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RESUMEN. El cacao es un arbol tropical originario de América, su fruto se usa en la elaboracién del chocolate y sus
derivados. La propagacién del cacao se realiza por la via sexual o semillas, adicionalmente se propaga por enraizamiento
de estacas e injertos. En la actualidad también se emplea la embriogénesis soméatica para la propagacion clonal del
cacao, la cual puede repetirse varias veces, lo que contribuye al incremento en la formacién de embriones somaticos;
por lo que el uso de un sistema de inmersién automatico, puede incrementar la produccion de embriones somaticos
secundarios. Por lo anterior, el objetivo fue evaluar el sistema de inmersién automaético Rita® en el rendimiento
de embriones somaticos secundarios de los 30 a los 180 d en dos ciclos de cultivo. Los resultados muestran que se
generaron embriones somaticos en los explantes de fragmento de cotiledén y en embriones soméaticos completos. Se
obtuvo un segundo ciclo de la embriogénesis somatica secundaria, en el que se obtuvieron 150 embriones somaticos
por recipiente Rita® con promedio de 15 embriones por explante. El sistema de inmersion automatico favorecié la
produccién de embriones somaticos, su sincronizacion y disminuyé la oxidacion del tejido.
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ABSTRACT. Cacao is a tropical tree native to America. Its fruit is used in the elaboration of chocolate and its
derivatives. The propagation of cacao is done through sexual means or seeds; additionally, it propagates through the
use of cuttings and grafting. Currently, somatic embryogenesis is also employed for the clonal propagation of cacao,
which can be repeated several times and contributes to the increase in the formation of somatic embryos. Therefore, the
use of a temporary immersion system can increase the production of secondary somatic embryos. Given the aforemen-
tioned, the objective was to evaluate the Rita® temporary immersion system in the performance of secondary somatic
embryos from 30 to 180 days in two cultivation cycles. The results showed that somatic embryos were generated in
cotyledon explants and in full somatic embryos. A second cycle was obtained from the secondary somatic embryo-
genesis where 150 somatic embryos were obtained per Rita® recipient with an average of 15 embryos per explant.
The temporary immersion system favored the production of somatic embryos, its synchronization, and decreased the
oxidation of the tissue.
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INTRODUCCION

El cacao es un arbol originario de América, su
fruto es la base para la elaboracién de chocolate y
sus derivados (Borrone et al. 2007). Esta especie se
cultiva en los trépicos himedos y es fuente impor-
tante de ingresos en los paises en desarrollo (Lanaud
et al. 2009). La propagacién del cacao se realiza
generalmente por la via sexual o semillas (Minyaka
et al. 2008). Por lo que el 70 % de los arboles de
cacao cultivados en el mundo provienen de semilla
sin seleccion previa (Eskes 2000). Aunque también,
se propaga por métodos de reproduccién asexual o
vegetativa, por enraizamiento de estacas e injerto
(Salvador et al. 2005).

En la actualidad, el empleo de la embriogeé-
nesis somatica (ES) para la propagacién clonal de
plantas de cacao es de gran importancia (Yang y
Zhang 2010). Este es un proceso en el que una es-
tructura bipolar parecida a un embrién cigético se
desarrolla a partir de un tejido somatico sin conexién
vascular con el tejido original (Zahid et al. 2013).
Las células atraviesan por una serie de cambios mor-
folégicos y bioquimicos que dan como resultado la
formacion de embriones somaticos y la regeneracion
de nuevas plantas (Komamine et al. 2005). Los
embriones somaticos (ESO) son parecidos a los em-
briones cigdticos y tienen también los mismos es-
tados de desarrollo (Yang y Zhang 2010). Alter-
nativamente, los ESO pueden ser utilizados como
explantes para producir ESO adicionales a través
de la embriogénesis somatica secundaria (ESS)
(Alejandro-Lazaro et al. 2015). La ESS puede ser
repetida varias veces, por lo tanto, contribuye de
forma significativa al incremento de la formacién
de embriones somaticos, especialmente en las plan-
tas de baja capacidad embriogénica (Pérez-Nufiez et
al. 2006). La ESS también ha sido reportada para
ayudar a retener la competencia embriogénica du-
rante prolongados tiempos de cultivo en diferentes
especies (Martinelli et al. 2001). Por otra parte,
los embriones obtenidos a través de la ESS suelen
ser mas desarrollados que los obtenidos por em-
briogénesis somatica primaria (Pérez-Nafiez et al.
2006). Desde las primeras observaciones de la em-
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briogénesis somatica, su potencial ha sido mostrado
y caracterizado en un amplio nimero de plantas
dicotiledéneas y monocotiledéneas (Mathieu et al.
2006). Diversos estudios para el desarrollo de proto-
colos para la propagacion clonal de cacao por cultivo
de tejidos se han reportado (Alejandro-Lazaro et al.
2015), pero los resultados mas relevantes se han
obtenido por ES, con fuentes de explante de em-
briones cigéticos, estaminoides y pétalos, pero con
baja eficiencia y bajas tasas de conversién a plantula
(Urrea et al. 2011).

En la actualidad, se tienen avances en el de-
sarrollo de sistemas de cultivo de tejidos de ES de
cacao, lo que puede contribuir en el mejoramiento
de las variedades (Maximova et al. 2008). Sin em-
bargo, los resultados indican que muchos genotipos
de cacao son recalcitrantes (Minyaka et al. 2008),
por lo que se ve afectada la ES (Tan y Furtek 2003).
Actualmente, dos limitaciones principales en la ES
de cacao son la eficacia de produccién de embrién
dependiente del genotipo y la falta de desarrollo
de cotiledones en los embriones somaticos, lo que
provoca bajo porcentaje de conversién de planta
(Maximova et al. 2014).

Los métodos utilizados para la propagacién in
vitro de plantas, presentan ventajas sobre los méto-
dos tradicionales, como minima superficie nece-
saria para mantener una gran cantidad de plantas,
obtencién de plantas libres de hongos, bacterias
y/o virus, y la posibilidad de producir plantas todo
el afio (Albarran et al. 2005). Debido a estas
caracteristicas, existen medios para cultivos in vitro
en estado semisélido y liquido (Watt 2012). Los
medios semisélidos son aquellos a los cuales se les
agrega un agente gelificante, son los mas utiliza-
dos en el establecimiento de explantes (Ziv 2005).
Mientras que el medio liquido y el empleo de un
sistema de inmersion temporal son adecuados para
la produccién y calidad de embriones somaticos
(Albarran et al. 2005). La inmersién periédica de
los explantes en el medio de cultivo, beneficia al
intercambio gaseoso dentro del recipiente y facilita
la absorcion de nutrientes (Garcia-Gonzales et al.
2010). Lo que se refleja en una mayor tasa de
multiplicacién y en un mejor desarrollo de los ex-
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plantes (Albarran et al. 2005). Por lo anterior el
objetivo del presente estudio fue evaluar el sistema
de inmersién temporal Rita® en el rendimiento de
embriones somaticos secundarios de los 30 a los 180
d en dos ciclos de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y desinfeccion de botones florales

Se colectaron botones florales del genotipo
hibrido INIFAP 1 entre las ocho y 10 h, los cuales
se depositaron en frascos de Gerber que contenian
agua bidestilada estéril. Para luego trasladarlos al
laboratorio donde se desinfectaron en una campana
de flujo laminar, con una solucién de hipoclorito de
sodio al 1 % durante 20 min. Para luego realizar
tres lavados con agua destilada estéril, para poste-
riormente cultivarse las bases de los pétalos de las
flores en cajas Petri.

Induccién de embriogénesis somatica primaria

Se utilizé el medio de cultivo denominado Pri-
mary Callus Growth (PCG) suplementado con 5 g
de Thidiazuron y 200 ug de 2,4-D. Los cultivos se
mantuvieron en obscuridad por 14 d a temperatura
de 26 + 1 °C. Para luego transferir los explantes
a un medio de crecimiento de callos secundarios
(SCG) y continuar con la formacién de callo em-
briogénico en ED4 (Driver y Kuniyuki 1984). Para
luego transferir a un medio EDL de desarrollo de
embriones somaticos para la regeneracién de plan-
tas en medio PR (Li et al. 1998). Durante toda
la etapa el cultivo se mantuvo en obscuridad y a
temperatura de 26 + 1 °C, renovando el medio de
cultivo cada 14 d.

Induccion de embriogénesis somatica secun-
daria a partir de cotiledones

Se usaron fragmentos de cotiledones de 5
mm? procedentes de embriones somaticos primarios
del hibrido INIFAP 1, generados después de cuatro
meses de cultivo. Los fragmentos se cultivaron en
un medio de regeneracién de plantas PR (Figura
1) (Driver y Kuniyuki 1984). Suplementado con
30 gL~ ! de sacarosa, 5 gL~! de glucosa, 0.2 gL~}
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de nitrato de potasio y 3 gL~! de Gelrite como
gelificante. El pH fue ajustado a 5.8 con hidréxido
de sodiol N.

Primer ciclo de embriogénesis somatica secun-
daria

Se emplearon explantes del embrién somatico
tipo cotiledénar y fragmentos de cotiledén de 5
mm?. Los cuales se colocaron en un medio PR con
fitohormonas para regenerar las plantas, desprovisto
de fitohormonas. No se realizaron subcultivos du-
rante el ciclo de cultivo. El experimento se estable-
cié6 bajo un disefio experimental completamente
al azar en arreglo factorial 3x2 con cinco repeti-
ciones. Las variables estudiadas fueron el nimero
de embriones somaticos formados y el porcentaje
de oxidacién. Los resultados se analizaron con un
analisis de varianza y comparacién de medias de
Tukey (0.05). Los tratamientos evaluados se pre-
sentan en la Tabla 1.

Segundo ciclo de embriones somaticos secun-
darios

Un segundo experimento fue establecido para
evaluar la capacidad de multiplicacién de los
embriones somaticos secundarios completos durante
un segundo ciclo, partiendo de los embriones somati-
cos generados del experimento anterior.  Sola-
mente se utilizaron embriones somaticos proce-
dentes del sistema Rita donde fueron cultivados.
Los tratamientos en evaluacién se presentan en la
Tabla 1.

En este experimento se utilizé un solo tipo
de explante: embrién somatico tipo cotiledénar.
El medio de cultivo utilizado fue PR (regeneracion
de plantas) desprovisto de fitohormonas. No se
realizaron subcultivos a lo largo de 180 dias de du-
racién de este ciclo de cultivo.

El experimento se establecié bajo un disefio
experimental completamente al azar con tres
tratamientos (Tabla 1) con cinco repeticiones y
cada repeticién fue establecida con 10 explantes
(embriones somaticos secundarios). Las variables
en estudio fueron: namero de embriones somaticos
formados y porcentaje de oxidacién de embriones
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Tabla 1. Tratamientos en el primer y segundo ciclo de embriogénesis somatica

secundaria.
Primer ciclo
Tratamiento (Recipiente) Tipo de explante Medio
Magenta® /Embrién somatico Semisélido
Inmersién_temporal (Rita®) Embrién somatico Liquido
Magenta Fragmento de cotiledén  Semisélido
Inmersién temporal (Rita®) Fragmento de cotiledén Liquido

Segundo ciclo

Frasco Gerber® (Testig% Embrién somético Semisélido
Inmersion temporal Rita Embrién somatico Liquido
Magenta Embrién somatico Semisdlido
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Figura 1. Promedio de embriones somaticos secundarios obtenidos en explantes de
embriones somaticos secundarios completos y fragmentos de cotiledén. Valores con
la misma letra son iguales estadisticamente (Tukey 0.05).

somaticos. Los resultados fueron examinados por
medio de un anélisis de varianza y prueba de com-
paracién de medias de Tukey (0.05).

Descripcién del proceso histolégico

El proceso histoldgico se realizé de acuerdo
a Buffard-Morel et al.  (1992) en muestras de
fragmentos de cotiledén del sistema de inmer-
si6n automatico a los 180 d. Se utiliz6 el es-
tuche de Polysiences, Inc (USA) JB-4 a base de
glicol metacrilato.  Las muestras se fijaron en
paraformaldehido al 4 % en amortiguador de fos-
fatos (pH = 7.2) por 24 h bajo presién negativa,
posteriormente se deshidrataron en las concentra-
ciones de etanol 30 % por 30 min, 50 % por 45
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min, 70 % por 45 min, 90 % por 60 min, 95 %
por 60 min y 100 % por 60 min dos veces. Para
la impregnacién de los tejidos se utilizé 100 ml de
solucién A (mondémero) y 900 mg del catalizador
C (Bemzoil peréxido) por 24 h. Por dltimo, se
realizé la inclusién de las muestras en 25 mL de
una solucién A 4+ C 25 mL, a la cual se le adicioné
1 mL de solucién B (Polietilen glicol), para luego
agregar al molde la solucién conteniendo las mues-
tras. A partir de los tejidos impregnados en resina,
se obtuvieron cortes histolégicos de 3 um con un
micrétomo Microm 325 (USA). La tincién se realizé
con acido periédico al 1 % por 5 min, para luego
aplicar azul de metileno por 5 min, seguido de lava-
dos con agua estéril. Posteriormente, se colocaron
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las muestras en una parrilla de calentamiento a 25
°C para su secado. Las secciones se observaron y
fotografiaron con un microscopio Carl Zeiss (Ale-
mania) con camara digital acoplada.

RESULTADOS

Primer ciclo de embriogénesis somatica secun-
daria

Después de los 30 d, todos los tratamien-
tos fueron similares, mostrando escasa formacién
de embriones somaticos (ESO). Sin embargo, a los
120 d el tratamiento correspondiente a fragmen-
tos de cotiledén fue estadisticamente superior al
resto de los tratamientos con 26 ESO, mientras
que con el tratamiento en recipiente Magenta sélo
se obtuvieron ocho ESO. Al final del experimento,
los cultivos en el sistema de inmersién temporal
Rita® fueron estadisticamente superiores al testi%
(I\/Iagenta®), en tanto que en el sistema Rita
se tuvieron 30 ESO generados con fragmentos de
cotiledén y 29 ESO en cotiledones completos, pro-
duciéndose por explante en promedio tres ESO.
Mientras que en el recipiente Magenta'\Y se tuvieron
cinco ESO de explantes de embriones somaticos
completos y ocho ESO de fragmentos de cotiledén.
Los resultados muestran que la produccién de em-
briones fue mayor a los 180 d de cultivo en el sistema
Rita"”, mientras que en el recipiente Magenta la
mayor produccién de embriones se presenté a los
120 d de cultivo en fragmentos de cotiledén (Figura
1). En la Figura 2 se muestran los explantes uti-
lizados y los embriones generados en el Sistema de
Inmersién Temporal Rita®

Porcentaje de oxidacién

En los tratamientos, el porcentaje de oxi-
dacién incrementé con el tiempo, pero a los 180 d
el sistema Rita® con embriones somaticos comple-
tos tuvo el menor porcentaje de oxidacién con 45
%, mientras que el sistema Rita'™ con fragmentos de
cotiledén present6 un 55 %, siendo estos tratamien-
tos superiores estadisticamente a los tratamientos
en medio semisélido en los recipientes I\/Iagenta®,
los cuales tuvieron un 90 % de oxidacién en embri-
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ones somaticos completos y 100 % en fragmentos
de cotiledén (Figura 3).

Produccién de embriones somaticos en un se-
gundo ciclo

A los 30 d de cultivo se tuvieron embriones
tipo globular, que se desarrollaron en el tejido super-
ficial, apareciendo en mayor proporcién en el sistema
Rita® (Figura 4), con promedio de 0.84 ES a los
30 d. El mayor rendimiento de embriones somaticos
secundarios se tuvo a los 180 d con promedio de 15
ES por recipiente. Este tratamiento superé estadis-
ticamente al testigo en frascos tipo Gerber™ y a los
recipientes Magenta™.

En el testigo, la respuesta a la formacién
de embriones somaticos fue de 0.31 ES a los 30
d, obteniendose la maxima formacién (1.7 ES) a
los 90 d (Figura 4), con embriones de tipo globu-
lar que se observaron en pequefios grupos de color
verde translicidos. En el tratamiento Magenta'™,
se obtuvo la menor cantidad de embriones somati-
cos formados a los 30 d con 0.16 ES en promedio,
incrementandose hasta alcanzar su mayor promedio
a los 120 d con 1.73 ES (Figura 4), con embriones
de tipo cotiledénar en menor tiempo que el resto
de los tratamientos. Estos embriones tuvieron
una coloracién amarillenta a los 90 d de cultivo.
En la Figura 5 se muestran embriones somaticos
globulares y un embrién somatico tipo torpedo y
sus cortes histoldgicos.

Porcentaje de oxidacion

Todos los tratamientos presentaron diferentes
porcentajes de oxidacion a partir del primer mes de
cultivo. El tratamiento en sistema Rita>” mostré
el porcentaje mas bajo de oxidacién durante todo el
experimento (Tabla 2). A los 180 d de cultivo, el
tratamiento Rita\™ presenté en 56 % de oxidacion
de tejido siendo superior estadisticamente a los
tratamientos en recipiente Gerbery I\/Iagenta®. La
aparicién de pequefios puntos cafés fue un indicador
del comienzo oxidativo. Los explantes establecidos
en el tratamiento testigo se oxidaron por completo a
los 150 d, mientras que en el recipiente Magenta
la oxidacién total se presenté a los 120 d.
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Figura 2. Embrién somatico tipo cotiledénar (A) y frag-
mento de cotiledén (B). Recipiente Rita™ (C) y embriones
somaticos secundarios después de cinco meses de cultivo (D).

Tabla 2. Porcentaje de oxidacién in vitro de los explantes del genotipo INIFAP 1. Los
valores con la misma letra son iguales estadisticamente (Tukey 0.05).

Tratamiento

Porcentaje de oxidacion en dias

(Recipiente) 30 60 90 120 150 180
Control (Gerber®) 4188 6781 81.88% 9875% 100¢ 100
Magenta® 26.14° 67.81% 91.88°% 100% 100“ 100 %
Rita® 8.33¢ 1090°¢ 4687° 47 b 47b 56 b

DISCUSION

El sistema de inmersiéon automatico fue de-
sarrollado para mejorar la propagacion in vitro, de
cultivos de importancia comercial (Watt 2012). En
la presente investigacién, los resultados mostraron
que el uso de medio liquido en el sistema Rita
favorecié la produccién de embriones somaticos, por
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lo que la baja produccién de embriones somaticos
secundarios en medios semisélidos esta asociada al
agotamiento de los nutrimentos (Ziv 2005). Por
lo que los medios liquidos en el sistema de inmer-
sién automatico Rita"™ favorecen la produccion
de embriones somaticos debido a que el explante
entra en mayor contacto con el medio, lo que fa-
cilita la absorcién de nutrimentos (Garcia-Gonzales
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iguales estadisticamente (Tukey 0.05).
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Figura 4. Nimero promedio de embriones somaticos secundarios cultivados en
tres sistemas de cultivo. Valores con la misma letra son iguales estadisticamente

(Tukey 0.05).

2010). Adicionalmente, este sistema ha demostrado
ser positivo en la produccién y calidad de embriones
somaticos de café (Albarran et al. 2005), resultados
similares se observaron en el presente estudio, con
embriones somaticos secundarios independientes sin
fusiones o malformaciones. Se observé que la ex-
clusién de fitohormonas favorece la multiplicacién y
la sincronizacién de los embriones de forma indepen-
diente sin fusiones. Estos resultados son similares

a los reportados por Alejandro-Lazaro et al. (2015)
quienes indican que generaron ESS en cacao en un
medio semisélido sin fitohormonas. La formacién
de ESS se pudo repetir en un segundo ciclo de cul-
tivo, con disminucién del porcentaje de oxidacién
en el sistema de inmersion automatico Rita®. Al
respecto Damiano et al. (2005) reportan que la
disminucién de la oxidacién se debe a la reno-
vacién de la atmésfera dentro del recipiente, lo
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Figura 5. Embriones somaticos tipo globular después de 60 dias
(A), con su corte corte histolégico (B). Embrién somatico tipo
torpedo (C), el cual muestra sus haces vasculares (D).

que permite reducir los niveles de contaminacién y
la hiperhidricidad de los tejidos. El uso de la ESS en
cacao es una herramienta valiosa en la propagacién
de plantas de genotipos agronémicamente impor-
tantes (Maximova et al. 2008). Ademas de que
los resultados obtenidos son superiores a lo repor-
tado por Alejandro-Léazaro et al. (2015), incluso se
logré la multiplicacién de embriones somaticos en
un segundo ciclo de cultivo, con estructuras como
cotiledones, eje embrionario y haces vasculares. El
potencial para usar embriones somaticos para la
propagacién a gran escala de genotipos élite de ca-
cao puede representar un avance importante para la
multiplicacién de genotipos.

CONCLUSIONES

El uso de medio liquido en sistema Rita®
favorecié la produccién de embriones somaticos
de cacao. Los embriones somaticos secundarios
obtenidos no presentaron fusiones o malformaciones
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recurrentes. La cual fue posible repetirla en un se-
gundo ciclo de cultivo, demostrando la totipotencia
de los embriones somaticos completos usados como
explantes, al igual que los fragmentos de cotiledén y
sobre todo la repetitividad del evento. El potencial
de usar fragmentos de cotiled6n procedentes de em-
briones somaticos primarios y embriones somaticos
completos cultivados en un sistema de inmersién au-
tomatico en medio de cultivo liquido, es un avance
para la multiplicacién de genotipos con caracteres
deseables.
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