Como consecuencia, cuando se¢
aplican estos protocolos de cultivo de tejidos a las
cspecies tropicales, sc obticnen.resultados incspe-
rados (VILLALOBOS 1989). Un buen ejemplo
son las experiencias que se han tenido con la
embriogénesis somatica de cacao (Theobroma ca-
cao L.).

Varios investigadores, han usado ¢l medio de

cultivo y las condiciones fisicas desarrolladas para
especies de clima templado con el fin de inducir
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embriogénesis somitica en cacao (ADU-AMPO-
MAH et al. 1988, KONOCOWICZ ¢f al, 1983,
NOVAK et al. 1985, PENCE ef al. 1980). La
mayoria obtuvo embriogénesis somdtica pero ¢l
nimero de embrioides fue limitado y no tuvicron
ungesarrollo completo. Los avances mas recientes
un-::&ste campo fueron desarrollados por SONDAHL
et al. (1994).

El objetivo de esta investigacion fue estudiar
¢l efecto del pH, la luz y la concentracion dc
sacarosa en la embriogénesis somatica de cacao a
partir de semillas.

MATERIALES Y METODOS

Material experimental y medio de cultivo.
Se utilizaron come cxplantes semillas de cacao de
cinco a seis meses después de la polinizacion. Se
uso ¢l hibrido UF-613xIMC-67 y el cultivar CA-
TIE-1000. Las semillas se lavaron con agua y jabon
y s¢ (Tamcaron por 3 min en la campana de flujo
laminar. Una vez ¢liminada la testa de las semillas,
Cstas se scecionaron en segmentos de aproximada-
mente 1 cm y se cultivaron en tubos de cnsayo
contenicndo un medio de cultivo. Se utilizo ¢l
medio MS (MURASHIGE y SKOOG 1962) suple-
mentado con 100 mg/L de myo-inositol, 0,5 mg/L
de niacina, 3 mg/Lde BA, I mg/Lde ANA, 30 g/L.de
sacarosa y 7 g/L de agar. Se ajustd el pH con NaOH
y HCl antes de la csterilizacion a 121 *C por min.
Los explantes se mantuvicron a 27 = 1 °C con un
fotoperiodo de 16 horas luz y una intensidad lumi-
nica de 3000 lux.

Tratamientos. Para medir el efecto del pH,
el medio se ajustd a 47 5,7 0,7 7.7 y 8,7, Los
explantes sc mantuvieron en incubacion por 30 dias
después de los cuales se evalué la respuesta cm-
briogénica y los cultivos sc transfirieron aun medio
fresco.

El efecto de la luz se ensayé cullivando 40
explantes de cada cultivar cn condiciones de oscu-
ridad por un periodo de 40 dias para ¢l cultivar
CATIE-1000y 70 dias para el hibrido UF-613xIMC-
67. Después de este periodo de incubacion, los
explantes se transfirieron a un medio fresco que
contenta duplicada la cantidad de vitaminas, 40 g/L
de sacarosa, 2 g/, de caseina hidrolizada y 2 g/1. de
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glutamina. Para cvaluar el efecto de la sacarosa, se
estudiaron cinco concentraciones a saber: 2, 4,6, 8
y 10 %.

Anilisis de los datos. Todos los experimen-
tos fueron independicntes y se ecmpled un diseio
irrestricto al azar con 20 repeticiones por trata-
micnto. Se hicicron analisis de varianza y pruebas
Tukey para la comparacién de medias. Las varia-
bles evaluadas fueron: ¢l nimero total de embrio-
nes somaticos, el namero promedio de embriones
somdticos por explante, el porcentaje de explantes
con cmbriones, la ganancia de peso fresco de los
explantes vy la ganancia de peso fresco y sceo de
los callos. Los datos s¢ recolectaron a los 40 dias
para ¢l genotipo CATIE-1000 y a los 70 dias para
el hibrido Uf-613xIMC-67. La ganancia d¢ peso
fresco sc expreso en porcentaje.

Estudio histolégico. Con el fin de conocerel
origen de los embriones somadticos, mucstras de
explantes con embriones fueron fijadas en una
salucién de F.ALA. (formalina, acido acético gla-
cial, etanol y agua destilada) durante la noche.
Scguidamente, s¢ deshidrataron a través de una
seric de aleohol tert-butilico (T.B.A), s¢ infiltraron
en parafina liquida Paraplast-plus por 48 horas y
s¢ embebicron en parafina a 54 *C. Los cortes sc
hicicron con un micrétomo a 8 mm de grosor y
s¢ tineron usando la téenica de safranina-verde
rapido (JOHANSEN 1940).

RESULTADOS

Embriogénesis somatica. La diferenciacién mor-
fogénica presento diferencias cn los dos genotipos
de cacao. En ¢l cultivar CATIE-1000, los embrio-
nes diferenciados se produjeron después de un
periodo de 24 a 30 dias en cultivo. Los embrioncs
se iniciaron como protuberancias que emergieron
del tejido que bordeaba las superficies lesionadas y
sobre las nervaduras del explante. Fueron primero
estructuras esféricas que continuaron creciendo
hasta diferenciarse en estructuras alargadas. En
muchos casos, ecstas estructuras permanecicron

-unidas ¢n la base. Cuando estas estrucluras se

separaron del tejido y se subcultivaron, se necrosa-
ron. En muy pocos embriones somdticos fue posi-
ble obscrvar la presencia de cotiledones, después
de los 35 dias de cultivo.
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Otro tipo de diferenciacion se observo con ¢l
genotipo UF-613XIMC-67. Después de 70 dias de
cultivo, se observaron cstructuras globulares pe-
quenas que se diferenciaron en embriones comple-
tos cuando se transfiricron a un medio fresco para
su crecimiento. Aincuando éstos lograron crecer y
formar un tallo bicn detinido con cotiledones bien
desarrollados, no s¢ logrd la formacion de raices ni
¢l desarrollo del primordio foliar. Se observaron
algunas anormalidades morfolagicas como un cre-
cimicnto del hipocotilo con cotiledones atrofiados,
desarrollo incompleto del embrion y la fusion de
embriones. Fue frecuente observar la pigmenta-
cion antocianica en los cotiledones y una embrio-
génesis secundaria en los cotiledones, ¢l primordio
foliar y el hipocotilo. La eliminacién de los cotile-
dones del embridén somatico indujo en algunos de
¢llos la formacion de hojas.

Efecto del pH. La ganancia de peso fresco de los
explantes en el cultivar CATIE-1000 tendio a au-
mentar con ¢l pH, alcanzdndose el miaximo de 6,7,
después del cual se obscrvo una disminucion. To-
dos los tratamientos evidenciaron la formacion de
callo. Los explantes que fueron mantenidos en un
medio con pH de 5,7 6,7 y 7.7 mostraron la forma-
cién de callo, a los 10 dias de cultivo, mientras que
los niveles extremos de pH mostraron la formacion
de callo alos 15 dias de cultivo. Despucs de 20 dias
en cultivo, se observaron masas de callo blanco
bien diferenciadas principalmente sobre las super-
ficies de las nervaduras y ¢l hipocotilo. Los explan-

tes cultivados a bajo pH mostraron la formacion de
callo sobre el lado del cotiledon en contacto con cl
medio. Este callo fue blanco-compacto y origind
masas de callo mds pequenas claramente visibles.
Los explantes cultivados a un pH de 7.7 desarrolla-
ron un callo similar pero que parecio subdividirse
en grupos pequenos de masas compactas de forma
globular. El pH de 8,7 evidencié un desarrollo
menor del callo.

La formacién de embriones somaticos sc dio
enambos cultivares en todos los niveles de pH, para
ambos cultivares. Fue evidente que ¢l hibrido UF-
613xIMC-67 mostré una mayor respucsta embrio-
genica (cuadro 1). A pH de 4.7 7.7 y 8,7, los
embriones tendieron a ser mas individualizados
micntras que a pH de 5,7 v 6,7, ¢stos tendicron a
formarse ¢n grupos.

Efecto de la luz. En ambos cultivares la respuesta
embriogénica fue mejor en la oscuridad que en
presencia de luz. Segun los resultados presentados
en ¢l cuadro 2, hubo un mayor nimero de embrio-
nes somiticos que se formaron bajo condiciones de
oscuridad (170 embriones en ¢l genotipo hibrido y
18 embriones en el cultivar CATIE-1000). El ni-
mero promedio de embriones por explante y el
namero total de explantes con embriones somati-
cos mostraron diferencias significativasen ¢l geno-
tipo hibrido, sicndo mayor en oscuridad que en luz.
Aunque no hubo diferencia estadistica para ¢l ni-
mero promedio de embriones por explante ¢n ¢l

Cuadro 1.

Efecto de diferentes niveles de pH sobre explantes cotiledonares de cacao
de los genotipos CATIE-1000 y UF-613xIMC-67.

CATIE- 1000

UF-613xMC-67
pH

Variable 4,7 57

6,7 7.7

87 | 4.7 5,7 6,7 27 87

Porcentaje de explantes con

embriones somiticos 34 45
Numero total de embriones somaticos 11 25%
Promedio de embriones por explante 1.5

65" 10 10 20 24 28 20} 10)

6,0 30 | 39 48 46 17 2
30015 11 10 8 4 1*

Los datos son de 20 obscrvaciones por tratamiento, después de 40 dias en cultivo para ¢l cultivar CATIE- 1000 ¥ 70 dias para cl

genotipo hibrido, *Diferencia significativa al 5%,
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Cuadro 2.

Efecto de la oscuridad sobre la embriogénesis somitica de explantes cotiledonares
de cacao de los genotipos CATIE-1000 y UFF-613xIMC-67.

UF-613xIMC-67

CATIE-1000

Oscuridad

Variable Lz Oscuridad Luz

Namero total de explantes con

embriones somaticos 5a 44b 25a 20a
Nimero total de embriones

somaticos 15a 170b 10a : 18
Nimero promedio de embriones

por explante 7.5a 15,5b 2,0a 4,5a

Los datos son de 40 observaciones por tratamicento después de 40 dias de cultivo para el cultivar CATIE 1000 y 70 dias para el

genotipo hibrido UF-613xIMC-67.

Medias con igual letra en las filas no difieren significativamente entre si al 5%, segiin cl andlisis de varianza y la prueba Tukey.

cultivar CATIE-1000, fuc mayor ¢n oscuridad. El
desarrollo del embrién fue més lento en condicio-
nes de luz. El cuadro también evidencia la gran
respuesta morfogénica del genotipo UF-613xIMC-
67 en comparacion con el cutivar CATIE-1000. El
callo producido en condiciones de oscuridad fue de
mayor tamano y mas blanco y compacto que ¢l
originado en presencia de luz, Esteiltimo, gradual-
mente fue perdiendo su forma granular hasta necro-
sar. No obstante, el andlisis estadistico de peso
fresco y seco del callo, no mostré diferencias signi-
ficativas (p>0,05) entre los dos tipos de callo.

Efecto de la concentracion de sacarosa. En todas
las concentraciones de sacarosa evaluadas se ob-
servo la formacion de embriones somdticos aunque
la formacién de callo y la diferenciacidn de los
embriones se vio influenciada por la concentracién
de sacarosa. En el cultivar CATIE-1000, los em-
briones somaticos diferenciados en un medio con
2%, 4% y 6% de sacarosa tendicron a formarse en
grupos (figura 1), asf el nimero total de embriones
tue de 30, 34 y 24 respectivamente; mientras que
los embriones somﬁticos_formados a8% y 10% (9
¥ 3 embriones respectivamente) de sacarosa fueron
mis individualizados. Estos tltimos a su vez, ad-
quirieron un mayor grosor y tamano prescentando
una textura mas dura y con formas menos definidas
(figura 2). En ¢l genotipo UF-613xIMC-67 la me-
jor respuesta se observd con 4% (81 embriones) y
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6% (76 embriones) de sacarosa. En ambos genoti-
pos, los niveles de sacarosa por encima de 6%
disminuyeron-la induccién de embriones somati-
cos (cuadro 3). No se observaron diferencias csta-
disticas significativas (p>0,05) en el peso fresco y

Figura 1. Embriones sométicos del genotipo
hibrido UF-613xIMC-67, inducidos en un me-
dio de cultivo MS (1962) con 3 mg/L de BAy4 %
de sacarosa.



UNICIENCIA

Cuadro 3.

Efecto de la concentracién de sacarosa sobre la embriogénesis somatica
de explantes cotiledonares de cacao de los genotipos UF-613xIMC-67 y CATIE-1000.

UF-613xIMC-67

CATIE-1000
Concentracion de sacarosa (%)

Variable 2 4 ] 8 10 2 4 6 8 10
Porcentaje de explantes con

embriones somaticos 22,5 36,5 55* 40 20 40 36,5 375 35 10*
Niimero total de embriones

somdticos 23 81* 76* 41 9 30 34 24 9 3*
Nimero promedio de

brotes por explante 5 11 7 5 2% 35 4,6 3,2 1,8 1,5

Datos de 20 observaciones por tratamiento, después de 70 dias de cultivo para el genotipo hibrido UF-613xIMC-67 y 40 dias para

el cultivar CATIE-1000.
* Diferencia significativa al 5%.

seco del callo con diferentes concentraciones de
sacarosa, excepto en el peso final de los explantes
que aumento hasta una concentracion de sacarosa
del 6% disminuyendo luego.

Estudio histolégico. El estudio de los cortes histo-
[6gicos mostré que las células epidérmicas o sube-
pidérmicas s¢ dividieron para formar centros de
activa divisién celular, Estas células se caracteriza-
ron por poscer un mayor contenido citoplasmatico
y niicleos muy visibles. Estos centros meristemati-
cos dieron origen a los embriones somdticos.

DISCUSION

El presente estudio muestra que la embriogé-
nesis somatica de cacao, asi como ¢l crecimiento
del explante y la formacion de callo fueron influen-
ciados por el genotipo y los factores evaluados.
Todos los tratamicntos de pH permitieron la dife-
renciacion de embriones somaticos. Sin embargo,
el crecimiento fue limitado a pH de 4,7 7,7y 8,7 y
el niimero de embriones somdticos fue mayor a pH
de 5,7y 6,7. A diferentes niveles de pH, la disponi-
bilidad de algunos componentes del medio puede
variar y como consecuencia, afectar y limitar la
formacion de embriones y de callo. De acuerdo con
GEORGE y SHERRINGTON (1984), la transfe-
rencia de los iones amonio y nitrato esta definitiva-
mente influenciada por el pH. Asimismo, la trans-

Figura. 2. Embriones somiticos del genotipo
hibrido UF-613xIMC-67, inducidos en un me-
dio de cultivo MS con 3 mg/L, de BA y 8% de
sacarosa.

ferencia y la disponibilidad de otros iones inorga-
nicos y moléculas orgdnicas también pudieron ser
afectadas.

Un factor importante en la proliferacién de
los embriones somadticos fue la presencia de callo
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va que en todos los casos la formacion de callo
limitd la induccidn de embriones. Este problema
también fue observado por ADU-AMPOMAH et
al. (1991), quicnes consideraron que una de las
mayores limitaciones para producir plantas de ca-
cao usando la embriogénesis somatica pudicra ser
una fitohormona natural, que promueve una forma-
cion excesiva de callo,

Las anormalidades observadas en algunos
embriones somilicos, son un patrén comin con la
embriogénesis somitica de otros cultivos. Pueden
generarse ademas embrionces de apariencia normal
pero incapaces de producir un brote con hojas y
tallos. AMMIRATO (1987), menciona que este
comportamiento puede obedecer a inconsislencias
en la secuencia normal de los eventos que dan
origen a la embriogénesis somitica como: la divi-
sion celular, el alargamiento y la diferenciacidn.

Aungque ¢l nimero de los embriones somati-
cos formados en el genotipo CATIE-1000 fue relati-
vamente mayor cuando se cultivaron en oscuridad
comparado con el cultivo en luz, su comportamien-
to fue muy similar en ambas condiciones. Por ¢l
contrario, la embriogéncsis somatica observada en
¢l hibrido UF-613XIMC-67 requirio una incuba-
¢ion de al menos 70 dias ¢n oscuridad. En este
hibrido, la embriogénesis somatica aparentemente
s¢ vio inhibida por la presencia de luz. Otras espe-
cies también han mostrado la necesidad de un
periodo de oscuridad para inducir los procesos
morfogénicos (CHANG 1983, CHATUVERDI y
MITRA 1974, GLEDDIE et al. 1983).

La induccion de embriones somaticos se
obtuvo con todas las concentraciones de sacarosa
cvaluadas. Sin embargo, las concentraciones de 2,
4. y 6% de sacarosa fucron las mas lavorables para
la mortogénesis de cacao, evidenciando un balance
adecuado de nutrientes entre ¢l explante y su me-
dio. Eslo parece indicar que la concentracidon de
sacarosa ¢s un factor importante en la embriogéne-
sis somatica de cacao. La necesidad de una fuente
continua de sacarosa para inducir la morfogénesis
fue mencionada por TAKAYAMA y MISAWA
(1979) y BROWN et al. (1979), quicnes no obser-
varon diferenciacion cuando no se adicionaba sa-
carosa al medio de cultivo. La embriogénesis so-
matica observada cn ambos genotipos fue directa,

44

sin previa formacion de callo y se originé en las
c€lulas epidérmicas y subepidérmicas.

Finalmente, debemos mencionar que al igual
que en otros trabajos, no fue posible desarrollar los
embriones somiticos en plantas completas. Esto
nos mucstra una vez mas que el cacao no s una
especic ficil de trabajar in vitro y que sc observan
grandes diferencias en la respuesta morfogénica
aun entre genotipos de la misma especie. Esto
claramente indica la necesidad de realizar grandes
esfuerzos de investigacion en esta especie, inclu-
yendo estudios por genotipos para poder establecer
los requerimicntos particulares en cada uno de ellos.
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