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RESUMEN
Los métodos de propagación tradicionales en el cultivo de cacao son pocos  efi cientes, por el bajo número de 
plantas que se producen; estas, pueden presentar características agronómicas indeseables para los productores. 
La embriogénesis somática puede ser la vía más apta para la regeneración de accesiones de cacao. Se evaluó el 
efecto del 2,4-D y su combinación con 6-BA y kinetina en la embriogénesis somática de cacao. Se usaron cinco 
concentraciones de 2,4-D (0; 0,5; 1; 1,5 y 2 mg.L-1) combinadas con 0,05 mg.L-1 de 6-BA y 0,3 mg.L-1 de kinetina 
sobre el índice de formación de callos (IC) y la formación de embriones somáticos en tres cultivares de cacao 
(SCA-6, OC-60 y CNM-4), con dos tipos de explantes (estaminodios y pétalos). A los 14 y 28 días de subcultivo 
se evidenció una respuesta diferencial entre cultivares y tipo de explante en el IC. El mayor IC14 y de IC28 ocurrió 
en estaminodios y pétalos cultivados en 0,5 mg.L-1 de 2,4-D y 6-BA, con valores respectivos de 11,6 y 29. La 
mayor frecuencia embriogénica (40 %) y número de embriones somáticos se obtuvo en estaminodios de SCA-6 
con 1,5 mg.L-1 de 2,4-D, a diferencia de los embriones obtenidos en los pétalos cultivados en 2 mg.L-1 de 2,4-D 
y 6-BA. El análisis de componentes principales mostró alta correlación entre la concentración de reguladores de 
crecimiento, tipo de explante y las variables relacionadas con la embriogénesis; así como, una baja correlación 
de estas con los IC14 y IC28. 
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Eff ect of diff erent growth regulators on somatic embryogenesis in three 
cocoa cultivars

ABSTRACT
Traditional propagation methods in cocoa cultivation are not very effi  cient, due to the low number of plants that are 
produced; these may present undesirable agronomic characteristics for producers. Somatic embryogenesis may 
be the most suitable route for the regeneration of cocoa accessions. The eff ect of 2,4-D and its combination with 
6-BA and kinetin on somatic embryogenesis of cocoa was evaluated. Five concentrations of 2,4-D (0; 0,5; 1; 1,5 
and 2 mg.L-1) were used combined with 0,05 mg.L-1 of 6-BA and 0,3 mg. L-1 of kinetin on the callus formation index 
(IC) and the formation of somatic embryos in three cocoa cultivars (SCA-6, OC-60 and CNM-4), with two types of 
explants (staminodes and petals). At 14 and 28 days of subculture, a diff erential response was evident between 
cultivars and type of explant in the IC. The highest IC14 and IC28 occurred in staminodes and petals grown in 0,5 
mg.L-1 of 2,4-D and 6-BA, with respective values   of 11,6 and 29. The highest embryogenic frequency (40 %) and 
the highest number of somatic embryos was obtained in staminodes of SCA-6 with 1,5 mg.L-1 of 2,4-D, unlike the 
embryos obtained in the petals grown in 2 mg.L-1 of 2,4-D and 6-BA. The principal component analysis showed 
a high correlation between the concentration of growth regulators, type of explant and the variables related to 
embryogenesis; as well as a low correlation of these with IC14 and IC28.
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INTRODUCCIÓN
El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) tiene 
gran importancia en la economía de muchos 
países tropicales, por el uso de su producción. De 
la almendra se obtiene el licor o pasta de cacao, 
al moler las semillas de cacao tostado, fermen-
tadas o no; la manteca que se utiliza para cosmé-
ticos, en forma de preparaciones o ungüentos 
contra la resequedad de la piel y los labios; en la 
preparación de chocolate blanco y en panadería 
y repostería. El polvo de cacao, por su parte, se 
usa para la elaboración de chocolates, bombones 
y otros productos de confi tería (Quintero et al. 
2017).
En Venezuela, la baja productividad del cultivo 
de cacao está infl uida por la presencia de enfer-
medades; la pérdida progresiva de cultivares tipo 
criollo, por la obtención de un mayor rendimiento; 
plantaciones abandonadas; pocos programas de 
asistencia técnica, transferencia de tecnología y 
la falta de una infraestructura apropiada (Quintero 
y García 2010). Otro problema es la alta varia-
bilidad genética en las plantaciones de cacao, 
como consecuencia de su condición alógama, 
debido a la incompatibilidad polen-estilo. 
Para mantener la uniformidad de los materiales 
genéticos de cacao se tiene la propagación asexual, 
por estacas e injertación. Estos no resultan ser los 
métodos más efi cientes, por el dimorfi smo vege-
tativo de la planta, como tallos ortotrópicos que 
originan una raíz pivotante; su número es reducido, 
lo que limita su uso. Otro, los tallos plagiotrópicos, 
que son más numerosos y forman un sistema 
radical poco profundo; esto restringe la resistencia 
a la sequía y origina un sistema aéreo desequili-
brado, que requiere de cortes frecuentes (Ramos 
y Gómez 2002). 
La embriogénesis somática representa una alter-
nativa para obtener materiales genéticos de cacao 
uniformes. Es defi nida por Williams y Maheswaran 
(1986), como el proceso donde las células haploides 
o diploides se desarrollan en plantas diferenciadas 
sin la fusión de gametos. Los embriones somáticos 
son estructuras bipolares, con un eje radical-apical y 
no poseen conexión vascular con el tejido materno; 
son capaces de crecer y formar plantas. Se puede 
utilizar en los programas de conservación y de 

mejora genética de muchas especies vegetales 
(Gómez 1998; Celestino et al. 2005).
Ese proceso morfogénico se ha utilizado en la 
propagación de plantas de cacao, con diferentes 
tipos de explantes, tales como: pétalos, estami-
nodios y cotiledones; así como, diferentes medios 
de cultivo y fuentes de carbono (Henao et al. 
2018; Bustami y Werbrouck 2018; García et al. 
2018).
En Venezuela, Velásquez et al. (2006) realizaron 
modifi caciones en la concentración de la fuente 
de carbono y reguladores de crecimiento, en el 
medio de cultivo; concluyeron que la inducción 
de embriones somáticos, a partir de explantes 
florales, está influenciada por el cultivar y el 
tamaño del botón fl oral.
Díaz-López et al. (2015) evaluaron el efecto del 
tiempo de subcultivo (14; 28 y 42 días) sobre la 
embriogénesis somática, en cinco cultivares de 
cacao venezolanos. En la metodología utilizaron 
dos tipos de explante inicial: pétalos y estamino-
dios; obtuvieron un mayor número de embriones 
en los estaminodios subcultivados cada 28 días.
Henao et al. (2018) desarrollaron un protocolo de 
regeneración de plantas de cacao, vía embriogé-
nesis secundaria, en diferentes cultivares de origen 
colombiano. Con este, evaluaron el efecto de dos 
medios de cultivo, tipo de explante y tiempo de 
subcultivo, sobre la formación de embriones. 
En los resultados, encontraron diferencias en 
la capacidad de respuesta de los cultivares a la 
inducción del proceso embriogénico.
Las plantaciones de cacao, en Venezuela, están 
constituidas con alto número de árboles de avan-
zada edad y baja producción (Quintero y García 
2010). Es necesario, plantas jóvenes y uniformes 
con características agronómicas deseables. Estas 
podrían ser obtenidas a través del proceso de 
embriogénesis somática, por los antecedentes 
sobre la posibilidad de regenerar plantas de cacao 
por esta vía.
Por tanto, se planteó como objetivo evaluar el 
efecto de diferentes reguladores de crecimiento 
sobre la embriogénesis somática, en tres culti-
vares de cacao, a partir de explantes fl orales.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Ubicación de la investigación.
El trabajo experimental  se realizó en el Laboratorio 
de Cultivo de Tejidos de la Unidad de Biotecnología 
Vegetal del Centro Nacional de Investigaciones 
Agropecuarias (CENIAP) del Instituto Nacional de 
Investigaciones Agrícolas (INIA), Venezuela.

Material Vegetal.
Se utilizaron botones fl orales de 5-6 mm de longitud 
colectados de los genotipos Ocumare-60 (OC-60), 
Cuyagua Nombre María (CNM-4) y Scabina-6 
(SCA-6), ubicados en el Banco de Germoplasma 
del INIA-CENIAP, estado Aragua. Los botones 
fl orales se colectaron en horas de la mañana y se 
transportaron hasta el laboratorio en tubos de plás-
tico con 20 mL de agua destilada estéril. 

Desinfección de los botones fl orales y 
extracción de los estaminodios y pétalos. 
Los botones fl orales se desinfectaron con una 
solución de etanol al 70 %, por dos minutos; 
seguido de una solución de hipoclorito de sodio 
al 1 % de ingrediente activo (I.A.), por 10 min, 
con agitación constante. Luego se realizaron tres 
lavados, de cinco minutos cada uno, con agua 
destilada estéril. Los botones fl orales se cortaron 
con un bisturí Nº 11 estéril, a 1/3 de su longitud, 
desde la parte basal, para la extracción de los 
estaminodios; y, la extracción de los pétalos  con 
una aguja de disección estéril.

Evaluación del efecto del 2,4-D sobre la inducción 
y crecimiento del callo.
Para la inducción de callo, los estaminodios y 
pétalos se sembraron en un medio de cultivo 
compuesto por las sales de Driver y Kuniyuki (1984) 
(DKW); con suplemento de 22,7 nM de Thidiazuron 
(TDZ), según el protocolo descrito por Li et al. 
(1998). Se usaron cinco concentraciones de ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), a saber: 0; 0,5; 1, 1,5 
y 2 mg.L-1; se añadió: 20 g.L-1 de glucosa; 250 mg.L-1 
de glutamina; 100 mg.L-1 de mioinositol; 2 mg.L-1 de 
tiamina-HCl; 1 mg.L-1 de ácido nicotínico; 2 mg.L-1 de 
glicina y 2 g.L-1 de Phytagel™. El pH del medio de 
cultivo se ajustó a 5,8 con una solución de KOH 

o HCl 1N. Los explantes permanecieron por 14 
días en condiciones de oscuridad en un cuarto 
climático, a 24ºC de temperatura. 
El diseño experimental fue totalmente aleatorio, 
con organización de un arreglo factorial 3x5x2. 
Se conformaron 30 combinaciones de tratamientos, 
con cinco repeticiones, lo que representó un total 
de 150 unidades experimentales o explantes. 
Los factores evaluados fueron: tres genotipos de 
cacao (OC-60, CNM-4 y SCA-6), cinco concen-
traciones de 2,4-D (0, 0,5; 1; 1,5 y 2 mg.L-1) y 
dos explantes (estaminodios y pétalos). Se utilizó 
un total de 75 estaminodios y 75 pétalos prove-
nientes de 150 botones fl orales. 
Se evaluó el índice de formación de callos a los 
14 días de cultivo (IC14), según Chatanásig (2004), 
mediante la siguiente expresión: 

IC = ∑(estado × # de explantes en ese estado)

En esta fase de inducción, se asignó un valor 
numérico al estado del callo:
• E0: Ausencia de callo (0)
• E1: Inicio de pequeñas formaciones de callo (1)
• E2: El callo cubre casi totalmente el explante (2)
• E3: el callo cubre completamente el explante (3)
Se análizó el índice de crecimiento de callo con la 
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (α = 0,10). 
Para la comparación de rangos promedios de a 
pares se empleó el método descrito por Conover 
(1999). Los datos del ensayo se tabularon y proce-
saron en una hoja de cálculo electrónica Microsoft© 
Excel 2010 y el análisis estadístico avanzado con 
el programa Infostat v. 2016 (Di Rienzo et al. 2016). 
Asimismo, se describió la apariencia del callo 
según su coloración y consistencia.

Evaluación del efecto de la kinetina y la 6-BA 
en los callos primarios.
Se establecieron dos experimentos con los callos 
formados a partir de los explantes fl orales. En el 
primero, se transfi rió el 50 % de los callos a un 
medio de cultivo Secondary Callus Growth (SCG-
1), compuesto por las sales de Lloyd y McCown 
(1981); se suplementó con las concentraciones 
de 2,4-D mencionadas anteriormente y 0,3 mg.L-1 
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de kinetina. En el segundo, se transfi rió el 50 % 
de los callos restantes y la kinetina se reemplazó 
por 0,05 mg.L-1 de 6-Benciladenina (6-BA) en el 
medio SCG-2. Ambos medios de cultivo se suple-
mentaron con 20 g.L-1 de glucosa, 50 mL de agua 
de coco; 1 mL.L-1 de stock de vitaminas B5 (100 
mg de mioinositol; 10 mg de tiamina-HCl; 1mg de 
de ácido nicotínico y 1mg de piridoxina) y 2,2 g.L-1 
de Phytagel™. El pH se ajustó a 5,7 con una solu-
ción de KOH 1N. Los explantes permanecieron en 
condiciones de oscuridad, a una temperatura de 
24ºC, durante 14 días. 
El diseño experimental fue totalmente aleatorio, con 
organización de un arreglo factorial 2x5x2x3. Los 
factores evaluados fueron: dos tipos de explante 
(estaminodios y pétalos); cinco concentraciones de 
2,4-D (0, 0,5; 1; 1,5 y 2 mg.L-1); dos fuentes de cito-
cinina (kinetina a una concentración de 0,3 mg.L-1 
y 6-BA a una concentración de 0,05 mg.L-1) y tres 
genotipos de cacao para un total de 60 combina-
ciones de tratamientos, con cinco repeticiones. Se 
utilizó un total de 300 botones fl orales (unidades 
experimentales). 
Se realizó una descripción del callo según su 
coloración y consistencia. La variable respuesta 
que se evaluó fue el Índice de Desarrollo de callo 
a los 28 días de cultivo (IC28), según Chatanásig 
(2004); quien estableció para esta etapa cuatro 
estados con su respectivo valor numérico, a 
saber: 
• E4a: callos < 2mm (4)
• E4b: callos de 2-4mm (5) 
• E4c: callos de 4-6mm (6) 
• E4d: callos > 6mm (7) 
Los datos se analizaron con la prueba no paramé-
trica de una vía (o una cola) de Kruskal-Wallis (α = 
0,10). Para la comparación de rangos promedios de 
a pares se empleó el método descrito por Conover 
(1999). Los datos del ensayo se tabularon y proce-
saron en una hoja de cálculo electrónica Microsoft© 
Excel 2010 y el análisis estadístico avanzado con 
el programa Infostat versión 2016 (Di Rienzo et al. 
2016).

Diferenciación de embriones somáticos.
Las masas proembriogénicas se transfi rieron a un 
medio de cultivo constituido por las sales de DKW 
más 30 g.L-1 de sacarosa, 1 g.L-1 de glucosa, 100 
mg.L-1 de mioinositol, 2 mg.L-1 de tiamina-HCl, 1 
mg.L-1 de ácido nicotínico, 2 mg.L-1 de glicina y 
2 g.L-1 de Phytagel™. Se realizaron subcultivos 
cada 14 días, hasta la aparición de los embriones 
somáticos. Se evaluó la frecuencia de embriones 
somáticos (FE), número de embriones según su 
etapa de desarrollo (globular, corazón y torpedo), 
número total de embriones somáticos por cultivar 
y número de embriones somáticos por explante 
embriogénico.
Se empleó el Análisis de Componentes Principales 
de la varianza total (ACP) para evaluar la interac-
ción de los diferentes factores. Se realizó una 
prueba de Ji-Cuadrado, a un nivel de signifi ca-
ción de α = 0,10. También se efectuó el análisis 
de Correspondencias Múltiples (ACM). Se utilizó 
el software Infostat versión 2016 (Di Rienzo et 
al. 2016).

Caracterización Histológica.
Con la finalidad de corroborar la naturaleza 
embriogénica de los callos, estos se fi jaron en una 
mezcla de 5 mL de formaldehido al 40 %, 5 mL 
de ácido acético y 90 mL alcohol al 70 % (FAA) 
por tres semanas. Luego, se realizó la deshidrata-
ción en una serie ascendente de alcohol butílico 
terciario (50; 70; 85; 95; 100 % y alcohol absoluto), 
con permanencia de 30 min en cada uno de estos. 
Al fi nal del proceso, se efectuaron tres cambios 
con alcohol butílico terciario puro y los callos se 
dejaron toda la noche en el último de estos. 
El material vegetal deshidratado se colocó en un 
recipiente con parafi na fundida a 60ºC y se reali-
zaron tres cambios de la misma, para eliminar el 
alcohol por evaporación. Luego, las muestras se 
transfi rieron en cajas de cartulina con parafi na 
fundida, y se dejaron solidifi car a temperatura 
ambiente. Finalmente, se prepararon bloques de 
parafi na que se cortaron a 12 μm de grosor, con 
un micrótomo. Los cortes se sometieron a una 
batería de tinción con safranina y fastgreen, previo 
a su observación. Las observaciones se realizaron 
en un microscopio óptico, marca LEITZ.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto del 2,4-D.
Según la prueba de Kruskal-Wallis, se obser-
varon diferencias estadísticas en cada genotipo 
de cacao, en el IC14, con un valor de signifi cancia 
de α = 0,10. Se evidenció un efecto del 2,4-D en 
la formación de callos. Los IC14 más altos en 
los estaminodios se obtuvieron en los genotipos 
CNM-4 y SCA-6 cuando estuvieron expuestos a 
las concentraciones de 0,5 mg.L-1 y 1 mg.L-1 de 
2,4-D, con valores respectivos de 11,6 ± 6,5 y 11,2 
± 6,3. En pétalos, los IC14 más altos (8 ± 5,8 y 
7,2 ± 1,8) se observaron en los mismos genotipos, 
cuando se cultivaron con 0,5 mg.L-1 y 1 mg.L-1 de 
2,4-D, respectivamente (Cuadro 1).
En los genotipos OC-60 y CNM-4 se observaron 
diferencias en la respuesta de los estaminodios 
y los pétalos expuestos a las concentraciones 
de 2,4-D. En OC-60 el mayor IC14 (8,6 ± 3,8) 
ocurrió en estaminodios cultivados con 2 mg.L-1 de 
2,4-D; mientras que, en los pétalos se presentó 
cuando se expusieron a concentraciones de 0,5 
y 2 mg.L-1 (5,6 ± 5,1 y ± 4,6  respectivamente), de 
ese regulador de crecimiento. 

Otro de los valores más altos de IC14 (10,0 ± 3,8), 
en el genotipo CNM-4, se observó en estamino-
dios cultivados en 2 mg.L-1 de 2,4-D. Los pétalos de 
este mismo genotipo mostraron valores más altos 
IC14 (8,0 ± 5,8 y 7 ± 4,6) cuando se cultivaron en 
0,5 y 2 mg.L-1, respectivamente, de ese regulador. 
El genotipo SCA-6 también mostró diferencias 
entre los IC14 de pétalos y estaminodios, con los 
mayores valores en estos últimos; no se observaron 
diferencias signifi cativas en el IC14 de los pétalos 
de este genotipo, expuestos a las concentraciones 
de 2,4-D. 
Los resultados evidencian una importante 
infl uencia del genotipo, porque los IC14 fueron 
estadísticamente diferentes entre los tres cultivares 
de cacao evaluados (Cuadro 1). Se pudo apreciar 
una mayor tendencia a la formación de callo en el 
estaminodio, con un IC14 promedio superior de 
6,3 en comparación con los pétalos que fue de 
4,64. Estos resultados difi eren de los obtenidos 
por Kouassi et al. (2017), quienes encontraron 
más producción de callos en pétalos que en los 
estaminodios, en tres genotipos de cacao (C1, 
C14 y C16); solo en uno (C9) observaron una 
mayor formación de callo en los estaminodios. 

Explante 2,4-D
 (mg.L-1)

IC14
SCA-6 OC-60 CNM-4

Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos

Estaminodios

0 0 14,0 b 0 14,0 b 0 14,0 b

0,5 9,6 ± 3,1 48,5 a 5,0 ± 5,2 32,5 ab 11,6 ± 6,5 55,7 a

1 11,2 ± 6,3 52,3 a 5,6 ± 4,0 37,2 ab 6,4 ± 7,5 37,7 ab

1,5 9,4 ± 4,9 49,5 a 4,2 ± 3,4 32,8 ab 7,6 ± 7,5 42,7 a

2 7,2 ± 6,5 40,9 ab 8,6 ± 3,8 46,7 a 10,0 ± 3,8 51,5 a

Pétalos

0 0 14,0 b 0 14,0 b 0 14,0 b

0,5 6,6 ± 4,2 50,0 a 5,6 ± 5,1 44,0 a 8,0 ± 5,8 51,2 a

1 7,2 ± 1,8 52,1 a 4,6 ± 3,2 39,0 ab 4,4 ± 5,8 34,8 ab

1,5 6,8 ± 4,7 48,2 a 3,8 ± 2,9 35,1 ab 4 ± 4,4 35,5 ab

2 6,0 ± 1,9 45,6 a 5,6 ± 4,6 42,8 a 7± 4,6 49,7 a

Cuadro 1. Rangos y medias de interacción genotipo×explante×concentración de 2,4-D sobre el IC14 bajo 
condiciones de cultivo in vitro. Laboratorio de Biotecnología Vegetal INIA-CENIAP, 2016.

Letras iguales signifi can que no se observaron diferencias estadísticas signifi cativas entre los tratamientos para la 
prueba de medias de Kruskal-Wallis (α=0,10). P estaminodio = 0,0048; P pétalo= 0,0101
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Esto puede deberse a que, el callo se forma a 
partir de las células parenquimáticas del esta-
minodio; las cuales son consideradas un tipo de 
tejido menos especializado y tienen la capacidad 
de rediferenciarse. Monsalve et al. (2005) afi rman 
que los estaminodios se encuentran en el cojín 
fl oral fundidos en la base con los estambres y 
cerca de la zona meristemática fl oral. Eso puede 
infl uir en una mejor respuesta callogénica de este 
explante en comparación con el pétalo. 
Los callos formados en los estaminodios se carac-
terizaron por presentar una coloración amarilla 
crema y consistencia compacta. En los pétalos 
se observó la presencia de callos de apariencia y 
consistencia más friable y con la misma coloración. 
Esto coincide con Jheng et al. (2006), quienes 
hacen referencia al cambio en las características 
del callo en Oncidium; que pasan de ser granular 
y de coloración amarilla, a un callo embriogénico 
más friable o compacto, cuando combinaron el 
2,4-D con el TDZ. 
En la Figura 1 se puede apreciar los cuatro estados 
de desarrollo del callo en los dos tipos de 
explantes utilizados según Chatanásig (2004) 
para los tres cultivares de cacao evaluados. La 
aplicación de 2,4-D resultó importante para la 
inducción de callos en los tejidos de cacao. La 
acción del TDZ pudo tener, también, un papel 
primordial en el incremento endógeno de auxinas, 

en el tejido vegetal; este afecta la concentración 
de otros reguladores de crecimiento en algunas 
dicotiledóneas. Estudios histológicos reportan 
que la proliferación celular se mejora por el TDZ, 
en combinación con el 2,4-D (Guo et al. 2011).
Según los resultados, hubo una respuesta callo-
génica muy variable en los genotipos OC-60 y 
CNM-4, con excepción de SCA-6, que mostró 
IC14 similares en las diferentes concentraciones 
de 2,4-D, en los dos explantes. Las diferencias 
en la respuesta callogénica en OC-60 y CNM-4 
podrían estar asociadas al contenido endógeno 
de hormonas en los tejidos; además, probable-
mente, que no se alcanzó la concentración óptima 
de 2,4-D y TDZ; puede mencionarse otro factor, 
como la infl uencia del genotipo en la respuesta 
inicial. 
Los resultados coinciden con los obtenidos por 
Velásquez et al. (2006), quienes observaron 
una mayor formación de callo en los estamino-
dios cultivados con 4 mg.L-1 de 2,4-D y 80 g.L-1 
de sacarosa y la infl uencia del genotipo sobre la 
respuesta de éstos. Monsalve et al. (2005), por su 
parte, mencionan que la aplicación de 2 mg.L-1 de 
2,4-D en combinación con TDZ favoreció la forma-
ción de callo; así como, una apariencia friable en 
pétalos y estaminodios de cuatro cultivares de 
cacao del norte de Santander. Garate-Navarro 
y Arévalo-Gardini (2017) observaron una mayor 

Figura 1. Estados de desarrollo del callo en explantes fl orales de cacao a los 14 días de establecidos en el medio 
de cultivo PCG-DKW. A y E: Estado de desarrollo de callo E0 (3,5X). B y F: Estado de desarrollo de 
callo E1 (3,5X). C y G: Estado de desarrollo de callo E2 (3,5X). D y H: Estado de desarrollo del callo E3 
(3,5X). A-D: Estaminodios. E-H: Pétalos.
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formación de callos en estaminodios de cacao 
en un medio de cultivo con 1,5 mg.L-1 de 2,4-D 
combinado con 7 μg.L-1 de TDZ; esto contrasta 
con los resultados del presente trabajo, donde 
la formación de callo con 1,5 mg.L-1 de 2,4-D 
fue menor, probablemente, porque se utilizó una 
menor concentración de TDZ. 

Efecto del 6-BA y la kinetina.
El efecto de los dos medios de cultivo estudiados 
sobre el IC28 se presenta en el Cuadro 2. La 
prueba de Kruskal-Wallis estableció diferencias 
estadísticamente signifi cativas (P<0,10), entre los 
genotipos, la concentración de 2,4-D y la fuente 
de citocinina. Los mayores IC28 se observaron en 
los pétalos de SCA-6 cultivados en el medio con 
0,5 mg.L-1 de 2,4-D y 6-BA (29); así como, en los 

estaminodios expuestos a esta misma concen-
tración de 2,4-D combinado con kinetina (28,8). 
La respuesta de los estaminodios de este cultivar 
no fue estadísticamente signifi cativa, cuando se 
expusieron al 6-BA combinado con 0,5; 1,5 y 2 
mg.L-1 de 2,4-D.
El genotipo OC-60, por su parte, también mostró 
IC28 altos en los pétalos cultivados con 2 mg.L-1 
de 2,4-D combinado con 6-BA (26,6) y kinetina 
(26,8); igual, con la concentración de 1 mg.L-1 de 
esta auxina combinada con kinetina (26,2). El 
mayor IC28 en el genotipo CNM-4 se observó 
en los estaminodios cultivados en 0,5 mg.L-1 de 
2,4-D y kinetina con un valor de 26,2; mientras 
que, en los pétalos el IC28 más alto fue de 23,6 
en el medio de cultivo con 1,5 mg.L-1 de 2,4-D y 
la misma citoquinina. Esta respuesta diferencial la 

Citoquinina Explante 2,4-D
 (mg.L-1)

IC28
SCA-6 OC-60 CNM-4

Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos

6-BA

Estaminodio

0 0 24,0 d 0 24,0 d 0 24,0 d
0,5 27,2 ± 15,3 120,0 a 13,6 ± 13 61,5 bcd 17,6 ± 10,3 69,0 abcd
1 25,4 ± 14,4 110,2 abc 14,6 ± 11,0 63,6 bcd 15,4 ± 14,1 66,4 abcd

1,5 26,6 ± 14,9 117,7 a 18,6 ± 11,7  75,9 abc 16,4 ± 15,1 72,6 abcd
2 26,8 ± 15,1 117,7 a 24 ± 3,9  90,3 abc 19,6 ± 11,7 78,4 abc

Pétalo

0 0 24,5 d 0 24,5 d 0 24,5 d
0,5 29 ± 7,3 113,7 a 16,4 ± 10,7 65,3b cd 20,8 ± 14,0 92,7 abc
1 27,8 ± 15,5 120,7 a 21,6 ± 12,3 83,4 abc 17,6 ± 16,3 77,5 abcd

1,5 26 ± 14,8 109,6 abc 21 ± 12,3 82,0 abc 16,8 ± 15,6 71,7 abcd
2 26,4 ± 15,0 112,4 ab 26,6 ± 14,9 112,2 ab 14,6 ± 11 62,8 bcd

Kinetina

Estaminodio

0 0 24,0 d 0 24,0 d 0 24,0 d
0,5 28,8 ± 3,30 115,0 a 23,2 ± 9,9 95,5 abc 26,2 ± 5,8 102,8 abc
1 14 ± 14,6 66,4 abcd 24,6 ± 6,2 95,3 abc 15 ± 3,7 58,8 cd

1,5 23 ± 7,5 90,7 abc 25,4 ± 5,2 98,6 abc 21,2 ± 5,7 80,2 abc
2 18,4 ± 11,3 73,9 abcd 25,8 ± 5,4 99,9 abc 25,2 ± 7,3 100,6 abc

Pétalo

0 0 24,5 d 0 24,5 d 0 24,5 d
0,5 20,8 ± 14,0 92,7 abc 21,2 ± 5,4 76,6 abcd 21,6 ± 12,5 83,6 abc
1 16,4 ± 16,8 75,8 abcd 26,2 ± 6,2 97,8 abc 14,8 ± 8,7 57,5 cd

1,5 23,8 ± 13,7 95,8 abc 19,6 ± 11,1 74,7 abcd 25,6 ± 3,6 91,9 abc
2 26 ± 6,6 96,6 abc 26,8 ± 2,5 97,6 abc 20,8 ± 5,0 73,3 abcd

Cuadro 2. Rangos y medias de interacción genotipo×explante×concentración del 2,4-D y citoquininas sobre el 
IC28 en explantes de cacao bajo condiciones de cultivo in vitro. Laboratorio de Biotecnología Vegetal 
INIA-CENIAP, 2016.

Letras iguales signifi can que no se observaron diferencias estadísticamente signifi cativas entre los tratamientos para la prueba 
de medias de Kruskal-Wallis (α=0,10).
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reportó, también, Monsalve et al. (2005), quienes 
evaluaron el efecto de la kinetina y la 6-BA en 
combinación con el 2,4-D sobre la formación de 
callos en pétalos y estaminodios de cacao. En el 
estudio encontraron la mejor respuesta en el medio 
de cultivo con 2,4-D y kinetina, dependiendo del 
genotipo y usando el pétalo como explante inicial.
Magyar-Tábori et al. (2010) mencionan que, la mayor 
efi ciencia del 6-BA en la inducción de respuestas 
morfogenéticas pudiera relacionarse con su menor 
susceptibilidad a la degradación enzimática. Es 
posible que la cantidad de 6-BA en el medio fuera 
menor que la Kinetina, lo que presenta una mayor 
cantidad de forma libre, de fácil disponibilidad para 
los explantes (Buah et al. 2010). Asimismo, Klem et 
al. (2004) informaron que el 6-BA es químicamente 
más estable que otras citoquininas derivadas de 
purinas.
Con relación al tipo de explante, no se obser-
varon diferencias signifi cativas para un P = 0,10; 
puede afi rmarse que, para esta etapa del cultivo, 
el explante no representó un factor que explique 
la variación en la respuesta, como ocurrió con el 
IC14. Esto puede deberse que,  al fi nal del subcul-
tivo, la necrosis que afecta el tejido trajo como 
consecuencia una disminución en el crecimiento 
del callo.
Chanatásig (2004) observó que los callos embrio-
génicos de cacao cesaron su crecimiento y 
mostraron signos de necrosis, con una coloración 
café oscura como consecuencia de la acumulación 
de compuestos fenólicos. Otra razón que puede 
explicar esto, es que los callos embriogénicos 
formados en presencia de 2,4-D se bloquean en 
su desarrollo por la eliminación de este regulador 
de crecimiento; posteriormente, se da inicio a la 
producción y acumulación de auxina endógena 
en la periferia del callo, al aumentar la expre-
sión de genes responsables de la biosíntesis de 
auxina (Su et al. 2009, Bai et al. 2013). 
Durante la permanencia de los explantes en el 
medio de cultivo SCG, se observó la presencia de 
estructuras similares a embriones somáticos, en 
etapa globular, en la superfi cie del callo del geno-
tipo CNM-4; aunque no llegaron a desarrollarse y 
tomaron una coloración marrón oscuro (Figura 2).

Lo anterior, coincide con Li et al. (1998), quienes 
observaron estas estructuras sobre estaminodios 
de cacao, al fi nal del período de permanencia en un 
medio de cultivo suplementado con 2 mg.L-1 2,4-D 
y 0,3 mg.L-1 de kinetina. Gallego et al. (2016) repor-
taron que estas estructuras globulares tomaron 
una coloración marrón oscura en el genotipo de 
cacao ICS95 y explican que el oscurecimiento 
de las mismas se debe a la presencia de gran 
cantidad de polifenoles distribuidos al azar en el 
tejido y mezclados con polisacáridos y proteínas, lo 
cual detuvo el proceso de embriogénesis somática 
en cacao. Quiroz-Figueroa et al. (2001) también 
afirman que los compuestos fenólicos pueden 
actuar como inhibidores de la embriogénesis 
somática.
Por otro lado, Castellarin et al. (2011) mencionan 
que la producción de fenoles se relacionada, 
estrechamente, con los azúcares. Dai et al. (2014) 
afi rman que, la síntesis de estos compuestos se 
incrementa con el uso de la glucosa durante el 
cultivo in vitro de Vitis vinífera L. y, se asocia a la 
expresión de genes estructurales y regulatorios. 
Quiñónez-Galvez et al. (2016) determinaron que 
la concentración de fenoles se incrementó en 
condiciones de oscuridad, a un mayor contenido 
de glucosa en el medio de cultivo. La máxima 
concentración de estos compuestos se detectó a 
los 14 días de cultivo de estaminodios de cacao.

Diferenciación de embriones somáticos.
Durante la permanencia de los callos en el medio 
sin reguladores de crecimiento, se mantuvo el 
proceso de necrosis iniciado en el subcultivo 
anterior. Los estaminodios no experimentaron esta 
necrosis, continuaron su crecimiento y conser-
varon su coloración amarilla crema. Eso ocurrió 

A B

Figura 2. Detalle de explantes con estructuras similares 
a embriones somáticos en etapa globular en 
CNM-4 (3,5X). A: Estaminodio. B: Pétalo.
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con el resto de los cultivares, sin la formación de 
embriones somáticos.

La diferenciación de embriones somáticos ocurrió 
durante el segundo subcultivo en el medio sin 
reguladores de crecimiento, dos meses después 
de iniciado el cultivo. Sólo el genotipo SCA-6 
resulto embriogénico y el número de embriones 
somáticos varió según la concentración de 2,4-D 
y su combinación con kinetina y 6-BA (Figura 
3A, 3B, 3C y 3D). Se observó la presencia de 

raíces en los callos embriogénicos (Figura 3E) 
y embriones somáticos en diferentes etapas de 
desarrollo: globular, corazón y torpedo (Figura 
3D, 3F y 3G). En la Figura 3H se muestran 
proembriones de cacao en la parte interior del 
callo. Estas estructuras mostraron células con 
citoplasma denso y un núcleo prominente. No se 
observa la presencia de una protodermis defi -
nida como si ocurre en el embrión globular de la 
Figura 3I que muestra, además, células con una 

Figura 3. Callos embriogénicos de cacao cultivar SCA-6. A: Callo embriogénico de estaminodio con 0,5 mg.L-1 de 
2,4-D. B: Callo embriogénico de estaminodio con 1 mg.L-1 de 2,4-D. C: Callo embriogénico de pétalo con 
1,5 mg.L-1 de 2,4-D. D: Callo embriogénico de pétalo con 2 mg.L-1 de 2,4-D con embrión somático en etapa 
de corazón E: Callo embriogénico con raíces. F: Embriones somáticos en etapa globular. G: Embrión 
somático en etapa de torpedo dos meses después de iniciado el cultivo. H: Proembrión de cacao en el 
interior del callo (40X). I: Embriones somáticos en etapa globular y corazón (20X). ec: embrión en etapa 
de corazón, eg: embrión en etapa globular, et: embrión en etapa torpedo, pem: proembrión.
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alta actividad mitótica. En la Figura 3, también 
se muestran embriones somáticos en transición 
hacia la etapa de corazón. 
En la Figura 4 se muestra el número de embriones 
somáticos y la frecuencia embriogénica según su 
etapa de desarrollo en el cultivar SCA-6 para la 
combinación de 2,4-D y kinetina, y se presentó 
mayor frecuencia embriogénica en los pétalos 
cultivados en el medio que contenía 2 mg.L-1 de 
2,4-D (20 %) en comparación con los estamino-
dios, cuya frecuencia más alta fue de 16% en 
presencia de 1 mg.L-1 de 2,4-D.

Los explantes expuestos a las diferentes concen-
traciones de 2,4-D en combinación con 6-BA 
mostraron la mayor frecuencia embriogénica, 
con un valor aproximado de 40 % en los estami-
nodios con 1,5 mg.L-1 de 2,4-D (Figura 7). 

Figura 4. Frecuencia embriogénica con 2,4-D y Kinetina 
(0,3 mg.L-1) en el genotipo SCA. 

Con respecto al número de embriones somáticos, 
en la Figura 5 se muestra que los pétalos produ-
jeron mayor valor; esto, cuando se utilizó 1,5 mg.L-1

(16) y 2 mg.L-1de 2,4-D (13 embriones) en el medio 
de cultivo, en comparación con los estaminodios 
que solo produjeron seis embriones somáticos en 
el medio con 0,5 mg.L-1 y cuatro en 1,5 mg.L-1 de 
esta auxina (Figura 6).

Figura 5. Embriones somáticos en pétalos del genotipo 
SCA-6 con 2.4-D y Kinetina (0,3 mg.L-1)

Figura 6. Embriones somáticos en estaminodios 
del genotipo SCA-6 con 2.4-D y Kinetina 
(0,3 mg.L-1)

Figura 7. Frecuencia embriogénica con 2,4-D y 6-BA 
(0,05 mg.L-1) en el genotipo SCA

Al comparar el número de embriones somá-
ticos entre ambos explantes, se observa un 
mayor número de estos en los estaminodios (15 
embriones), en comparación con los pétalos (12 
embriones), en la combinación de 2 mg.L-1 de 
2,4-D con 0,05 mg.L-1 de 6-BA. El número de 
embriones somáticos disminuyó en la medida 
en que la concentración de 2.4-D fue más baja 
(Figura 8A y 8B). Los resultados demuestran la 
influencia que tiene el tipo de explante inicial, 
la citoquinina y la concentración de auxina, en 
el desarrollo de embriones somáticos en alta 
frecuencia.
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La 6-BA estimuló una mayor formación de 
embriones somáticos en comparación con la 
kinetina, según la concentración de la auxina. 
Los resultados coinciden con los obtenidos por 
Chanatásig (2004), en SCA-6, con la misma 
concentración de 2,4-D que se usó en la presente 
investigación. Quainoo y Dwomo (2012) mencionan 
una mayor formación de embriones somáticos y 
alta frecuencia embriogénica en estaminodios de 
cuatro genotipos de cacao, al utilizar las concen-
traciones de 2 mg.L-1 de 2,4-D y 5 μg.L-1 de TDZ.
El análisis de componentes principales indica 
una alta correlación entre las variables frecuencia 
embriogénica; número de embriones somáticos, 
en etapa de corazón y torpedo; número total de 
embriones somáticos con la concentración de 
reguladores de crecimiento y tipo de explante 
inicial. 
En los tratamientos que mostraron mayor frecuencia 
embriogénica, se observó mayor presencia de 
embriones somáticos en etapa de corazón y 
torpedo (Figura 9A). Esto se encontró en pétalos 
y estaminodios cultivados en el medio con 1,5 y 
2 mg.L-1 de 2,4-D en combinación con 0,05 mg.L-1

de 6-BA y 0,3 mg.L-1 de kinetina. Los resultados 

coinciden con los reportados por García et al. 
(2016). Esos autores mencionan un mayor número 
de embriones somáticos formados en los pétalos 
cultivados en presencia de ambas citoquininas, 
con variación en la respuesta, según el genotipo 
y el tipo de explante. Las variables IC14 y IC28 
tuvieron una baja correlación, con las variables 
respuesta de embriogénesis somática en cacao. 
Esto indica que la formación de callo no está 
asociada a la formación de embriones somáticos, 
porque no todas las células son capaces de dife-
renciarse para formar estas estructuras (Figura 
9A).
El primer componente principal contribuyó con 
el 61,3 % de la variabilidad total explicada. Las 
variables que más contribuyeron de forma posi-
tiva con este componente fueron la frecuencia 
embriogénica, número de embriones somáticos 
en etapa de corazón y torpedo, y el número total 
de embriones somáticos. De forma secundaria 
lo hizo el IC28 y la contribución negativa hacia 
el primer componente vino de la variable IC14. 
Con relación al segundo componente principal, 
este contribuye con el 16,5 % de la varianza total 
explicada. Según los coefi cientes del segundo 
vector propio y de correlación, las variables 
que más contribuyeron de forma positiva a este 
componente fueron el IC14 y el IC28.  Los esta-
minodios cultivados en 1,5 mg.L-1 de 2,4-D y 0,05 
mg.L-1 de 6-BA tuvieron IC28 mayores que el 
resto de los tratamientos. Ambos componentes 
explican el 77,8 % de la variabilidad.
La Figura 9B sugiere que los embriones somá-
ticos en etapa de corazón y torpedo se formaron 
cuando los estaminodios se cultivaron en un 
medio de cultivo con 2 mg.L-1 de 2,4-D y 0,05 
mg.L-1 6-BA. La respuesta de los pétalos estuvo 
asociada a las concentraciones de 0,5 y 1,5 mg.L-1

de 2,4-D obteniéndose un mayor número de 
embriones somáticos en estas concentraciones. 
La formación de embriones en etapa globular fue 
mayor en los medios de cultivo suplementados 
con kinetina sin importar el tipo de explante inicial 
y la concentración de 2,4-D.

Figura 8. Embriones somáticos en pétalos (A) y esta-
minodios (B) con 2.4-D y 6-BA (0,05 mg.L-1)

8A

8B
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Figura 9. A: Análisis de componentes principales de las variables evaluadas en la embriogénesis somática en el 
genotipo de cacao SCA-6. B: Análisis de correspondencias múltiples para las variables tipo de explante, 
fuente de citocinina, concentración de 2,4-D y etapa de desarrollo del embrión somático en SCA-6. 6-BA: 
6-benciladenina, Est: estaminodio, es: embriones somáticos, Nº es-c: número de embriones somáticos 
en etapa corazón, Nº es-g: número embriones somáticos en etapa globular, Nº es-t: número embriones 
somáticos etapa torpedo, IC14: índice de desarrollo de callo a los 14 días de cultivo, IC28: índice de callo 
a los 28 días de cultivo, Kin: kinetina, pet: pétalo.

Con relación a la conversión de los embriones 
somáticos a plántulas, se logró la germinación 
de aproximadamente 56 embriones somáticos 
en el genotipo SCA-6, en el mismo medio de 
cultivo sin reguladores de crecimiento. En las 
Figuras 10A, 10B y 10C, se muestra el proceso 
de germinación de un embrión somático de 

cacao; en la Figura 10D se muestran embriones 
del genotipo SCA-6 germinados, después de un 
mes de permanencia en el medio de cultivo sin 
reguladores. Estos embriones se caracterizaron 
por tener una coloración blanquecina, con cotile-
dones pequeños y de color blanco, y produjeron 
raíces con hipocótilos largos (Figura 10D).
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CONCLUSIONES

Se logró inducir la embriogénesis somática en 
cacao a partir de explantes fl orales en los genoi-
tpos SCA-6 y CNM-4. El genotipo SCA-6 fue el 
único que formó embriones somáticos en distintas 
etapas de desarrollo. El genotipo CNM-4 sólo 
formó embriones somáticos en etapa globular y 
en el OC-60 solo hubo formación de callo.

Las concentraciones de 2,4-D (1,5 y 2 mg.L-1) en 
combinación con 0,3 mg.L-1 de kinetina indujeron 
una mayor cantidad de embriones somáticos 
en los pétalos de SCA-6. La mayor cantidad de 
embriones formados en los estaminodios ocurrió 

con 2 mg.L-1 de 2,4-D combinado con 0,5 mg.L-1 
de 6-BA, en el mismo genotipo.
La oxidación fenólica fue un factor limitante en 
el desarrollo de los embriones somáticos en el 
genotipo CNM-4. 
Se observó una respuesta diferencial en el 
proceso de embriogénesis somática en cacao con 
infl uencia del genotipo y el tipo de explante.

Figura 10. A: Callo con estructuras similares a embriones somáticos y presencia de raíces en el genotipo CNM-4 
(3,5X). B: Embrión somático en etapa de torpedo del genotipo SCA-6 (3,5X). C: Proceso de germinación 
de embriones somáticos de cacao en medio de cultivo sin reguladores de crecimiento. D: Inicio de 
conversión de embriones somáticos a plántula en SCA-6.
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