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1. Resumen

El cultivo de Theobroma cacao L. Es importante en Guatemala, pues esta catalogado como uno
de los 23 paises que exportan cacao fino y de aroma, lo cual esta relacionado a los cacaos criollos.
Lo cual establece la necesidad de propagar estos materiales, pero actualmente el Unico banco in
situ con cacao criollo se encuentra en granja Zahori, pero se encuentran en estado de
caracterizacion y no es factible propagarlos por los métodos tradicionales, pues eso los someteria
a mucho estrés con lo cual se podria causar la muerte de dichos materiales.

Esta investigacion presenta el objetivo general de evaluar el potencial de propagacion de materiales
promisorios establecidos en la granja docente experimental Zahori, empleando la técnica de cultivo
de tejido in vitro, determinando el procesamiento general desde la escogencia del material botanico
y el procedimiento desde el material botanico hasta la produccion de callo friable.

Por medio de un ANDEVA se encontro variabialidad en los tratamientos, y se demostré con una
prueba de Tukey al 5% que se induce mayor porcentaje de callo primario al emplear 2, 4-D en
concentracion de 1 mg/l en el tejido estaminodio, ya que al emplear pétalos los porcentajes fueron
inferiores. Para la etapa de crecimiento de callo secundario de la misma forma se demostré con
una prueba de Tukey al 5% que se induce mayor porcentaje de callo secundario al emplear BAP
en concentracion de 2 mg/l en el tejido estaminodio, con lo cual se logro la induccion de callo
friable y callo embriogénico.

Palabras clave: In vitro, cacao criollo, hormonas.
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2. Abstract

The cultivation of Theobroma cacao L. is important in Guatemala, as it is listed as one of the 23
countries that export fine and aroma cacao, which is related to creole cacao. Which establishes the
need to propagate these materials, but currently the only bank in situ with Creole cocoa is found in the
Zahori farm, but they are in a state of characterization and it is not feasible to propagate them by
traditional methods, since that would subject them to a lot of stress. which could cause the death of
said materials.

This research presents the general objective of evaluating the propagation potential of promising
materials established in the Zahori experimental teaching farm, using the in vitro tissue culture
technique, determining the general processing from the selection of the botanical material and the
procedure from the botanical material, until the production of friable callus.

By means of an ANOVA, variability was found in the treatments, and it was demonstrated with a 5%
Tukey test that a higher percentage of primary callus is induced when using 2, 4-D in a concentration
of 1 mg/l in the staminode tissue, since when using petals the percentages were lower. For the
secondary callus growth stage, in the same way, it was demonstrated with a 5% Tukey test that a
higher percentage of secondary callus is induced when using BAP in a concentration of 2 mg/l in the
staminode tissue, with which it was achieved the induction of friable callus and embryogenic callus.

Keywords: In vitro, Creole cocoa, hormones.
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3. Introduccién

De la planta de T. cacao comUnmente conocida cdmo cacao, se obtienen las semillas con las que
se produce el chocolate, existen cacaos de diferentes calidades, los de mejor calidad y mejor
pagados son los cacaos finos y de aroma, por lo cual, la demanda se mantiene en constante
crecimiento de acuerdo a la (Organizacion Internacional del Cacao [ICCO], 2019), la cual también
indica que Guatemala solo exporta el 50% de cacao fino y de aroma. Por lo tanto, es importante
extender el cultivo de materiales que posean esas caracteristicas organolépticas. En el afio 2008 se
recolectaron materiales criollos en diferentes zonas de Guatemala, los cuales fueron genéticamente
identificados mediante analisis Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), con lo cual se
logré establecer un jardin clonal en la granja docente experimental Zahori, en el municipio de
Cuyotenango Suchitepéquez (Otzoy Rosales, 2013), el cual hasta la fecha es el Gnico en todo el
territorio nacional.

Sin embargo, no es posible propagarlos empleando las técnicas convencionales como lo son: el
injerto, las estacas y acodos, porque al hacerlo, se estarian sometiendo las plantas a mucho estrés,
lo cual suele ocasionar la muerte. Por lo cual la alternativa es emplear como herramienta la
biotecnologia. Una técnica que ha permitido clonar los materiales de cacao, es la de cultivo in vitro
de tejidos (Maximova, Miller, & Mark 2005), sin embargo, los resultados siempre varian pues
dependen en parte de la genética. En busca de una solucion esté investigacion tiene como objetivo
evaluar el potencial de propagacion de materiales promisorios de Theobroma cacao L. Malvaceae,
de tipo criollo, establecidos en la granja docente experimental Zahori, empleando la técnica de
cultivo de tejido in vitro a modo de poder establecer las bases en la biotecnologia para toda una
linea de investigacion en camino a generar materiales élite que puedan ser distribuidos en el sector
cacaotero de Guatemala para que sean mejor remunerados y de esa forma poder mejorar su calidad
de vida.

Por lo tanto, empleando la técnica de cultivo in vitro, se evaluaron como tejidos los pétalos y los
estaminodios, asi como también &cido 2, 4 diclorofenoxiacético y bencilaminopurina, esta técnica
se divide en fases, fase de callo primario, callo secundario, callo friable, callo embriogénico,
germinaciéon de embriones. Con lo cual se pudo evidenciar que ambos tejidos inducen callo
primario, secundario, friable y embriogénico, sin embargo, el que presentd mejores resultados fue
el estaminodio, al aplicar 2, 4 D en concentracion de 1 mg/l para la fase de callo primario y para
la fase de callo secundario los mejores resultados se obtuvieron al aplicar BAP en concentracion
de 2 mg/l. De tal manera, que se ha demostrado que es posible la reproduccion de cacao criollo
empleando esta técnica.
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4. Planteamiento del problema

El término de cacao “Fino de Aroma es una clasificacion de la Organizacion Internacional del
Cacao (ICCO) que describe un cacao de exquisito aroma y sabor, este tipo de cacao representa
alrededor del 8% de la produccion de cacao en el mundo” (Hidalgo Cevallos, 2016).
Internacionalmente se reconocen 23 paises como productores de cacao fino de aroma entre los
cuales esta Guatemala (ICCO, 2016).

Los granos de cacao criollo y trinitario corresponden a lo que en el mercado mundial se conoce
como cacao fino de aroma y es comercializado en un mercado especializado ya que el producto se
destina a la elaboracion de chocolates de alta calidad, debido a las caracteristicas de sus granos
gue poseen aromas y sabores especiales (Ministerio de Economia Guatemala [Mineco], 2015). En
el 2015 Guatemala fue calificado con un potencial de produccion del 50% de cacao fino de aroma
el cual es cotizado a un rango de precios entre USD 3,500 y USD 4,000 por tonelada y el precio
del cacao convencional oscila entre USD 1,900 y USD 3,000 por tonelada (ICCO, 2016).

El problema para los cacaos criollos en Guatemala inicia en la propagacion de estos. Para el caso
de la coleccién de materiales genéticos establecidos en la granja docente experimental Zahori, no
se puede realizar una propagacién masiva, debido a que estos se encuentran en fase de
caracterizacion. Si se extrae material vegetal por los métodos convencionales como propagacion
por estaca, injerto y acodos, se podria provocar la muerte de las plantas, por la poda excesiva. Una
alternativa seria la propagacion in vitro, pero actualmente no se tienen las técnicas y los
procedimientos para propagar por este medio.

En cuanto a la presente investigacion sobre las técnicas y procedimientos para propagar in vitro,
se propone realizarla en el laboratorio de biotecnologia del CUNSUROC, utilizando los cacaos
criollos determinados por marcadores moleculares como lo es AFLP (Otzoy Rosales, 2013),
durante el afio 2021. A continuacion, se pueden plantear las siguientes preguntas: ;Se podra
establecer la técnica in vitro para propagar cacao criollo?, ;Se podra determinar el procedimiento
general para obtener in vitro plantulas de cacao criollo?

10



Informe final proyecto de investigacion 2021
Direccién General de Investigacion —-DIGI-

5. Delimitacion en tiempo y espacio

5.1. Delimitacion en tiempo
Las actividades se iniciaron el dia martes 02 de febrero y finalizaron el dia lunes 28 de febrero,
debido a que realiz6 una prorroga autorizada con el acuerdo de direccion DIGI 075-2021. Por
lo cual el proyecto se desarroll6 en un lapso de 13 meses.

5.2. Delimitacion espacial

El experimento fue establecido en el laboratorio No.3 del Centro Universitario del Sur
Occidente CUNSUROC, ubicado en Mazatenango Suchitepéquez.

11
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6.1.

6. Marco teorico

Cacao (Theobroma cacao L.)

El T. cacao se divide genéticamente en tres grandes grupos: Criollos, forasteros y trinitarios
(De la Cruz Medina, Vargas Ortiz, & Del Angel Coronel, 2012). Se sabe que el cultivo radica
desde antes de la llegada de los espafioles a Centro América y que el grano antes de ser usado
para elaborar bebidas, comidas o chocolate, se usé como moneda. Entre los afios 1978 y 1980
Guatemala produjo alrededor de 3,720 TM/afio (31% de la produccion total en Centro
América) (Malespin , 1982).

Tabla 1. Taxonomia de T. Cacao APG (2016).

Categoria Taxon

Clase Equisetopsida C. Agardh
Sub clase Magnoliidae Novéak ex takht.
Saper Orden Rosanae Takht

Orden Malvales Juss.
Familia Malvaceae Juss.
Género Theobroma L.
Especie Theobroma cacao Linneo

Nota: Fuente: (Tropicos.org, 2020).

6.2.

6.3.

Biotecnologia vegetal

Es una herramienta importante que esta conformada por distintas técnicas mediante las cuales
se desarrollan procesos con el fin de un mejoramiento vegetal, su mayor auge esta
comprendido entre los afios 1,944 y 1,999, que van desde el descubrimiento de la transferencia
del ADN, hasta la secuenciacion genética conocida como genoma vegetal. Durante tales
hallazgos, se fue aprendiendo sobre protocolos que permiten lograr otros procesos, como la
regeneracion de plantas, identificacion y mapeo de genes, aislamiento de genes y transferencia
de genes (Roca & Ramirez, 2000).

Variabilidad genética del T. cacao

El T. cacao es una planta que tiene gran diversidad genética debido a que es una planta
alébgama con un porcentaje de polinizacion cruzada superior al 95% (Paulin & Eskes, 1995),
por lo cual se van perdiendo muchos materiales con el paso del tiempo debido al alto

12
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6.4.

6.5.

intercambio de genes (Ruiz Erazo, 2014). Esto sucede puesto a que la reproduccion se da por
polinizacion cruzada, los materiales que se ven mas afectados son los criollos debido a que se

encuentran en menores poblaciones tal es el caso de los cacaos de Piura, Perd (Quifiones,

Espinoza, Yovera, Cuchilla, & Castro, 2018).

Bancos de germoplasma

Los bancos de germoplasma enfocados al cultivo in vitro de plantas, permiten la preservacion
a corto y mediano plazo. Permiten propagar materiales libres de enfermedades, para su
distribucion y multiplicacion (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
[FAO], 2014).

Cultivo in vitro de T. cacao

Los protocolos actuales se basan en cuatro fases durante el proceso de cultivo in vitro los
cuales son: Induccién de callo friable, formacion de embriones somaticos, maduracion o
geminacion de embriones somaticos y mantenimiento, en esta ultima fase las plantas pasan
por una transicion de condiciones controladas a condiciones climéaticas ambientales (Urrea
Trujillo, Atehortia Garces, & Gallego Rua, 2011). Se han realizado numerosas
investigaciones en torno a la propagacion in vitro de T. cacao. Sin embargo, han sido pocos
los que han presentado resultados positivos, en la mayoria de las investigaciones el protocolo
gue mejores resultados ha generado es el empleado en Penn State University modificado por
(Maximova, Miller, & Mark, 2005). El protocolo consta de 7 etapas PCG - Crecimiento
primario de callos; SCG - Crecimiento secundario de callos; ED-Desarrollo embrionario;
PEC - Conversion de embriones primarios; SEC - Embrién secundario Conversion; RI -
Induccidn de la raiz; RD - Desarrollo de la raiz, cada una de ellas constituye el medio de
cultivo. Se han realizado numerosas investigaciones en torno a la propagacion in vitro de T.
cacao. De tal modo que se ha demostrado que inicialmente se divide en dos etapas dentro
del cultivo in vitro, que son callogénesis y embriogénesis somatica ( Osorio Montoya, Henao
Ramirez, de la Hoz Vasquez, & Urrea Trujillo, 2022).

6.6. Componente de un medio de cultivo in vitro

Los medios de cultivo, son el sustrato que permite el desarrollo y crecimiento del tejido. Esta
conformado por componentes inorganicos (Nitrdgeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio,
hierro y micro elementos), componentes organicos (Vitaminas y Aminoacidos) y
componentes naturales (Caseina hidrolizada y extracto de malta) (Usui, Okabe, Victores
Pernillo, & Ramirez, 1996). En la mezcla de los componentes, es donde se descubre que
elementos son limitantes para el desarrollo del cultivo de una especie en particular. Las
componentes se agrupan formando soluciones madre o stock.

13
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6.7.

6.8.

6.9.

Acido 2, 4 diclorofenoxiacético(2, 4-D)

El &cido 2, 4 diclorofenoxiacético inicialmente se utiliz6 como herbicida sistémico hormonal
(Troyer, 2001) y aln en la actualidad es uno de los mas usados para el control de malezas en
hoja ancha a nivel mundial, sin embargo se descubrié que tenia propiedades en la produccién
de callo en diferentes tejidos y especies vegetales (Espinosa, Silva, Sariego, Cholo Masapanta,
& Delgado, 2012). En la actualidad es muy util en la produccién in vitro de cacao (Maximova
et al., 2005).

Seleccion de materiales élite

La creacion de metodologias para la seleccion de materiales élite en el cultivo de cacao, ha
sido muy lenta a lo largo de la historia, sin embargo, ha permitido aumentar su productividad.
Uno de los primeros avances fue definir arboles madre para el proceso de propagacion clonal
empleando varetas, basandose principalmente en la capacidad de produccion (Instituto
Interamericano de Ciencias Agricolas [IICA], 1952). Sin embargo con los avances
tecnoldgicos que se han desarrollado, el método maés eficiente en la actualidad es por medio
del cultivo in vitro de tejidos, lo cual ha permitido aumentar exponencialmente el nimero de
caracteres a tomar en cuenta para considerar un material como élite, tales como: Resistencia
a plagas y las enfermedades de “M. roreri y P. palmivora” (Phillips & Krauss, 2001),
caracteristicas organolépticas, genotipo y fenotipo, rendimiento en kg/ha, adaptabilidad y
habilidad combinatoria.

Tipos de callo

Tanto los pétalos como los estaminodios, pueden generar diferentes tipos de callo al
someterlos al proceso de cultivo in vitro de tejidos, para facilitar es estudio de estos se han
determinado como callo primario, callo secundario, callo friable y callo embriogénico. Al
someter los tejidos al medio de cultivo inicial, pasadas las 2 semanas estos aumentan su
volumen, y luego se inicia la formacion del callo, aunque hay casos en los que el proceso es
diferente, pues primero se necrosan los tejidos y después se forma el callo sin que exista
aumento del volumen del tejido principal, lo cual puede estar ligado al genotipo, este tipo de
callo se caracteriza por tener coloracion blanca o transltcida y por ser de textura dura. El callo
secundario se caracteriza inicialmente porque se induce desde el callo primario, no del tejido
principal. El callo friable se caracteriza por que hay un aumento en el volumen del callo
secundario, la textura se vuelve fragil y la coloracion varia entre marrén, blanco y trasltcido.
Y el callo embriogénico se caracteriza por tener formaciones globulares los cuales por lo
general son indicios de la embriogénesis somatica (Chanatasig Vaca, 2004).

14
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7. Estado del arte
7.1. Cacaos criollos de Guatemala

En el afio 2008 se inicid el proyecto de busqueda y colecta de materiales criollos de
Guatemala en los departamentos de Petén, Alta Verapaz, Quiché, Izabal y Suchitepéquez,
siendo Quiché el Unico departamento donde no se localizé material criollo, al realizarles el
analisis de AFLP a los 11 materiales colectados se determinaron tres grupos de cacao, con
los cuales se establecié un jardin clonal en la granja docente experimental Zahori, ubicada
en Cuyotenango Suchitepéquez (Otzoy Rosales, 2013), en la actualidad el jardin clonal
cuenta solamente con 9 materiales, debido a que los materiales colectados en el departamento
de Alta Verapaz no se encuentran dentro del mismo.

7.2. Cultivo in vitro de T. cacao mediante embriogénesis somatica

Para lograr la induccion de embriones somaticos a partir de callo friable es importante
mantener los medios de cultivo en oscuridad las 24 horas, renovar los medios de cultivo cada
14 dias (Pefia Lopez, Azpeitia Morales, Mirafuentes Hernandez, Ruiz Carrera, & Saenz
Carbonell, 2016). Primero se usa el medio Primary Callus Growth (PCG) para inducir la
formacion de callo primario en un periodo de 14 dias, luego el medio Secundary Callus
Growth (SCG) para formar callo secundario en un periodo de 14 dias, seguido del medio ED
el cual debe ser renovado cada 14 dias hasta lograr la formacion de embriones somaticos,
estos suelen formarse a partir de un callo secundario que es de color marrén claro a oscuro y
fragmentado (Maximova et al., 2005).

Tabla 2. Jardin clonal de granja docente experimental Zahori.

No Lugar Coordenadas Altura Disponibilidad | Nomenclatura
(msnm)
1 Finca La Manzanita, N 15°42726.9” 9 S| I-1
Livingston, Izabal W 88°58"19.4”
5 Finca La Manzanita, N 15°42°21.9” 2 S| |-
Livingston, Izabal W 88° 58" 19.4”
3 Aldea Barra Lampara, N 15°46°21.9” 9 S| -3
Livingston, Izabal W 88° 48" 50.4”
Cahabon, Saquija, Alta N 15° 34 45.0”
4 Verapaz w89° 5470007 | %% NO No hay
Lanquin, Seluc, Alta N 15°33746.0”
S Verapaz W89°58 41,07 | 69 NO No hay
Canton Chiguaste, N 14°33710.9”
6 Samayac, Suchitepéquez | W 91°27"29.4” 458 Sl M-1

15
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Aldea EIl Progreso ,
N 14° 317 09.3”
7 Maza_ltenzfmgo, W 91° 28" 32.3” 326 SI M-2
Suchitepéquez
Canton La Toma, San N 14°29700.9” i
8 Antonio, Suchitepéquez W91°24"23.9” 332 SI M-3
San Pablo Jocopilas, N 14° 347 35.78” i
9 Suchitepéquez W 91° 28" 05.46” 591 SI M-4
I N 14° 34" 32.7”
10 | Samayac, Suchitepéquez W 91° 26 39 27 597 SI M-5
Canton Chacalté Sis }
’ N 14° 31" 34.6” Cantén
11 Cuyqtenqngo, W 91° 35” 00.07" 293 SI Sis
Suchitepéquez

Nota: Esta tabla se elabor6 con los datos de la fuente, y fue modificada con datos colectados
mediante esta investigacion para mejorar la calidad de la informacion.
Fuente: (Otzoy Rosales, 2013).

El 50% de cacao producido en Guatemala tiene el potencial de ser comercializado como
cacao fino de aroma por su origen y genética, que son aproximadamente 600 toneladas de
cacao en grano, esto debido a la calificacion del ICCO en el 2015. Se esta promoviendo la
siembra de cacao en la region norte que actualmente son aproximadamente 1,750 hectareas
y se planea llegar a méas de 2500 hectareas en los proximos 5 afios (Ac Pangan, 2017).

7.3. Habilidad combinatoria de 11 materiales de cacao criollo

En el 2016 se determind que existe habilidad combinatoria entre los materiales de T. cacao
criollo del jardin clonal de la Granja Docente Zahori, los materiales que presentaron
crecimiento y desarrollo de frutos como resultado de polinizaciones cruzadas al trigésimo
dia fueron: M1xM4 (30%), M1xM6 (30%), M1xM7 (55%), y M4xM5 (30%), por lo cual se
consideran Inter compatibles. Ademas, como resultado de autopolinizaciones se demostro
que existe auto compatibilidad en los materiales M4 (40%) y M11 (75%). ( Alvarado Gliinac,
Moreno Camey, & Montesdeoca Franco, 2016), es importante mencionar que esta
nomenclatura estd basada en el niamero del material listados en el proyecto de colecta de
materiales de cacao criollo (ver Tabla 2.)

7.4. Caracterizacion de materiales criollos de cacao

Durante el 2020 se estimd la produccidn de los materiales de T. cacao establecido en el jardin
clonal de la granja experimental docente Zahori, proyectando para Mazate-4 48.054 kg/ha,
Mazate-1 47.624 kg/ha y para Mazate-2 45.68 kg/ha. Ademas, estimo que estos clones tienen
el mayor potencial para produccion debido a que presentaron buen indice de peso en cuanto
a la relacién de grano fresco y grano seco (Lopreto, 2020).
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7.5. Tejidos empleados para el cultivo in vitro de cacao

Para la propagacion de T. cacao se han realizado numerosas investigaciones con el fin de
definir los tejidos que presentan una mayor respuesta a los medios de cultivo y los protocolos
a seguir para obtener un mayor numero de embriones somaticos. Se han hecho
investigaciones con tejido a partir de segmentos de hojas, cotiledones embrionarios,
estaminodios y pétalos, cada uno en diferentes etapas fenoldgicas propias de cada uno, pero
solo los dos altimos han presentado respuestas positivas. Siendo los estaminodios los que
mayor nimero de embriones reproducen (Calderon Acufia & Montes de Godoy, 2017).

7.6. Desinfeccidn de botén floral de cacao

El hipoclorito de sodio es uno de los compuestos que se emplean para la desinfeccién de
tejidos en los procesos de cultivo in vitro, para el caso del cacao se pueden emplear
concentraciones bajas, la cuales pueden oscilar entre 1% y 5%, con tiempos de inmersion que
van de los 5 a 50 min, los resultados suelen ser mejores cuando se emplean estaminodios como
tejido, ya que los pétalos presentan mayor porcentaje de oxidacién. Y cuando el tiempo de
inmersion es el menor posible, 5 min por ejemplo (Echenique Quezada & Calle Alanoca ,
2020).
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8. Objetivos

8.1. Objetivo General

Evaluar el potencial de propagacion de materiales promisorios de Theobroma cacao L.
Malvaceae Criollo, establecidos en la granja docente experimental Zahori, empleando la
técnica de cultivo de tejido in vitro, en Cuyotenango Suchitepéquez.

8.2. Objetivos especificos
1.  Determinar el procedimiento general desde la escogencia del material botanico hasta
la produccion de plantulas de cacao criollo por la técnica in vitro.

2.  Determinar el procedimiento desde el material botanico hasta la produccion de callo
friable de cacao criollo mediante el uso de la técnica de cultivo in vitro de tejidos.
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9. Hipotesis

Ha: Al menos un tratamiento presentara diferente porcentaje de respuesta en cuanto a la formacion
callo.
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10.1.

10.2.

10. Materiales y métodos
Enfoque de la investigacion
La presente investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, las variables de respuesta se
expresaron en porcentajes, pero fueron transformadas para poder realizar analisis estadisticos
con el fin de determinar el tratamiento que presentd mejores resultados y finalmente pruebas
de Tukey al 5% para determinar cual fue el mejor tratamiento.

Método

Para alcanzar el objetivo especifico 1 respecto a: Evaluar el potencial de propagacion de
materiales promisorios de Theobroma cacao L. Malvaceae Criollo, establecidos en la granja
docente experimental Zahori, empleando la técnica de cultivo de tejido in vitro se procedid
trabajando con la metodologia empleada por (Maximova et al., 2005), como base principal,
modificando levemente esa metodologia empleando sales DKW (Driver & Kuniyuki, 1984).

Proceso de colecta: Se colectaron los botones florales en horarios de 8 — 10 de la mafana, se
guardaron en tubos de plastico con tapadera (cada tubo se identificé previamente con la
nomenclatura del material y fueron llenados con agua bidestilada estéril), se almacenaron
dentro de una hielera para evitar que se deshidratan durante el traslado al laboratorio.

Figura 1. Colecta de tejido en granja Zahori.

Nota: Los tejidos fueron transportados y sembrados en un lapso de 4 horas, para evitar que el
proceso de oxidacion perjudicara los resultados.

Proceso de desinfeccion del tejido: El tejido se trasladé al laboratorio del Centro
Universitario del Sur Occidente, los tubos se desinfectaron asperjandolos con alcohol al 70%,
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luego fueron introducidos en la caja de asepsia para poder desinfectar los tejidos con NaClO
al 1% durante 20 min manteniéndolos en constante agitacion, para luego lavarlos 3 veces
con agua bidestilada esterilizada, seguido se sumergieron en estreptomicina a 250 ppm por
20 min y finalmente se enjuagaron con agua bidestilada esterilizada tres veces.

Figura 2. Desinfeccion de tejido.

Nota: Para llevar a cabo la desinfeccion de los tejidos, se empled una caja aséptica.

Siembra de tejidos (pétalos y estaminodios): Para la primera fase del experimento,
denominada como PCG (crecimiento de callo primario), se colectaron 30 botones florales de
cada uno de los materiales elite denominados M-1, M-2 y M-4, para un total de 90 botones
florales. El tejido se manipuld con pinzas y bisturies esterilizados. Para realizar la siembra
se cortaron los botones florales en la base del botén a un milimetro del pedinculo a manera
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de poder separar toda la estructura de la flor, para luego poder tomar con la pinza los 5
estaminodios uno por uno y colocarlos en un frasco de vidrio con capacidad de 100 ml con
20 ml del medio de cultivo y de la misma manera con los pétalos, finalmente se realizo la
siembra de 450 tejidos, 5 tejidos por unidad experimental.

Figura 3. Siembra de tejidos (pétalos y estaminodios) en cajas petri.

Nota: Para llevar a cabo la siembra de los tejidos, se emple6 una caja aseptica.

Fase de callo primario (PCG-crecimiento de callo primario): Durante esta fase el
experimento se mantuvo en con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, se
uso el medio de cultivo PCG (ver Tabla 10), complementado con hormonas 2,4-D (1,2 y 3
mg/l) y TDZ 0.005 mg/l, gelrite 3g/l y pH de 5.8. Para poder preparar los medios de cultivo
fue necesario previamente preparar las soluciones stock, tanto para las hormonas (2,4 D y
TD2).

Preparacion de medio de subcultivo: Para aumentar el volumen del callo se realiz6 medio de
cultivo PCG, con la acepcion de que se elabord sin agregar hormonas.
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Figura 4. Medios de cultivo para la fase PCG (crecimiento de callo primario).

Nota: Se prepararon 3 litros de medio de cultivo, un litro para la concentracion de 2,4 D a 1 mg/L,
un litro para la concentracién 2 mg/L y un litro para la concentracion 3 mg/L.

Figura 6. Callo primario.

Nota: 30 dias después de la siembra.
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Autoclaveado de tejidos contaminados: Como parte del protocolo se contempla el
mantenimiento constante del &rea de incubacion. Siendo asi que, al observar el crecimiento
de hongos patdgenos en 6 unidades experimentales, se retiraron del &rea para evitar contagios

y luego de evidenciar con fotografias, estas fueron autoclaveadas y posteriormente
eliminadas.

D. T1R2

Figura 11. Frascos contaminados con hongos.

Nota: Las unidades experimentales no presentaron formacién de callo y representan el 6.67% del
experimento.

Fase de callo secundario (SCG-crecimiento de callo secundario 1y 2): Pasados los 30 dias
el tejido se traspaso al nuevo medio SCG (ver Tabla 10), con BAP en concentraciones de (2

y 3 mgl), 50 mg/l agua de coco, gelrite 3g/l, pH 5.7, en un fotoperiodo de 16 horas luz y 8
horas de oscuridad.
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Preparacion de medio para subcultivo SCG: Este medio de cultivo se renové 3 veces cada 15
dias, hasta generar callo secundario y luego 4 veces cada 15 dias para generar callo friable,
el subcultivo se elabor6 solo con las sales, sin hormonas, para esta etapa solo se subcultivo
el tejido estaminodio, debido a que fue el que presento los mejores resultados en la fase PCG.

Figura 7. Callo secundario.

Nota: Se subcultivaron un total de 30 unidades experimentales, que fueron las que presentaron callo
primario, para un total de 150 tejidos.

Figura 9. Callo friable.
Nota: 150 dias después de la siembra.

Fase de incubacion de tejido (TI- incubacién de tejidos): Este medio de cultivo se emple6
por 4 meses (ver Tabla 10).

Fase de callo embriogénico (ED-desarrollo de embriones somaticos): Este medio de cultivo
se empled por 30 dias (ver Tabla 10).

25



Informe final proyecto de investigacion 2021 |
Direccién General de Investigacion —-DIGI-

s

Figura 8. Tejido establecido en el medio ED.

Nota: Se subcultivaron un total de 15 unidades.

Preparacion de medios de sub cultivo: Los medios de cultivo ED se renovaron cada 15 dias.

Figura 10. Elaboracion de medios de subcultivo ED.
Nota: Solo se hizo una renovacién del medio de cultivo.

Fase de germinacidn de embriones somaticos PEC: Se elaboro el medio de cultivo PEC (ver
Tabla 10), con ANA 0.1 mg/l, IBA 0.2mg/l en Oscuridad continua.

Para alcanzar el objetivo especifico 2 respecto a: Determinar el procedimiento general desde
la escogencia del material botanico hasta la produccion de plantulas de cacao criollo por la
técnica in vitro.

Seleccion del genotipo: Se tomaran en cuenta los resultados de los estudios realizados con
anterioridad, los cuales son: Habilidad combinatoria de 11 materiales y Caracterizacion de
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10.3.

materiales de cacao criollo (Alvarado Glinac, Moreno Camey, & Montesdeoca Franco,
2016). Por lo cual se tomardn en cuenta los genotipos que presentaron los mejores
porcentajes de inter compatibilidad y auto compatibilidad, en conjunto con los que
presentaron mayor produccion en kg/ha y mayor relacion de peso de grano fresco y grano
seco (Lopreto, 2020). Para lo cual serd necesario realizar una matriz que nos permite
seleccionar los mejores genotipos.

Previo a esta seleccion se realizaron las siguientes fases: Fase de colecta, fase de
identificacion genética mediante AFLP, fase de jardin clonal, fase de estudio de habilidad
combinatoria.

Seleccién del clon (arbol): Debido a que existen varios materiales dentro de la misma
clasificacion, para los genotipos previamente seleccionados. Se tomaran flores de los arboles
que presenten un mejor récord de produccion, resistencia o tolerancia a enfermedades, para
lo cual se identificaran los materiales escogidos con un lazo de ceda color amarillo para que
resalte entre el color verde y café dentro del cacaotal.

Previo a esta seleccion se realizaron las siguientes fases: Fase de caracterizacion de
materiales y fase de estimacion de productividad.

Seleccion del tejido: Se seleccionaran flores que estén cerradas y que su tamarfio sea de entre
6 y 8 mm (Calderon Acufia & Montes de Godoy, 2017). Los parametros se iran modificando
segun se vayan dando las circunstancias.

En la presente investigacion se realizara la fase de cultivo in vitro, con lo cual se podra saber
si es posible este tipo de propagacién en los materiales de la granja experimental Zahori.

Recoleccidon de informacién

Todos los datos fueron recolectados en el laboratorio de biotecnologia del CUNSUROC.
Esto se hace con el fin de evitar que los medios de cultivo con los tejidos sufran
contaminacion o dafio al tener que trasladarlos de un lugar a otro.

La principal variable de respuesta es la formacion de embriones somaticos: Por lo cual se
Ilevara a cabo un conteo, el cual se expresara en porcentaje para su posterior registro, debido
a que las condiciones para cada unidad experimental ser&n homogéneas y controlables, se
utilizara un disefio trifactorial completamente al azar con arreglo combinatorio. Para la
identificacion de los resultados se empleara el siguiente modelo estadistico Yijkl =
+ Ai + Bj + Ck+ (AB)ij + (AC)ik + (BC)jk + (ABC)ijk +¢ijk; En donde: Yijkl = efecto de
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10.4.

10.5.

la ijk — ésima unidad experimental; p = Media general; Ai = Efectode la i — ésima
concentracion de 2, 4-D; Bj = Efecto del j — ésimo tejido; Ck = Efecto del k — ésimo
clon; ABij = Interaccion de la i — ésima concentracion de 2, 4-D y del j — ésimo tejido;

ACik= Interaccién de la i — ésima concentracion de 2, 4-Dy el k — ésimo clon; BCjk =
Interaccion del j — ésimo tejido y el k — ésimo clon; ABCijk= Interaccip6n de la i — ésima
concentracion de 2, 4-D, el j — ésimo tejido y el k — ésimo clon; &ijkl = Error
experimental asociado a la ijkl - ésima unidad experimental.

Cada unidad experimental estuvo conformada por 5 secciones de tejido establecidas en un
frasco de vidrio con 20 ml del medio de cultivo s6lido modificado con hormonas. Se
trabajaron 18 tratamientos y 5 repeticiones, lo cual da un total de 90 unidades experimentales,
cada unidad experimental estard conformada por 5 secciones de tejido.

Técnicas e instrumentos

Seleccion artificial: Se realizara la seleccion de: Material vegetal, 6rganos y tejidos

. Material vegetal: Se emplearan flores cerradas de los clones: Mazate-1, Mazate-2 y
Mazate-4. Previamente seleccionados por su potencial.

. Seleccion de botones florales: Se seleccionaron los botones que estén cerrados, esto
evitara que los tejidos a emplear se contaminen y a que el proceso de desinfeccion en
laboratorio sea mas fécil.

. Seleccion de tejido: Con fines de investigacion se emplearon Unicamente los pétalos y
los estaminodios.

Cultivo de tejidos: Para lograr la produccion masiva de los clones de cacao criollo
seleccionados, se utilizd la propagacion in vitro.

Registro de resultados: Para tener un buen manejo de la investigacion, se llevaran hojas de
registro en Excel para crear tablas y graficas en base a los resultados obtenidos en cada fase
del cultivo, se capturan fotografias durante cada procedimiento con fines ilustrativos y se
maneja una agenda para anotar todas las observaciones y hechos.

Procesamiento y analisis de la informacion

Se realiz6 un andlisis de varianza con un nivel de significancia del 5%, en base al disefio
experimental planteado como completamente al azar, para lo cual se empled el software
Infostat, para determinar las diferencias entre los porcentajes de la fase de callo primario y
secundario. Posteriormente se realizO una prueba maltiple de medias, de Tukey al 5% de
significancia.
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11. Resultados y discusion
11.1. Resultados

Materiales promisorios: Con fines de investigacion y aplicabilidad de los resultados que se
pudieran generar, para este proyecto se tomaron como objeto de estudio los materiales M-1,
M-2 y M-4, pues en comparacion con los deméas materiales criollos que se tienen establecidos
en el jardin clonal de la granja docente experimental Zahori, estos presentan mejores
caracteristicas en cuanto a produccion, ya que se caracterizan por tener un mayor indice de
fruta y de semilla, lo cual los hace promisorios para plantaciones con fines comerciales.
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Figura 11. Identificacion de materiales élite para cultivo in vitro de T. cacao.

Nota: Los circulos identifican los cojines florales de cada material y el cuadrado blanco identifica el
nylon amarillo que se us6 para distinguir los materiales seleccionados del jardin clonal.

Induccién de callo primario: Mediante la técnica de cultivo in vitro de cacao, se emplearon
como tejidos los pétalos y los estaminodios, colectados de botones florales completamente
cerrados Yy esterilizados, en medio de cultivo PCG modificado con 2,4-D en concentraciones
de 1mg/l, 2mg/l y 3mg/l. Para lo cual se trabajé con un disefio trifactorial completamente al
azar, estableciendo 18 tratamientos y 4 repeticiones, los resultados fueron colectados 15 dias
después de la siembra y fueron transformados para poder realizar el anlisis de varianza.

Con lo cual se demostrd que existian diferencias altamente significativas en cuanto al efecto
del 2,4-D en la induccion de callo primario, y diferencias significativas en cuanto al efecto del
tejido en la induccion de callo primario. De tal modo que al realizar la prueba de Tukey al 5%
para ambos casos, se determind que los mejores tratamientos son: el T2 que alcanza un 50%
de induccion de callo, el T4 que alcanza un 44% de induccion de callo y el T6 que alcanza un
48% de induccidn de callo, cuando la concentracién de 2,4-D es de 1mg/l y cuando el tejido es
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el estaminodio, esto también permitio verificar que los tres materiales en estudio inducen callo
primario.

Porcentaje de callo primario
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Figura 12. Comparacion de porcentajes de callo primario.

Nota: Los porcentajes con color celeste corresponden al tejido pétalo y los de color verde a
estaminodio, los tratamientos 1 y 2 corresponden al material Mazate-1, los tratamientos 3 y 4 al
material Mazate-2 y los tratamientos 5 y 6 al material Mazate-4.

Figura 13. Comparacion de callo en los tejidos estudiados.
Nota: Los tejidos, son estaminodios del lado izquierdo y pétalos del lado derecho.

30



Informe final proyecto de investigacion 2021 |
Direccién General de Investigacion —-DIGI-

En cuanto a las caracteristicas del callo inducido, tanto en pétalos como en estaminodios y en
los tres materiales genéticos, se indujo un callo primario solido o de textura dura, de color
blanco a partir del tejido primario, los porcentajes de germinacion no fueron homogéneos y
aunque ambos tejidos presentaron oxidacion, el mayor porcentaje de callo se logrd en
estaminodios.

Callo secundario: En la fase de induccion de callo secundario se evalué BAP en concentracion
de 2mg/l y 3mg/l, los resultados fueron colectados 90 dias después de la siembra, para el
analisis de los resultados se transformaron los datos y se encontraron diferencias significativas
en cuanto al efecto de la concentracion de BAP en la induccién de callo secundario, para lo
cual se procedio a realizar la prueba de Tukey al 5% con lo cual se determiné que los mejores
tratamientos fueron el T1, T3y T5 cuando la concentracion de BAP es de 2mg/I.

Porcentaje de callo secundario
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Figura 14. Comparacion de porcentajes de callo secundario.
Nota: Las barras de color azul corresponden a la concentracion de BAP 3 mg/l y las de color verde a
la concentracion de BAP 2mgl/l.

X
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4

Figura 14. Callo secundario inducido con medio de cultivo SCG.

Nota: En la figura se puede diferenciar el callo primario que se ve de color marrén del callo secundario
que es de color blanco.

En cuanto a las caracteristicas de este proceso se pudo observar que al hacer el cambio del
medio de cultivo PCG al SCG el callo primario se empieza a necrosar u oxidar, sin embargo,
a partir de ese mismo tejido se inicié el crecimiento de un callo secundario, el cual se
diferencid por tener un mayor volumen de crecimiento. Dentro del mismo callo secundario
se da el proceso de crecimiento de callo friable, ya que al mantener los subcultivos periddicos
cada 15 dias el tejido se mantiene en constante desarrollo, lograndose formar 150 dias
después de la siembra un callo en tonalidades entre marrdn, blanco y trasldcido.

Callo embriogénico: El experimento se inicid con 90 unidades experimentales, luego se
disminuy6 a 30 para continuar con el estudio dejando solo las unidades que habian
presentado los mejores resultados y finalmente solo se dejaron 15 unidades experimentales
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de las cuales el 66.66% presentd callo embriogénico, las cuales estuvieron conformadas por
5 unidades del material M1, 5 del M2 y 5 del M4. De tal modo que se ha demostrado que los
tres materiales estudiados son promisorios para propagacion in vitro. Ya que se logro inducir
callo embriogénico 300 dias después de la siembra del tejido.

Figura 15. Callo embriogénico.
Nota: Se pueden observar las diferentes tonalidades e incluso las distintas formaciones que toma el
tejido conforme se va desarrollando de una etapa a otra.
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Discusién de resultados

En la fase de crecimiento de callo primario (PCG) se logr6 inducir un callo blanco rigido 15
dias después de la siembra, tanto en pétalos como en estaminodios, sin embargo, mediante
la prueba de Tukey al 5% se demostré que se produjo un mayor porcentaje de callo en los
estaminodios, esta de acuerdo con los resultados de (Echenique Quezada & Calle Alanoca,
2020). Donde se ha demostrado que para la técnica de cultivo in vitro de tejidos resulta mas
viable el uso de estaminodios, ya que estos tienen un menor porcentaje de oxidacion en
comparacién con los pétalos. Esto también se puede evidenciar al observar la siguiente
grafica (ver Figura 12), ya que al analizarla se puede comprobar que los tratamientos en los
que se usd pétalos como tejido, presentaron muy bajo porcentaje de callo al menos al trabajar
con los materiales Mazate-1 y Mazate-4, ya que en el caso del material Mazate-2 fue mayor
el porcentaje de callo al usar pétalos como tejido, lo cual evidencia que la genética de los
materiales si interfiere en los procesos de cultivo in vitro.

Otro factor importante en la induccion de callo fue la concentracion de 2, 4-D, ya que los
mejores porcentajes de callo primario se indujeron al aplicar 1 mg/l de la hormona, lo cual
difiere con (Quimbita Guanoluisa, 2011), donde al usar 2 mg/l de la misma hormona han
tenido mayor porcentaje de callo lo cual demuestra el efecto del material genético sobre los
resultados en los procesos in vitro, tal como lo evidenciaron ( Osorio Montoya, Henao
Ramirez, de la Hoz Vasquez, & Urrea Trujillo, 2022), y como se evidencia en este
investigacion.

En la fase de crecimiento de callo secundario inicialmente se observd necrosamiento del
tejido, pero 90 dias después de la siembra se logré obtener un callo blanco con formaciones
filamentosas, el cual se consideré como callo secundario, ya que este crece a partir del callo
inicial segun (Urrea Trujillo, Atehortia Garces, & Gallego Rua, 2011). Este callo fue
aumentado de volumen y se fueron formando tejidos globulares, traslucidos, marrones y
blancos, que al momento de los subcultivos se pudo comprobar que su textura era fragil, de
tal modo que pasados los 150 dias después de la siembra se pudo generar callo friable, de la
misma manera en que (Calderon Acufia & Montes de Godoy, 2017), lo describen al realizar,
el proceso de cultivo in vitro de tejidos.

Para la fase de incubacion se usaron las sales bésicas para cultivo de tejidos, sin agregar
vitaminas, aminoacidos y hormonas al cual se le denomino TI, con lo cual se pudo evidenciar
que el callo entra en un periodo de dormancia, ya que se pudo observar que el tejido inicio
un proceso de necrosamiento y compresion, disminuyendo notoriamente su volumen, este
proceso durd 120 dias.
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Luego se pasaron los tejidos al medio de cultivo ED, con lo cual se pudo comprobar que el
tejido retoma su proceso de division celular al generar crecimiento de callo nuevamente, con
la diferencia de que en esta etapa se generd el crecimiento de tejidos globulares, con
tonalidades entre marron, blanco y transparente, descrito en otras palabras como cristalino
con formaciones globulares, lo cual se puede considerar como un callo con probabilidad de
generar embriones somaticos, aunque es algo que suele variar, ya que (Chanatasig Vaca,
2004), mencionan que la mayoria de autores difieren en ello, de tal modo que 300 dias
después de la siembra se obtuvo callo embriogénico.
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13. Apéndice

Tabla 3. Componentes para medios de cultivo.
Componentes para medios PCGgr/l | SCG gr/l Tl gr/l ED gr/l PEC gr/l
NH4NO3 1.4160 0.4000 1.4160 1.4160 1.4160
Ca(N03)2.4H20 1.9690 1.9690 1.9690 1.9690
CaCl2.2H20 0.1490 0.1490 0.1490 0.1490
CaCl2 0.0725
Ca(NO3)2 0.3860
K2S04 1.5590 0.9900 1.5590 1.5590 1.5590
MgS04.7H20 0.7400 0.7400 0.7400 0.7400
MgSO4 0.1807
KH2PO4 0.2650 0.1700 0.2650 0.2650 0.2650
Zn(NO3)2.6H20 0.0170 0.0170 0.0170 0.0170
MnS04.H20 0.0334 0.0223 0.0334 0.0334 0.0334
CuS04.5H20 0.0003 0.0003 0.0003 0.0003 0.0003
H3BO3 0.0048 0.0062 0.0048 0.0048 0.0048
Na2Mo04.2H20 0.0004 0.0003 0.0004 0.0004 0.0004
FeSO4.7H20 0.0338 0.0278 0.0338 0.0338 0.0338
Na2-EDTA 0.0454 0.0373 0.0454 0.0454 0.0454
ZnS04.7H20 0.0086
myo-Inositol 0.2000 0.1000 0.1000 0.1000
Glutamina 0.2500
Thiamina-HCL 0.0020 0.0100 0.0020 0.0020
Acido nicotinico 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010
Glycine 0.0020 0.0020 0.0022
Pyridoxine 0.0010
Arginine 0.0004
Leucine 0.0003
Lysine 0.0005
Tryptophane 0.0005
KNO3 0.3000
Glucosa 20.0000 | 20.0000 | 10.0000 | 10.0000 | 20.0000
Sacarosa 10.0000 | 20.0000 | 20.0000 | 10.0000
Thidiazuron 0.0050
'Zoi(é:li-(ljjlchlorophenoxyacetlc 0.0010
Bencilaminopurina 0.2000
Kinetina 0.0020
Acido indolbutirico 0.0002

39



Informe final proyecto de investigacion 2021
Direccién General de Investigacion —-DIGI-

Acido naftalenacético

0.0001

Gelrite

3.0000

3.0000

3.0000

3.0000

3.0000

pH

Nota: Los medios de cultivo estan basados en la estructura del protocolo de Maximova, los cuales
para efectos de investigacion fueron modificados. Fuente: (Maximova, A, Miller C, A, & Mark J,

2005).

Tabla 4. Porcentaje de callo inducido en la etapa PCG.

0
Tratamiento 2,4D Tejido Material % de

callo
1 1 mg/l Pétalos M1 1.00
1 1 mg/l Pétalos M1 1.00
1 1 mg/l Pétalos M1 1.00
1 1 mgl/l Pétalos M1 1.00
1 1 mgl/l Pétalos M1 1.18
2 1 mg/l SEStam'”Od'o M1 1.41
2 1 mg/l EStam'”Od'o M1 118
2 1 mg/l SEStam'”Od'o M1 1.18
2 1 mg/l EStam'”Od'o M1 1.34
2 1 mg/l EStam'”Od'o M1 1.18
3 1 mg/l Pétalos M2 1.34
3 1 mg/l Pétalos M2 1.41
3 1 mg/l Pétalos M2 1.00
3 1 mg/l Pétalos M2 1.00
3 1 mg/l Pétalos M2 1.41
4 1 mg/l EStam'”Od'o M2 1.18
4 1 mg/l SEStam'”Od'o M2 1.34
4 1 mg/! SEStam'”Od'o M2 1.00
4 1 mg/l EStam'”Od'o M2 1.00
4 1 mg/l SEStam'”Od'o M2 1.41
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5 1 mg/l Pétalos M4 1.00
5 1 mg/l Pétalos M4 1.00
5 1 mg/l Pétalos M4 1.00
5 1 mg/l Pétalos M4 1.00
5 1 mg/l Pétalos M4 1.00
6 1 mg/l EStam'”Od'o M4 1.00
6 1 mg/l SEStam'”Od'o M4 1.10
6 1 mg/l SEStam'”Od'o M4 1.26
6 1 mg/l EStam'”Od'o M4 1.34
6 1 mg/l EStam'”Od'o M4 1.34
7 2 mgl/l Pétalos M1 1.00
7 2 mg/l Pétalos M1 1.00
7 2 mg/l Pétalos M1 1.00
7 2 mg/l Pétalos M1 1.10
7 2 mg/l Pétalos M1 1.00
8 2 mg/l EStam'”Od'o M1 1.00
8 2 mg/l Esmm'”"d'o M1 1.00
8 2 mg/| EStam'”Od'o M1 1.00
8 2 mg/l SEStam'”Od'o M1 1.41
8 2 mg/l SEStam'”Od'o M1 1.00
9 2 mg/l Pétalos M2 1.00
9 2 mg/l Pétalos M2 1.00
9 2 mg/l Pétalos M2 1.00
9 2 mgl/l Pétalos M2 1.00
9 2 mg/l Pétalos M2 1.26
10 2 mg/l SEStam'”Od'o M2 1.00
10 2 mg/l SEStam'”Od'o M2 1.00
10 2 mg/l Estaminodio M2 1.00

S
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10 2 mg/l EStam'”Od'o M2 1.26
10 2 mg/l SEStam'”Od'o M2 1.41
11 2 mg/l Pétalos M4 1.00
11 2 mg/l Pétalos M4 1.00
11 2 mg/l Pétalos M4 1.00
11 2 mg/l Pétalos M4 1.00
11 2 mg/l Pétalos M4 1.18
12 2 mg/l SEStam'”Od'o M4 1.00
12 2 mg/l EStam'”Od'o M4 1.00
12 2 mg/| EStam'”Od'o M4 1.00
12 2 mg/l SEStam'”Od'o M4 1.18
12 2 mg/l EStam'”Od'o M4 1.34
13 3 mg/l Pétalos M1 1.41
13 3 mg/l Pétalos M1 1.00
13 3 mg/l Pétalos M1 1.00
13 3 mg/l Pétalos M1 1.00
13 3 mg/l Pétalos M1 1.00
14 3 mg/| EStam'”Od'o M1 1.00
14 3 mg/l SEStam'”Od'o M1 1.00
14 3 mg/l SEStam'”Od'o M1 1.00
14 3 mg/l EStam'”Od'o M1 1.00
14 3 mg/l SEStam'”Od'o M1 1.00
15 3 mg/l Pétalos M2 1.41
15 3 mg/l Pétalos M2 1.00
15 3 mg/l Pétalos M2 1.00
15 3 mg/l Pétalos M2 1.00
15 3 mg/l Pétalos M2 1.00
16 3 mg/l Estaminodio M2 1.00

S
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16 3 mg/l EStam'”Od'o M2 1.00
16 3 mg/l SEStam'”Od'o M2 1.00
16 3 mg/l EStam'”Od'o M2 1.10
16 3 mg/l SEStam'”Od'o M2 1.00
17 3 mgl/l Pétalos M4 1.00
17 3 mgl/l Pétalos M4 1.00
17 3 mgl/l Pétalos M4 1.00
17 3 mg/l Pétalos M4 1.00
17 3 mg/l Pétalos M4 1.00
18 3 mg/| EStam'”Od'o M4 1.00
18 3 mgl SEStam'”Od'o M4 1.00
18 3 mg/| EStam'”Od'o M4 1.00
18 3 mg/! SEStam'”Od'o M4 118
18 3 mg/| EStam'”Od'o M4 1.18

Nota: Debido a que no todas las unidades experimentales presentaron callo, se empleé la formula de
Vx+1 para transformar los resultados y poder someterlos a un analisis de varianza con el fin de

cumplir con los supuestos del ANDEVA.

Tabla 5. Analisis de varianza del porcentaje de callo formado.

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0.58 17 0.03 1.93 0.029
*

2,4D 0.2 2 0.1 5.61 0.0054

Tejido 0.08 1 0.08 4.32 0.0412*

2.4

Dteiido 0.09 2 0.04 25 0.0888

Material 0.04 2 0.02 1.08 0.3452

2.4

D*materia 0.03 4 0.01 0.39 0.814

[

o
Tejido*M 0.06 2 0.03 1.68 0.194
aterial
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2,4

D*tejido* 0.09 4 0.02 1.28 0.2869
material

Error 1.27 72 0.02

Total 1.85 89

Nota: Para el analisis de varianza se empled el software Infostat. Con lo cual se puede evidenciar que
existen diferencias significativas para la concentracion de 2,4-D y para el tipo de tejido empleado. Es
importante mencionar que el coeficiente de variacion es de 12.20% lo cual demuestra un buen manejo

del experimento.

Tabla 6. Prueba de Tukey al 5% para la concentracion de 2, 4 D.

2,4D Medias n E.E.

1 mg/l 1.15 30 0.02 A

2 mg/l 1.07 30 0.02 A B
3 mg/l 1.04 30 0.02 B

Nota: Mediante la prueba de medias de Tukey al 5% se pudo comprobar que se induce un mayor

porcentaje de callo al utilizar 1 mg/l del acido 2, 4 diclorofenoxiacético (2, 4 D).

Tabla 7. Prueba de Tukey al 5% para el tipo de tejido.

Tejido Medias n E.E.
Estaminodios 1.12 45 0.02 A
Pétalos 1.06 45 0.02 B

Nota: Mediante la prueba de Tukey al 5% se demostrd que el tejido méas promisorio para el cultivo in

vitro de T. cacao es el estaminodio, pues se indujo un mayor porcentaje de callo.

Tabla 8. Porcentaje de callo inducido en la etapa SCG.

Tratamiento Material BAP % de callo
1 M1 2 mg/l 1.18
1 M1 2 mg/l 1.26
1 M1 2 mg/l 1.26
1 M1 2 mg/l 1.26
1 M1 2 mg/l 1.18
2 M1 3mg/I 1.26
2 M1 3mg/I 1.18
2 M1 3mg/I 1.18
2 M1 3mg/I 1.18
2 M1 3mg/I 1.18
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3 M2 2 mg/l 1.34
3 M2 2 mg/l 1.26
3 M2 2 mg/l 1.18
3 M2 2 mg/l 1.18
3 M2 2 mg/l 1.18
4 M2 3mg/l 1.18
4 M2 3mg/l 1.18
4 M2 3mg/I 1.18
4 M2 3mg/Il 1.18
4 M2 3mg/I 1.18
5 M4 2 mg/l 1.26
5 M4 2 mg/l 1.26
5 M4 2 mg/l 1.18
5 M4 2 mg/l 1.34
5 M4 2 mg/l 1.18
6 M4 3mg/I 1.18
6 M4 3mg/l 1.18
6 M4 3mg/I 1.26
6 M4 3mg/I 1.18
6 M4 3mg/I 1.18

Nota: Debido a que la variable de repuesta “callo”, es una variable discreta, se empled la formula de
Vx+1 para convertir los valores en continuos. Y los resultados se sometieron a un analisis de
varianza con el fin de cumplir con los supuestos del ANDEVA.

Tabla 9. Analisis de varianza del porcentaje de induccion de callo secundario.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.01553761 5 0.00310752 1.31623398 | 0.29060735
Material 0.00133646 2 0.00066823 0.28303836 | 0.75597121

BAP 0.01380866 1 0.01380866 5.84884581 | 0.02353867*

Material*BAP 0.0003925 2 0.00019625 | 0.08312368 | 0.92050108

Error 0.05666208 4 0.00236092

Total 0.07219969 9

Nota: Para el analisis de varianza se empleé el software Infostat. Con lo cual se puede evidenciar que
existen diferencias significativas para la concentracion de BAP y en el caso del material o clon se
evidencia que no hay diferencias significativas. Es importante mencionar que el coeficiente de
variacion es de 4% lo cual demuestra un muy buen manejo del experimento.
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Tabla 10. Prueba de Tukey al 5% para la concentracion de 2, 4 D.

BAP Medias n E.E.
2 mg/l 1.23701731 15| 0.012545703 A
3mg/I 1.194108638 15| 0.012545703 B

Nota: Mediante la prueba de medias de Tukey al 5% se pudo comprobar que se induce un mayor
porcentaje de callo secundario al utilizar 2 mg/l de bencilaminopurina (BAP).

14. Aspectos éticos y legales (si aplica)
No fue requerido.

15. Estrategia de difusion, divulgacién y proteccién intelectual

Como parte de las actividades de divulgacion se programé la visita de la Secretaria Nacional de
Ciencia y Tecnologia de Guatemala, los cuales realizaron una entrevista acerca de los proyectos
que se han realizado hasta el presente afio en el centro Universitario del Sur Occidente
CUNSUROC, dentro de los cuales se contempla el proyecto DES2CU-2021, dicha institucion dio
realce al mismo, razon por la cual publicaron una nota en su pagina oficial:
https://www.facebook.com/senacytgt/photos/pcb.2139893136150268/2139875966151985/.
También se realizo la presentacion del avance de resultados en el Webinar anual de investigaciones
sobre cacao de CUNSUROC. Hora: 17:00 pm, lugar: reunion virtual, mediante plataforma Meet
Caodigo: rjg-wcen-hur. Fecha: 22 de octubre del 2021, y de igual modo en el Congreso anual
Agricola de INTECAP. Hora: 9:00 am, lugar: reunion virtual, mediante plataforma ZOOM ID:
836 9698 5836. Fecha: 27 de octubre del 2021. Para complementar las actividades de divulgacion,
se redactaron un articulo y un manual.

16. Aporte de la propuesta de investigacién a los ODS:

Objetivo 2: HAMBRE CERO

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible buscan terminar con todas las formas de hambre y
desnutricion para 2030 y velar por el acceso de todas las personas, en especial los nifios, a una
alimentacién suficiente y nutritiva durante todo el afio. Esta tarea implica promover practicas
agricolas sostenibles a través del apoyo a los pequefios agricultores y el acceso igualitario a la
tierra, la tecnologia y los mercados. Ademas, se requiere el fomento de la cooperacion
internacional para asegurar la inversion en la infraestructura y la tecnologia necesaria para mejorar
la productividad agricola. (https://www.un.org/sustainabledevelopment/es/)
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17. Orden de pago final

Categoria . Procede pago
(investigador Registro de de mes
Nombres y apellidos 1 personal ; Firma
fauxiliar) (Si/ No)
Sadrac Neftaly_leuenteS Investigador 20210528 si
Gramajo

18.

Declaracion del coordinador(a) del proyecto de investigacion

El coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20,
deja constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha
cumplido a satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer
efectivo el pago correspondiente.

Ph.D. Reynaldo Humberto Alarcén Noguera Firma

Fecha: 28/02/2022

19.

Aval del director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de
investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgd el aval al presente informe
final de las actividades realizadas en el proyecto (Establecimiento del protocolo para propagacion
in vitro de cacao criollo (Theobroma cacao L.) Malvaceae, de la Costa Sur de Guatemala.) en mi
calidad de Coordinador del Instituto de Investigacion y Desarrollo del Sur Occidente), mismo que
ha sido revisado y cumple su ejecucién de acuerdo a lo planificado.
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Vo.Bo. Ing. Agr. David Alvarado Guinac

Coordinador del Instituto de Investigacion del Sur
Occidente

Firma

Fecha: 28/02/2022

20. Visado de la Direccion General de Investigacion

Ing.Agr. Julio Rufino Salazar

Vo.Bo. Nombre Coordinador(a) del Programa
Universitario de Investigacion

Firma

Fecha: 28/02/2022

Ing.Agr. Julio Rufino Salazar

VVo.Bo. Nombre Coordinador General de Programas
Universitarios de Investigacion

Firma

Fecha: 28/02/2022
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