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RESUMEN 

 

El cacao fino de aroma (Theobroma cacao L.) es uno de los principales productos agrícolas del 

Ecuador. Su propagación actual se da por métodos vegetativos que permiten generar clones de 

alto rendimiento con la desventaja de ser de tipo plagiotrópico, lo conlleva a la búsqueda de 

nuevas técnicas de producción clonal de plantas con características ortotrópicas, como la 

embriogénesis somática que permite producir plantas ortotrópicas con rasgos genéticos altamente 

valorados. El objetivo de esta investigación es obtener proembriones y embriones somáticos 

primarios de cacao fino de aroma para la multiplicación de los proembriones en medio líquido y 

posterior estandarización de la técnica de embriogénesis somática secundaria. En esta 

investigación se utilizaron explantes florares de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, 

EET-575 y EET-576 en los cuales se evaluó la producción de callo, proembriones, embriones 

somáticos primarios y por último la cinética celular. Los clones de cacao EET-95, EET-96 

presentaron la mayor producción de callo y proembriones, sin embargo en la etapa de desarrollo 

de embriones la variedad EET-103 presentó la mayor media de embriones por explante (6.83) 

seguida de las variedades EET-575 (3.66) y EET-95 (3.5). Al evaluar las curvas de cinética 

celular de las suspensiones de proembriones se observaron diferencias significativas entre los 

clones, destacando en esta etapa los genotipos EET-575 y EET-576. Este estudio demuestra que 

la influencia del genotipo en las distintas fases de la embriogénesis somática, además aporta 

nuevos datos para la posterior generación de un sistema de multiplicación masiva de clones de 

cacao mediante embriogénesis somática.   

PALABRAS CLAVE:  

 CLON  

 ORTOTRÓPICO  

 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA  

 EMBRIÓN. 
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ABSTRACT 

 

Fine aroma cocoa (Theobroma cacao L.) is one of the main agricultural products of Ecuador. Its 

current propagation is given by vegetative methods that allow the generation of high yield clones 

with the disadvantage of being plagiotropic, leading to the search for new clonal production 

techniques of plants with orthotropic characteristics such as somatic embryogenesis that allows 

the production of orthotropic plants with highly valued genetic traits. The objective of this 

research is to obtain pro-embryos and primary somatic embryos of fine aroma cacao for the 

multiplication of the proembryos in liquid medium and later standardization of the technique of 

secondary somatic embryogenesis. In this investigation, floral explants of the EET-95, EET-96, 

EET-103, EET-575 and EET-576 cocoa clones were used in which the production of callus, 

proembryos, primary somatic embryos and, finally, the cellular kinetics. EET-95, EET-96 cocoa 

clones had the highest production of callus and proembryos, however in the stage of embryo 

development the EET-103 variety had the highest average of embryos per explant (6.83) 

followed by the varieties EET -575 (3.66) and EET-95 (3.5). In the evaluation of the cell kinetic 

curves of proembryo suspensions, significant differences were observed among the clones, 

highlighting at this stage the genotypes EET-575 and EET-576. This study shows that the 

influence of the genotype in the different phases of somatic embryogenesis also provides new 

data for the subsequent generation of a system of massive multiplication of cocoa clones by 

somatic embryogenesis. 

KEYWORDS: 

• CLONE 

• ORTHOTROPIC 

•SOMATIC EMBRYOGENESIS 

•EMBRYO.



 

 

 

CAPITULO 1 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

MULTIPLICACIÓN DE PROEMBRIONES Y OBTENCIÓN DE EMBRIONES 

SOMÁTICOS PRIMARIOS DE CINCO CLONES CERTIFICADOS DE CACAO FINO 

DE AROMA (Theobroma cacao L.) 

1.1   Antecedentes 

El auge cacaotero en el Ecuador tuvo lugar entre 1840 y 1925 (Maiguashca, 2012), 

debido al mismo se creó el Programa de Cacao de la Estación Experimental Tropical (EET) 

Pichilingue del INIAP, que desde su inicio, se planteó como meta generar árboles de cacao 

con un alto nivel productivo. Para lo cual entre 1942 y 1952, trabajó en conjunto con el 

Servicio Cooperativo Interamericano de Agricultura, para recolectar material vegetal de la 

población de cacao Nacional del Litoral ecuatoriano, de esta investigación se seleccionaron 

clones a los que se asignó la sigla EET, y se procedió a usarlos en procesos de mejoramiento, 

que consistieron en cruzar artificialmente los clones productores con aquellos considerados, 

en aquella época, como tolerantes o resistentes a la enfermedad denominada escoba de bruja  

causada por el hongo Moniliophthora perniciosao, iniciando de esta forma las primeras 

investigaciones sobre cacao a nivel nacional (Vera, Suarez, & Mogrovejo, 1984). 

A partir de estos estudios se generó la primera generación de clones recomendados por 

INIAP entre los cuales se encuentran los genotipos EET-19, EET-48, EET-62, EET-95, 

EET-96 y EET-103 (Rosero, 2013; Vera, Suarez, & Mogrovejo, 1984). Mediante las 
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investigaciones posteriores se dio origen a los genotipos recomendados más recientes, entre 

los que se encuentran los clones denominados EET-544, EET-558, EET-575 y EET-576 

(INIAP, 1995). 

La identidad genética de estos genotipos comerciales de cacao Nacional, se logró 

determinar en el 2013 mediante el empleo de 17 marcadores moleculares micro satélites, que 

permitieron diferenciar al grupo de genotipos EET recomendados de otros genotipos. 

Además a través de este estudio se determinó la combinación de marcadores moleculares que 

diferencian entre genotipos EET recomendados (Rosero, 2013). A nivel de cultivo in vitro 

Castillo (2004) realizó los primeros ensayos de embriogénesis somática en el país, 

obteniendo resultados a partir del uso de pétalos de genotipos de cacao Nacional “Sabor 

arriba”. Contrariamente a lo observado en investigaciones a nivel internacional realizadas 

por Alemano (1996) y Maxinova et al. (2002) cuyos resultados indicaron la presencia de 

embriones usando como explante estaminoides de los tipos de cacao Criollo, Forastero y 

Trinitario. 

Esta investigación pretende realizar la multiplicación de proembriones y la obtención 

de embriones somáticos de cacao fino de aroma a partir de explantes florales, para el 

posterior de desarrollo de investigaciones orientadas al mejoramiento genético mediante el 

uso de proembriones o sistemas multiplicación masiva usando embriogénesis somática 

secundaria. 

1.2 Justificación e importancia del problema a resolver 

El cacao fino de aroma (Theobroma cacao L.) es una planta de gran relevancia 

económica en el Ecuador. Actualmente el país es el segundo mayor productor de cacao en 



3 

 

Latinoamérica y séptimo a nivel mundial. La propagación de esta planta se puede dar de 

forma sexual a través de semillas, sin embargo este método no se recomienda ya que se 

generan plantas altamente heterocigotas (Li, Traore, Maximova, & Guiltinan, 1998). En la 

actualidad se producen distintos clones de cacao fino y de aroma por medio de métodos 

vegetativos como el enraizamiento de ramilla o injertos en un patrón (Agrocalidad, 2016). 

Sin embargo, estos métodos presentan la desventaja de producir plantas de tipo plagiotrópico 

que se caracterizan por presentar gran cantidad de ramas secundarias por lo que estas plantas 

requieren constante poda, que si no se realiza adecuadamente puede contribuir a la 

propagación de enfermedades (Rosero, 2013). La embriogénesis somática es una alternativa 

a los métodos tradicionales de propagación vegetativa, ya que permite la obtención de 

plantas ortotrópicas con características valoradas a nivel agrícola y comercial (Li, Traore, 

Maximova, & Guiltinan, 1998). 

El cacao fino de aroma (Theobroma cacao L.) es un producto agrícola de gran 

importancia económica en Ecuador, ya que se encuentra cultivado en aproximadamente 600 

mil hectáreas. Durante el 2017 se exportaron 308 mil toneladas de este producto generando 

un ingreso económico al país de $ 588,4 millones de dólares (Ruiz, 2018). Esto se debe a la 

calidad, aroma floral y sabor excepcional que posee cacao Nacional, características que le 

han otorgado el reconocimiento en los mercados internacionales y le han permitido 

posicionarse al Ecuador como el séptimo productor a nivel mundial (Anecacao, 2015). 

En la actualidad, debido al bajo nivel de productividad de las plantaciones actuales por 

el envejecimiento de las mismas se está trabajando en la rehabilitación y renovación de 354 

mil hectáreas de cacao (MAG, 2017). Mediante la multiplicación masiva de clones 
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certificados de cacao Nacional a través de la técnica de cultivo de tejidos vegetales, como es 

la embriogénesis somática se puede ayudar a la reactivación del Cacao Nacional fino y de 

aroma. La finalidad de este proyecto de tesis es multiplicar proembriones de Theobroma 

cacao L. mediante suspensiones celulares y obtener embriones somáticos primarios.  

 

1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo general del proyecto 

Multiplicar proembriones y obtener embriones somáticos primarios de explantes 

florales de los clones certificados EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576 de Cacao 

fino de Aroma (Theobroma Cacao L.) de la Provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas.   

1.3.2 Objetivos específicos 

 Inducir y evaluar la formación de callo en explantes florales de Cacao fino de aroma 

(Theobroma cacao L.). 

 Obtener proembriones y embriones somáticos primarios de Cacao fino de aroma 

(Theobroma cacao L.) en medio sólido. 

 Realizar la multiplicación de proembriones de Cacao fino de aroma (Theobroma cacao 

L.) en medio líquido para establecer la cinética celular. 

 

1.4 Hipótesis 

Existe variación en la capacidad que presentan los clones certificados de Cacao fino de 

Aroma (Theobroma cacao L.) para generar proembriones y embriones somáticos primarios.  
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1.5 Marco referencial 

1.5.1 Cacao (Theobroma cacao L.) 

Origen y Distribución. 

Diversa evidencia arqueológica del uso precolombino de Theobroma cacao L. que data 

de 3,900 años ha generado la creencia que el cacao se originó en Mesoamérica.  Sin embargo 

la investigación genómica muestra que la mayor diversidad de T. cacao se encuentra en la 

región superior del Amazonas en el noroeste de Sudamérica, apuntando a esta región como 

su centro de origen. Además ADN antiguo que data de hace aproximadamente 5,300 años, 

recuperado del sitio de Santa Ana-La Florida (SALF) en el sureste de Ecuador evidencia que 

Theobroma cacao L. fue domesticado en Sudamérica al menos 1,500 años antes de su 

distribución en Centroamérica y Mesoamérica. La figura 1 muestra los cuatro sitios 

arqueológicos donde se ha encontrado la evidencia más temprana del uso de Theobroma 

cacao L. (Zarrillo et al., 2018) 

 

Figura  1. Sitios arqueológicos en México, América central y Sur América donde se ha 

encontrado la evidencia más temprana del uso de Theobroma cacao (Zarrillo et al., 

2018). 
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 El estudio llevado a cabo por Zarrillo et al. (2018), permite comprobar las teorías 

formuladas por Cuatrecasas (1964) y Cheesman, (1944) quienes mencionan que el cacao es 

originario de Sur América, de un área al este de la cordillera de los Andes compuesta por las 

cuenca hidrográfica del Alto Amazonas. Actualmente hay 22 especies del género 

Theobroma. La mayoría de ellas son nativas del Amazonas superior, región de afluentes 

donde T. cacao muestra su mayor diversidad genética. 

Clasificación Taxonómica 

La clasificación taxonómica del cacao fue establecida por primera vez por Linneo en 

1737. Sin embargo la clasificación definitiva (Tabla 1) fue instaurada por Benthan & Hooker 

en 1862. 

Tabla 1. 

Clasificación taxonómica del cacao fino de aroma 

Taxonomía del Cacao 

Reino Plantae 

Sub-reino Tracheobionta 

Superdivisión Spermatophyta 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Sub-clase Dilleniidae 

Orden Malvales 

Familia Sterculiaceae 

Genero Theobroma 

Especie T. cacao L. 

Fuente: ( United States department of Agriculture, 2012; Benthan & Hooker, 

1862) 
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Características 

El cacao es una planta perenne diploide (2n=20) (Quiróz, 2002), cuya propagación 

sexual se puede dar por medio de semilla, o vegetativamente por medio de enraizamiento de 

ramillas o injertos. Entre las particularidades de las plantas producidas por semilla se puede 

destacar su sistema radical compuesto por una raíz principal o pivotante,  estas plantas 

desarrollan un tallo principal cuyo tamaño puede ser de 1 a 2 metros de altura y poseen 

ramas,  dimórficas, cuyo crecimiento puede ser ortotrópico (crecimiento vertical) o 

plagiotrópico ( crecimiento oblicuo hacia fuera) (Adu et al., 2011).   

Entre las principales diferencias con las plantas producidas de forma asexual tenemos 

que el material vegetal generado por este método no desarrolla raíz pivotante, sin embargo 

posee varias raíces secundarias, cuyo crecimiento es horizontal. Además en estos árboles 

predomina el crecimiento de ramas laterales o plagiotrópicas.  (Adriazola, 2003) 

Tipos de Cacao 

El cacao se clasifica en tres grupos: Cacao Criollos, Forasteros, y Trinitarios (Hardy, 

1961). A continuación se presenta la descripción de estos grupos.  

Cacao criollo 

Este tipo de cacao se denomina Criollo debido a los conquistadores españoles que 

realizaban su cultivo Criollo en Venezuela, durante la época de la Colonia (Quiróz, 2002).  

Este tipo de cacao se caracteriza por presentar flores con estaminoides de color rosado 

pálido, mazorcas con una forma alargada, cuya corteza posee un pericarpio rugoso, un 

mesocarpio poco lignificado, además el color de la mazorca puede variar entre  o amarillo 

dependiendo del estado de madurez (Bhattacharjee, 2018). 
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Cacao Forastero 

Este tipo de cacao tienen su origen en las estribaciones de la cordillera oriental de los 

Andes en la Amazonía de Venezuela, Brasil, Colombia, Ecuador, Perú, y Bolivia (Enríquez, 

2010). Su cultivo representa alrededor del 80% del área en producción mundial, debido a su 

relativa resistencia a ciertas enfermedades y su alta productividad. El cacao forastero se 

caracteriza porque sus mazorcas pueden presentar surcos y rugosidad notable, la cáscara es 

un poco gruesa y posee el mesocarpio lignificado;  además el color varía dependiendo del 

estado en que se encuentren, pasando de verde en estado inmaduro a un color amarillo una 

vez maduras (Paredes, 2009). 

Cacao Trinitario 

Este grupo se originó en Trinidad, actualmente ocupa del 10 al 15% de la producción 

mundial. El cacao trinitario está formado por una población híbrida obtenida mediante el 

cruce del cacao Criollo de Trinidad y una variedad forastera introducida de la cuenca del 

Orinoco. Debido a esto sus características morfológicas, genéticas y de calidad son difíciles 

de definir, al ser intermedias entre los dos grupos previamente mencionados (Quiroz, 2002). 

En este tipo de cacao se encuentra el clon CCN51, cuyo desarrollo se dio en Ecuador a través 

de la investigación realizada por el agrónomo Homero Castro en la zona de Naranjal, entre 

las características más destacadas de este clon se encuentran su alta producción y tolerancia a 

las enfermedades, sin embargo el mismo carece del aroma que posee el cacao nacional 

(Enríquez, 2010). 
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Cacao Nacional o Fino de aroma 

El cacao Nacional es de tipo “forastero”, generalmente se lo conoce como “Cacao 

Arriba”, debido a que su cultivo se encontraba en la zona superior del río Guayas (río arriba). 

Gran parte del material vegetal sembrado en Ecuador corresponde a un genotipo de Nacional 

x Trinitario (Enríquez, 2010).  Algunas características del cacao Nacional son el cotiledón 

castaño claro y un fuerte y agradable perfume floral conocido como aroma Arriba (Amores 

et al., 2009).   

 INIAP dispone de diversos jardines clónales para la propagación de plantas, entre los 

que se encuentran EET – Pichilingue, EE – Litoral Sur, EE Central de la Amazonía y EE. 

Santo Domingo. Sin embargo, la mayor colección se encuentra en la EET – Pichilingue del 

INIAP, donde se dispone de clones o cultivares de alta producción con tolerancia a las 

enfermedades y con características propias de la variedad Sabor Nacional Arriba (Tabla 2). 

Tabla 2.  

Clones e Híbridos de Sabor Nacional Arriba recomendados por el INIAP para el Ecuador.  

Material Recomendado por el INIAP 

Clones Híbridos 

Código Lugar Código Lugar 

EET-19 Santo Domingo de los 

Tsáchilas, Los Ríos, 

Bolívar, y Cotopaxi 

 

EET-19 x EET-110 Manabí 

EET-48 Zamora Chinchipe, 

Morona Santiago y 

Pastaza 

 

EET-48 x EET-110 Manabí 

EET-62 Esmeraldas,  Guayas, El 

Oro, Loja, Zamora 

Chinchipe, Azuay, 

Cañar. 

 

EET-48 x EET-332 Manabí 

Continúa → 
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EET-95 Chimborazo, Los Ríos, 

Bolívar, Tungurahua,  

Cotopaxi, Santo 

Domingo de los 

Tsáchilas, Pichincha, 

Napo, Sucumbíos, 

Orellana y Morona 

Santiago 

 

EET-95 x EET-332 Manabí 

EET-96 Esmeraldas, Guayas, El 

Oro, Loja, Zamora 

Chinchipe, Azuay, 

Cañar, Chimborazo, Los 

Ríos, Tungurahua,   

Cotopaxi, Pichincha, 

Imbabura, Carchi, Napo, 

Sucumbíos, Orellana, 

Pastaza y 

Morona Santiago 

 

EET-103 x EET-378 Manabí 

EET-103 Esmeraldas, Manabí, 

Guayas, El 

Oro, Loja, Zamora 

Chinchipe, 

Azuay, Cañar, 

Chimborazo, Los 

Ríos, Bolívar, 

Tungurahua, 

Cotopaxi, Santo 

Domingo de los 

Tsachilas, Pichincha, 

Imbabura, Carchi, Napo, 

Sucumbíos, 

Orellana, Pastaza y 

Morona Santiago 

 

  

EET-575 Esmeraldas y Manabí 

 

  

EET-576 Manabí 

 

  

EET-544 Santa Elena y Guayas 

 

  

EET-558 Santa Elena y Guayas 
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Clon EET-95 

Este clon fue recolectado por la Estación experimental Tropical Pichilingue en 1944 en 

la Hacienda Tenguel ubicada en la Provincia de Guayas (Vera, Suarez, & Mogrovejo, 1984). 

Los arboles presentan un crecimiento erecto y hojas elípticas, además sus ramillas presentan 

un 48% de enraizamiento. Sus pedúnculos florales se encuentran pigmentados y poseen una 

longitud promedio de 15.50 mm. Este clon florece en mayor cantidad durante los meses de 

diciembre, enero y febrero. Su rendimiento promedio fluctúa entre 1563 a 1908 kilogramos 

de cacao seco por hectárea, además es tolerante a la enfermedad escoba de bruja causada por 

el patógeno Moniliophthora perniciosa (Quiroz J. , 2000; Vera, Suarez, & Mogrovejo, 

1984). 

 

Clon EET-96 

El clon EET-96 también denominado Porvenir-10, se originó en la Hacienda Porvenir 

de la Provincia de los Ríos y fue seleccionado por la estación Experimental Tropical 

Pichilingue entre 1944 y 1948 (Vera, Suarez, & Mogrovejo, 1984). Sus ramas laterales 

presentan una tendencia de crecimiento erecto, posee hojas elípticas y sus nuevos brotes 

están levemente pigmentados de rojo. Este clon presenta un 38% de enraizamiento, su 

floración se da con mayor intensidad durante la época lluviosa. Sus flores presentan lígulas y 

estambres poco pigmentados, con estaminoides color purpura (Quiroz J. , 2000). El 

rendimiento promedio del clon EET-96 varía entre 1190 a 1264 kilogramos de cacao seco 

por hectárea. El clon EET-96 es tolerante a escoba de bruja, pero susceptible a las 

enfermedades monilia y mal de machete (Vera, Suarez, & Mogrovejo, 1984). 
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Clon EET-103 

El clon EET-103 fue colectado en la Hacienda Tenguel de la Provincia del Guayas por 

la Estación experimental Tropical Pichilingue en 1944. Se caracteriza por ser homocigoto 

para el color de fruto verde (rr), sus ramas presentan un crecimiento erecto, hojas elípticas, 

además el este clon posee un bajo nivel de enraizamiento (35%) (Vera, Suarez, & 

Mogrovejo, 1984; Rodríguez, Alarcón, Zambrano, & Carvajal, 2010). Sus flores presentan 

pedúnculos largos, ligeramente pigmentados con un color rojo claro y su floración aumenta 

durante la época lluviosa (Mera & Ruiz, 2014). El rendimiento de este clon fluctúa a nivel 

experimental entre 1529 a 1475 kilogramos de cacao seco por hectárea. Este clon es tolerante 

a la enfermedad escoba de bruja y resistente a mal de machete pero susceptible a monilia 

(Quiroz J. , 2000; Vera, Suarez, & Mogrovejo, 1984).  

 

Clon EET-575 

El clon EET-575 se originó como parte del proyecto “Obtención de un policlon de 

cacao mejorado a partir de la evaluación de clones de élite”, desarrollado en la zona de 

Calceta en la provincia de Manabí durante el periodo del 2002 hasta el 2007 (Amores, 

Agama, Suarez, Quiroz, & Motato, 2009). Los arboles presentan un crecimiento semi-erecto 

con picos de floración durante el primer y tercer trimestre del año, sus flores son 

autocompatibles e intercompatibles con otros clones de cacao Nacional. Este clon posee un 

rendimiento promedio de 1512, 2 kilogramos de cacao seco por hectárea, los contenidos 

promedio de grasa, cafeína, teobromina son de 48.31%, 0.26% y 1.46% respectivamente. 
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Presenta tolerancia a escoba de bruja, mal de machete y monilia (Rodríguez, Alarcón, 

Zambrano, & Carvajal, 2010). 

 

Clon EET-576 

El clon EET-576 se originó en la provincia de Manabí, en el marco del proyecto 

“Obtención de un policlon de cacao mejorado a partir de la evaluación de clones de élite”, 

desarrollado en la zona de Calceta (Amores, Agama, Suarez, Quiroz, & Motato, 2009). 

Presenta características morfológicas semejantes al clon EET-575, sin embargo su 

rendimiento promedio es menor (1203,2 kilogramos de cacao seco por hectárea), además los 

contenidos de grasa, cafeína, teobromina y la relación teobromina/cafeína son de 51.14, 0.24, 

1.56 y 6.50 respectivamente. Este clon es tolerante a escoba de bruja, mal de machete y 

monilia (Amores et al., 2009; Rodríguez et al., 2010). 

 

Enfermedades que afectan al cultivo de cacao 

Escoba de bruja 

Moniliophthora perniciosa (= Crinipellis perniciosa) es el patógeno causante de la 

enfermedad escoba de bruja (WBD), la cual ha provocado graves pérdidas económicas en 

todas las regiones productoras de cacao a las que se ha propagado con reducciones de 

rendimiento que van del 50 al 90% (Meinhardt et al., 2008).  Este patógeno está presente en 

América del Sur, algunos países el Caribe y áreas al sur de El Canal de Panamá (Phillips-

Mora & Cerda, 2009). 
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Los síntomas de esta enfermedad son hipertrofia e hiperplasia de los tejidos distales al 

sitio de infección, pérdida de dominancia apical, proliferación de brotes auxiliares y 

formación de tallos anormales dando como resultado una estructura similar a una escoba 

(Griffith, 2004). En las flores y frutos la infección causa la formación de estructuras con 

forma de escoba o pequeños frutos partenocárpicos (Cueva, Jaramillo, & Ramírez, 2015) 

(Fig. 2A). Luego de un periodo de 1 a 2 meses de alteraciones en el desarrollo se produce la 

necrosis y la muerte de los tejidos infectados, formando así la estructura llamada escoba seca 

(Meinhardt et al., 2008) (Fig. 2B ). 

 

 

 

 

 

Figura  2. (A)  Árbol infectado con síntomas de WBD de escobas secas, frutos 

partenocárpicos y una vaina infectada. Los óvalos con las líneas discontinuas blancas 

representan escobas secas. Los óvalos con las líneas blancas sólidas muestran frutos 

partenocárpicos. (B) Árbol infectado con síntomas de WBD con una sola escoba seca. El 

óvalo con la línea blanca discontinua rodea la escoba seca. (Meinhardt, et al., 2008) 

 

 

A B 
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Moniliasis 

La monilia es causada por el hongo Moniliophthora roreri, esta enfermedad que afecta 

a los cultivos de cacao se considera la causa más importante de los bajos niveles de 

producción en los países de América Central y del Sur (Saenz, 2007). El primer síntoma de 

la infección en los frutos de 2,5 meses es la presencia de deformaciones con apariencia de 

gibas o jorobas (Fig. 2A). En las vainas de 2,5-3,5 meses se pueden observar manchas color 

marrón con bordes irregulares que pueden llegar a cubrir completamente el fruto (Fig. 2B). 

Después de 3.5 meses, los síntomas consisten en la presencia de puntos subepidérmicos 

aceitosos (Fig. 2C) y por último se da la esporulación en la cual aparece una estructura de 

hongo blanco o blanco cremoso que indica una alta presencia de esporas listas para ser 

liberadas, esta etapa es crítica dado que en la misma la capacidad de propagación de la 

enfermedad es óptima (Fig. 2D) (Cubillos, 2016; Cueva, Jaramillo, & Ramírez, 2015). 

 

 

 

 

Figura  3. Síntomas de la infección por Moniliasis. A: Fruto antes de los 2,5 meses de edad. 

B: Fruto entre 2.5 y 3.5 meses de edad; C: Fruto de 3.5 meses de edad o más; D: Fruto en 

etapa de esporulación. (Cubillos, 2016) 

 

Mal de machete 

A B C D 
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El mal de machete es una enfermedad que causa marchitez y muerte tanto al cacao 

(Theobroma cacao L.) como a otras especies del género Herrania. Es causada por el hongo 

Ceratocystis cacaofunesta, el cual ingresa a las plantas de cacao a través de heridas frescas 

causadas comúnmente por la poda, la cosecha de frutos, y por el ataque de insectos 

taladradores del género Xyleborus (Sanches, Pinto, Silva, & Loguercio., 2008).   

Los primeros síntomas que presentan los árboles son marchitez y clorosis de las hojas, 

luergo de un periodo de 2 a 4 semanas, la copa entera se seca, permaneciendo las hojas 

muertas adheridas al árbol por un tiempo (Figura 4). Es frecuente observar, en árboles 

afectados, aserrín que sale de pequeños orificios ocasionados por insectos taladradores en la 

parte baja del árbol (Cueva, Jaramillo, & Ramírez, 2015).  

 

Figura  4. Planta muerta por Mal de machete, con hojas dobladas hacia abajo y que 

permanecen largo tiempo adheridas a la planta (Phillips-Mora & Cerda, 2009) 
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1.5.2 Cultivo in vitro. 

Generalidades 

El cultivo de tejidos vegetales, es el compendio de técnicas biotecnológicas que 

favorecen el crecimiento de células in vitro, con la ayuda de un medio de cultivo que intenta 

recrear artificialmente las condiciones óptimas para el crecimiento y desarrollo del tejido 

vegetal, denominado explante (Wampash, Nieves, & Barriga, 2011).   

Un medio de cultivo es una solución acuosa en la cual se encuentran disueltas sales 

minerales que aportan elementos esenciales: macronutrientes como N, P, K, S, Ca y Mg, así 

como micronutrientes como Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo, y Co; necesarios para el crecimiento y 

desarrollo de los tejidos vegetales que se van a cultivar in vitro (Thorpe, 2007). 

Debido a que los explantes in vitro no tienen gran actividad fotosintética, es 

imprescindible una fuente de carbono, generalmente sacarosa (2-5%), la cual se puede 

remplazar por glucosa y fructuosa. La composición del medio, particularmente las hormonas 

vegetales y la fuente de nitrógeno, tiene efectos profundos en la respuesta del explante 

inicial. Los reguladores del crecimiento de las plantas (PGR) desempeñan un papel esencial 

en la determinación de la vía de desarrollo de las células y tejidos vegetales en el medio de 

cultivo. Las auxinas, citoquininas y giberelinas son los reguladores del crecimiento de las 

plantas más comúnmente utilizados. La alta concentración de auxinas generalmente favorece 

la formación de raíces, mientras que la alta concentración de citoquininas promueve la 

regeneración de brotes. Un equilibrio tanto de auxina como de citoquinina conduce al 

desarrollo de masa de células indiferenciadas conocidas como callos (Oseni, 2018). 
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Embriogénesis somática 

La técnica de embriogénesis somática consiste en obtener embriones sin la 

intervención de células gaméticas. Los embriones somáticos se caracterizan por presentar 

una morfología y un desarrollo semejante a los embriones sexuales obtenidos por la 

fecundación, sin embargo se diferencian de los mismos debido a que su constitución genética 

es idéntica a la planta de origen (Mendez-Hernanandez et al.,2019). 

Los embriones somáticos no poseen conexión vascular con el tejido parental y pueden 

diferenciarse de forma directa a partir del explante sin una fase de formación de callo 

(embriogénesis somática directa) o indirectamente después de transcurrir por un período de 

callogénesis (embriogénesis somática indirecta) (Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2016).  

El proceso de embriogénesis somática se da en tres etapas: Durante la primera etapa se 

da la formación de callo primario. Luego de esto se da la formación de callo secundario en el 

cual se debe generar la expresión embriogénica para que en la tercera etapa se formen los 

embriones somáticos globulares, que al desarrollarse pasan por los estados de corazón y 

torpedo (Figura 5) (Yang & Zhang, 2010; Maximova, 2002).  

 

 

 

 

Figura  5. Etapas de embriogénesis somática 
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Suspensiones celulares 

Las suspensiones celulares consisten en un conjunto de células individuales y 

agregados celulares cuyo tamaño es variado, las mismas crecen y se desarrollan en un medio 

líquido en el cual están dispersas e incubadas con agitación constante. Cuando las células 

están en suspensión siguen un patrón de crecimiento típico, basado en los cambios que 

ocurren en la tasa de división celular (George, Hall, & Klerk., 2008).  La primera fase se la 

denomina latencia, se caracteriza por la lenta división celular; la segunda fase es la etapa 

exponencial, en la cual se da una rápida división celular; la tercera fase se llama fase lineal, 

durante esta etapa cesa el crecimiento; la cuarta fase se caracteriza por una tasa decreciente 

del crecimiento y se conoce con el nombre de fase de desaceleración progresiva; hasta que 

alcanza la última fase llamada estacionaria (Hartmann, Kester, Davies, & Geneve, 2002) 

(Figura 6).  

 

Figura  6. Etapas de crecimiento en una suspensión celular (NPTEL, 2016) 
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Métodos para medir el crecimiento celular 

Los métodos   más comunes para medir el crecimiento celular son los siguientes: 

 El número de células. Este parámetro se puede usar para medir el crecimiento del 

cultivo en suspensión celular a lo largo del tiempo ya que la división celular aumenta el 

número de células. En el caso de cultivos de suspensión de células finas el conteo 

celular por volumen de suspensión se puede hacer con un hemocitómetro. Sin 

embargo, los cultivos de suspensión celular los agregados celulares más grandes 

requieren algunos tratamientos para dividir los agregados antes de contar las células 

(Mustafa, Winter, Ward, & Verpoorte, 2011). 

 Peso fresco (FW) y peso seco (DW) de las células. Es un método de tipo invasivo ya 

que requiere requiere la recolección de células para determinar el DW o FW de las 

células por volumen de cultivo de suspensión celular (Blom, Kreis, Iren, & Libbenga, 

1992; Schripsema & Verpoorte, 1995). 

 Volumen de células sedimentadas (VCS). El VCS se mide después de dejar que las 

células se asienten en un tubo cónico estéril, se basa en el concepto de que un mayor 

número de células eleva el volumen de células ocupadas por ml de cultivo de 

suspensión celular para lo cual se mide el volumen del pellet en función del volumen 

de cultivo normalmente expresado como porcentaje (Mustafa, Winter, Ward, & 

Verpoorte, 2011).  
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  Conductividad media / osmolalidad. En una suspensión celular el crecimiento de las 

células conlleva una disminución en la concentración de iones, lo que disminuye la 

conductividad del medio (Hahlbrock, Ebel, & Oaks, 1974). Por lo tanto, la 

conductividad del medio de cultivo es inversamente proporcional al FW de las células. 

Los cambios en la conductividad media son causados principalmente por nitrato 

(Hahlbrock, 1975).  

 Contenido de proteínas. El contenido de proteína se puede medir por gramo de células 

FW o por VCS. Esta técnica requiere la recolección de células y posterior extracción 

de proteínas. La proteína total en el extracto se puede determinar por el ensayo de 

Bradford, que utiliza BSA como estándar. En la fase de retraso, el contenido de 

proteína en las células aumenta lentamente, posteriormente aumenta exponencialmente 

y muestra una disminución cuando la biomasa celular entra en la fase estacionaria 

(Mustafa, Winter, Ward, & Verpoorte, 2011; David, Laigneau, & David, 1989).  

 Viabilidad celular. Los números de células vivas por volumen de cultivo de suspensión 

celular se pueden usar como un parámetro para medir el crecimiento. Puede evaluarse 

tiñendo las células con diacetato de fluoresceína (FDA) o el azul de Evan, luego 

contando las células viables y muertas bajo un microscopio o midiendo la absorbancia 

con un espectrofotómetro (Baker & Mock, 1994).  
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CAPÍTULO 2: MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El proyecto se inició con una búsqueda bibliográfica sobre los distintos tipos de cacao 

fino de aroma que se cultivan en la provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas, luego se 

determinó los clones a introducir, multiplicar y preservar la especie in vitro. 

2.1 Fase de Campo 

Se recolectaron explantes florales de Cacao provenientes del vivero Garyth ubicado en 

la provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas, en la vía Santo Domingo - Quinindé 

kilómetro 21, parroquia Valle Hermoso, a una altura de 655 msnm (Figura 7A). Las muestras 

se recolectaron durante el día (10-12 am) con una temperatura de 23˚C y humedad de 24% 

en promedio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  7. Fase de campo. A) Lugar de recolección. B) 

Explantes florales de cacao fino de aroma. 

A B 
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Para el ensayo se utilizaron plantas sanas visualmente, en producción de más dos años 

de edad, de las cuales se tomaron botones florales cerrados de aproximadamente 0,6 a 0,8 cm 

de longitud (Figura 7B). Los explantes se recolectaron con ayuda de pinzas en un número de 

30 explantes en un frasco estéril. Una vez completado el muestreo se realizó una pre 

desinfección la cual consistió en sumergir los explantes en cloro al 1% durante 30s y 

posteriormente realizar 3 lavados con agua estéril (Figura 8A). Los frascos con las muestra 

se depositaron dentro de una caja de espuma flex junto con 1000g de hielo para mantener la 

humedad para su posterior transporte al laboratorio de cultivo de tejidos vegetales (Figura 

8B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  8. Proceso de pre desinfección. A) Lavados con agua estéril. B) 

Almacenamiento para transporte al laboratorio de cultivo de tejidos 

vegetales. 

A B 
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2.2 Fase de Laboratorio. 

Esta fase se llevó a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales 

perteneciente al Departamento de Ciencias de la Vida de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas ESPE, Sangolquí –Ecuador .Dirección: Av. General Rumiñahui, coordenadas: 

Latitud 0˚18’53,891’’ (Sur), Longitud 78˚26’46,562(Oeste), Altura elipsoidal 2 518,640 m. 

 

Instrumental 

Los medios de cultivo e instrumentos a utilizar en la cámara de flujo laminar fueron 

esterilizados en autoclave horizontal (Marca: Tuttnauer, Procedencia: Estados Unidos) a 

121°C y 1,2 kg cm-2 de presión por un tiempo de 1 hora y 15 minutos aproximadamente. 

Para manejar el material vegetal en condiciones estériles se utilizó una cámara de flujo 

laminar horizontal (Marca: Streamline, Procedencia: Estados Unidos), 2 mecheros, alcohol al 

70% y 90% v/v, pinzas y bisturí autoclavado, se esterilizó la cámara con luz ultravioleta 

(UV) durante 40 minutos, antes y después de introducir los materiales necesarios. Los 

instrumentos dentro de la cámara de flujo laminar se desinfectaron mediante técnicas de 

flameo con mecheros de alcohol, los cuales permanecieron dentro de la cámara de flujo 

laminar horizontal lo que permitió un manejo de material vegetal en condiciones estériles. 
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Medios de cultivo 

En la fase de inducción a callo primario el medio de cultivo de crecimiento de callo 

primario PCG se dosificó a razón de 25 mL por frasco de vidrio de 250 mL de capacidad. El 

pH se ajustó a 5,8 con NaOH 1 N y HCl 1 N previo a ser esterilizado en autoclave. En la 

etapa de multiplicación de callo secundario y expresión embriogénica se utilizaron los 

medios de cultivo de crecimiento de callo secundario SCG y desarrollo de embriones ED 

respectivamente, se ajustó el pH de los mismos a 5,7 y se procedió a esterilizar en autoclave. 

Una vez estériles se los transportó a la cámara de flujo laminar donde se dispenso los mismos 

a razón de 25-30 mL en cajas Petri desechables.  

En la fase de multiplicación de proembriones el medio de cultivo ED se dosificó a 

razón de 5 mL en Erlenmeyer de 25 mL de capacidad. El pH se ajustó a 5,7 antes de ser 

esterilizado en autoclave.  

 

2.2.1 Desinfección de explantes florales de Theobroma cacao L. 

 

 El objetivo de este experimento fue evaluar la respuesta de los cinco clones de cacao 

fino de aroma al protocolo de desinfección establecido por Proaño (2015), para lo cual se 

sumergieron los explantes en detergente 3% (p/v) por 15 minutos, luego se realizaron 3 

lavados con agua estéril, después se colocaron las muestras en cloro 2% (v/v) por 10 

minutos,  posteriormente se efectuaron  3 lavado con agua estéril para finalmente colocar el 

material vegetal en alcohol 70% (v/v) por 30 segundos y llevarlo a la cámara de flujo donde 

se realizaron 3 lavados con agua estéril (Figura 9).   
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 En este experimento se aplicó el mismo protocolo de desinfección en  los cinco clones 

de cacao detallados en la Tabla 3. 

Tabla 3. 

Tratamientos para la fase de desinfección de botones florares de Theobroma cacao L. 

Tratamiento Clon 

TD1 EET-95 

TD2 EET-96 

TD3 EET-103 

TD4 EET-575 

TD5 EET-576 

       T: Tratamiento D: Desinfección y #:1-5. Ejem: TD1: Tratamiento desinfección 1. 

Figura  9: Proceso de desinfección. A) Detergente al 3% (p/v). B) Cloro 

al 2% (v/v). C) Alcohol al 70%. 

A B C 
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Las variables de respuesta evaluadas durante la desinfección e introducción de los 

explantes, fueron las siguientes: 

● Contaminación: Se observaron los frascos a los 15 días de siembra y se 

analizó la presencia de hongo, bacteria. Se denotó No contaminado como 0 y Contaminado 

como 1.  

● Oxidación: Se evaluó visualmente el necrosamiento y marchitamiento de la 

unidad experimental. Se asignó el valor de 1 a los explantes que presentaron necrosamiento y 

0 a los explantes no necrosados. 

La evaluación de las variables se realizó por medio de la observación, después de 15 

días de iniciado el ensayo de sembrados los explantes de Cacao (Theobroma cacao L.). 

Para el análisis estadístico se realizaron cien repeticiones por cada tratamiento de 

desinfección, según lo indicado en la tabla 3, teniendo como unidad experimental cada 

explante por frasco de vidrio de 150 mL de capacidad dosificado con 25 mL de medio PCG, 

suplementado con hormonas. El análisis estadístico consistió en un análisis de varianza 

ANOVA, la prueba de Shapiro-Wilks para verificar el supuesto de normalidad y la prueba de 

Kruskal Wallis. 

De acuerdo a los niveles de contaminación y oxidación que presentaron los explantes 

de Cacao (Theobroma cacao L.), se determinó que clon responde mejor al tratamiento de 

desinfección. 
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2.2.2 Inducción de callo primario. 

El objetivo de este ensayo fue inducir la formación de callo primario en los 

estaminoides provenientes de los botones florales de los cinco clones de cacao fino de aroma 

examinados. Para esto se usaron botones florales cerrados en los cuales se realizó un corte 

transversal en la base de flor, separando así los estaminoides del resto de la flor (Figura 10).    

 

Figura  10: Estructura interna de la flor de cacao, la flecha azul indica la ubicación de los 

estaminoides y la línea roja señala el corte transversal que se realizó en la base de la flor. 

La siembra de los estaminoides se realizó en el medio Primary Callus Growth (PCG) 

cuya composición se detalla en la tabla 4. 

 

 

 

 



29 

 

Tabla 4  

Medio de cultivo para la inducción a callo de Theobroma cacao 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los explantes en los frascos de medio de cultivo se mantuvieron en oscuridad a una 

temperatura de 27 ± 1℃ por un periodo de 25 días. Se evaluó el efecto que tiene el medio de 

cultivo PCG en la formación de callo de los distintos clones de cacao fino de aroma, 

generando cinco tratamientos expuestos en la tabla 5. 

 

 

 

 

Compuesto Medio de Cultivo 

PCG (1 L) 

DKW macro A (10X) 100 ml 

DKW macro B (10X) 100 ml 

DKW micro (100X) 10 ml 

DKW vitaminas (1000X) 1ml 

Glutamina(mg/l) 250 

Myo-inositol(mg/l) 100 

Glucosa(g/l) 20 

Agar(g/l) 7 

pH 5.8 

2,4-D(1mg/ml stock) 2ml 

TDZ(0.2 mg/l stock) 25ul 
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       Tabla 5.  

Tratamientos para la fase de inducción de callo (Theobroma cacao L.). 

Tratamiento Clon  

TC1 EET-95 

TC2 EET-96 

TC3 EET-103 

TC4 EET-575 

TC5 EET-576 

          T: Tratamiento, C: Callo y #:1-5. Ejem: TC1: Tratamiento Callo 1 

Las variables evaluadas durante la fase de inducción de callo fueron las siguientes: 

 Presencia o ausencia de callo: Se asignó el valor de 0 si el explante no presenta 

callo y el valor de 1 si el explante presenta callo. 

 Porcentaje de formación de callo: Se asignó valores de 0 a 4 de acuerdo al 

porcentaje de proembriones que presentó el explante, como se indica en  la siguiente 

tabla:  

Tabla 6.  

Evaluación de la variable porcentaje de formación de callo. 

Valor 
Porcentaje formación pro 

embriones (%) 

0 0 

1 25 

2 50 

3 75 

4 100 
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Para el análisis estadístico se realizaron cincuenta repeticiones por cada tratamiento de 

inducción de callo, teniendo como unidad experimental cada explante por frasco de vidrio de 

150 mL de capacidad dosificado con 25 mL de medio PCG, suplementado con hormonas.  

De acuerdo al porcentaje de formación de callo que presentaron los explantes de Cacao 

(Theobroma cacao L.), se determinó que clon responde mejor al tratamiento de inducción de 

callo. 

El análisis estadístico exploratorio de datos se realizó mediante construcción de 

gráficas y se empleó un análisis inferencial realizando análisis de varianza (ANOVA) y la 

prueba de Shapiro-Wilks modificado. 

 

2.2.3 Multiplicación de callo secundario. 

El objetivo de este experimento fue inducir la formación de callo secundario, para lo 

cual se utilizó el medio de crecimiento de callo secundario (Secondary Callus Growth 1 

SCG-1) (Tabla 7). Los callos fueron mantenidos en oscuridad por 15 días a una temperatura 

aproximada de 27 ± 1℃. 
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Tabla 7.  

Medio de cultivo para la multiplicación de callo de Theobroma cacao L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.4 Desarrollo de proembriones y embriones somáticos  

El objetivo de esta etapa fue inducir el desarrollo de proembriones y embriones 

somáticos primarios, para lo cual se subcultivo los explantes en el medio de cultivo de 

desarrollo de embriones (Embryo Development ED) detallado en la tabla 8. Los callos se 

mantuvieron en oscuridad a una temperatura de 27 ± 1℃ y se realizaron cambios de medio 

cada 14 días siguiendo el protocolo de Li et al. (1998). 

 

 

 

 

Compuesto Medio de Cultivo 

SCG-1 (1 L) 

Sales  McCown’s 2.3 g 

Vitaminas B5 (1000X stock) 1ml 

Agua de coco (ml) 50 

Glucosa(g/l) 20g 

Agar(g/l) 7 

pH 5.7 

2,4-D (1mg/ml stock) 2ml 

Kinetina (1mg/ml stock) 300ul 
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 Tabla 8.  

Medio de cultivo para el desarrollo de proembriones y embriones somáticos primarios de 

Theobroma cacao L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En este experimento se analizó la formación de proembriones y embriones somáticos 

en los cinco clones de cacao generando los tratamientos que se presentan en la tabla 9. 

Tabla 9.  

Tratamientos para la fase de desarrollo de proembriones y embriones somáticos primarios 

(Theobroma cacao L.). 

Tratamiento Clon  

TE1 EET-95 

TE2 EET-96 

TE3 EET-103 

TE4 EET-575 

TE5 EET-576 

T: Tratamiento, E:Embriones y #:1-5. Ejem: TE1: Tratamiento Embriones 1. 

Compuesto Medio de Cultivo 

ED (1 L) 

DKW macro A (10X) 100 ml 

DKW macro B (10X) 100 ml 

DKW micro (100X) 10 ml 

DKW vitaminas (1000X) 1ml 

Azúcar (g/l) 30 

Glucosa (g/l) 1 

Agar(g/l) 7 

pH 5.7 
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Las variables que se evaluaron fueron las siguientes: 

• Presencia o ausencia de callo con proembriones: Se asignó el valor de 0 si el callo no 

presenta proembriones y el valor de 1 si el callo presenta proembriones. 

• Porcentaje de formación de proembriones: Se asignó valores de 0 a 4 de acuerdo al 

porcentaje de proembriones que presentó el explante, como se indica en la siguiente tabla:  

 

Tabla 10.  

Evaluación de la variable porcentaje de formación de proembriones  

Valor 
Porcentaje formación pro 

embriones (%) 

0 0 

1 25 

2 50 

3 75 

4 100 

 

• Número de embriones somáticos: Se contó el número de embriones somáticos formados 

por explante. 

• Número de callos con embriones somáticos: Se determinó el número de callos en los 

cuales se observaron embriones somáticos en los diferentes estadios. 

Para el análisis de las variables de porcentaje de formación de proembriones, número 

de callos con proembriones, se realizó una evaluación al cabo de 30 días de iniciado el 

ensayo. Mientras que para el análisis de las variables de número de embriones y número de 

callos con embriones somáticos, se realizó la evaluación al cabo de 60 días de iniciado el 



35 

 

ensayo.  La unidad experimental fue cada explante por caja petri dosificada con 25 mL de 

medio ED y se realizaron 50 repeticiones por cada tratamiento.  

El análisis estadístico consistió de un análisis de varianza ANOVA, la prueba de 

Shapiro-Wilks para verificar el supuesto de normalidad, pruebas de significancia según el 

método de Turkey para diferenciar subgrupos entre tratamientos, así como un análisis no 

parámetrico para las variables dicotómicas con la prueba de Kruskal- Wallis. Se utilizó 

InfoStat y Excel para realizar las pruebas estadísticas 

2.2.5 Multiplicación de proembriones 

El objetivo de este experimento fue multiplicar los proembriones de los cinco clones de 

cacao fino de aroma en medio líquido, para lo cual se establecieron suspensiones de 

proembriones transfiriendo 5 grupos de proembriones en matraces de 25 mL de capacidad, 

con 5 mL de medio de cultivo líquido .  Para las suspensiones se utilizó el medio de cultivo 

ED y se analizó los cinco clones certificados de cacao fino de aroma, generando los 

tratamientos detallados en la tabla 11. 

Tabla 11.  

Tratamientos para la fase de multiplicación de proembriones de Theobroma cacao L. 

Tratamiento Clones de cacao 

TM1 EET-95 

TM2 EET-96 

TM3 EET-103 

TM4 EET-575 

TM5 EET-576 

T: Tratamiento, M:Multiplicación y #:1-15. Ejem: TM1: Tratamiento Multiplicación 1. 
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Los cultivos celulares se mantuvieron a una temperatura aproximada de 27 ± 1 ℃ 

sobre un orbital rotatorio (Marca: VWR, Procedencia: Estados Unidos) a una velocidad de 

110 r.p.m. en oscuridad completa. El subcultivo se realizó añadiendo el 30% de medio de 

cultivo al frasco cada 15 días. 

 

Figura  11. Multiplicación de proembriones. A) Suspensiones de proembriones. B) 

Cultivos de proembriones en orbital rotatorio. 

 

Cinética celular 

Para evaluar la cinética de crecimiento celular se usó volumen de células sedimentadas 

(VCS), el cual se determinó transfiriendo 5mL de la suspensión celular a un tubo falcon de 

15 mL. Luego de 20 minutos de sedimentación, se midió el volumen de la biomasa (Figura 

12).  

 

 

 

A B 
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Figura  12. Medición de volumen de células sedimentadas 

El volumen de células sedimentadas es expresado así (Mustafa et al., 2011):  

𝑉𝐶𝑆 (%) = (𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎⁄𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) × 100 

El volumen de células sedimentadas se medió cada 15 días por un periodo de 3 meses. 

Con estos datos se determinó la curva de crecimiento. Donde el eje (x) es el tiempo en días y 

el eje (y) es el porcentaje de células sedimentadas. Además se observó las células por 

microscopía óptica, para analizar su morfología, agrupaciones, así como posible 

contaminación. Para el desarrollo de la presente etapa se realizaron 3 repeticiones de cada 

tratamiento. El análisis estadístico consistió de un análisis de varianza ANOVA, la prueba de 

Shapiro-Wilks para verificar el supuesto de normalidad y el establecimiento de las curvas de 

crecimiento celular. 



 

 

 

CAPÍTULO 3: RESULTADOS 

 

 3.1 Desinfección de explantes florales de Theobroma cacao L. 

 

En etapa de desinfección de los explantes florales de cacao fino de aroma se analizó la 

respuesta que presentaron los cinco clones al protocolo de desinfección establecido por 

Proaño (2015), para lo cual se evaluaron las variables contaminación fúngica, bacteriana y 

oxidación en los cinco tratamientos.  La evaluación de las variables se realizó por medio de 

la observación a los 15 días de iniciado el ensayo de desinfección e introducción de explantes 

florales de Theobroma cacao, los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 12. 

Tabla 12.   

Resultados de las variables analizadas en la etapa de desinfección de los clones de cacao 

fino de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

Clon de cacao Variables 

Contaminación 

fúngica (%) 

Contaminación bacteriana 

(%) 

Oxidación (%) 

EET-95 20 10 14 

EET-96 10 15 11 

EET-103 10 9 23 

EET-575 0 8 20 

EET-576 10 13 9 

 

En el análisis exploratorio de la variable contaminación fúngica, el clon de cacao EET-

575 presentó la mejor respuesta al protocolo de desinfección mostrando ausencia de 

contaminación en el 100% de los explantes. En contraste con la variedad EET-95 que 
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presentó el 20% de contaminación. A diferencia de los clones EET-95 y EET-575 cuyas 

tasas de contaminación presentaron notables diferencias, se puede observar que la tasa de 

contaminación de los clones de cacao fino de aroma EET-96, EET-103 y EET-576 mostraron 

valores semejantes de contaminación fúngica. 

Al evaluar la variable contaminación bacteriana el clon de cacao EET-575 presentó el 

porcentaje de explantes contaminados más bajo (8%) a diferencia del clon EET-96 cuyo 

porcentaje de explantes contaminados fue del 15%.  Sin embargo las tasas de contaminación 

bacteriana en los cinco clones de cacao fino de aroma presentan valores semejantes. 

Al evaluar la variable oxidación el clon de cacao EET-576 presentó la tasa más baja de 

oxidación (9%). En contraste con la variedad EET-103 que presentó el 23% de oxidación en 

los explantes. Los porcentajes de oxidación fueron semejantes entre las variedades EET-103 

(23%) y EET-575 (20%); el mismo caso se dio entre los clones de cacao fino de aroma EET-

576 (9%), EET-96 (11%) y EET-95 (14%). 

Al analizar las tres variables de forma conjunta se observa que el clon que mejor 

respondió al tratamiento de desinfección fue el clon EET-575 al presentar el menor 

porcentaje de explantes afectados por el proceso de desinfección. En la figura 16 se puede 

observar de forma gráfica las variables de respuesta en los cinco clones de cacao fino de 

aroma. 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  13. Gráfico de porcentajes de contaminación fúngica, contaminación 

bacteriana y oxidación encontrados en los clones de cacao fino de aroma EET-95, EET-96, 

EET-103, EET-575 y EET-576. 

Para determinar si existen diferencias significativas entre los distintos clones de cacao 

fino de aroma con respecto a las variables contaminación fúngica, bacteriana y oxidación se 

procedió a realizar un análisis de varianza ANOVA (Tabla 13). En el caso de la variable 

contaminación fúngica el valor de p= 0,0002 indica que existen diferencias significativas 

entre los clones, mientras que en las variables contaminación bacteriana y oxidación no se 

observaron diferencias significativas. 

 

 

 

 

EET-95 EET-96 EET-103 EET-575 EET-576

Contaminación fúngica 20 10 10 0 10

Contaminacion bacteriana 10 15 9 8 13

Oxidación 14 11 23 20 9
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Tabla 13.   

Pruebas estadísticas realizadas a los resultados obtenidos en la etapa de desinfección de los 

clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-576. 

Variable ANOVA 

(p-valor) 

Shapiro Wilks 

(p-valor) 

Kruskal Wallis 

(p-valor) 

Contaminación 

fúngica 

0,002 <0,0001 0,002 

Contaminación 

Bacteriana 

0,5975 <0,0001 0,5959 

Oxidación 0,0434 <0,0001 0,0441 

 

Mediante la prueba de Shapiro Wilks (modificado) se analizó si los datos de 

desinfección siguen una distribución normal. En el Tabla 13 se puede observar la prueba de 

Shapiro Wilks (modificado) en la cual se registra un valor de p<0,0001 en las tres variables 

examinadas, por lo cual se rechaza la hipótesis de que los datos siguen una distribución 

normal. Debido a que los datos no son normales, se realizó un análisis de varianza no 

paramétrico mediante la prueba de Kruskal Wallis, cuyo valor de p=0,0002 en la variable 

contaminación fúngica mostró que existen diferencias significativas entre los tratamientos. 

Sin embargo en las variables contaminación bacteriana y oxidación no se observaron 

diferencias significativas entre los cinco genotipos. 

En el análisis de rangos de Kruskal Wallis de la variable contaminación fúngica se 

observa que el clon EET-575 presenta el menor valor de rango ubicándose en el subconjunto 

A, a diferencia de los otros tratamientos que pertenecen a los subgrupos AB (EET-96, EET-

576, EET-103) y al B (EET-95). 
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Tabla 14.  

 Pruebas de Kruskal Wallis realizada a los resultados obtenidos de la variable 

contaminación fúngica de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-

576. 

Clon Variable Contaminación fúngica 

Media Rango  

EET-575 0,00 225,50 A 

EET-96 0,10 250,50 AB 

EET-576 0,10 250,50 AB 

EET-103 0,10 250,50 AB 

EET-95 0,20 275,50 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.2 Inducción de callo 

A los 15 días de iniciado el ensayo se observaron cambios morfológicos en los 

estaminoides cuya coloración se tornó rojiza y se empezó a observar callo con una 

coloración blanquecina o amarilla (Figura 14). Luego del periodo de incubación de 25 días se 

evaluó la presencia de callo y el porcentaje de formación de callo en los estaminoides de los 

distintos tratamientos, en los cuales los cambios morfológicos variaron en los diferentes 

genotipos de cacao mostrando un mayor o menor volumen de callo.  

 
A B 
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Figura  14. Desarrollo de callo en los estaminoides a los 15 días. A. Callo con coloración 

amarilla. B. Callo con coloración blanquecina. 

El porcentaje de formación de callo se valoró de forma cualitativa tomando como 

referencia el porcentaje de superficie que se encontraba recubierta por callo a los 25 días de 

iniciado el ensayo. Para evaluar el porcentaje de callo se asignó el valor de 0 a los explantes 

sin callo, el valor 1 a los explantes un 25% de recubrimiento de callo, 2 a los explantes con 

50% de la superficie cubierta por callo, 3 a los explantes con el 75% de recubrimiento con 

callo y 4 a los explantes cuya superficie estaba recubierta en un 100% por callo (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

Figura  15. Porcentaje de formación de callo en los estaminoides. A) Estaminoides sin 

presencia de callo. B) Estaminoides con 25% de callo. C) Estaminoides con 50% de callo. D) 

Estaminoides con 75% de callo. E) Estaminoides con 100% de callo 

Los resultados obtenidos durante la evaluación de las variables presencia de callo y 

porcentaje promedio de formación de callo se detallan en la Tabla 15. 
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Tabla 15.   

Resultados de las variables analizadas en la etapa de inducción de callo de los clones de 

cacao fino de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

Clon de cacao Variables 

Presencia de callo (%) Formación de callo (%) 

EET-95 82 56,5 

EET-96 88 44,5 

EET-103 64 34,5 

EET-575 70 40 

EET-576 62 25,5 

 

El genotipo de cacao EET-96 presentó el porcentaje de explantes con callo más alto 

(88%), seguido del clon EET-95 (82%) (Tabla 13). Mientras que los clones EET-576 y EET-

575 mostraron los porcentajes de explantes con callo más bajos 62 y 64% respectivamente.   

Al analizar la media del porcentaje de formación de callo (Tabla 15 ) se observó que el 

clon EET-95 obtuvo el mayor porcentaje de callo, seguido del clon EET-96, mientras que el 

clon EET-576 presentó la media de porcentaje de callo más baja. En la figura 16 se puede 

observar de forma gráfica las variables de respuesta en los cinco clones de cacao fino de 

aroma. 
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Figura  16. Gráfico de porcentaje de presencia de callo y porcentaje promedio de 

formación de callo encontrados en los clones de cacao fino de aroma EET-95, EET-96, EET-

103, EET-575 y EET-576. 

La tabla 16 muestra el análisis de contingencia para la variable porcentaje de 

formación de callo con respecto a los cinco clones de cacao fino de aroma. El genotipo de 

cacao EET-95 fue el que presentó el mayor número de explante con un 100% de callo en su 

superficie, seguido del clon EET-103 mientras que el clon EET-576 presentó el menor 

número de explantes con un porcentaje de callo del 100%. Al analizar el número de explante 

con un 75% de callo se observó que las variedades EET-575 y EET-96 presentaron el mayor 

número de explantes. El clon EET-95 presentó mayor cantidad de explantes con un 50% de 

callo mientras que el clon EET-96 destacó con el mayor número de explantes con 25% de 

callo. En contraste el clon EET-576 se caracterizó por poseer el mayor número de explantes 

sin callo. 
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Tabla 16.   

Tabla de contingencia para la variable porcentaje de formación de callo de los clones de 

cacao fino de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

 Clon de cacao Porcentaje de callo  

0% 25% 50% 75% 100% Total 

EET-103 18 14 8 1 9 50 

EET-575 15 12 8 8 7 50 

EET-576 19 16 11 3 1 50 

EET-95 9 7 14 2 18 50 

EET-96 6 21 8 8 7 50 

Total 67 70 49 22 42 250 

La tabla 16 está representada gráficamente en la figura 17 que muestra el número de 

explantes con los distintos porcentajes de callo evaluados.  

 

Figura  17. Número de explantes con los porcentajes de callo del 0%, 25%, 50%, 75% 

y 100% encontrados en los clones de cacao fino de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-

575 y EET-576. 

EET-103 EET-575 EET-576 EET-95 EET-96

0% 18 15 19 9 6
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100% 9 7 1 18 7
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Al analizar las dos variables de forma conjunta se observa que el clon que mejor 

respondió a la etapa fue el clon EET-95, al presentar los mayores porcentajes de explantes 

con presencia de callo y porcentaje de formación de callo. 

Para determinar si existen diferencias significativas entre los distintos clones de cacao 

fino de aroma con respecto a las variables presencia de callo y porcentaje de formación de 

callo se procedió a realizar un análisis de varianza ANOVA (Tabla 17). En ambas variable el 

valor de p fue menor al nivel de significancia de la prueba (α=5%), lo cual evidencia que 

existen diferencias significativas entre los clones. 

Para verificar si los datos de inducción de callo siguen una distribución normal se 

utilizó la prueba de Shapiro Wilks (modificado). En la Tabla 17 se observan los resultados de 

la prueba de Shapiro Wilks (modificado) en la cual se registra un valor de p<0,0001 en las 

variables examinadas, por lo cual se rechaza la hipótesis de que los datos siguen una 

distribución normal. Debido a que los datos no son normales, se realizó un análisis de 

varianza no paramétrico mediante la prueba de Kruskal Wallis, en la cual se obtuvo un valor 

de p menor al nivel de significancia en ambas variables, comprobando así que existen 

diferencias significativas entre los cinco genotipos de cacao fino de aroma.  

Tabla 17.   

Pruebas estadísticas realizadas a los resultados obtenidos en la etapa de inducción de callo 

de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-576. 

Variable ANOVA 

(p-valor) 

Shapiro Wilks 

(p-valor) 

Kruskal Wallis 

(p-valor) 

Presencia de callo 0,0098 <0,0001 0,0107 

Formación de callo 0,0002 <0,0001 0,0004 
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En la tabla 18 se presenta el análisis de rangos de Kruskal Wallis de las variables 

presencia de callo y porcentaje de formación de callo, se puede observar que el clon EET-96 

presenta una media de 0,88 en porcentaje de explantes con presencia de callo, además posee 

el mayor valor de rango ubicándose en el subconjunto B, a diferencia de los otros 

tratamientos que pertenecen a los subgrupos AB (EET-575 y EEE-95) y al A (EET-576 y 

EET-103), evidenciando así que existe una diferencia significativa entre este y los demás 

tratamientos. 

En el análisis de rangos del porcentaje de formación de callo se observa que el clon 

EET-95 posee una media de 56,50 en porcentaje de formación de callo y presenta el menor 

valor de rango ubicándose en el subconjunto C, a diferencia de los otros tratamientos que 

ubican en los subconjuntos A (EET-576), subconjunto AB (EET-103 y EET-575) y 

subconjunto BC (EET-96) por lo cual se evidencia que existen diferencias significativas en 

los tratamientos.  

Tabla 18.   

Pruebas de Kruskal Wallis realizada a los resultados obtenidos de las variables presencia de 

callo y porcentaje de formación de callo de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, 

EET-575 Y EET-576. 

Clon  Presencia de callo Formación de callo 

Media Rango  Media Rango  

EET-576 0,62 111,50 A 25,50 97,80 A 

EET-103 0,64 114,00 A 34,50 112,12 AB 

EET-575 0,70 121,50 AB 40,00 124,45 AB 

EET-95 0,82 136,50 AB 56,50 156,35 C 

EET-96 0,88 144,00 B 44,50 136,78 BC 

       Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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3.3 Obtención Proembriones y embriones somáticos primarios 

Luego del periodo de incubación de 30 días se observaron cambios morfológicos en los 

callos cuya coloración se tornó café y sobre el mismo se empezaron a observar masas 

proembriogénicas con una coloración lechosa como se puede ver en la Figura 18.    

 

Figura  18. Desarrollo de proembriones en los callos a los 30 días de permanencia en 

el medio ED. A) Callo con proembriones. B) Masas proembriogénicas. 

Durante la etapa de obtención de proembriones se evaluó la presencia de proembriones 

y el porcentaje de formación de proembriones en los callos de los distintos clones de cacao 

fino de aroma. Para evaluar el porcentaje de formación de proembriones se asignó el valor de 

0 a los explantes sin proembriones, el valor 1 a los explantes un 25% de recubrimiento de 

proembriones, 2 a los explantes con 50% de la superficie cubierta por proembriones, 3 a los 

explantes con el 75% de recubrimiento con proembriones y 4 a los explantes cuya superficie 

estaba recubierta en un 100% por proembriones. Los resultados obtenidos en esta etapa se 

detallan en la tabla 19.   

 

A B 
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Tabla 19.   

Resultados de las variables analizadas en la etapa de inducción de los clones de cacao fino 

de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

Clon de cacao Variables 

Presencia de proembriones (%) Formación de proembriones 

(%) 

EET-95 92 52 

EET-96 96 62 

EET-103 66 35,5 

EET-575 78 54 

EET-576 86 56 

 

El genotipo de cacao EET-96 presentó el porcentaje de presencia de callos con 

proembriones más alto (96%), seguido del clon EET-95 (92%), mientras que el clon EET-

103 mostró el porcentaje más bajo 66%.  Al analizar la media del porcentaje de formación de 

proembriones se observa que el clon EET-96 posee el mayor porcentaje de proembriones, 

seguido del clon EET-576, mientras que el clon EET-103 tiene la media de porcentaje de 

proembriones más baja. En la figura 19 se pueden observar gráficamente estos resultados.  
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Figura  19. Gráfico de porcentaje de presencia de proembriones y porcentaje promedio 

de formación de proembriones encontrados en los clones de cacao fino de aroma EET-95, 

EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

 

La tabla 20 muestra el análisis de contingencia para la variable porcentaje de 

formación de proembriones con respecto a los cinco clones de cacao fino de aroma. El 

genotipo de cacao EET-96 fue el que presentó el mayor número de explante con un 100% de 

proembriones en su superficie, seguido del clon EET-575 mientras que el clon EET-103 

presentó el menor número de explantes con un porcentaje de proembriones del 100%. Al 

analizar el número de explante con un 75% de proembriones se observó que las variedades 

EET-575 y EET-576 presentaron el mayor número de explantes. El clon EET-96 presentó 

mayor cantidad de explantes con un 50% de proembriones mientras que el clon EET-95 

EET-95 EET-96 EET-103 EET-575 EET-576

Presencia de proembriones (%) 92 96 66 78 86

Formación de proembriones (%) 52 62 35,5 54 56

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

P
o

rc
en

ta
je

 d
e 

ex
p

la
n

te
s



52 

 

destacó con el mayor número de explantes con 25% de proembriones. En contraste el clon 

EET-103 se caracterizó por poseer el mayor número de explantes sin proembriones.  

Tabla 20.  

 Tabla de contingencia para la variable porcentaje de formación de proembriones de los 

clones de cacao fino de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576 

Clon de cacao 
Porcentaje de formación de proembriones 

 
0% 25% 50% 75% 100% Total 

EET-103 17 13 9 4 7 50 

EET-575 11 7 7 13 12 50 

EET-576 7 9 10 13 11 50 

EET-95 4 15 15 5 11 50 

EET-96 2 9 16 9 14 50 

Total 41 53 57 44 55 250 

 

La tabla 20 está representada gráficamente en la figura 20 que muestra el número de 

explantes con los distintos porcentajes de proembriones evaluados.  
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Figura  20. Número de explantes con los porcentajes de formación de proembriones 

del 0%, 25%, 50%, 75% y 100% encontrados en los clones de cacao fino de aroma EET-95, 

EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

Al analizar las dos variables de forma conjunta se observa que el clon que mejor 

respondió a la etapa fue el clon EET-96 al presentar los mayores porcentajes de explantes 

con presencia de proembriones y porcentaje de formación de proembriones. 

Para determinar si existen diferencias significativas entre los distintos clones de cacao 

fino de aroma con respecto a las variables analizadas se efectúo un análisis de varianza 

ANOVA (Tabla 21), como resultado del análisis se evidenció que existen diferencias 

significativas entre los genotipos. 

Mediante la prueba de Shapiro Wilks (modificado) se verificó si los datos de obtención 

de proembriones siguen una distribución normal. En la Tabla 21 se observan los resultados 

de la prueba de Shapiro Wilks (modificado) en la cual se registra un valor de p<0,0001 en las 

variables examinadas, por lo cual se rechaza la hipótesis de que los datos siguen una 

distribución normal. Debido a que los datos no son normales, se realizó un análisis de 

varianza no paramétrico mediante la prueba de Kruskal Wallis, en la cual se obtuvo un valor 

de p menor al nivel de significancia en ambas variables, comprobando así que existen 

diferencias significativas entre los cinco genotipos de cacao fino de aroma.  
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Tabla 21.  

 Pruebas estadísticas realizadas a los resultados obtenidos en la etapa de obtención de 

proembriones de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-576. 

Variable ANOVA 

(p-valor) 

Shapiro Wilks 

(p-valor) 

Kruskal Wallis 

(p-valor) 

Presencia de 

proembriones 

0,0003 <0,0001 0,0004 

Formación de 

proembriones 

0,0023 <0,0001 0,0026 

 

En el análisis de rangos de Kruskal Wallis de la variable presencia de proembriones se 

observa que el clon EET-96 posee una media de 0,96 y presenta el mayor valor de rango 

ubicándose en el subconjunto B al igual que el clon EET-95, a diferencia de los otros 

tratamientos que pertenecen a los subgrupos AB (EET-575 y EET-576) y al A (EET-103), 

comprobando así que existe una diferencia significativa entre este y los demás tratamientos 

(Tabla 22). 

Al examinar el porcentaje de formación de proembriones se observa que el clon EET-

96 presenta el menor valor de rango ubicándose en el subconjunto B, sin embargo no se 

presentaron diferencias significativas entre este clon y los genotipos EET-95, EET-575 y 

EET-576 ya que pertenecen al mismo subconjunto, en contraste con el genotipo EET-103 

que se ubica en el subconjunto A.  
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Tabla 22.   

Pruebas de Kruskal Wallis realizada a los resultados obtenidos de las variables presencia de 

proembriones y porcentaje de formación de proembriones de los clones de cacao EET-95, 

EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-576. 

Clon Presencia de proembriones Formación de proembriones 

Media Rango  Media Rango  

EET-103 0,66 103,50 A 35,50 92,06 A 

EET-575 0,78 118,50 AB 54,00 125,39 B 

EET-576 0,86 128,50 AB 56,00 129,99 B 

EET-95 0,92 136,00 B 52,00 133,95 B 

EET-96 0,96 141,00 B 62,00 146,11 B 

       Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

En fase de obtención de embriones somáticos primarios se evaluó el número de callos 

con embriones somáticos y el número de embriones somáticos. Los callos con embriones 

somáticos se caracterizaron por la coloración café en todo el callo o en el área circundante a 

los embriones somáticos cambios como se puede ver en la Figura 21.   

 

Figura  21. Callo con presencia de embriones somáticos en estadio globular (g), 

torpedo (to) y corazón (co) a los 60 días de cultivo en el medio ED. 

(to) 

(g) 

(co) 
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En el ensayo de embriogénesis somática se observaron embriones somáticos primarios 

en los estadios globular (g), torpedo (to), corazón (co) y cotiledonar (c ) de los clones de 

cacao fino de aroma EET-103,EET-575 y EET-95, como se observa en la figura 22.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  22. Estadios de embriones somáticos .A) Embriones somáticos del clon EET-

103 en estado globular. B) Embriones somáticos del clon EET-103 en estado globular (g), 

estado torpedo (to) y estado corazón (co). C) Embriones somáticos del clon EET-103 en 

estado cotiledonar (c). D) Embriones somáticos de Clon EET-95 en estado globular (g). E,F) 

Embriones somáticos de clon EET-575 en estados torpedo (to) y corazón (co) a los 60 días 

de cultivo en el medio ED.  
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El genotipo de cacao EET-103 presentó el mayor número de callos embriogénicos, 

seguido del clon EET-575 (Tabla 23). Mientras que los clones EET-96 y EET-576 no 

mostraron presencia de callos con embriones somáticos primarios. Al evaluar el número de 

embriones somáticos se observó que el genotipo de cacao EET-103 presentó el mayor 

número de embriones somáticos primarios (41), seguido del clon EET-575 que presentó 11 

embriones somáticos, mientras que en el clon EET-95 solo se produjeron 7 embriones 

somáticos primarios.  En la figura 23 se observa gráficamente el número de embriones que se 

obtuvo en cada genotipo de cacao fino de aroma. 

 Tabla 23.   

Resultados de las variables analizadas en la etapa de inducción de los clones de cacao 

fino de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

Clon de cacao Variables 

Número de callos con 

embriones somáticos 

Número de embriones 

somáticos  

EET-95 2 7 

EET-96 0 0 

EET-103 6 41 

EET-575 3 11 

EET-576 0 0 
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Figura  23. Gráfico de número de callos con embriones somáticos y número de 

embriones somáticos primarios obtenidos en los clones de cacao fino de aroma EET-95, 

EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576.  

Al analizar la media de embriones por explante se observó que el clon EET-103 obtuvo 

una media de 6,83, la media del clon EET-575 fue de 3,66 y la del clon EET-95 fue de 3,5. 

Por lo cual el clon EET-103 destaco al presentar la mayor media por explante además del 

mayor número de embriones en un explante (14) (Tabla 24).  
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 Tabla 24.  

 Resumen de medidas estadísticas para la variable número de embriones somáticos 

respecto a los clones de cacao fino de aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-

576. 

Clon de 

cacao 

Número de 

explantes 

Media D.E. Mín Máx Total de 

embriones 

EET-103 6 6,8333 5,0365 1 14 41 

EET-575 3 3,6666 2,0816 2 6 11 

EET-95 2 3,5 2,1213 2 5 7 

 

Al analizar las dos variables de forma conjunta se observa que el clon que mejor 

respondió a la etapa de embriogénesis fue el clon EET-103 ya que presentó el mayor número 

de callos con embriones y el mayor número de embriones somáticos primarios (Figura 26). 

Para determinar si existen diferencias significativas entre los distintos clones de cacao 

fino de aroma con respecto a las variables analizadas se realizó un análisis de varianza 

ANOVA (Tabla 24). Como resultado del análisis se obtuvo que en la variable número de 

callos con embriones existen diferencias significativas entre los genotipos, sin embargo en la 

variable número de embriones se obtuvo un valor de p 0,4760 que indica que no existen 

diferencias significativas entre los clones de cacao fino de aroma examinados. 

Para comprobar el supuesto de normalidad en los datos de obtención de embriones se 

utilizó la prueba de Shapiro Wilks (modificado).  En la Tabla 25 se observan los resultados 

de la prueba de Shapiro Wilks (modificado) en la cual se registra un valor de p<0,0001 en la 

variable número de callos con embriones, sin embargo el valor de p para la variable número 

de embriones somáticos primarios fue de 0,4760, por lo cual en el primer caso se rechaza la 
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hipótesis de que los datos siguen una distribución normal mientras que en la variable número 

de embriones se acepta el supuesto de normalidad. Debido a que los datos de número de 

callos con embriones no son normales, se realizó un análisis de varianza no paramétrico 

mediante la prueba de Kruskal Wallis, en la cual se obtuvo un valor de p menor al nivel de 

significancia en ambas variables, comprobando así que existen diferencias significativas 

entre los cinco genotipos de cacao fino de aroma con respecto a la variable número de callos 

con embriones.  

Tabla 25.   

Pruebas estadísticas realizadas a los resultados obtenidos en la etapa de obtención de 

embriones de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-576. 

Variable ANOVA 

(p-valor) 

Shapiro Wilks 

(p-valor) 

Kruskal Wallis 

(p-valor) 

Número de callos con 

embriones 

0,0182 <0,0001 0,0194 

Número de embriones 

somáticos 

0,4760 <0,0001 - 

 

En la Tabla 26 se puede observar el análisis de rangos del variable número de callos 

con embriones, en el cual se observa que el clon EET-103 posee una media de 0.12 y 

presenta el mayor valor de rango, por lo cual este clon es el que mejor responde al medio de 

desarrollo de embriones ED. Sin embargo los subconjuntos se evidencia que medias de todos 

los genotipos de cacaos analizados no son significativamente diferentes ya que pertenecen al 

mismo subconjunto (Tabla 26). 
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Tabla 26.   

Pruebas de Kruskal Wallis realizada a los resultados obtenidos de la variable número de 

callos con embriones de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-

576. 

Clon 
Número de callos con embriones 

Media Rango  

EET-96 0,00 120,00 A 

EET-576 0,00 120,00 AB 

EET-95 0,04 125,00 AB 

EET-575 0,06 127,50 B 

EET-103 0,12 135,00 B 

        Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.4 Multiplicación de proembriones 

Una vez obtenidos los proembriones de cacao fino de aroma en medio de cultivo 

semisólido ED se procedió a realizar la multiplicación de los mismos en medio de cultivo 

líquido, para esto se elaboró el mismo medio ED sin la adicción de agar y se establecieron 

las suspensiones proembriones, colocando 5 grupos de proembriones en matraces de 25 mL 

de capacidad, con 5 mL de medio de cultivo en agitación constante (110 rpm), realizándose 

recambio de medio fresco cada 15 días. 

Al examinar la morfología de las células en el microscopio óptico a los 15 días se 

observaron células redondas con citoplasma denso, núcleo grande con formación de 

agregados celulares los cuales se incrementaron a medida que aumentó el crecimiento celular 

en la suspensión (Figura 24). 
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Figura  24. Morfología de las células en suspensión. A) Observación a las 2 semanas 

(40X) .B) Observación al mes (40X) C) Observación a los 2 meses (40X).  

Para determinar la cinética de crecimiento celular de cada genotipo, se midió el 

volumen de células sedimentadas cada 15 días y se realizó 3 repeticiones por genotipo, 

obteniendo los datos de la tabla 27. En la figura 25 se puede observar las curvas de cinética 

celular generadas a partir de los datos de volumen de células sedimentadas. 

Tabla 27.  

Datos de volumen de células de sedimentadas (%) de los clones de cacao fino de 

aroma EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

 Volumen de células sedimentadas VCS (%) 

Tiempo (días) EET-95 EET-96 EET-103 EET-575 EET-576 

0 0,6 0,6 0,4 0,6 0,6 

0 0,4 0,6 0,6 0,6 0,6 

0 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 

15 0,6 0,7 0,4 0,9 0,7 

15 0,5 0,6 0,6 0,7 0,8 

15 0,6 0,6 0,7 0,8 0,7 

30 0,8 0,9 0,6 1,2 1 

30 0,5 0,8 0,8 0,9 1,2 

30 0,7 0,8 0,8 1,2 1 

60 1 0,9 0,8 1,6 1,5 

A B C 

Continúa → 
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60 0,6 0,8 0,8 1,2 1,6 

60 0,7 1 0,9 1,6 1,2 

75 1 0,9 0,8 1,6 1,7 

75 0,7 1 0,8 1,4 2 

75 0,7 1 1 1,6 1,4 

90 1 0,9 0,9 1,8 1,8 

90 0,7 1 0,8 1,4 2 

90 0,7 1 1 1,6 1,4 

 

 

Figura  25: Curva de cinética celular de los clones de cacao fino de aroma EET-95, 

EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576. 

Al analizar la curva de la cinética celular para el genotipo EET-95, se observó que 

existe un retraso en su etapa inicial hasta el día 15. Desde el día 15 hasta el 30, se percibe un 

crecimiento celular exponencial, durante el segundo mes el crecimiento se torna lineal. A 

partir del día 61 el crecimiento celular empieza de disminuir hasta llegar una fase 

estacionaria entre los días 75 y 90. 
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En el caso de la suspensión del clon EET-96, se observó un crecimiento celular bajo 

desde el día 0 hasta el día 15. A partir del día 16 el crecimiento celular aumenta alcanzando 

un máximo crecimiento entre los días 60 y 75. Desde el día 76 se observa que el crecimiento 

celular se encuentra en fase estacionaria. 

En la suspensión de proembriones del clon EET-103 se observa un bajo crecimiento 

celular durante los primeros 15 días mientras que a partir del día 16 hasta el día 30 el 

crecimiento se torna exponencial y durante el segundo y tercer mes la suspensión muestra 

una cinética de crecimiento lineal.  

La figura 25 muestra la curva de la cinética celular para el genotipo EET-575, se 

observó que este clon muestra un rápido crecimiento durante los primeros 2 meses, mientras 

que durante el tercer mes se evidencia una desaceleración progresiva en el crecimiento. En el 

caso de la suspensión del clon EET-576, se evidenció un crecimiento celular bajo desde el 

día 0 hasta el día 15. A partir del día 16 hasta el día 30 se da un crecimiento celular de tipo 

exponencial. Durante los siguientes 45 días el crecimiento se torna lineal alcanzando un 

máximo el día 75, a partir del cual crecimiento celular entra en fase estacionaria. 

Al comparar la cinética celular entre los distintos genotipos analizados se evidencia un 

crecimiento celular similar en los tratamientos durante los primeros 15 días. A partir del día 

16 el crecimiento celular es similar entre los clones EET-575 y EET-576, sin embargo difiere 

de los clones EET-95, EET-96 y EET-103 que muestran un crecimiento más lento. Además 

se observa que la suspensión del clon EET-576 muestra el mayor crecimiento celular al 

finalizar los 90 días de evaluación.  
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Para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos, se realizó un 

análisis inferencial de los valores de volumen de células sedimentadas obtenidos para cada 

suspensión (Tabla 28). Tras realizar una análisis de varianza ANOVA, se obtuvo un valor de 

p<0,0001, menor que el estadístico de prueba, por lo tanto se asevera que existen diferencia 

significativa entre los genotipos. 

Tabla 28.   

Pruebas estadísticas realizadas a los resultados obtenidos en la etapa de multiplicación de 

proembriones de los clones de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-576. 

Variable ANOVA 

(p-valor) 

Shapiro Wilks 

(p-valor) 

Número de callos con embriones p<0,0001 0,1306 

 

Para verificar el supuesto de normalidad en los datos se realizó la prueba de Shapiro 

Wilks (modificado) cuyo valor de p=0,1306 indicó que los datos siguen una distribución 

normal. Por lo que se procedió a realizar un análisis de medias de Turkey (Tabla 29), el cual 

mostró que existen diferencias significativas en la cinética de crecimiento de los cinco 

genotipos de cacao fino de aroma, ya que los clones EET-576 y EET-575 se encuentran en el 

subconjunto A al presentar una cinética de crecimiento semejante, mientras que los genotipos 

EET-96, EET-103 y EET-95 se encuentran en el subconjunto B. 
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Tabla 29.   

Prueba medias de Turkey para la variable volumen de sedimentación celular de los clones 

de cacao EET-95, EET-96, EET-103, EET-575 Y EET-576. 

Clon Medias N E.E.  

EET-576 1,21 18 0,07 A 

EET-575 1,18 18 0,07 A 

EET-96 0,82 18 0,07 B 

EET-103 0,74 18 0,07 B 

EET-95 0,69 18 0,07 B 

     Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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CAPÍTULO 4: DISCUSIÓN 

 

En esta investigación se obtuvieron datos relacionados con la obtención de 

proembriones y embriones somáticos primarios de los clones de cacao fino de aroma EET-

95, EET-96, EET-103, EET-575 y EET-576, con el objetivo de analizar la incidencia del 

genotipo en las distintas fases de embriogénesis somática y en la cinética de crecimiento 

celular. 

 

4.1 Desinfección de explantes florales de Theobroma cacao L.  

Al examinar la variable contaminación fúngica se observó que los porcentajes de 

contaminación fueron menores al 20%, sin embargo existieron diferencias significativas en 

la respuesta de los distintos genotipos al protocolo de desinfección. El genotipo EET-95 

presentó el mayor porcentaje de contaminación (20%) mientras que el genotipo EET-575 

presentó el 0% de contaminación.  Según Freire (2013) el éxito de la etapa de desinfección 

depende de la selección de la planta madre la cual debe estar sana y libre de patógenos. En el 

caso de los clones EET-95 y EET-575 la principal diferencia entre los mismos reside en la 

susceptibilidad a enfermedades dado que el clon EET-95 es susceptible a enfermedades 

como mal de machete y monilia, ambas de origen fúngico. Mientras que el clon EET-575 al 

ser parte de la segunda generación de clones recomendados por INIAP es tolerante a las tres 

enfermedades de mayor incidencia en los cultivos de cacao como son escoba de bruja, mal 

de machete y monilia (Amores, Agama, Suarez, Quiroz, & Motato, 2009). 
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En la variable contaminación bacteriana los porcentajes de contaminación variaron del 

8% al 15 %, sin embargo no se observaron diferencias significativas en los tratamientos. 

Resultados similares se observaron en la investigación realizada por Chanatásig (2004) que 

al aplicar el mismo protocolo de desinfección a los clones de cacao PA169, SCA6 y UF273 

obtuvo respuestas similares en los tres clones. Al comparar los datos de contaminación con 

los resultados obtenidos por Proaño (2015) se observa una disminución en los porcentajes de 

contaminación que alcanzaron el 40% en el ensayo realizado por Proaño, esta diferencia 

puede deberse a la época del año en la que se realizaron los distintos muestreos ya que según 

Gonzalez et al. (2005)  los porcentajes de contaminación varían de acuerdo al grado de 

humedad que se presenta en los distintos meses del año. 

Al examinar la variable oxidación se observó que los genotipos no presentaron 

diferencias significativas en los valores de las medias, por lo que en el análisis de rangos los 

cinco clones se ubicaron en el subconjunto A. En el estudio realizado por González et al. 

(2005) en tres variedades de café se observaron resultados similares ya que el porcentaje de 

oxidación no dependió de la variedad analizada sino de la época del año en la se realizó el 

muestreo.   

 

4.2 Inducción de callo 

En la etapa de inducción a callo los cinco genotipos evaluados indujeron callogénesis, 

sin embargo el análisis estadístico mostró que existieron diferencias significativas entre los 

tratamientos, dado que la respuesta en la fase de inducción a callo varió de acuerdo al clon, 

presentando mayor o menor cantidad de explantes con callo.  
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El genotipo de cacao EET-96 presentó el porcentaje de explantes con callo más alto 

(88%), mientras que los clones EET-576 y EET-103 mostraron los porcentajes de explantes 

con callo más bajos 62% y 64% respectivamente.  Chanatásig (2004) al evaluar la 

callogenesis en los clones de cacao PA169, SCA6 y UF273 en el medio de inducción de 

callo (PCG), reportó que la respuesta al proceso de callogenesis puede variar dependiendo de 

los clones, el tipo de explante y las condiciones de cultivo. Estas diferencias en la respuesta 

callogénica se han observado en diversas investigación tanto en cacao (Li, Traore, 

Maximova, & Guiltinan, 1998; Pence, 1995.; López, Moreno, & Pacheco, 2001) como en 

café (Coffea spp.) (Etienne, Barry-Etienne, Vásquez, & Berthouly, 1999; Sreenath, Shanta, 

Harinat, & Naidu, 1995). 

Durante el período de incubación se observaron cambios morfológicos en los 

estaminoides, presentando callos de distinta coloración, textura y volumen. Chanatásig 

(2004) menciona que un tipo de callo no es distintivo de un determinado explante o 

tratamiento, además pueden presentarse diversos tipos de callo en un explante (Aguilar, 

1990). Li et al. (1998) indican que las distintas respuestas en la formación de callo pueden 

deberse al uso del TDZ en el medio cultivo PCG, ya que se ha observado que el mismo 

genera respuestas variadas durante el desarrollo de callo, además las mismas varían de 

acuerdo al genotipo. 

Esta variación en el desarrollo del callo dependiente del genotipo se observa al analizar 

los porcentajes de callo en los explantes. Predominando el clon de cacao EET-95 en la 

categoría de explantes con 100% de callo, al presentar 18 explantes con este nivel de callo. 

Mientras que al analizar el número de explantes con un 75% de callo se observó que las 
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variedades EET-575 y EET-96 presentaron el mayor número de explantes. En la categoría de 

50 % de callo destacó el clon EET-95 con 14 explantes con este porcentaje de callo, mientras 

que el clon EET-96 presentó el mayor número de explantes con 25% de callo. En contraste el 

clon EET-576 se caracterizó por poseer el mayor número de explantes sin callo.   

Al analizar la media del porcentaje de formación de callo se observó que el clon EET-

95 posee el mayor porcentaje de callo, seguido del clon EET-96, mientras que el clon EET-

576 tiene la media de porcentaje de callo más baja. En la investigación de Adu-Ampomah et 

al. (1988), también se reportó la existencia de diferencias en la producción de callo las cuales 

están dadas por el efecto del genotipo y el medio de cultivo.  

Los porcentajes de callo se estudiaron con el fin de analizar la relación entre el 

desarrollo del callo y la respuesta embriogénica en los estaminoide. Por lo cual los resultados 

obtenidos serán comparados posteriormente con la respuesta embriogénica de los explantes. 

 

4.3 Obtención Proembriones y embriones somáticos primarios 

A los 30 días de que los callos fueron transferidos al medio ED se observó que los 

mismos tomaron una coloración blanca en las áreas con presencia de proembriones, además 

muchos en los clones  EET-103, EET-575 y EET-95 se observó un necrosamiento no 

sincronizado que ocasionó el cese de crecimiento en el callo. Mientras que en los clones 

EET-96 y EET-576 el callo continúo creciendo, formando gran cantidad de proembriones 

pero sin llegar a formar embriones somáticos primarios.  Adu-Ampomah (1988) menciona 
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que el crecimiento excesivo del callo es el mayor cuello de botella en el proceso 

embriogénesis somática. 

Al examinar los porcentajes de explantes con proembriones se observó que existieron 

diferencias significativas en la respuesta de los clones. El genotipo de cacao EET-96 

presentó el porcentaje de callo proembriogénico más alto (96%), seguido del clon EET-95 

(92%), mientras que el clon EET-103 mostró el menor  porcentaje de callo con proembriones 

(66%).   

En el análisis del porcentaje de formación de proembriones se encontró que el clon 

EET-96 destacó en la categoría de callo con 100% de proembriones en su superficie mientras 

que el clon EET-103 tuvo el menor número de explantes con un porcentaje de proembriones 

del 100%. En la categoría de 75% de proembriones se observó que los genotipos EET-575 y 

EET-576 presentaron el mayor número de explantes, mientras que el clon EET-96 presentó 

mayor cantidad de explantes con un 50% de proembriones. En la categoría de 25% de 

proembriones predominó el genotipo EET-95 a diferencia del clon EET-103 que se 

caracterizó por poseer el mayor número de explantes sin proembriones.  

Al comparar las medias del porcentaje de formación de proembriones se observa que el 

clon EET-96 posee el mayor porcentaje de proembriones, seguido del clon EET-576, 

mientras que el clon EET-103 tiene la media de porcentaje de proembriones más baja. Sin 

embargo los resultados de producción de embriones somáticos primarios mostraron el 

genotipo EET-103 posee el mayor potencial embriogénico al presentar tanto el mayor 

número de explantes con embriones como la mayor cantidad de embriones (41), mientras 

que los clones EET-576 y EET-96 no presentaron embriones somáticos primarios.  Estos 
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resultados difieren de los obtenido en la investigación realizada por Guillou et al. (2018) 

quienes lograron obtener embriones somáticos en el clon EET-96, esta diferencia en el 

potencial embriogénico de este clon puede deberse a la composición del medio de desarrollo 

de embriones en el cual se cambió los macronutrientes del medio DKW por los 

macronutrientes del medio MS, se agregó sulfato de adenina al medio lo que pudo ocasionar 

la variación en la respuesta embriogénica. 

 Una característica común entre los clones EET-103, EET-575 y EET-95 fue que los 

embriones somáticos se generaron en los callos color café oscuro que presentaban necrosis, 

mientras que los callos blancos que a pesar de poseer mayor volumen no desarrollaron 

embriones somáticos primarios. Quirós (2013) reportó resultados semejantes al evaluar los 

protocolos Nestlé (NT) y Penn State University (PSU) en los clones de cacao CATIE-R1, 

CATIE-R4, CATIE-R6, CC-137, ICS-95 T1, PMCT-58 y UF-273 T1. 

Alemano et al. (1996) indica que la coloración café en los callos se debe a la 

acumulación de compuestos fenólicos, los cuales pueden actuar como compuestos inductores 

o inhibidores del proceso de embriogénesis somática (Quiroz-Figueroa, Mendez-Zeel, 

Larque-Saavedra, & Layola-Vargas, 2001). Sin embargo las observaciones realizadas por 

Chanatásig (2004) señalan que los compuestos fenólicos en el cacao ejercen la función de 

inductores indirectos que promueven la formación de embriones somáticos.   La acción de 

compuesto fenólicos en la embriogénesis somática se da gracias a su capacidad antioxidante 

que los vuelve un sustrato para las enzimas oxidativas que causan la liberación de auxinas 

cuya acción es primordial para desencadenar las señales que determinan la respuesta 

embriogénica (Jimenez, 2005; Omokolo et al., 1997). 
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En la investigación se observaron embriones somáticos primarios en los estadios 

globular (g), torpedo (to), corazón (co) y cotiledonar (c ) de los clones de cacao fino de 

aroma EET-103,EET-575 y EET-576.  El clon de cacao fino de aroma EET-103 presentó el 

mayor número de callos embriogénico (6), seguido de los clones EET-575 (3) Y EET-95 (2). 

Al evaluar el número de embriones por explantes se encontró que el genotipo de cacao EET-

103 presentó el mayor número de embriones somáticos primarios (41), seguido del clon 

EET-575 que presentó 11 embriones somáticos, mientras que en el clon EET-95 solo se 

produjeron 7 embriones somáticos primarios. 

Al comparar estos datos con el porcentaje de formación de callo no se observa un 

correlación ya que en la etapa de inducción de callo los mayores porcentajes de callo fueron 

exhibidos por los clones EET-95 y EET-96. En el caso del clon EET-95 se observó un bajo 

número de embriones somáticos primarios, mientras que con el clon EET-96 no se formaron 

embriones. El porcentaje más bajo de callo lo evidenció el clon EET-576 sin embargo al 

igual que en el clon EET-96 no se observaron embriones somáticos. Estos resultados 

coinciden la investigación de Chanatásig (2004) que no encontró correlación entre la 

formación de callo y el potencial embriogénico de los explantes. Sin embargo Quirós (2013) 

reportó que el patrón de comportamiento fue similar en el porcentaje de formación de callo y 

embriones somáticos, lo cual puede deberse a la presencia de la auxina 2,4-D en los medios 

de cultivo PCG y SCG-1 que causa un incremento en los niveles endógenos de auxinas 

estableciendo un gradiente de concentración que determina la respuesta embriogénica  en los 

clones de cacao CATIE-R1, CATIE-R4, CATIE-R6, CC-137, ICS-95 T1, PMCT-58 y UF-

273 T1. 
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4.4 Multiplicación de proembriones 

En el medio de cultivo se observaron células redondas con citoplasma denso, núcleo 

grande y formación de agregados celulares.   Según Shoof (1999) la formación de agregados 

celulares se da por la frecuencia de los subcultivos, ya que la transferencia de medio de 

cultivo incrementa la división celular. En el cultivo in vitro se utilizan plataformas rotatorias 

para ayudar a la dispersión celular y al intercambio gaseoso, en el ensayo la velocidad de 

agitación fue de 110rpm, según Merkle (1995) la velocidad puede variar de 60 a 150 

dependiendo del cultivo.  

Las células mostraron características morfológicas propias de células embriogénicas 

semejantes a las observadas por Cabrera (2011) en los clones de cacao CCN-51 y Hb, cuya 

morfología celular a los 28 días consistió en células redondeadas, individuales, de núcleo 

denso, en una activa división celular y además, la formación de agregados celulares. Freire 

(2003) menciona las células de las que se originan los embriones somáticos son de tamaño 

pequeño, poseen citoplasma denso, núcleo grande con nucléolo prominente, vacuola pequeña 

y profusión de gránulos de almidón. 

 A partir de los 60 días de cultivo la coloración de las células pasó de blanquecina a 

una coloración marrón semejante a la coloración que presenta los callos embriogénicos en 

medio semisólido. Además se observó que el crecimiento disminuyó en las células, al 

analizar la curva de crecimiento se evidenció que estas entraron en fase estacionaria a los 75 

días. Gómez (1998) indica que la diminución en el crecimiento se da por la acumulación de 

residuos tóxicos, modificación del pH y disminución de la transferencia de energía, lo que 

causa que las células se obstaculicen mutuamente y la velocidad de división se reduzca hasta 
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entrar en fase estacionaria. Esta disminución en el crecimiento también se observó en los 

callos embriogénicos, sin embargo en las suspensiones no se observó la presencia de 

embriones somáticos. Esto puede deberse a que en la suspensión no se eliminó los residuos 

de callo ni los agregados celulares, según Evan (1981) luego del tiempo de disgregación de 

15 a 35 días es necesario eliminar los residuos de callos y grandes agregados celulares ya que 

comienzan a aparecer células no embriogénicas que entorpecen el desarrollo de la 

suspensión. La composición del medio es otro factor que pudo afectar el desarrollo de 

embriones ya en la investigación realizada por Guillou et al. (2018) logró obtener embriones 

somáticos en una suspensión celular usando la auxina sintética 2,4,5-T en el medio de 

multiplicación. 

Al analizar la influencia del genotipo en el desarrollo de la suspensión se observaron 

diferencias significativas entre los diferentes genotipos, resultados similares fueron obtenidos 

por Cabrera (2011) que al establecer suspensiones de cacao con los clones CCN-51 y Hb 

observó un mayor crecimiento en el clon CCN-51, por lo que reportó que el crecimiento en 

la suspensión puede ser dependiente del genotipo utilizado. Según Freire (2003) el 

crecimiento en una suspensión se puede mantener por intervalos de tiempo que dependen del 

genotipo estudiado.  

En el análisis de medias de Turkey se observó la formación de dos subgrupos, el 

subgrupo A conformado por los clones de cacao fino de aroma de segunda generación EET-

575 y EET-576 y el subgrupo b formado por los clones de primera generación EET-95, EET-

96 y EET-103.  Al examinar las curvas de cinética celular durante los 60 días de iniciado el 

ensayo se observa una tendencia general al aumento del volumen de células sedimentadas sin 
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embargo este aumento es muy leve entre los distintos momentos de evaluación. Resultados 

similares fueron reportados por Cabrera (2011) al evaluar la variable masa fresca en 

suspensiones de cacao. Estos resultados pueden deberse a la cantidad de inoculo utilizado, 

Falco et al. (1996) indica que el patrón de crecimiento celular depende de la densidad celular 

por mililitros de medio a inocular, con una densidad de inóculo baja el crecimiento es lento o 

no ocurre. Además De Feria (2001) indica que la baja velocidad de multiplicación en una 

suspensión celular puede estar dada por la escasez de precursores metabólicos primarios que 

son incorporados en el medio por las células vegetales. 

Como resumen de los resultados de esta investigación no se observaron diferencias 

significativas entre los clones en la etapa de desinfección, sin embargo el clon EET-575 

presentó los valores más bajos de contaminación y oxidación. En las etapas de inducción de 

callo y obtención de proembriones los clones de cacao EET-95, EET-96 presentaron la 

mayor producción de callo y proembriones, sin embargo en la fase de desarrollo de 

embriones destacó la variedad EET-103 con la mayor media de embriones por explante 

(6.83) seguida de las variedades EET-575 (3.66) y EET-95 (3.5), en contraste con los clones 

EET-96 y EET-576 que no presentaron embriones somáticos primarios. Al analizar las 

curvas de cinética celular de las suspensiones de proembriones se observó que los genotipos 

EET-575 y EET-576 mostraron los valores más altos de volumen células sedimentadas, lo 

cual indica una mayor velocidad de división celular en estos clones. En este estudio se 

observó la influencia del genotipo en las distintas fases de la embriogénesis somática y 

aportó nuevos datos para la posterior generación de un sistema de multiplicación masiva de 

clones de cacao mediante la técnica de embriogénesis somática.    
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CAPÍTULO 5: CONCLUSIONES 

 

 En la etapa de desinfección el clon que mejor respuesta presentó al protocolo de 

desinfección fue el EET-575 al presentar porcentajes bajos de contaminación y oxidación. 

 Al examinar la variable porcentaje de explantes con callo se observaron diferencias 

significativas en los tratamientos, destacando los clones EET-96 y EET-95 con los 

mayores porcentajes de explantes con callo 88 y 82% respectivamente. Sin embargo al 

evaluar el porcentaje promedio de formación de formación de callo a los 25 días de 

iniciado el ensayo el clon EET-95 presentó los mayores niveles de formación de callo. 

 En la fase de desarrollo de proembriones el clon EET-96 presentó un 96% de explantes 

con proembriones, seguido del clon EET-95 con un 92% de explantes con proembriones, 

mientras que el clon EET-103 presentó el menor porcentaje de explantes con 

proembriones. Al examinar la media del porcentaje formación de proembriones se 

observaron resultados semejantes destacando el clon EET-96 con una media del 62%. 

 Se lograron obtener embriones somáticos primarios en los clones EET-103, EET-95 y 

EET-575, mientras que los clones EET-96 EET-576 no fueron capaces de generar 

embriones somáticos. El clon EET-103 mostró el mayor potencial embriogénico al 

generar el mayor número de embriones somáticos (41) y presentar la mayor media de 

embriones somáticos por explante (6.83). 

 Se obtuvo las curvas de cinética celular de los cinco clones identificándose cinco fases: 1) 

latencia, 2) exponencial, 3) disminución progresiva, 4) lineal y 5) estacionaria. Al 

examinar la variable volumen de células sedimentadas se observaron diferencias 
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significativas entre los tratamientos, diferenciándose 2 subgrupos el A conformado por los 

clones EET-576 y EET-575 que mostraron los valores más altos de células sedimentadas 

y el B formado por los clones EET-95, EET-96 y EET-103, cuya producción de 

proembriones fue significativamente menor a la exhibida por los clones EET-575 y EET-

576. 
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CAPÍTULO 6: RECOMENDACIONES 

 

 Se recomienda analizar la influencia de la auxina sintética 2,4,5-Triclorofenoxiacético en 

ensayos posteriores, dado que la misma es capaz de potenciar la capacidad embriogénica, 

como en el caso del clon EET-96 que en esta investigación no fue capaz de generar 

embriones somáticos primarios sin embargo existe el registro que indica que usando 

2,4,5-T en el medio de multiplicación de embriones se logra la producción de embriones 

somáticos primarios y secundarios. 

 Establecer las suspensiones de proembriones con una mayor cantidad de inoculo inicial y 

determinar si existe influencia en su cinética celular. 

 Examinar nuevos protocolos que permitan que los proembriones en las suspensiones 

celulares se desarrollen y permitan obtener mayor cantidad de embriones somáticos, 

optimizando así el proceso de embriogénesis. 

 Se debe continuar con la siguiente etapa de la investigación, estandarizando un protocolo 

de embriogénesis somática secundaria que permita potenciar el proceso de embriogénesis. 
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