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INTRODUCCION

En los dltimos 40 afios han ocurrido avances en el
desarrollo de tecnologfas para obtener embriones
somdticos de un nimero cada vez mayor de especies.
Tener embriones somdticos disponibles permite des-
tinarlos a programas de mejoramiento o a la propaga-
ciébn a gran escala de genotipos superiores,
especialmente en cultivos perennes de alto valor. El
uso de la embriogénesis somdtica para la propagacién
seguird aumentando segin hayan protocolos mds
avanzados y refinados capaces de producir embriones
morfolégicamente normales, sin variacién somaclo-
nal y con capacidad para germinar y convertirse en
plantas répida y eficazmente (Parrot, 2002).

El cacao (Theobroma cacao) es un drbol que se
introdujo de México y América Central en Africa
en 1822 en Santo Tomé y en 1850 en Ghana. El
pueblo precolombino de México utilizaba la harina
de cacao en la preparacién de salsas y los aztecas
usaban las semillas como moneda. Después del café
y del azdcar, el cacao es la tercera mercancia agrico-
la exportada en el mundo, representando en 1988
mds de 2000 millones de délares de intercambio
comercial (Sasson, 1993).

La embriogénesis somdtica en cacao fue descrita
inicialmente por Esan (1977) y luego por Pence
et al. (1979). Sin embargo, al igual que en otras
técnicas, este cultivo se ha comportado como recal-
citrante por los bajos niveles de respuesta que se ha
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logrado y por la variabilidad de la misma en cuan-
to a los diferentes genotipos.

Segin el concepto de la totipotencia celular
cualquier tejido puede dar origen a una planta
completa, si las condiciones ambientales pueden
ser reguladas adecuadamente. En el cacao se han
probado diferentes explantes para la induccién del
proceso de la embriogénesis somdtica, de los cuales
se ha obtenido la formacién de embriones somdti-
cos en cotiledones (Esan, 1977, Pence, 1979) y en
hojas (Litz, 1986). Chatelet ez al. (1992) demos-
traron las potencialidades embriogénicas de la
nucela y el tegumento interno de las habas inma-
duras en el medio MS modificado con combina-
ciones de 2,4-D y BAP. También con el empleo de
las nucelas, Figueira y Janick (1993) y Sondahl
et al. (1993) confirmaron las potencialidades de
este explante en la formacién de callos y embriones
somdticos.

La desinfeccién de los explantes se ha logrado
con el uso del hipoclorito de sodio al 2% duran-
te 20 minutos cuando se ha trabajado con los
cotiledones, e hipoclorito de sodio al 1% entre
15 y 20 minutos cuando se han utilizado como
explantes pétalos y estaminoides. La induccién de
callos se realiz6 en medio Murashige-Skoog
(1962) suplementado con agua de coco, caseina
hidrolizada, tiamina y dcido naftalenacético para
el caso de los cotiledones, donde ademds se pudo
observar la formacién de embriones somdticos
con caracteristicas asincrénicas como se aprecia
en la fotografia 1. También se ha obtenido la for-
macién de callos a partir de pétalos y estaminoi-
des en medio MS con combinaciones de dcido
2,4-diclorofenéxiacético y quinetina. Estos
explantes son los que mayor importancia tienen
para la propagacién del cultivo, ya que el cacao
por ser una planta alégama los cotiledones llevan
implicita una variabilidad natural productora de
su cruzamiento, aunque los mismos se pueden
emplear cuando se parte de cruzamientos conoci-

dos. En el caso de los pétalos y estaminoides
representan a la planta y pueden encontrarse
durante casi todo el afio en cantidades que osci-
lan entre 20 y 100 mil flores.

EMBRIONES SOMATICOS DE Thecbroma cacaoc L
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Imagen de un embridn somdtico de cacao.

Si bien se pueden obtener embriones a partir de
cotiledones por via directa, su cuantia es muy baja,
estando en presencia de una embriogénesis de baja
frecuencia. Los callos obtenidos de estaminoides
han resultado ser los de mayor potencial para la for-
macién de embriones somdticos en medios con las
sales MS diluidas a la mitad, suplementada con
sacarosa, dcido giberélico, quinetina, 4cido naftale-
nacético y vitaminas en el clon UF-613, como se
puede observar en las fotograffas 2 y 3. Estos resul-
tados nos indican la posibilidad de obtener embrio-
nes somdticos a partir de callos formados de
estaminoides en una frecuencia mds elevada. Los
embriones se encontraban en estados globular, aco-
razonado y torpedo, lo cual indica un alto grado de
asincronfa, caracteristica del proceso embriogénico
en medio sélido.

Resultados muy importantes en este sentido han
sido obtenidos por Li ez al. (1998) con la utiliza-
cién del medio Driver Kuniyuki, tidiazurén y glu-
cosa como fuente de sacarosa en la primera parte
del proceso. Esos resultados constituyen una de las
principales tendencias en las investigaciones de la
embriogénesis en cacao en este momento en el
mundo.
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Una de las cuestiones mds importantes en la
embriogénesis somdtica es lograr que los embriones
alcancen el grado de madurez necesaria para luego
convertirse en plantas. Embriones en estado de tor-
pedo fueron transferidos a medios de maduracién
que contenfan las sales DKW suplementadas con
dcido abscisico, sacarosa 6% y la combinacién de
ambos. Con el tratamiento con sacarosa al 6% se
obtuvo un mayor porcentaje de respuesta en el
aumento de tamafo de los embriones, cambio de
coloracién de los cotiledones de blancos a violdce-
os, lo que indica la acumulacién o sintesis de reser-
va por parte de los embriones, ya que un color
similar, primero violdceo y luego pdrpura toman
los cotiledones de los embriones cigdticos en el
proceso de maduracién de los frutos. Los embrio-
nes somdticos también manifestaron la elongacién
del hipocotilo, lo cual indica el inicio de la germi-
nacién y conversién de los embriones. Luego de
transferir los embriones en germinacién hasta
medios para tal fin se obtuvo la conversién de una
parte de ellos hasta un 20%. Sin dudas es esta par-
te donde se presentan mayores dificultades para
completar del método de propagacién.
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Imagen de una plantula de cacao formada a partir de
los embriones somdticos.
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El principal campo de aplicacién de la embrio-
génesis somdtica se encuentra en la propagacién de
genotipos elite seleccionados dentro de una pobla-
cién de drboles en zonas productoras, en la intro-
duccién de nuevos genotipos al pais y por su
elevado potencial de multiplicacién en compara-
cién con los métodos tradicionales como el injerto
y las estacas enraizadas. Esto no quiere decir que no
se utilice de forma combinada los diferentes méto-
dos de propagacién en la medida que se van com-
pletando los estudios de las diferentes etapas del
proceso y en dependencia de los protocolos dispo-
nibles para los clones de cacao existente. Una de las
particularidades de los resultados presentados aqui
es que se trabajaron con los clones de tipo Trinita-
rio, predominantes en Cuba, con respecto a los que
se citan en la literatura cientifica de la temdtica los
que corresponden en mayor grado a clones de tipo
Forastero.

Cuando este proceso pueda ser manipulado sin
muchas complicaciones favorecerd su aplicacién en
la seleccidén de nuevos genotipos a través de la apli-
cacién de las técnicas de transformacién de plantas,
la seleccién in vitro y el cultivo de anteras y évulos.
También se pudiera emplear este proceso en el estu-
dio y la obtencién de los metabolitos que produce
el cacao de mucha relevancia para las industrias ali-
menticias y de cosméticos. Una de las principales
aplicaciones estd relacionada con el uso de la
embriogénesis para el rescate de clones conservados
por las técnicas de la crioconservacién.
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