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Resumen

El objetivo de esta investigación fue evaluar dos protocolos de propagación vía embriogénesis somática a partir de explan-
tes florales en dos clones élite BIOB e ICS95 de Theobroma cacao L. Se obtuvo un 50 y 32% de callo embriogénico en 
ICS95 y BIOB respectivamente con el protocolo de Fontanel et al. (2002) modificado y Guiltinan et al. (2003) después 
de un periodo de cultivo de tres meses. Los embriones pasaron por fases que se correspondieron con medios de cultivo 
diferenciales: Inducción, Formación, Maduración y Mantenimiento. Para la embriogénesis somática secundaria se obtu-
vo un 23% de embriones a partir de embriones somáticos primarios en un medio, conteniendo 1mg/L de 2,4,5 T  (2,4,5 
Triclorofenoxiacético). Se logró, además, desarrollar enraizamiento adventicio aplicando pulsos de IBA (Ácido Indol 
Butírico) a 0.5mg/L y 0.5g/L durante un minuto. Las plantas enraizadas se llevaron a una mezcla de tierra: arena (1:1) 
para su adaptación ex vitro, obteniéndose un 66% de plantas  aclimatadas. Los estudios histológicos mostraron diferentes 
características típicas del desarrollo embriogénico. Este es el primer reporte en el que se logra de manera exitosa la con-
versión hasta plántula (68%) y la adaptación ex vitro de una variedad colombiana de cacao vía embriogénesis somática 
primaria y secundaria.
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Abstract

In this research we evaluate two protocols of propagation via somatic embryogenesis from floral explants using two 
elite clones BIOB and ICS95 of Theobroma cacao L. We obtained 50 and 32% of embryogenic callus on ICS95 and 
BIOB respectively with Fontanel et al., (2002) modified protocol and Guiltinan et al. (2003)  after three months of cultu-
re. The embryos went through  four phases;  Induction, Formation,  Maduration and  Mantenimiento which correspon-
ded each one with different media culture. For secondary somatic embryogenesis we obtained 23% of embryos from 
primary somatic embryos in a medium with 1mg/L of 2,4,5 T (2,4,5 Triclorofenoxiacetic). Also we obtained plants that 
developed new roots applying pulses with IBA (Indol Butiric Acid) 0.5mg/L and 0.5g/L for a minute. The developed 
plants were moved to a mix of potting soil and sand (1:1) for their ex vitro adaptation, getting 66% of acclimatized 
plants. The histological analysis showed the typical characteristics of the embryogenic development. This is the first 
report where it is achieved the successful conversion to plantlets (68%) and ex vitro adaptation of a colombian cocoa 
variety via primary and secondary embryogenesis.
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Introducción

Theobroma cacao es un árbol perteneciente a la fa-
milia Malvaceae que crece en zonas tropicales húme-
das y es considerado un importante cultivo a nivel 
mundial como materia prima para la fabricación del 
chocolate, el cual se produce a partir de las semillas 
(Despréaux, 2001). Su importancia económica es evi-
dente en las 3.61 millones de toneladas producidas 
a nivel mundial. La producción para Colombia en el 
periodo 09/10 fue de 41 mil toneladas, lo que generó 
para el país un estimado de 38 mil empleos a fami-
lias campesinas de bajos recursos (FEDECACAO, 2011; 
ICCO, 2010).

En Colombia las variedades se obtienen básicamente 
por métodos tradicionales de cruces injertados en-
tre diferentes clones, proceso que puede tomar más 
de 13 años para desarrollar una variedad premium. 
Los árboles de cacao élite presentan un alto grado 
de segregación cuando son multiplicados por semi-
lla, debido a esto se han empleado diferentes sis-
temas de propagación clonal, tales como injertación 
y producción de estacas enraizadas (UNCTAD, 2008; 
Chávez y Mansilla, 2004). Dichos sistemas  tienen un 
grado de efectividad variable al ser dependientes de 
las condiciones ambientales, de la cohesión entre la 
planta madre y el donador y de las enfermedades que 
aparecen durante el prendimiento.

Por consiguiente, se han evaluado otros métodos de 
propagación mediante la técnica de cultivo de tejidos. 
La regeneración de plantas de cacao mediante em-
briogénesis somática se ha establecido exitosamente 
a partir de explantes florales (Solano, 2008; Monsal-
ve et al., 2005; Chanatásig, 2004), no obstante etapas 
como la aclimatización y evaluación en campo solo se 
han reportado con variedades provenientes del Oeste 
de la India (Maximova et al., 2008).

Inicialmente los trabajos en embriogénesis somática 
de cacao se enfocaron en la producción de embriones 
somáticos a partir de tejidos zigóticos sin lograr su 
desarrollo hasta planta (Janick et al., 1980). La limita-
ción a la hora de trabajar con tejidos zigóticos es que 
al ser resultado de polinización cruzada, el material 
clonal no replica el genotipo del árbol, perdiéndose 
así la ganancia genética.

Posteriormente los esfuerzos se dirigieron al desa-
rrollo de sistemas de cultivo de tejidos somáticos 
incluyendo hojas, con las que se presentó baja fre-
cuencia de embriogénesis somática usando sales MS 
(Murashige y Skoog, 1962) y altos contenidos de 
auxina (Litz, 1986); con tejido nucelar se obtuvie-
ron embriones somáticos, pero estos no maduraron 

(Janick, 1993; Söndahl, 1991; Esan, 1977), y utilizan-
do explantes florales como pétalos y estaminodios se 
ha obtenido hasta un 90% de producción de embrio-
nes somáticos y 20% de germinación (Alemmano et 
al., 1997; López-Báez et al., 1993; Söndahl, 1991 y 
Söndahl et al. 1989). Aunque dichos sistemas fueron 
satisfactorios en producción de embriones somáticos, 
todavía eran de utilidad limitada, siendo aplicables 
solo a algunos genotipos y con muy bajas tasas de 
conversión a plántula.

Experimentos posteriores reconocieron la importan-
cia de los reguladores de crecimiento como el Ácido 
Abscísico (ABA) y el Ácido Naftalenacético (ANA) en 
embriogénesis somática de cacao (Janick et al., 1980). 
Por otro lado, Guiltinan et al. (2003) desarrollaron un 
método eficiente de propagación usando TDZ (Thi-
diazuron) y las sales basales DKW (Driver y Kuniyuki, 
1984), con lo que se logró establecer un protocolo 
para embriogénesis somática secundaria (ESS) a partir 
de embriones somáticos primarios, los cuales fue-
ron convertidos a plántulas obteniéndose entre un 
3.3 y 27.1% de germinación, para posteriormente 
establecerlas bajo condiciones de invernadero. Estos 
resultados constituyen una de las principales bases de 
la embriogénesis somática para cacao en el mundo.

Actualmente la cadena productiva colombiana de ca-
cao enfrenta varios problemas, principalmente en el 
sector primario. Por un lado las condiciones ambien-
tales fluctuantes, entre ellas los altos niveles de plu-
viosidad, dificultan el establecimiento de los injertos 
comerciales al favorecer la pudrición y, por otro, el 
carácter permanente de la producción del cacao que 
conlleva a la falta de renovación de los cultivos y el 
consecuente envejecimiento de los mismos (los cuales 
pueden alcanzar hasta 20 años), generan bajas pro-
ductividades; además las plantaciones viejas se hacen 
susceptibles a enfermedades como la moniliasis (Mo-
niliophthora roreri) y escoba de bruja (Moniliophthora 
perniciosa), las cuales causan entre el 10 y el 95% de 
las pérdidas del cultivo (Observatorio de Agrocade-
nas, 2008). Lo anterior se manifiesta a escala comer-
cial, la cual hoy acude para la importación del grano 
y así responder a la demanda interna. Estas importa-
ciones incrementan el costo del producto terminado, 
el cual se refleja en el precio para el consumidor 

(FEDECACAO 2011).

En este sentido, establecer una rápida producción 
masiva de clones élite que elimine la dependencia 
climática y el efecto de las plagas y enfermedades 
sería una alternativa efectiva para responder a las ne-
cesidades del mercado colombiano. De acuerdo con 
el estudio realizado por Solano (2008), los protocolos 
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de propagación de cacao en general evidencian un 
fuerte efecto genotípico. Por tal motivo, se hace ne-
cesario establecer un protocolo de propagación para 
cada variedad de cacao. El objetivo de esta investi-
gación fue evaluar protocolos de propagación clonal 
vía embriogénesis somática en dos variedades élite 
de cacao por su alta concentración de polifenoles, ta-

maño de grano y alta productividad.

Materiales y métodos

Material vegetal y desinfección

Botones florales de dos variedades de Theobroma 
cacao, BIOB (desarrollada en Colombia) e ICS95 (va-
riedad introducida), fueron suministrados por la Com-
pañía Nacional de Chocolates (CNCH), San Vicente de 
Chucurí, departamento de Santander.

Los ensayos preliminares de desinfección se ba-
saron en el protocolo descrito por Guiltinan et al. 
(2003). Dado el alto porcentaje de contaminación 
bacteriana obtenido, se decidió evaluar diferentes 
antibióticos y tiempos de exposición. Los antiobio-
gramas permitieron determinar la estreptomicina 
a 250 ppm como la concentración más adecuada 
para el control bacteriano. El protocolo consistió en 
sumergir los botones florales en una solución de hi-
poclorito de sodio (NaClO) al 1% durante 30 minu-
tos en constante agitación, luego se realizaron tres 
lavados con agua destilada estéril, se sumergieron 
en una solución de estreptomicina 250 ppm por 30 
minutos y, finalmente, se enjuagaron de nuevo antes 
de la siembra.

Medios de cultivo

Se seleccionaron dos protocolos de propagación 
por embriogénesis somática evaluados exitosamente 
en otras variedades de cacao. Los protocolos fueron el 
desarrollado por Guiltinan et al. (2003) en Penn State 
University y el descrito por Fontanel et al. (2002) del 
Centro de Investigación de Nestlé en Tours, Francia. 
Las sales basales de los protocolos consistieron en 
DKW, MS y McCown’s (Lloyd and McCown, 1981). 
Las fases de estos protocolos fueron: Inducción, For-
mación, Maduración y Mantenimiento. La denomina-
ción de los medios, de acuerdo con los autores, se 

presenta en la tabla 1.

Se utilizó también el medio de Fontanel et al. (2002) 
CM2 para evaluar la embriogénesis somática secun-
daria. Todos los medios fueron esterilizados en au-
toclave a 121°C y 120 libras de presión durante 20 

minutos. El manejo del material vegetal se llevó a 
cabo en cámara de flujo laminar horizontal.

 
Tabla 1. Descripción nominal de los medios empleados en las 
diferentes fases de la embriogénesis somática.

Fases

Protocolos

Guiltinan et al. 
(2003)

Fontanel et al. (2002)

Inducción PCG INDI

Formación SCG1, ED INDExp

Maduración
MM6 modificado 
(concentración de 
gelificante 3.5g/L)

Mantenimiento RD

Inducción y formación de embriones somáticos

Para la etapa de inducción se  extrajeron las bases de 
pétalo y los estaminodios de cada botón floral y se 
sembraron en cajas de Petri de 60X15 mm, contenien-
do 20 ml de medio de cultivo PCG o INDI. Los cultivos 
se mantuvieron en oscuridad por 30 días a temperatu-
ra de 25°C + 2°C. Se sembraron 10 explantes por 
caja y se establecieron 4 cajas por cada repetición. 
Se realizaron 3 repeticiones por tipo de explante para 
un total de 240 explantes.

Después de este tiempo de cultivo los explantes 
siguieron la secuencia de subcultivos descrita en la 
figura 1 (según el protocolo establecido inicialmente), 
hasta la formación de los embriones somáticos. Las 
condiciones de cultivo se mantuvieron constantes. Las 
variables respuesta, porcentaje de callo y  porcentaje 
de callo embriogénico fueron registradas después de 
la siembra a las 4 y 8 semanas respectivamente.

Maduración

Los embriones somáticos expresados en el medio IN-
Dexp del protocolo de Fontanel et al. (2002), que 
alcanzaron el estado cotiledonar, se aislaron y se 
subcultivaron en el medio de maduración MM6 del 
mismo protocolo. Se mantuvieron bajo un fotope-
riodo de 12 horas luz /12 de oscuridad, intensidad 
lumínica de 32mmol/m2s y temperatura de 25°C + 
2°C. El porcentaje de plantas enraizadas, la altura (cm) 
y el número de hojas por planta fueron registrados 45 

días después del subcultivo en MM6.

Después de 4-6 semanas, las plántulas se subcultiva-
ron en el medio de mantenimiento del mismo pro-
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tocolo. Pasados 30 días la mayoría de las plántulas 
se tornaron cloróticas, por lo que se reemplazó el 
medio de mantenimiento de Fontanel et al. (2002) 
por el medio de mantenimiento RD modificado del 
protocolo de Guiltinan et al. (2003), considerando 
que este contiene calcio, sulfuro y magnesio en una 
mayor concentración, y que dichos elementos son 
clave para un adecuado desarrollo de las hojas (Azcón 
y Talón, 2008).

Enraizamiento adventicio

En esta etapa se procedió a inducir raíces adventi-
cias en las plántulas procedentes del medio RD de-
bido a que la mayoría solo había desarrollado la raíz 
principal, aspecto que dificultaba el establecimiento 
ex vitro. De acuerdo con los trabajos realizados por 
Pruski et al. (2005) y Traore et al. (2003) se seleccio-
naron dos pulsos de IBA como los más adecuados 
para el desarrollo de raíces, 0.5mg/L y 0.5g/L cada 
uno aplicado durante 1 minuto. Se tuvo en cuenta un 
control en el que no se aplicó pulso de IBA. Un total 
de 67 plantas fueron usadas para este experimento. La 
metodología consistió en sumergir la parte radical de 
cada una de las  plantas en la solución enraizadora por 
un minuto y, posteriormente, se sembraron en medio 
basal DKW libre de reguladores. Las condiciones de 
cultivo fueron las mismas de la etapa de maduración. 
El porcentaje de plantas enraizadas y el número de 
raíces por planta se registraron 45 días después de la 
aplicación del pulso.

Embriogénesis somática secundaria (ESS)

Embriones somáticos en estado globular y cotiledo-
nar de un tamaño promedio de 1-4 mm (dependiendo 
del estado de desarrollo) se cortaron transversalmen-
te y se sembraron en cajas de Petri (60x15mm) con 

Figura 1. Secuencias de subcultivo para cada protocolo.

10 ml del medio de multiplicación CM2. Los cultivos 
permanecieron en oscuridad a una temperatura de 
25°C + 2°C. El porcentaje de explantes formando em-
briones somáticos secundarios fue registrado 45 días 
después del cultivo en el medio CM2. Los embriones 
secundarios obtenidos se aislaron del callo madre y se 
subcultivaron en el medio MM6 para su conversión a 
plántula.

Análisis histológico

Con el objetivo de corroborar el carácter embriogéni-
co de los callos y desarrollo normal de los embriones 
somáticos, se realizó un análisis histológico emplean-
do explantes en diferentes estados de desarrollo. Estos 
fueron procesados siguiendo el protocolo de Maximo-
va et al. (2002), modificado como se describe a 
continuación: Los embriones fueron  fijados  en  pa-
raformaldehído 2%, glutaraldehído 1% y cafeína 1% 
(w/v), deshidratados con series de alcohol 70% 60 
minutos, 95% 15 minutos, 95% 30 minutos y 100% 
15 minutos, seguidos por imbibición en parafina 
PARAPLAST (Ref 501006). El material embebido fue 
fraccionado en un micrótomo rotatorio (LEICA Model 
RM 2125) en secciones de 4 µm de grosor. Las sec-
ciones se colorearon siguiendo la técnica de tinción 
Safranina-Fast Green. El registro fotográfico se realizó 
en un microscopio de luz Carl Zeiss Primo Star.

Análisis estadístico

Los resultados fueron analizados con el paquete es-
tadístico SAS 9.1. Para los resultados de respuesta 
callogénica y enraizamiento se realizaron análisis 
categóricos. Para los datos obtenidos en la embriogé-
nesis primaria y secundaria y maduración se realizó 
un análisis factorial. En las variables se determinó la 
media general con un nivel de confianza P < 0.05.



Regeneración vía embriogénesis somática de una variedad colombiana élite de Theobroma cacao L.  43

Resultados 

Desinfección

El protocolo de asepsia optimizado permitió obtener 
resultados promedios de desinfección del 85% para 
el clon ICS95 y del 96% para el clon BIOB, porcenta-
jes considerados altos para genotipos cuya proceden-
cia fue de campo, donde se reconoce que la carga 
microbiana es mayor que para plantas provenientes de 
invernadero.

Inducción y formación de embriones somáticos 

Los explantes cultivados en los medios PCG e INDI 
incrementaron dos veces su tamaño original y poste-
riormente sobre su superficie se formó un callo com-
pacto blanco granular. En ambos medios y variedades, 
la formación de callo fue mayor al 90% después de un 
mes de cultivo (figura 2a). Los embriones somáticos 
en estado globular fueron evidentes 15 días después 
del subcultivo en los medios SCG e INDExp, princi-
palmente en las bases de pétalo para el clon ICS95 
y exclusivamente en los estaminodios para el clon 
BIOB. Sin embargo solo los embriones del clon BIOB 
alcanzaron la etapa cotiledonar. Los embriones del 
clon ICS95 se formaron en la superficie del callo 
blanco compacto (Figura 2b), en tanto que embrio-
nes independientes o agrupados (clusters) del clon 
BIOB se formaron a partir de un callo granular café 
de textura friable (Figura 2c y 2d). Para el clon BIOB, 
el número de embriones independientes por explan-
te y el de clusters formados por explante, arrojaron 
una media de 3 y 15 respectivamente, obteniéndose 
la máxima producción dos meses después del subcul-
tivo (tabla 2).

Tabla 2. Respuesta embriogénica en los genotipos de 
cacao ICS95 y BIOB. aNo.P. de ES: Número promedio de 
embriones somáticos.

Genotipo

Explante
ICS95 BIOB

Pétalo Estaminodio

Callo (%) 90 92.78

Callo embriogénico (%) 50 32.81

No.P. de ESa/Explante 1.5 3.079

No.P. de cluster/explante 0 15.11

Maduración

Los embriones somáticos del clon BIOB, 45 días des-
pués de ser transferidos al medio MM6, alcanzaron 

una altura no superior a un centímetro, un número de 
hojas inferior a 2 y solo iniciaron la formación de la 
raíz principal. Cuando las plantas se subcultivaron en 
el medio de mantenimiento, el enraizamiento, altura 
y número de hojas no mejoraron, por el contrario 
las plantas perdieron vigor y algunas se tornaron ne-
cróticas, lo cual fue indicativo de una baja respuesta 
respecto a lo reportado para el protocolo en otras va-
riedades.

Teniendo en cuenta que el tiempo de respuesta con-
templado en este protocolo puede ser corto para 
los procesos de desarrollo en plantas leñosas como el 
cacao, se evaluó la transferencia a medio fresco MM6 
cada 30 días durante dos meses adicionales. La perma-
nencia por más de 45 días en este medio favoreció 
el vigor de las plántulas reflejado en la altura (1.44 + 
0.94 cm), número de hojas (2.40 + 1.41) y porcen-
taje de plantas enraizadas (91.23%) (figura 3a). Las 
plantas de 3-4 cm de altura se adaptaron a condicio-
nes ex vitro sin necesidad de un subcultivo previo 
en el medio de mantenimiento como lo describe el 
protocolo original de Fontanel et al. (2002). El por-
centaje de conversión a plántula fue del 68,42 y el de 
establecimiento ex vitro fue del 66% (figura 3b).

Para el clon ICS95, teniendo en cuenta que los 
embriones formados en el medio INDExp solo al-
canzaron la etapa globular, se procedió a evaluar de 
acuerdo con la literatura disponible el Ácido Abscísico 
(ABA) y diferentes concentraciones de sacarosa, con 
miras a mejorar el proceso de maduración de estos 
embriones (Alemanno et al., 1997, Fang et al., 2004). 
Los resultados de estos ensayos no mostraron un me-
joramiento del proceso de maduración y desarrollo 
de los embriones somáticos, los cuales, por el contra-
rio, formaron un callo blanco granular en su superficie 
(dato no mostrado).

Enraizamiento adventicio

Dado que las plantas del clon BIOB en el medio de 
mantenimiento perdían vigor y desarrollaban un sis-
tema radicular pobre (máximo dos raíces por plan-
ta), se realizó un ensayo paralelo al planteado para 
maduración (periodo prolongado en el medio MM6), 
con el fin de mejorar el enraizamiento in vitro de estas 
plántulas.

En el pulso de 0.5g/L de IBA se obtuvo un 13% de 
plantas enraizadas y un mayor número de raíces (4-
13), y para el pulso de 0.5mg/L se obtuvo un ma-
yor número de plantas enraizadas (33%), pero con 
menor número de raíces (máximo 2 por planta). En 
ambos casos, las raíces eran delgadas y se originaron 
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de nuevo en la parte basal del vástago. El análisis 
estadístico no mostró diferencias significativas en la 
formación de raíces (P = 0.3152) para ambos pulsos, 
no obstante en la aplicación del pulso de 0.5mg/L la 
formación de callo fue menor en la parte radical, con-
trario a lo que se obtuvo con el pulso de 0.5g/L.

Embriogénesis somática secundaria (ESS)

El porcentaje promedio de embriones somáticos se-
cundarios, obtenido para el total de explantes, arrojó  
un valor alrededor del 23% (tabla 3). No se presentó 
diferencia significativa en la respuesta a partir de los 
dos tipos de explantes utilizados. Estos embriones se 
originaron directamente del explante o de un escaso 

callo granular de color café-claro previamente forma-
do (figura 4).

 
Tabla 3. Respuesta de ESS para el clon BIOB. aPorcentaje de 
explantes formando embriones somáticos secundarios.

Genotipo BIOB

Explante
Respuesta 

embriogénica 
secundaria (%)a

Número 
muestral

Embrión globular 21.46 21

Embrión cotiledonar 26.16 22

Total respuesta ESS 23.81 43

Figura 2. Respuestas callogénica y embriogénica en los clones evaluados. a) y b) clon ICS95. c) y d) clon BIOB.
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Figura 3. a) Formación de raíces un mes después del subcultivo en el medio MM6. b) Plántula adaptada ex vitro.

Figura 4. Respuesta de ESS 8 semanas después del subcultivo a medio CM2

Análisis histológico

En los cortes histológicos realizados a los callos 
embriogénicos y embriones cotiledonares, se pudo 
observar la independencia del tejido madre de los 
embriones formados, estos además presentaron un 
estado bipolar en el que se pudo apreciar el eje api-
cal y el radical (figura 5a). En los embriones se visua-
lizó una capa de células bien definida que formaba 

la epidermis, seguida de células parenquimáticas que 
rodeaban la zona procambial y los haces vasculares. 
En algunos cortes fue posible observar la presencia 
de una protuberancia tipo suspensor en el polo ra-
dical de los embriones (figura 5b), mientras en otros 
cortes fue evidente el desarrollo de embriones mal-
formados (unidos a través de un solo sistema vascu-
lar, figura 5c).
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Discusión

Inducción y expresión de embriones somáticos

La respuesta de explantes florales a la callogénesis en 
la inducción de embriogénesis somática en cacao se 
ha estudiado anteriormente, obteniéndose diversos 
resultados de acuerdo con la metodología aplicada 
(López- Báez et al., 2000; Li et al., 1998; Pence, 1995; 
Söndahl et al., 1993). Varios autores afirman que las 
diferencias en la respuesta callogénica y embriogé-
nica en cacao dependen del genotipo, condiciones 
de cultivo y tipo de explante (Monsalve et al. 2005; 
Chanatásig, 2004; Tan y Furtek, 2003; Maximova et 
al. 2002), lo cual ha sido corroborado también en 
otras especies (Fisichella et al. 2000; Etienne et al. 
1999; Han y Park, 1999; Sreenath et al. 1995).

La respuesta obtenida en los dos genotipos evaluados 
con relación al porcentaje de callo fue aproximada-
mente del 90% y estuvo dentro del rango obteni-
do por Solano (2008), quien evaluó 4 variedades de 
cacao entre ellas ICS95, con resultados entre 55 al 
96% de respuesta callogénica para un mismo medio 
de cultivo.

El porcentaje de callo embriogénico fue del 30 y 
50% para el clon BIOB e ICS95 respectivamente. 
Este último clon ha sido reportado anteriormente 
con resultados entre 0.83 y 1.31%, y una producción 
de 0.01 embriones somáticos por cada 100 explantes 
(Solano, 2008). Una posible explicación a la diferencia 
de porcentajes obtenidos con respecto al trabajo de 
Solano (2008) puede deberse no solo a la variabilidad 
propia de cada clon, sino también al portainjerto que 
según dicho autor, influye en la capacidad embriogéni-
ca de las variedades. Por otro lado, Li et al. (1998) 
estableció un número promedio de embriones so-
máticos por explante entre 4 y 42, trabajando con 

los genotipos ICS1, ICS19, ICS39 e ICS67, variedades 
relacionadas con el clon ICS95. Los resultados revisa-
dos confirman que existe una fuerte dependencia del 
genotipo no solo para la respuesta embriogénica, sino 
también para la cantidad de embriones promedio 
obtenidos por cada explante.

Los reguladores de crecimiento son determinantes en 
la respuesta embriogénica ya que estos interactúan 
con los niveles hormonales endógenos y, en algunos 
casos, las respuestas están dadas por la acción con-
junta de dos o más reguladores (Anami et al., 2010; 
Taiz y Zeiger, 2002). Los protocolos evaluados en las 
dos variedades, que consideraban combinaciones de 
auxinas y citoquininas en los medios de inducción, 
permitieron obtener una respuesta diferencial, resul-
tando efectivo el protocolo de Guiltinan et al. (2003) 
en la inducción de embriones para el clon ICS 95 con 
el explante base de pétalo y el protocolo de Fontanel 
et al. (2002) para el clon BIOB con el explante estami-
nodio.

El tipo de explante se ha considerado como otro 
factor en la respuesta diferencial a la embriogénesis 
somática en cacao (Rivera, 2003). El efecto del tipo 
de explante en la formación de embriones somáti-
cos de cacao fue descrito por Monsalve et al. (2005), 
estos autores afirman que las diferencias obtenidas 
en la formación de callo en los explantes se deben, 
posiblemente, a la naturaleza de las células que lo 
conforman. En el cojín floral, los estaminodios se en-
cuentran fundidos en la base, en contacto con la zona 
meristemática, en comparación con los pétalos que 
están más externos en la estructura floral. De otro 
lado, durante la siembra la mayor parte de la superfi-
cie del estaminodio queda en contacto con el medio 
de cultivo, no siendo así para las bases de pétalo, ya 
que poseen una curva en forma de cuello de cisne. 
La estructura del estaminodio favorece una división 

Figura 5. a) Embrión somático en estado cotiledonar. b) Embrión somático con estructura tipo suspensor. c) Embriones somá-
ticos fusionados.
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mitótica temprana y la diferenciación de las células 
somáticas.

La formación de los embriones somáticos en el clon 
BIOB se originó de un callo café granular, de consisten-
cia friable, diferente del obtenido con el clon ICS95, 
el cual fue blanco y granular, y donde los embriones 
somáticos permanecieron en estado globular. Respec-
to a este evento, Quiroz et al. (2001) mencionan que 
compuestos fenólicos presentes en el callo pueden ac-
tuar como inductores o inhibidores de la embriogénesis 
somática. Por su parte Omokolo et al. (1997) respaldan 
esta afirmación al indicar que los fenoles como antioxi-
dantes podrían representar un mejor sustrato para las 
enzimas oxidativas, cuya acción permite la liberación 
de las auxinas para promover la diferenciación embrio-
génica. Estas observaciones hacen pensar que en cacao 
los compuestos fenólicos actúan como inductores indi-
rectos de la embriogénesis somática; no obstante falta 
mayor investigación al respecto.

Etapa de maduración, mantenimiento y 
enraizamiento adventicio

Durante la etapa de maduración se da la acumulación 
de sustancias necesarias para la germinación del em-
brión. Entre los factores que pueden afectar la madura-
ción de un embrión, se encuentran: las sales minerales, 
la fuente de carbono, el agente gelificante, suplementos 
hormonales como el ABA, la adición de carbón activa-
do, entre otros (Perán-Quesada et al., 2004).

Las plantas que permanecieron en el medio de madu-
ración por un tiempo más prolongado (12 semanas) 
presentaron un mayor vigor, altura y número de raí-
ces en comparación con las plántulas que permane-
cieron en el medio de maduración por 6 semanas y 
que luego fueron subcultivadas en el medio de man-
tenimiento. Una de las posibles explicaciones a esta 
respuesta puede ser que las plántulas que permanecie-
ron por más tiempo recibieron un efecto prolongado 
tanto de la combinación de los reguladores de creci-
miento (ANA y GA3 [Acido Giberélico]) como del car-
bón activado. El efecto promotor del carbón activado 
en la morfogénesis puede deberse, principalmente, a 
la adsorción irreversible de compuestos inhibitorios 
en el medio de cultivo que disminuye la acumulación 
de metabolitos tóxicos y exudación fenólica (Thomas, 
2008). Agarwal et al. (2004) explica que estos meta-
bolitos inhiben estados de desarrollo específicos de 
los embriones somáticos y que al ser adsorbidos por el 
carbón activado pueden mejorar la maduración.

El carbón activado, además de adsorber sustancias in-
hibitorias, reduce la intensidad lumínica en la base de 

los vástagos, generando un ambiente adecuado para 
la acumulación de auxinas y/o cofactores (Thomas, 
2008). Por otro lado, Von Arnold et al. (2002) afirman 
que generalmente un mes de tratamiento se considera 
adecuado, no obstante tiempos prolongados de expo-
sición en el medio con carbón activado pueden incre-
mentar el número de embriones maduros formados.

Varios autores han reportado el efecto positivo del car-
bón activado en la maduración de embriones somáticos, 
mejorando el crecimiento en altura y sistema radicular 
(Steinmacher et al., 2007; Groll et al., 2002; Zhang et 
al., 2000; Linington, 1991). No obstante, existen casos 
en los que el uso del carbón activado va en detrimento 
del desarrollo y la maduración embriogénica, tal es el 
caso de Myrciaria aureana y Phoenix canariensis (Tho-
mas, 2008). Estas respuestas negativas podrían deberse 
a que el carbón activado en su papel adsorbente puede 
también retener sustancias importantes para la madura-
ción. Este podría ser el caso para el clon ICS95, aunque 
varios reportes apuntan más bien a definir su genotipo 
como recalcitrante a la embriogénesis somática (Sola-
no, 2008; Traore et al., 2003).

Con referencia a los ensayos realizados para mejorar 
el enraizamiento adventicio (tiempo prolongado en 
el medio de maduración y pulsos con IBA), un mayor 
tiempo en el medio de maduración resultó favorable 
también para el desarrollo radicular. El carbón acti-
vado solo o en combinación con auxinas ha sido re-
portado como beneficioso para el enraizamiento en 
varias especies. Esto es congruente con lo obtenido 
en este trabajo, debido a que se alcanzó en el 
medio que contenía ANA, GA3 y carbón activado, 
un mejor desarrollo radicular comparado a cuando se 
aplicaron pulsos de IBA.

Los resultados con los pulsos de IBA terminaron en 
un pobre desarrollo radicular en cuanto al tiempo de 
exposición. Esto es coherente con los resultados ob-
tenidos por Traore et al. (2003), quienes evaluando 
diferentes periodos de inducción de enraizamiento 
en variedades de cacao, encontraron que periodos 
cortos (24 o 48 h) produjeron plántulas con una o 
dos raíces, en tanto que un mayor tiempo (16 días) 
producía un mayor número de raíces por planta, 
pero con frecuencia acompañado de la aparición de 
callo en el polo radical, lo que dificultaba el posterior 
desarrollo de las plántulas.

Embriogénesis somática secundaria

La ESS es el proceso regenerativo por el cual se de-
sarrollan embriones somáticos a partir de embriones 
somáticos primarios (Da-Silva et al. 2005). En este 
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ensayo se evaluaron como explantes dos estados de 
desarrollo de los embriones primarios, embriones tipo 
globular y embriones tipo cotiledonar. Aunque dife-
rentes autores han reportado mejores resultados  con  
explantes  cotiledonares  (Hernández et al. 2003;  Mu-
ralidharan y Mascarenhas, 1995; Pinto et al. 2008; 
Shi et al. 2010), en este trabajo no se encontraron 
diferencias significativas en la inducción de embriones 
secundarios.

Es conocido el uso de auxinas en la inducción de ESS, 
ya que estos reguladores de crecimiento vegetal pare-
cen ser cruciales no solo en las fases de inducción de 
la embriogénesis somática primaria, sino también en 
la inducción y mantenimiento de la ESS (Pinto et al., 
2008). Durante la ESS se formaron embriones, unos 
directamente sobre la superficie del explante y otros 
sobre un escaso callo granular café claro, similar al 
callo embriogénico formado en la embriogénesis pri-
maria. Se encontró una relación entre la formación 
del tejido calloso y la aparición de cluster de embrio-
nes secundarios.

En este trabajo se obtuvo un 23% de ESS en el medio 
suplementado con la auxina 2,4,5 T, un resultado supe-
rior al 5% obtenido por Oliveira et al. (2005) trabajando 
con el protocolo de Guiltinan et al. (2003). La capaci-
dad de los embriones somáticos primarios de formar 
embriones somáticos secundarios o no, puede deberse 
a la variabilidad celular existente probablemente en su 
origen. Maximova et al. (2002) describieron el origen 
celular de embriones somáticos primarios de cacao 
como pluricelular, y el de los embriones somáticos se-
cundarios como unicelular. Teniendo en cuenta la 
pluricelularidad en el explante original, es posible pen-
sar que no todas las células tendrán la misma capacidad 
de formar embriones somáticos secundarios. A parte de 
ello se encuentra la variabilidad propia de cada clon dis-
cutida anteriormente.

Con respecto  al  mantenimiento  de  la  embriogéne-
sis  secundaria,  Muralidharan  y Mascarenhas (1995) y 
Shi et al. (2010) conservaron el potencial embriogénico 
repetitivo por más de dos años para las especies Eu-
calyptus citriodora y Cinnamomum camphora L. respec-
tivamente, empleando auxinas en el medio de cultivo.

La embriogénesis somática secundaria tiene gran po-
tencial para la micropropagación a gran escala, la cual 
es especialmente importante para especies leñosas que 
tienen ciclos de generación largos (como el cacao) y 
con bajas frecuencias de embriogénesis somática. A 
parte de ser efectiva en la eliminación de virus como el 
CSSV, promueve la fidelidad genética en la criopreserva-
ción de cacao (Fang et al. 2009; Quainoo et al. 2008). 

Esta continua proliferación de embriones es tanto efec-
tiva en costo como en tiempo, y representa resultados 
promisorios para la cadena productiva colombiana de 
cacao como sistema útil para la micropropagación y fu-
tura transformación genética.

Análisis histológico

La presencia de una epidermis definida y haces vascu-
lares indican el grado de diferenciación obtenido con 
los embriones somáticos. La independencia del tejido 
madre y la bipolaridad de los embriones permitieron 
confirmar que el protocolo evaluado indujo la forma-
ción de embriones somáticos viables. Estas caracterís-
ticas también fueron descritas por Pinto et al. (2010), 
Vega et al. (2009) y Ramos et al. (2010).

Igualmente se observó la presencia de embriones fu-
sionados. En especies como Capsicum se reportaron 
defectos como fusión de embriones cuando los embrio-
nes en estado torpedo no se aislaban del callo original 
(Ramos et al. 2010), lo que significa que la asincronía 
embriogénica presente en cacao da pie para que se 
pueda presentar este tipo de eventos. Con los resulta-
dos obtenidos no fue posible observar el origen celular 
de los embriones, no obstante las protuberancias (tipo 
suspensor) formadas en algunos embriones podrían su-
gerir un origen unicelular (Ramos et al., 2010).

Conclusión

En este trabajo se obtuvieron embriones somáticos 
en los clones colombianos ICS95 y BIOB, no obs-
tante solo los embriones de este último clon se de-
sarrollaron hasta la etapa cotiledonar empleando el  
protocolo de Fontanel et al. (2002). Posteriormente se 
desarrollaron hasta plántulas en el medio de madu-
ración MM6 modificado. Un tiempo prolongado en 
este medio favoreció un buen desarrollo en altura 
y radicular, aspecto que permitió la adaptación ex 
vitro exitosa. Por otro lado, los pobres resultados 
obtenidos con el clon ICS95 reafirman el fuerte efec-
to genotípico en la embriogénesis somática de The-
obroma cacao. Este es el primer reporte de conversión 
a plántula y adaptación ex vitro exitosa en un genotipo 
colombiano élite de cacao, sin embargo se requiere 
más investigación al respecto para superar la recalci-
trancia asociada a otros genotipos como ICS95.
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