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Resumen

La propagacion asexual en el cultivo de cacao (Theobroma
cacao L.) es una alternativa de conservacion y mejoramiento genético
en el cultivo de cacao. El objetivo de esta investigacion fue evaluar tres
meétodos de propagacion: estacas, acodos e in vitro. La investigacion
se desarrolld en el Centro de Formacion Agroindustrial, donde se
seleccionaron arboles élites (2, 20, 38, 27, 81, 205, 32 y 69) del Banco
de Germoplasma de cacao. Los datos que se registraron en los tres
meétodos fue el color y tiempo. El mejor resultado encontrado fue acodo,
observandose en menor tiempo formacion de callos y por consiguiente
de raices.

Palabras clave: Elite, bancos de germoplasma, acodo, estaca, in
vitro embriogénesis somatica.
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Abstract

Asexual propagation in cocoa (Theobroma cacao L.) is an

alternative for conservation and genetic improvement in cocoa

cultivation. The objective of this research was to evaluate three methods

of propagation, by cuttings, layering and in vitro. The research was

carried out at the Agroindustrial Training Center, where elite trees were

selected from the Cocoa Germplasm Bank. The data recorded in the

three methods were color and time. The best result found was layering,

observing the formation of callus and consequently the formation of

roots in less time.

Key words: Elite, germplasm bank, acodo, stake, in vitro somatic

embryogenesis.

Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de
los principales cultivos de interés comercial en
mas de 50 paises, concentrado principalmente
en Africa, aportando una produccion de 74,9%
a nivel mundial y América latina el 19,1% (CIAT,
2019, ICCO, 2022). Costa de Marfil es principal
productor de cacao generando 2,20 millones
de toneladas que equivalen al 38,21% de la
produccion mundial; Ghana ocupa el segundo
lugar con 800.000 toneladas (13,90%) vy el
tercer lugar es para Indonesia con un total de
739,483 toneladas equivalente (12,85%) (FAO,
2022; Martinez & Martinez 2021; Sukmawati et
al.,, 20217).

Colombia ocupa el quinto lugar en

Latinoamérica con el 1,10 % de la produccion

mundial con 63.416 toneladas para el 2020
equivalente al 6,36% del total (FEDECACAQ,
2021 ; FAO, 2022). Las exportaciones de cacao
de Colombia alcanzaron cerca de 70 paises
por un valor de $57,1 millones de ddlares (OEC,
2019; ITC, 2021; Colombia Productiva, 2021), en

torno aproximadamente 176.000 mil hectareas

sembradas, con un incremento del 40% en nuevas
areas. Los cinco departamentos con mayor
produccion son Santander (28,037 toneladas
40,57%), (5,600

equivalentes  al Antioquia

toneladas que equivalen al 8,8%), Arauca (4,8 mil
© toneladas representando el 7,6%) (Moreno, 2021)
y el departamento del Huila (4,197 toneladas con

una participacion del 6,8%) (MINAGRICULTURA,
2022; Moreno, 2021).

Enelestablecimientodelos nuevos cultivos
de cacao, se debe considerar la conservacion



de variedades genéticas mediante bancos de
germoplasma vy el uso de jardines clonales que
permitan la propagacion vegetal y la adopcion
de programas de mejoramiento genético (Garcia,
2008; FAQ, 2021). Esta etapa es necesaria para
la seleccion de genotipos que respondan a los
requerimientos y las necesidades del sector
cacaotero como la tolerancia a fitoparasitos,
altos rendimientos de produccion, adaptacion
al cambio climatico y atributos sensoriales
en el grano de cacao. A nivel mundial, existen
diversos bancos de germoplasma (Encina et al,
2018), entre los que se destaca Costa Rica que
cuenta con el centro Agronomico Tropical de
investigaciony ensefianza (CATIE), reconocido por
serun centro de investigacion que provee material
botanico para mejoramiento genético (Ramirez,
2021), conservando mas de 1.200 accesiones
entre Trinitarios y Criollos (Nieves et al., 2019);
en Colombia instituciones como FEDECACAQ,
SENA, AGROSAVIA, Universidad de la Amazonia
entre otras, tiene materiales regionales de cacao,
importante para la conservacion.

Acorde con el Acuerdo 003 del Consejo
Nacional Cacaotero de Colombia, se definio
el listado de materiales potenciales para ser
empleados como copa y semilla en el patronaje
de los procesos de propagacion vegetal
(Sdenz, 2010). Se destacan como patrones
para injertacion, los siguientes: P 7, PA 46, PA
121, PA 150, EET 96, EET 400, CAU 39, CAU 43
y IMC 67. Sin embargo, entre los materiales
recomendados para la region del Huila, se

destacan especificamente los clones: TSH 565,
TSH812,1CS 1,1CS 39, ICS 40, ICS 60, ICS 95, EET
8, EET 96, EET 400, CCN 51y SCC 61.

Basado en esta amplia diversidad de
materiales, se ha venido perdiendo la genética
de materiales regionales con alto rendimiento
productivo con potencial para la comercializacion
de cacao especiales; considerados por las
caracteristicas organolépticas del grano de cacao.
Para la conservacion y desarrollo productivo
de materiales potenciales, la propagacion
vegetal resulta ser una técnica eficiente y de
gran utilidad para el sector cacaotero (Osuna
et al,, 2017; Pefla Lopez 2019). El método mas
comun es la propagacion sexual, en el cual se
utilizan las semillas botanicas, de plantas con
caracteristicas tanto del padre como de la madre

(Paz et al., 2020).

Para evitar y/o reducir la variabilidad
genética la propagacion asexual o clonacion se
convierte en una estrategia viable para obtener
2019),
evitando variantes genéticas en las plantas
(Valera & Garay, 2017; Gutiérrez y Mufos, 2017;
Paz et al, 2020). En el cacao la propagacion

plantas homogéneas (Pefia Loépez,

asexual, se puede hacer por: acodo (Paz et al,
2020; Buechel, 2021), enraizamiento de estacas
(Elias, 2021) embriogénesis somatica (Acufa
y Godoy, 2017; Diaz-Lopez et al.,, 2018; Hidalgo,
2019; Suarez, 2020) y por injertacion (Garate et
al,, 2020); cualquiera de estas técnicas permite
las caracteristicas genéticas iguales a la planta
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que se desea clonar (INIA, 2020). En este sentido
el objetivo de la investigacion fue evaluar tres
meétodos de propagacion para arboles élite del
banco de germoplasma de cacao del Centro de
Formacion Agroindustrial.

Materiales y Métodos
Area de estudio

La investigacion se realizd en el municipio
de Campoalegre en el Centro de Formacion
Agroindustrial ~ del  Servicio Nacional de
Aprendizaje (SENA) - Regional Huila, localizado
a2°40 302" Ny 75° 21" 246" W, 533 m.s.n.m;
lugar que en promedio al afo presenta una
temperatura de 26,3°C, una humedad relativa de
67% y una radiacion solar de 191,2 watt/m2 con 6
horas de sol/dia. El régimen de lluvias es bimodal,
con una precipitacion media anual 1370 mm
con dos picos de Iluvia: marzo-mayo y octubre a
noviembre (Ordofiez et al., 2021). De acuerdo con
la clasificacion ecoldgica propuesta por Holdridge
(1987), el Centro de Formacion Agroindustrial
se ubica en una zona de vida de Bosque Seco

Tropical (Bs-T).
Recoleccion de datos

La propagacion serealizé con tres métodos

asexuales: Estacas, Iin vitro embriogénesis
somatica y acodo. Se seleccionaron ocho
genotipos de cacao sobresalientes del banco
de germoplasma del Centro de Formacion
Agroindustrial, codificados como: 2, 20, 38, 27, 81,

205, 32 y 69; establecidos en el afio 1980 como

una estrategia de recuperacion y conservacion de
materiales regionales con potencial productivo y
comercial, distribuidos en 546 genotipos de cacao
en un area de 0.5 Ha (Avila et al.,, 2016).

Méeétodos de propagacion
Método de estaca

Se realizd acorde con la metodologia
propuesta por Chavez et al. (2019) en horas de
la manana a partir de las 6:00 hasta las 10:00
am, se colectaron 96 varetas (Figura 1) libre de
plagas y enfermedades de la estructura terminal
vegetativa, con una longitud de 12 a 15 cm de
largoy con un diametro de 0.5-0.8 cm. Las varetas
fueron depositadas en un recipiente plastico con
agua y cubiertas con papel periédico humedo.
Posteriormente, la desinfeccion de los tejidos
vegetativos se realizdo mediante inmersion en una
solucion desinfectante con hipoclorito de sodio al
10% durante 10 a 15 segundos, seguido de dos
enjuagues con agua destilada para evitar posibles
contaminaciones por patogenos. Por ultimo, se
suministré regulador fisioldgico (Hormonagro®
1) en una concentracion del 100% (1.5 gramo
/1 litro de agua) en aplicacion foliar directa para
promover la induccion de raices; posteriormente,
se envolvieron en su totalidad con un plastico
formando una céamarahumeda (Figura 2). Durante
cada semana se proporciono riego por los lados
de la camara humeda y se observo el color, vigor
y desarrollo vegetativo (raices y hojas).



Figura 1

Recoleccion de varetas

Figura 2

Camara humeda

Método de acodo

Para evaluar el desarrollo vegetativo por el método de
acodo, se siguid la metodologia propuesta por Moreno et al. (2020),
donde se seleccionaron varetas con caracteristicas fenotipicas
sobresalientes. Para el desarrollo del presente estudio se retird un
anillo de la corteza de 1 cm de largo (Figura 3), en donde la parte
descubierta se cubre con plastico y se deposita un sustrato en
relacion 2:1:1 (Suelo + broza + cascarilla de arroz) cubierta con un
plastico ahuecado (Figura 4). Posteriormente, se realizé el corte
del acodo por debajo del anillado y se establecio en una bolsa con
el mismo sustrato descrito anteriormente para su evaluacion vy
adaptacion (Santander, 2019). Se suministré riego dos veces por
semana a cada acodo empleando jeringas estériles en un volumen
de 5 mL de agua; necesario para mantener la humedad del sustrato,
la viabilidad de callos y la formacion de raices. Una vez evidenciado
el crecimiento y formacion de raices, se realizo la climatizacion de
los acodos en bolsas de polietileno de 7 cm de ancho por 14 cm
de longitud durante 6 semanas, para luego establecerlas en sitio
definitivo (Figura 5). Se registraron datos de color empleando la tabla
Munsell para la clasificacion estructura vegetativas y longitud de
raices con el uso de calibrador vernier digital (Mitutoyo), expresado
en milimetros.
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Figura 3

Anillado

Figura 4

Sustrato

Figura 5

Suministro de agua

Método de in vitro embriogénesis somatica

Para el establecimiento in vitro de estructuras vegetativas
de cacao, se sigui¢ la metodologia propuesta por Lopez-Baez et al.
(2001). Se recolectaron explantes vegetativos de botones florales
(pétalos y estaminodios) con un tamafo de 5 a 8 mm de largo en
horas de la mafana (7:00 a.m.), dispuestos en recipientes plasticos
con agua destilada estéril (Figura 6-7). Para la desinfeccion de
los explantes, se realizaron lavados con agua corriente durante
30 minutos, seguido de una inmersion de hipoclorito de sodio al
5% mas una gota de Twenn 20 alrededor de 15 minutos. En cada
proceso de desinfeccion se realizd enjuagues con agua destilada
estéril para remover el exceso. En camara de flujo laminar se
procedid a seccionar los pétalos y estaminodios (Hidalgo, 2014),
sembrados en medio de cultivo liquido M&S (Murashige y Skoog,
1962) en frasco de vidrio compota con un volumen de medio de
20 mL. En cada recipiente se colocaron 5 bases de estaminodios
y 5 bases de pétalos pertenecientes de un boton floral, distribuidos
uniformemente en toda la superficie del medio (Figura 8). Los
medios fueron esterilizados en una autoclave a 121 °C y 1.2 kg/
cm? de presion por 20 minutos. Los explantes se mantuvieron
en oscuridad por 30 dias a una temperatura ambiente de 25 °C y
una humedad relativa mayor al 85% (Calderén Acufia & Montes de
Godoy, 2017).



Figura 6

Botones florales de cacao élite, utilizados para micropropagacion en condiciones de laboratorio

Figura 7

Boton floral de cacao longitud entre 5-8 mm

Estaminoides
P Etﬁ

Ligulas
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Figura 8

Colecta de botones florales en agua estéril fria

Resultados y Discusiones
Propagacion por estaca

A los nueve dias se observo solo brotacion
de yemas y una hoja (Figura 9). Al completar 30
dias de establecidas las estacas, no se evidencid
presencia de callo, por tanto, se procedio a dejar

las varetas al aire libre quedando expuestas al
sol por un tiempo prolongado, lo que provoco
la deshidratacion y marchitez (Figura 10) con
un porcentaje de sobrevivencia de las estacas
del 570% y enraizamiento de un 2.85%. La
sobrevivencia de las estacas no fue superior a las
dos semanas (Figura 11), es posible que estas
condiciones se hayan presentado por accion de
auxinas, asi como, a las inadecuadas condiciones
de humedad relativa y temperatura.

Figura 9

Brotacion de yemas (9 dias)




Figura 10

Deshidratacion

Alvarez Agudin (1997), explica que la

accion de las auxinas se evidencia en dos
etapas: la primera estimula el crecimiento
eflcaz en concentraciones minimas de AlA,
acelerando los procesos metabolicos en los
explantes; mientras que, en caso contrario,
las concentraciones elevadas de AIA provoca
inhibicion en el crecimiento y desarrollo de
las varetas terminales, obteniendo un mayor
numero de explantes vegetativos no viables; en

Figura 11

Vareta contaminada no superior a dos semanas

la sequnda etapa, reporta que las aplicaciones en

alta dosis de auxinas en las varetas terminales
ocasiona una baja viabilidad y/o mortalidad,
debido a la produccion elevada de etileno
limitando su crecimiento. Hartman y Kester
(1991), basados en una serie de experimentos
sostienenquelashojasenlaestacaproporcionan
una accion estimulante sobre el rizogénesis lo
que contribuye a la formacion de las raices.
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Propagacion por acodo

Por el método de propagacion por acodo,
se evidencio en el explante la formacion de callo a
partir de los 40 a 45 dias respectivamente (Figura
12) y de color blanco crema. Posteriormente,
durante el proceso de adaptacion se evidenciaron
en algunos acodos la presencia de raices
adventicias con una longitud de 0,5 cm y 5 cm
respectivamente. Luego de 12 semanas del
proceso de anillado, se observé un color café
claro en los callos de los explantes (Figura 13)
con una longitud minima de las raices de 12 mm;
asi como, multiples raices adventicias en los
explantes (Figura 14).

Figura 12

Aparicion de callos Masa callogineca
crecimiento que incremento en las areas del
explante que tuvieron mayor contacto con el
medio de cultivo

Figura 13

Raiz con longitud de 12 mm




Figura 14

Mayor numero de raices

El proceso de aclimatacion, documentado

en la Figura 15, requiere de la preparacion de
cobertizo 0 una rama cubierta por plastico en la
parte inferior cubriendo raiz, a través de injertos
prendidos para su desarrollo por el espacio de
dos a tres meses, antes de ser llevados al campo
definitivamente.

Figura 15

A climatizacion

Este método permite que las ramas
continlen con el proceso de fotosintesis vy
genere proceso de division celular en la zona
de anillado, posiblemente por la acumulacion
de auxinas que induce el enraizado, obteniendo
mejores resultados que el método por estacas;
debido a que las plantas reciben de manera
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eficiente agua y nutrientes absorbidos por las
raices, translocandolas hasta el follaje. Moreno et
al. (2020), mencionan que la muerte de acodos
esta asociada a diferentes problemas entre ellos
tenemos la fragilidad de las ramas y el peso que
ocasionan el quiebre de las mismas en la zona de
anillado, por lo que se considera importante evitar
retirar el anillo de la corteza; ademas, se deben
realizar heridas superficiales en el area a acodar.
Palacios (1951) identifica el mismo problema
pero este le atribuye a la accion del viento; por
lo que los acodos requieren para su adaptacion
condiciones Optimas de temperatura, humedad
relativa, radiacion solar y viento. El proceso de
desarrollo y adaptacion de los acodos durante
seis (6) semanas, se obtuvo una proporcion entre
7,7 a 21,4% de explantes enraizados y un ciento
por ciento (100%) de acodos con division celular
(formacion de callos).

Propagacion por in vitro embriogénesis
somatica

A las 12 semanas se observd una alta
formacion de callogénesis, de color cristalino
y apariencia higroscopica para estaminodios
(Figura 16). Durante esta fase de establecimiento
in vitro, también se evidencid una masa de
células no diferenciadas en los explantes
(pétalos) a partir de las 2 semanas (Figura 17).
Es importante resaltar que la formacion de callos
en los tejidos de cultivo in vitro depende de la
formulacion de medio de cultivo, la concentracion

de fitohormonas, temperatura y humedad

relativa. Estudio realizados por Hidalgo (2014)
reportaron un alto porcentaje de formacion de
callos entre las semanas 4 a 6, respectivamente.
Por otra parte, Quimbita (2011) menciona que el
éxito del establecimiento in vitro de explantes de
cacao depende del proceso de desinfeccion, la
formulacion del medio de cultivoy las condiciones
atmosféricas.

Figura 16

Estaminodio con indicios de un posible embrion
globular




Figura 17

Formacion de callos en pétalos y estaminoides

Conclusiones

La seleccion de arboles de cacao
mediante la propagacion permite mejorar el
proceso de multiplicacion de plantas de cacao y
la obtencion material, para nuevas plantaciones.
Se evidenciaron mejores resultados mediante
la implementacion del método de acodo,
observandose la formacion de callos en menor
tiempo y por consiguiente de raices.
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