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del arbol injertado; por ello se requiere una doble seleccién, del injerto y
del portainjerto

Desqueje. Los primeros ensayos de desque_]e horticola del hevea se
hicieron en Ceylan en 1880. Répidamente se comprob6 que las tasas de
enraizamiento de los esquejes del hevea variaban en funcién de los pies de
cria. Wiersum comprobé en 1955 que el porcentaje de enraizamiento de los
esquejes disminuia conel enve_]ec1m1ento del arbol madre y que los mejores
resultados se obtenfan de yemas tomadas en la base del tronco (material
juvenil). Muzik et al. (1958) confirmaron que la aptltud para el enraiza-
miento estaba vinculada con lajuventud del material vegetal; estos investi-
gadores tuvieron éxito en el desqueje del material clonal después de
injertarlo una sola vez en plantas jovenes. Mediante ‘la utilizacién de
buenas condiciones fisicas de desqueje y un material ‘joven’, Levandowsky
(1959) obtuvo hasta un 70% de enraizamiento.

Cualquiera que fuese la juventud de los esquejes utilizados, varios
autores (MaclIndoe, 1958; Levandowsky, 1959) comprobaron que habia
variabilidad en la estructura de los sistemas radicales y, en particular,
debilidad en la raiz principal. La ausencia de raiz pivotante se traduce, en
la prictica, en una fuerte disminucién de la resistencia al viento y a la
sequia. Este punto fue confirmado por los resultados del RRIM (Rubber
Research Institute of Malaysia) donde el 809 de heveas jovenes, de cuatro
afios, obtenidos de desquejes fueron desarraigados por el viento.

Eldesqueje horticola del hevea, aunque realizable, nunca se ha utilizado
en la préctica debido alas deficiencias del 81stema radical de las plantas
obtemdas de esquejes. ,

Técnicas de multiplicacién vegetativa in vitro

Los cultivos in vitro de tejidos.del hevea se realizaron con los siguientes
objetivos: la obtenci6n de callo y de suspensiones celulares (Wilson et al.,
1974); 1a obtencién de plantas haploides (Satchuthananthavaleet al., 1972;
Paranjothy et al., 1975; Chen-Chen et al., 1978); el aislamiento de proto-
plastos y la‘hibridacién somatica (Cailloux et ak, 1979); la reproduccién
vegetativa (Carron, 1982; Enjalric, 1983), yla mducclén del I'C_]llVCI‘lCCl-
miento.

" Las investigaciones mas estables e importantes sobre la multiplicacién
vegetativa in vitro:del hevea han sido realizadas desde 1979 por el equipo
del IRCA (Institut de Recherches sur le Caoutchouc). Estas investigacio-
nes se hicieron en dos direcciones:
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* La micropropagacion del esqueje in vitro.
* La micropropagaciéon por embriogénesis somaética.

Microdesqueje. Los primeros intentos de desqueje in vitro del hevea
fueron realizados, principalmente, por Enjalric (1983) y por Lardet (1984);
fueron cultivos in vitro de fragmentos de tallo con yemas preexistentes y
con puntas de brotes. Las observaciones hechas en los injertos en hevea
permitieron considerar algunos parametros para la seleccién del explante.
En efecto, la reaccion de éste depende de la edad de la planta, delaépocaen
que es extraido, de su ubicacién en la planta madre, y de sus dimensiones.
El microdesqueje del hevea comprende cuatro etapas:

* Lafase de proliferacion durante la cual se activan las yemas axilares.
* La fase de desarrollo de las yemas activadas como tallos.
* La fase de multiplicacién.

* Lafase de enraizamiento y de trasferencia a las condiciones corrientes
del cultivo. '

Los explantes estan formados por fragmentos de tallo que comprenden
2 6 3 entrenudos sin hojas. El hevea tiene un habito de crecimiento ritmico
determinado por viaendégena. Los estudios preliminares muestran que la
reaccion de las yemas axilares es independiente del estado de crecimiento;
el explante puede tomarse en un periodo cualquiera del afio. Después de
desinfectar, enjuagar y fragmentar el explante, se somete €ste a un trata-
miento inductivo antes de colocarlo en el medio de cultivo. Se obtuvieron
las mejores tasas de proliferacién por inmersién de los explantes, durante
dos horas, en una solucién compuesta por elementos minerales de MS, y
suplementada con BAP (44 uM) y con AIB (25 uM).

Después del pretratamiento, los explantes fueron cultivados en el medio
mineral anterior desprovisto de reguladores del crecimiento, pero suple-
mentado con carbén activado al 0.5% y con un contenido de sacarosa
relativamente alto (60 g/litro).

Laexperiencia indica que un aumento en la duraci6n del pretratamiento
no afecta la proliferacion, y que un contenido elevado de sacarosa en el
medio la mejora. La adicién de carb6én activado al 0.5% reduce la tasa de
proliferacién pero favorece el alargamiento de los tallos. Unailuminacién
muy intensa disminuye el crecimiento de los tallos producidos por las
yemas que han proliferado; de igual manera, la oscuridad, aunque no los
afecta durante un periodo transitorio de diez dfas, se convierte también,
m4s tarde, en un factor inhibidor.
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La etapa de multiplicacién comprende dos fases: la fragmentacién en
nuevos explantes del primer brote desarrollado in vitro, y los ciclos multi-
plicativos del explante primario. Después de un remojo durante 2 a4 horas
en una solucién de induccién compuesta por BAP 44 uM + AIB 25 uM,
los explantes primarios se trasplantan a un medio que contenga 60 g/litro
de sacarosa. En estas condiciones se producen nuevos brotes, y el proceso
puede repetirse 3 6 4 veces.

Se ha comprobado un aumento de la miniaturizacién con cada nueva
generacion de brotes; en la tercera generaci6n éstos estan completamente
bloqueados y son inutilizables. Por ello, un proceso totalmente libre de
microdesqueje in vitro del hevea, €s decir, sin el recurso peri6édico obligato-
rio a la planta donante, no ha podido establecerse hasta el momento.

La metodologia empleada para el enraizamiento de los tallos es idéntica
ala descrita para la callogénesis; comprende dos fases: una de induccién,
donde el contenido de auxinas es elevado; y otra de desarrollo radical
durante la cual el contenido de auxinas es reducido o nulo. En la fase de
induccién, las bases de los brotes con hojas (separados del explante prima-
rio) se remojan en una solucién de auxina; los mejores resultados se
obtuvieron remojando durante tres dias, en una solucién que inclufa
25 uM de AIBy 2.5 uM de ANA.

Los tallos asi inducidos se trasplantan a un medio mineral sélido que
contiene 40 g/ litro de sacarosa. Aparentamente, una reduccion del conte-
nido de elementos minerales del medio no tiene efecto ni en la tasa de
enraizamiento, ni en el desarrollo de las raices. Ademas de los factores
fisicoquimicos, el estado fisioldgico del brote que enraiza desempeifia un
papel importante; asi, los brotes en pleno crecimiento enraizan mejor que
los que se hallan en crecimiento lento. Igualmente, hay una relacién entre
lafacilidad de enraizamiento y 1a mayor o menor juventud de los tallos que
estan para enraizar,

El trasplante a tierra de los tallos de hevea enraizados en condiciones in
vitro se hace facilmente si se utiliza un sustrato con buen drenaje y con
temperatura y luz adecuadas. Los mejores resultados se han obtenido con
un sustrato compuesto de 1/3 de brezo, 1/3 de mantillo de cortezade pino,
1/3 de arena, humedad elevada, y una iluminacién media. La experiencia
sefial6 que las tasas de rebrote eran mejores cuando la trasferencia era
temprana y que habia una tendencia al enraizamiento de los tallos cuando
se trataban con el sustrato del vivero.

El sistema radical de los esquejes de hevea esta formado principalmente
por raices plagidtropas. Después de colocadas en la tierra, algunas de estas
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raices toman una orientacion ortétropa y hacen el papel de seudopivote.
La sensibilidad al viento y a la sequia son el mayor obsticulo para el
empleo del hevea obtenido por desqueje; asi se explica que, hasta el
momento, las plantas de hevea obtenidas por desqueje horticola invitrono
hayan salido del campo de la experimentacion.

Toda esta informacién ha sido obtenida de plantas jévenes de hevea.
Los explantes obtenidos de material adulto con potencialidades agroné-
micas conocidas y, por consiguiente, los inicos dignos de interés, presen-
tan inicialmente una débil reaccién in vitro, y una tasa de prohferamén de
30%; en lugar del 85% obtenido con material | joven. Ademas, las yemas que
han prohferado permanecen bloqueadas y no se desarrollan como tallos.

Mediante el injérto en cascada del material adulto, segiin la técnica de
Franclet (1979), se obtiene rdpidamente un nivel suficiente de rejuveneci-
miento y una reaccubn adecuada a las condiciones in vitro. Desde la
primera generacion de injertos, la tasa de proliferacion i m vitro (30% para
el material no injertado) se eleva aun 70%. La juventud del material parece
tener repercu516n directa sobre la producclén (Chen-Chen et al., 1978).
Varios procesos de rejuvenecimiento del material adulto, como €l corte, el
desqueje sucesivo, el injerto en cascada, y el cultivo in vitro (L1bby, 1979) se
experimentaron con éxito diverso.

La multiplicacién vegetativa in vitro permite recuperar caracteres mor-
foldgicos y fisiologicos juveniles mediante la ruptura de las relaciones
existentes entre el explante y el conjunto de la planta; la expresién de la
potencmlldad juvenil. serd tanto mas acentuada cuanto menor sea ¢l
numero de células d1ferenc1adas que presente el explante de origen. Fl
meristema, cultivado in vitro, puede revelar una autonomia potencial que
hasta entonces habja estado enmascarada por las condiciones de la planta
entera.

El tamafio de los explantes parece también un factor esencial para su
supervivencia, es decir, para la diferenciacién celular, el desarrollo en
brotes con hojas y el enraizamiento (Druart et al., 1982).

Los cultivos de 4pices hechos por Lardet (1984) pernlitieron reducir las
tasas de 1nfecc16n _generalmente altas enlos fragmentos de tallo, pero s6lo
pudleron obtenerse callos y | la formacién de algunos esbozos foliares. En
ningtin caso fue posible que estos merlstemas se desarrollaran como tallos.

Embriogénesis somética. Las investigaciones‘srdbre la organOgénesis en
¢l hevea son mas:numerosas, y-anteriores a las realizadas sobre el micro-
desqueje en esta especie. Los primeros intentos de cultivo de tejidos de
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hevea fueron hechos en el IRCA y el RRIM, en 1953. Se colocaron en
cultivo fragmentos de tallos que produjeron callo, pero en ningin caso se
regeneraron pldntulas. También Wilson et al. (1974) obtuvieron callos y
suspensiones celulares partiendo de fragmentos de tallo.

En cada especie vegetal existe un 6rgano o fragmento de 6rgano que
proporciona el explante 6ptimo para un proceso de cultivo in vitro
(Murashige, 1974). Por otra parte, numerosos autores han puesto en
relieve la capacidad de organogénesis que presentan todos los tejidos
relacionados con la flor. En 1972, Satchuthananthavale et al. realizaron
los primeros intentos de cultivo de anteras de hevea, con miras a obtener
plantulas haploides. Se obtuvieron callos de estructura nodular. Tres afios
mas tarde se obtenian los primeros embrioides mediante cultivo in vitro de
anteras (Paranjothy et al., 1975). La frecuencia de induccién de estos
embrioides fue baja y raramente se obtuvieron plantulas.

Los trabajos mds notables fueron realizados desde 1973 por equipos de
investigadores chinos del Baotmg Institute of Tropical Crops y dela South
China Academy of Tropical Crops, quienes obtuvieron embriones somati-
cos partiendo de los tejidos diploides de las paredes de las anteras y de las
micrdsp_oras (Chen-Chen et al., 1978; Wang et al., 1980). Varias plantulas
obtenidas de estos cultivos de anteras se sembraron en tierra.

Los objetivos de estas investigaciones fueron: primero, obtener descen-
dencias hibridas homogéneas partiendo de progenitores homocigéticos
resultantes de haploides duplicados; y segundo, recuperar la ‘juvenilidad’
de los tejidos por medio de la embriogénesis somatica. Sin embargo, a
pesar del avance en el conocimiento de las técnicas in vitro, las tasas de
produccién de plantas todavia permanecen muy bajas por las dificultades
que presenta el ulterior desarrollo de los embrioides. Los trabajos de los
investigadores chinos subrayaron el papel determinante del factor geno-
tipo; en efecto, la mayorfa de las regeneraciones se obtuvieron de un solo
clon, el Haiken 2.

Las investigaciones realizadas por el IRCA sobre la induccion de callos
y la regeneracion en ¢l hevea comenzaron-en 1979. Los primeros estudios
sobre induccion de callos se hicieron en fragmentos de tallos de heveas
jovenes obtenidos de semilla. Después de una desinfeccién clasica con
hipoclorito de calcio al 10%, los explantes se cultivaron en cdmaras contro-
ladas (fotoperiodo de 12 h, a 27 °C) en el medio de Murashige et al. (1962)
suplementado con diversas combinaciones de citocininas y auxinas.

La capacidad de induccién de callos en fragmcntos »de tallo de una
misma planta varia segin la posicion del explante a lo largo del tallo. Los
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explantes mas cercanos al punto de insercién de los cotiledones reaccionan
mejor que los situados mds arriba; la parte inferior del epicétilo aparece
entonces como la zona més apta para lainduccién de callos en las pldntulas
j6évenes del hevea.

El hevea tiene un crecimiento ritmico cuyas fases han sido descritas por
diferentes autores (Lavarenne-Allary, 1965). El cambium, que se origina
en los callos de los fragmentos de tallo, presenta también una actividad
ritmica, en armonia con la del meristema apical. La induccién de callos es
mds répida en los explantes cuyo cambxum se encuentra enun periodo de
Teposo.

Diferentes medios se ensayaron en la induccion de callos; la combina-
cion de nutrimentos que dio los mejores resultados fue la siguiente: el
medio mineral de MS, las vitaminas de Morel, 2,4-D (4.5 uM), KIN
(4.6 uM) y sacarosa (234 mM). El remplazo, en esta combinacién, de la
KIN por BAP, causa un cambio profundo en la estructura de los callos:
BAP genera una estructura compacta con superficie granulosa, mientras
que la KIN produce callos compactos con protuberancias y una fuerte
tendencia a adquirir un color verde en presencia de la luz. El suministro
simultdneo de 2,4-D tiene un efecto sinergistico sobre la proliferacién
celular; ademds, esta combinacién permite mantener esa proliferacién en
un nivel alto. No obstante, todos los intentos de regeneracién partiendo de
los callos de fragmentos de tallo fracasaron.

Segun Nozeran et al. (1969), el sistema radical inhibe la progresiénde los
fenémenos morfogenéticos que se manifiestan desde la germinacién. Asf,
préximas a este sistema radical est4n las yemas que se desarrollan cuando
se acerca un estado de act1v1dad Jjuvenil. La flor es también la sede de ese
rejuvenecimiento fisiologico y morfolégxco cuya expresion mds intensa se
halla, sin embargo, en la semilla y en el embrién en desarrollo. Este
rejuvenecimiento puede extenderse también al fruto, a ciertos componen-
tes florales, e incluso a las estructuras vegetativas cercanas a la flor. En
relacién con este punto, muchos autores han hecho hincapi¢ en la capaci-
dad de laembriogenésis somdtica de los tejidos de anteras de hevea (Paran-
jothy et al., 1975; Wang et al., 1980). Se descubrieron asimismo tejidos.con
potencialidades embriogénicas en las semillas inmaduras del hevea
(Carron, 1982).

En el momento de la fecundacion, el 6vulo del hevea mide aproximada-
mente 0.1 mm. Durante los primeros meses después de la fecundacién, s6lo
los tejidos maternos (tegumento interno, ‘tegumento externo 'y nucela)
crecen mientras que el embrién, todavia constituido por algunas células,
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permanece anclado cerca del micrépilo; mas tarde reanudara su creci-
miento y alcanzard su' tamafio definitivo, tres meses después de la
fecundacion, ‘ :

Se cultivaron fragmentos. de tegumento, restos de nucela y semillas
inmaduras en yn medio mineral MS suplementado con tiamina (2 uM),
inositol (550 uM), 2,4-D (4.5 uM), KIN (2.25 uM) y sacarosa (243 mM).
De estos tejidos, 1a nucela y el tegumento interno produjeron callos; la
mayor proliferacién de callos se obtuvo en el cultivo de las semillas que
habian alcanzado su tamafio definitivo pero que todavia eran inmaduras.
Los callos producidos por la nucela son trasliicidos y esponjosos, mientras
aquéllos obtenidos de los tegumentos internos son amarillentos y friables.

Después de varios subcultivos en medios de la misma composicién del
anterior—excepto que KIN y 2,4-D se sustituyen por ANA (9.9 uM) y
BAP (9 uM)—aparecen nédulos meristematicos y luego embrioides en los
callos resultantes de los tegumentos internos. Aunque estos embrioides se
cultivaron en una gama de medios diferentes, permanecieron bloqueados 'y
no se desarrollaron como plantulas; en. varios casos, desarrollaron un
sistema radical pivotante fuerte, coronado s6lo por hojas cotiledonares.

Las condiciones de induccién de la embriogénesis somética en el hevea
estan mal definidas; diferentes autores (Paranjothy et al., 1975; Chen-
Chen et al., 1978) utilizan el medio MS suplementado con KIN o BAP (0.1
a 0.5 mg/litro), ANA (0.1 a 0.3 mg/litro), bromouracilo (0.3 mg/ litro),
agua de coco (5%-10%), y una fuerte concentracién de sacarosa. Prescin-
diendo de las condicionés de cultivo y del tipo de explantes empleados
(anteras, tegumentos ovulares) el desarrollo de los embrioides en plantulas
organizadas continiia siendo muy dificil y aleatorio.

Conclusiones

El problema de la multiplicacién vegetativa in vitro del hevea sigue
practicamente sin resolver. En el microdesqueje, la etapa de la obtencion
continua de tallos in vitro durante generaciones sucesivas que parten de
una sola planta primaria, no ha podido lograrse. Los tallos de lasegunda o
tercera generacién, obtenidos del ciclo continuo del explante primario o de
los tallos de la primera generaci6n, adquieren rdpidamente una miniaturi-
zacién excesiva que los vuelve inutilizables; a menudo, no van mds alld de
la etapa de yemas que proliferan pero que permanecen bloqueadas.

El enraizamiento no plantea mayores dificultades, aunque el sistema
radical conserva una tendencia plagitropa, aun en esquejes obtenidos de
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heveas jovenes o de clones rejuvenecidos por injerto. Un sistema radical
pivotante, con anclaje potente y profundo, le confiere a la planta mayor
resistencia contra el viento y la sequia, una caracteristica indispensable
para el 4rbol de hevea. Por embriogénesis somatica se han obtenido en la
China (Chen-Chen et al., 1978) pocos heveas con-ese caracter; actual-
mente, a los cinco afios de su obtencién in vitro, presentan éstos un
desarrollo morfogenético y un comportamiento en el campo idéntico aldel
hevea obtenido por reproduccion sexual.

Lainduccién de la embriogénesis somatica en el hevea y el desarrollo de
embriones hasta pldntulas organizadas es aun, desafortunadamente, un
proceso muy aleatorio y fuertemente ligado al genotipo. Sin embargo, los
explantes provenientes de los 6rganos florales, particularmente los de las
anteras, son'muy promisorios: =

Cacao

Introduccién y antecedentes histéricos

Entre las diferentes especies del género Theobroma, s6lo el cacao
(Theobroma cacao) se cultiva comercialmente. Originario de los valles
amazénicos, el cacao cultivado presenta una gran variabilidad en sus
caracteristicas: color, d1mens1ones y forma de las flores, de los frutos yde
las semillas.

Segun Cheesman (1944) el cacao cultivado sedivide en dos poblaciones:
criollo y forastero; el cacao forastero comprende, a su vez, dos grupos: alto
amazénico y bajo amazoénico. El tipo amelonado se cultiva en Africa
occidental y en Brasil y pertenece al grupo forastero bajo amazénico. El
grupo forastero alto amazdnico tiene importancia primordial en el mejo-
ramiento genético del cacao por su resistencia a varias enfermedades que
atacan esta especie. El tipo trinitario es el resultado de cruces naturales
entre forastero bajo amazdnico y criollo, y.constituye una tercera pobla-
cion muy diferente de las anteriores.’

El cacao cultivado tiene numerosas caracteristicas como el dimorfismo
vegetativo, los tallos floridos, las flores con anteras escondidas que produ-
cen poco polen, la breve viabilidad de las flores (48 h), 1a autoincompatibi-
lidad, y 1a escasa viabilidad de las semillas, caracteres que inciden directa-
mente en €l mejoramiento de esta especie.

Elcacao produce muchas flores-(de 20 a 100,000 por 4rbol). Por diferen-
tes razones, algunas todavia desconocidas, menos del 5% de estas flores se
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convierten en frutos. La produccién individual del cacaotero varia consi-
derablemente: bajo polinizacidn natural, un arbol puede producir de 0 a
700 mazorcas al afio.

El mejoramiento del cacao cultivado se basa esencialmente en el aprove-
chamiento de una heterosis de grupo que aparece en todos los cruzamien-
tos, y que asocia un progenitor alto amazénico (UPA = ‘upper amazo-
nian’) con un progenitor de uno cualquiera de los. tipos de otros grupos
(amelonado o trinitario), genéticamente mas distantes (Braudeau, 1969).
Los hibridos amazdnicos .obtenidos de estos cruces se caracterizan por su
gran vigor, su precocidad para la produccion, y una gran heterogeneidad
de todos sus caracteres. Esta heterogeneidad es la consecuencia directa de
la heterocigosis de los progenitores UPA, especialmente, que son autoin-
compatibles. El descubrimiento de los primeros haploides del cacao y la
obtencién de progenitores fértiles (Dublin, 1972; 1974) permiti6 crear
hibridos amazdnicos homogéneos y aprovechar mejor ¢l fenémeno de la
heterosis del cacao.

La heterogeneidad genética de las poblaciones de cacao suscit6 rapida-
mente el interés por una seleccién basada en la reproduccién asexual. La
seleccion clonal del cacao se realizé por primera vez en Trinidad con el
hibrido natural trinitario; luego se extendi6 a varios paises productores de
cacao. Se elaboraron diversas técnicas de desqueje bajo invernaculo par-
tiendo de ramificaciones plagidétropas jévenes (Pyke, 1933).

En un cacao adulto, recién seleccionado como cabeza de clon, la totali-
dad de sus ramificaciones con hojas son, en realidad, plagiétropas. El
cacao obtenido de esquejes plagidtropos tiene porte extendido y requiere
cortes frecuentes. Ademas, su sistema radical no es pivotante y por ello la
planta es sensible a la sequia; ésta es la causa de las pérdidas que se
registran en las siembras clonales iniciadas con esquejes plagidtropos. Los
injertos sobre plantas nacidas de semilla, para compensar la ausencia de
raiz pivotante, no han dado los resultados esperados. Por otra parte, la
reproduccién por desqueje plagiotropo de individuos de alto desempefio y
de alta productividad y su seleccidn, es una practica poco confiable.

Estas dificultades llevaron progresivamente al abandono dela seleccién
clonal en beneficio de una seleccidn sexual basada en la heterosis, que
resulté favorecida también por el descubrimiento de los haploides y el
perfeccionamiento de las técnicas de su diploidizacién (Dublin, 1974).

La reproduccién vegetativa in vitro del cacao tiene ciertas ventajas: un
coeficiente elevado de multiplicacién, mejor enraizamiento, y una posibi-
lidad de reversion de la plagiotropia en ortotropia (Dublin, 1984); ellas

605




Cultivo de tejidos en la agricultura

contribuirian a su mejoramiento genético mediante una nueva evaluacién
de la seleccion clonal. La micropropagacién del cacao facilitara los inter-
cambios de material vegetal, la creacién de colecciones de plantas in vitroy
la salvaguardia de los recursos genéticos de la especie, hoy amenazados por
varias enfermedades criptogdmicas (Phytophthora, moniliasis).

Los primeros intentos del cultivo de tejidos en cacao fueron hechos por
Archibald (1954); se colocaron fragmentos de tallo en el medio de White
(1939) desprovisto de todas las sustancias de crecimiento, y se obtuvieron
callos que no regeneraron plantas. Las investigaciones mds importantes
sobre el cultivoin vitro de los tejidos de cacao fueron hechas durante estos
ultimos afios por Hall et al. (1974), Orchard et al. (1979), Esan (1975),
Pence et al. (1979; 1981), y Passey et al. (1983).

Hall et al. (1974) cultivaron fragmentos de tallos ortétropos de cacao
joven de los tipos amelonado y alto amazénico en diferentes medios
basales (White, 1939; Murashige et al., 1962) suplementados con sustan-
cias de crecimiento simples o complejas (KIN, AC, extracto de frutos del
cacao) y con diferentes combinaciones de temperatura y luz. Obtuvieron
callos, pero todos los intentos de regeneracion de las plantas fracasaron.

Orchard et al. (1979) realizaron cultivos de apices en el medio de
Linsmaier et al. (1965) suplementado con diversas sustancias de creci-
miento (KIN, ZEA, AIB, AIA, AG). Los apices extraidos de plantas
jovenes de cacao del grupo alto amazoénico se cultivaron en un medio
sélido y en un medio liquido agitado; se obtuvo una tumefaccién de los
meristemas cultivados, seguida en algunos casos de una elongacién de las
hojas.

K. Miller en Kew Gardens hizo cultivos de nudos con el propésito de
obtener tallos in vitro y luego plantas enraizadas; ensayé durante cuatro
afios diferentes combinaciones de medios y de reguladores del crecimiento,
pero s6lo logr6 que algunas yemas proliferaran sin que se formaran tallos.

Passey et al. (1983) cultivaron 4pices caulinares y nudos de 0.5-1 cm de
longitud extraidos de brotes jovenes en pleno crecimiento, y los colocaron
en un medio de MS suplementado con diversas combinaciones de citocini-
nas (BAP, ZIP, IPA) y de auxinas (AIB, ANA). Obtuvieron algunos
brotes con hojas de escaso desarrollo; a pesar de las frecuentes trasferen-
cias a un medio fresco, ninguno de estos brotes sobrevivié mas de 12 meses.
En un medio basal suplementado con giberelinas se logré la elongacién de
hojas y entrenudos, pero ni unas ni otras continuaron creciendo. Asi-
mismo, se indujo el enraizamiento de explantes primarios y de brotes
separados del explante de origen cultivAndolos en un medio mineral de
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concentracion débil, suplementado con AIB (2.5 uM), ANA (2.5 uM), y
fluoroglucenol (1 mM). Sin embargo, no pudo obtenerse ningin creci-
miento regular de los brotes hasta un nivel satisfactorio de reproduccién in
vitro del cacao.

Maxwell et al. (1984) obtuvieron nudos de brotes jovenes de plantas de
cacao amelonado de 4 a 5 afios de edad. Estos explantes se cultivaronen un
medio basal simple, suplementado con reguladores del crecimiento, y
produjeron una primera generacién de brotes.

Esan (1975) y Pence et al. (1979) realizaron varios trabajos de aproxima-
cién, con una orientacién diferente. Obtuvieron embriones sométicos de la
gemacion directa de los tejidos de embriones sexuales inmaduros del
cacao, en un medio mineral de MS suplementado con ANA y compuestos
complejos (AC, CH). Los embriones somaticos, incapaces de desarrollarse
hasta plantulas, procedian ya sea directamente de los tejidos somaticos de
embriones sexuales o de los callos originados en tejidos Jévenes de esos
mismos embriones (Kononowicz et al., 1984).

Estos datos muestran claramente que dificultades inherentes a 7. cacao
han obstaculizado, hasta el momento, el establecimiento de procedimien-
tos de reproduccién vegetativa in vitro de esa especie.

Multiplicacién in vitro: avances recientes

Los resultados obtenidos por el CIRAD (Dufour et al., 1985) brindan
nuevas orientaciones a la investigacion sobre la multiplicacién vegetativa
in vitro del cacao. Algunos de estos resultados se discutiran a continuacion
junto con la metodologia empleada para llegar a ellos. :

El cultivo in vitro de un érgano o de un fragmento de 6rgano, con miras
asureproduccion vegetativa, se desarrolla siguiendo una estrategia cldsica
que comprende tres etapas esenciales:

¢ La instalacién del cultivo en condiciones in vitro.

* La multiplicacién activa de las estructuras capaces de desarrollarse
como individuos idénticos a la planta donante.

¢ El paso de la heterotrofia a la autotrofia, y la adaptacién de las pléantu-
las obtenidas a las condiciones ordinarias de cultivo.

La primera etapa es a menudo delicada, particularmente en las plantas
lefiosas; en ella 'se presentan infecciones y oxidaciones fendlicas. Los
explantes primarios utilizados durante nuestras investigaciones estaban
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formados por fragmentos de tallos jovenes ortétropos, de 4 a 5 cm de
longitud, que contaban con 1 6 2 nudos. Estos explantes se extrajeron de
plantas jé6venes de cacao amelonado de 8.a 10 meses, se lavaron con agua
corriente suplementada con un agente humectante, se remojaron rapida-
mente con alcohol de 70°, y se enjuagaron con agua destilada.

Se utilizaron dos productos desinfectantes, hipoclorito de calcio y peré-
xido de hidrégeno (10% en volumen), con un tiempo de remojo diferente
(20 a 60 minutos), y en atmésfera normal o con vacio parcial. La mejor
desinfeccién se obtuvo remojando los explantes durante 45 minutos al
vacfo, en una solucién de hipoclorito de calcio al 10% seguida de tres
enjuagues con agua destilada estéril. Las tasas de infecciéon (25%) se
mantuvieron elevadas a causa de infecciones bacterianas, posiblemente
debidas a bacterias endégenas, que aparecieron en los subcultivos
sucesivos.

El medio basal que se utilizé con més frecuencia estaba compuesto por
elementos minerales del medio de MS suplementado con vitaminas de
Morel. Se ensayaron varias sustancias de crecimiento (citocininas, auxi-
nas, giberelinas) asi como varias concentraciones de sacarosa, en medio
s6lido (Bacto Agar Difco a 7 g/litro) y en medio liquido no agitado. ElpH
de los medios se ajust6 a 5.6 antes de colocarlos en el autoclave, donde
estos medios se esterilizaron a 120 °C durante 20 minutos. Los cultivos se
colocaron en cadmara termoregulada (25 y 27 °C) con .una iluminacién
reducida (80 xE/m? por sg) y un fotoperiodo de 12 horas. Cuando se
estudi6 el efecto de los factores fisicos se emple6 un medio que contenia los
elementos minerales de MS suplementados con 2.5 uM de BAP. Para
discutir mejor los resultados obtenidos, se los ha agrupado en los siguien-
tes temas. :

Intercambio gaseoso. Los desarrollos espontanecos de callo en los
explantes de cacao cultivados in vitro en medios no inductores de callos se
deben, tal vez, a factores endégenos o a un equilibrio gaseoso inadecuado
en los explantes. Para mejorar ese intercambio gaseoso, se ensayaron dos
tipos de tapones (algod6n y policarbonato) y tres recipientes de forma y
volumen diferentes. Se registr6 (Figura 26.1) una mejoria en las tasas de
proliferacion celular con los tapones de algod6n cuya capacidad de inter-
cambio gaseoso es mejor que la de los capuchones de policarbonato; para
un contenidode BAP de 2.5 uM en medio s6lido, las tasas de proliferacién
fueron 9% con los capuchones de policarbonato y 39% con los tapones de
algod6n. También se ensayaron tres tipos de recipientes: tubos de ensayo
de 70 ccyde 110 cc(con tapones de algod6n) y potes de vidrio de 250 cc con
cierre de aluminio; se encontr6 que el mayor volumen de los recipientes de
cultivo tenia un efecto positivo en la tasa de proliferacién.
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Figura 26.1. Influencia de la naturaleza fisica del medio y del tipo de tapén del recipiente en
el porcentaje de proliferacién de las yemas axilares del cacao (7. cacao).
A) Capuchones de policarbonato; B) tapones de algodén.

Estructura de los medios. Se compararon dos medios de cultivo, uno
s6lido con 7 g/ litro de Bacto Agar Difco, y otro liquido; en este Gltimo, las
bases de los explantes se colocaron entre los pliegues de un papel filtro
doblado en forma de acordedn y sumeérgido hasta la mitad en el medio
liquido. Se comprob6 (Figura 26.1) mayor proliferacién y menor callogé-
nesis en el medio liquido.

Carbén activado. Los efectos del carbén activado en el cultivo in vitro
son muchos, ya veces opuestos; se ha utilizado, por ejemplo, para intensi-
ficar la rizogénesis o para obtener la elongacién de los tallos. Los fragmen-
tos de tallos de cacao cultivados en un medio suplementado con carbén
activado (0.5 g/ litro) presentan una reduccién de la callogenésis junto con
un mejoramiento de las tasas de proliferacién; sin embargo, el medio
recibi6é una dosis doble de BAP (5 uM en vez de 2.5 uM).

Macroelementos. El medio normal de MS, utilizado para el estudio de
los factores f {sicos, puede considerarse como un medio rico con tendencia
alainduccié6n de callos. Para aminorar estaformacién de callo no contro-
lada y favorecer €l desarrollo de las yemas axilares hasta que se conviertan
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en tallos capaces de producir una segunda generacién de microesquejes
(repitiendo el ciclo sucesivamente), se ensayaron varias concentraciones de
macroelementos, de sacarosa, y de auxinas. Se comprobé (Figura 26.2)
que los mejores resultados se obtenian con el medio MS diluido a la mitad
y con un contenido de sacarosa de 20 g/litro.

100 _
A B
8 -
E 50 - % L
<« % %
: B %
% %
/ ] %
i % %
% /
0 % N
10 30 50 10 30 50
Sacarosa (g/litro)

Figura 26.2. Influencia de la concentracion de sacarosa en la expansién (A) y proliferacion. .
(B) de las yemas axilares del cacao.

Citocininas. Se emplearon tres citocininas: BAP, KIN y N-6- isopenteni-
laminopurina (IPA), en concentraciones variables. Se comprobé (Figura
26.3) que las mejores tasas de proliferacion se obtuvieron con BAP en una
concentraciéon de 2.5 uM. Cualquiera sea la dosis de citocinina de los
medios, siempre se presentan formaciones de callo que invaden los explan-
tes ¢ inhiben el crecimiento de las yemas que proliferan.

Aucxinas. Se ensay6 unasola auxina, AIB, conjuntamente con BAP.. La
adicion de la auxina al medio de cultivo favorece:la proliferacion de las
yemas axilares y el vigor de los tallos. La combinacion AIB (24.6 uM) y
BAP (2.22 uM) permite obtener brotes vigorosos con entrenudos largos.
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Figura 26.3. Tasa de expansién de las yemas del cacao respecto a la concentracién de tres
citocininas, después de dos meses de cultivo.

Giberelina. Se ensay6 el AG en dos modalidades: adicionado al medio
de cultivo —y esterilizando éste en autoclave— o colocado en condiciones
estériles directamente sobre las yemas latentes. En cada caso se emplearon
dos concentraciones, 10 uM y 1 uM. No se observé ninguna mejoria en las
proliferaciones ni en el desarrollo de las yemas hasta tallos. En algunos
casos se observé una elongacion de las hojas de lamina estrecha o de los
tallos, aunque éstos siempre permanecian endebles.

La experiencia ensefia que tanto la velocidad como la tasa de prolifera-
cién dependen de la posicién de 10s explantes en su tallo de origen. Las
yemas cercanas a la extremidad del tallo se desarrollan mas rdpidamente
que las que estan mads alejadas del meristema terminal. La reactivacion de
estas Ultimas es a veces dificil de lograr. Con el fin de apresurar la ruptura
de la latencia de estas yemas, se pretrataron los explantes con diversas
combinaciones de AIB y BAP, remojandolas durante lapsos variables. Los
mejores resultados se obtuvieron con un remojo de dos horas en una
solucién que contenia 44 uM de BAP y 25 uM de AIB. Los explantes
pretratados se cultivaron .en un medio desprovisto de reguladores del
crecimiento. " o -
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Enraizamiento y trasferencia al suelo. Los ensayos de enraizamiento se
hicieron con tallos de primera generacién desarrollados in vitro, ya sepa-
rados o ya provistos de sus explantes primarios. Se ensayaron AIAy AIB a
10, 30 y 50 uM, en medio basal s6lido que contenia los macroelementos de
MS diluidos a la mitad, las vitaminas de Morel, sacarosa (30 g/litro), Agar
Difco (7 g/litro), y cuyo pH era 5.6. Las mégjores tasas de enraizamiento
(50%) se obtuvieron con AIB 30 uM. La presenciade AIBen los medios de
cultivo tiene un doble efecto benéfico: paralelamente a la formacion de
rafces, se presenta una reactivacion de las yemas. Esta se debe, sin duda, a
un aumento del contenido end6geno de las citocininas sintetizadas en las
raices, las cuales habrian migrado hacia las partes aéreas del esqueje.

Un buen equilibrio gaseoso parece favorecer el enraizamiento in vitro de
los esquejes de cacao. En realidad, la tasa de enraizamiento con los tapones
de algodén fue de 75% contra un 15% con los capuchones de policarbo-
nato. Los tapones de algod6n reducen los fenémenos de callogénesis que
compiten con la rizogénesis (Figura 26.4). Por su parte, lacomparacién de

Raices neoformadas (%)

&4 L

30 50

I,

AIB (1M)
[J Medio liquido .~ ][] Medio de agar
Figura 26.4. Porcentaje de rafces neoformadas de cacao en funcién de la naturaleza del

medio de cultivo, de laconcentracién de AIB, y del tipo de tap6n del recipiente,
A) Capuchones de policarbonato; B) tapones de algodén.
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dos medios de enraizamiento de la misma composicion pero de estructura
diferente, uno liquido y el otro solidificado con 6 g/litro de Bacto Agar
Difco, indica que las tasas de enraizamiento son mejores en los medios
solidos. :

Se ha recomendado con frecuencia reducir la concentracién de los
elementos minerales de los medios que se emplean en la induccién de la
rizogenésis. Se ensayaron tres soluciones de macroelementos: MS, MS ala
mitad, y MS a la cuarta parte, combinadas con tres dosis de AIB. Se
comprob6 que una dilucién de 1a solucién de macroelementos es favorable
para el enraizamiento in vitro de los esquejes de cacao, con tal que esa
dilucién no sea muy importante.

Cumplido el proceso .de enraizamiento, las necesidades de sacarosa
varfan en proporcién notable segtn el tipo de planta. Una disminucién del
contenido de sacarosa de los medios de enraizamiento es a menudo favo-
rable, aunque se han sefialado ejemplos de un mejoramiento de la rizogé-
nesis cuando aumenta la dosis de sacarosa. Se ensayaron pues cinco
contenidos de sacarosa (5, 10, 30, 50, y 70 g/litro) combinados con tres
dosis de AIB (10, 30, 50 iM), en medios liquidos y sé6lidos. Se comprobé
que cualquiera sea la estructura de los medios, los mejores enraizamientos
se obtienen con 30 g/litro de sacarosa.

Passey y Jones (1983) obtuvieron hasta un 809% de esquejes de cacao
enraizados in vitro, en un medio que contenia AIB2.5uM, ANA2.5uMy
fluoroglucinol 1 mM . La adicién de una cantidad equivalente de fluoro-
glucinol a un medio que contenfa AIB 5 uM no mejoré de manera signifi-
cativa el enraizamiento in vitro de los esquejes de cacao. La combinacién
de ANA + AIB, més activa que el AIB solo, podria explicar los resultados
obtenidos por Passey y Jones.

Los microesquejes enraizados que se obtuvieron durante las experien-
cias anteriores se trasplantaron al sustrato del vivero y se colocaron en un
recinto controlado (27 °C) con una humedad de 100%. La tasa de recupe-
racioén fue del 100%. Estos esquejes produjeron hojas rdpidamente y se
trasformaron. en plédntulas de desarrollo normal. Esta ultima etapa de
adaptaci6n del cacao enraizado in vitro a las condiciones corrientes de
cultivo no presenta ninguna dificultad.

Conclusiones

Los resultados anteriores muestran que es posible obtener, con frag-
mentos de tallos ortétropos de cacao cultivados in vitro, microesquejes
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enraizados que después de trasferidos a las condiciones corrientes de
cultivo producen plantulas bien desarrolladas, aptas para su siembraen el
campo. No obstante, no se puede afirmar que la reproduccién vegetativain
vitro del cacao cultivado esté ya lista; por el contrario, el problema de la
micropropagacion del cacao todavia esta por resolverse casi en su totali-
dad, La etapa principal, 1a multiplicacion in vitro de generaciones sucesi-
vas de tallos partiendo de un mismo explante, no ha terminado aun.

" Los resultados experimentales antes descritos han permitido precisar
varios puntos y sefialar nuevas orientaciones a la investigacién que haran
progresar la micropropagacion del cacao.

- Los medios bésicos destinados a fomentar tanto la proliferacién celular
como el enraizamiento in vitro deben ser poco ricos en elementos
minerales (MS ala mitad). Las necesidadés de sacarosa son diferentes
segiin las etapas del microcultivo: 20 g/litro para fomentar el desarrollo
del callo y 30 g/litro para inducir la rizogénesis. :

- El porcentaje de yemas que han proliferado puede mejorarse de modq
notable si se remojan los explantes en una solucién de BAP, antes de
colocarlos en cultivo. ‘

- Latendencia ala callogénesis anarquica, tipica de cualquier explante de
cacao colocado in vitro, constituye un serio problema para la multipli-
caci6n vegetativa in vitro del cacao mediante el microdesqueje. Estas
formaciones callosas pueden reducirse mejorando el equilibrio gaseoso,
lo que selogra con una seleccién razonable de los recipientes de cultivo
y de sus tapones. La prioridad que se da a la reduccién de 1a callogénesis
explica, en parte, ciertas orientaciones —disminucién de los elementos
minerales y de la sacarosa en el medio de cultivo— derivadas de los
resultados de estas investigaciones. '
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