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RESUMEN

Los métodos de propagacion tradicionales (sexual y
asexual) en el cultivo de cacao, Theobroma cacao L., no
resultaron ser los mas convenientes debido a que se
producen plantas con caracteristicas agrondémicas inde-
seables para los productores. Actualmente, el proceso de
embriogénesis somatica (ES) pareciera ser la via mas
idénea para la regeneracion de plantas de cacao de impor-
tancia econdmica, sin embargo, la obtencién de ES no es
posible para muchos genotipos porque es un cultivo recalci-
trante y la induccion esta influenciada por muchos factores.
En la investigacion, se busco determinar el efecto que tiene
la longitud del boton floral (BF) sobre el proceso de
induccion de embriones somaticos (IES) a partir de estruc-
turas florales de cacao para los genotipos Ocumare-61,
Ocumare-67, Choroni-42 y Choroni-163. Para la induc-
cién de callos (IC) se utilizé el medio de DKW suplemen-
tado con TDZ y 2,4-D y 80 g I* de sacarosa. Las masas
proembriogénicas fueron transferidas a un medio DKW
suplementado con diferentes aminoacidos y KNO,, bajo
condiciones de oscuridad y a una temperatura de 27+2 °C
a objeto de permitir el desarrollo de los ES y disminuir la
necrosis del tejido por efecto de productos fenolicos. Al
mes de iniciado el cultivo, se observd una respuesta
genotipica sobre la IC, donde la mejor respuesta fue obser-
vada en el genotipo OC-61, seguida por OC-67, CHO-42
y CHO-163, siendo este ultimo el que mostré el menor
porcentaje de formacion de callos (FC) por unidad experi-
mental. Asi mismo, se notd una respuesta organogeénica,
formacion de raices, en todos los genotipos evaluados; no
obstante, el porcentaje y nimero promedio de raices por
explante vario con el genotipo.

Palabras Clave: embriogénesis somatica; estaminoides;
organogénesis; cacao; Theobroma cacao L.

RECIBIDO: marzo 05, 2009

481

SUMMARY

The traditional propagation methods (sexual and asexual)
in the cultivation of Cocoa, Theobroma cacao L., have not
been the most convenient because plants grow up with
undesirable agronomic characteristic by the producers. At
present, the somatic embryogenesis seemed to be the most
suitable way to produce cocoa plants of economic
importance. However, obtaining ES is not possible for
many genotypes because it is a recalcitrant crop and
induction is influenced by a lot of factors. The objective
of this study was determined the effect of the length of the
flower bud (BF) has on the induction of cocoa somatic
embryos (IES) from floral structure of the genotypes
Ocumare-61, Ocumare-67, Choroni-42 and Choroni-163.
The callus induction (IC) was achieved by staminodes
explants growing in DKW medium supplemented with
TDZ, 2,4-D y 80 g I* of saccharose. The proembriogenic
structures were transferred to DKW medium supplemented
with amino acids and KNO,, under conditions of darkness
and 27+2 °C to object of induce the development of somatic
embryos and to diminish the necrosis of the tissue by effect
of phenolics products. After a month of culture a genotypic
response was observed on the induction of callus, the best
answer was observed in the genotype OC-61, continued
by OC-67, CHO-43 and CHO-163. The last one showed
the smallest percentage of formation of callus per experi-
mental unit. An organogenic response was observed, roots
formation, in all genotypes evaluated; when these callus
were cultivated in a medium for embryos development,
the percentage and average number of roots for explante
varied with the genotype.

Key Words: organogenesis; somatic embryogenesis;
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INTRODUCCION

El cacao, Theobroma cacao L., es una especie originaria
de las regiones tropicales del norte de Sur América, que
se cultiva en Venezuela desde la época de la colonia,
estimandose que fue en el afio 1525 cuando se inicio el
desarrollo del cultivo. Uno de los principales problemas
que presenta, es la alta variabilidad observada en las
plantaciones obtenidas por semilla, lo que ha llevado a
considerar a la propagacion asexual (estacas e injer-
tacion) como una via para mantener la uniformidad de
los materiales; no obstante, estos métodos no han resul-
tado ser los més eficientes debido al dimorfismo vege-
tativo presente en la planta (Cope, 1976; Dublin, 1991;
Li et al., 1998; Motamayor et al., 2002).

El cultivo in vitro o cultivo de tejidos pudiera representar
una alternativa ante esta problematica, es posible lograr
plantas completas a partir de pequefias porciones de
tejido vegetal o células, conservandose ademas las carac-
teristicas deseadas. La embriogénesis somatica (ES) es
un proceso que permite obtener estructuras similares a
embriones cigoéticos a partir de tejido somatico, garan-
tizando una arquitectura dimorfica normal y un sistema
radical profundo (Emons, 1994; Maximova et al., 2000).
Este proceso esta siendo ampliamente utilizado en la
propagacion de plantas de cacao en el &mbito mundial,
logrando la induccion de embriones somaticos (IES)
solo para algunos genotipos a partir de diferentes tipos
de explantes como son: pétalos, estaminoides y
cotiledones (Salazar et al., 1995; Ldpez-Baez et al.,
2000; Maximova et al., 2002; Alemanno et al., 2003;
Traore et al., 2003).

En Venezuela, Velasquez et al. (2006) evaluaron el
protocolo de Maximova et al. (2002) para conseguir
ES en genotipos de importancia econémica para el pais,
para ello, modificaron la cantidad de sucrosa y 2,4-D
en el medio de cultivo, reportando que la IES a partir de
explantes florales esté influenciada por las condiciones
del medio de cultivo, el genotipo y el tamafio del botén
floral (BF).

En este sentido, la ES en cacao pudiera ser una herra-
mienta para los investigadores del pais que buscan el
desarrollo de variedades de mejor calidad y mayor resis-
tencia a condiciones ambientales adversas; y una
respuesta a la necesidad de los productores que poseen
plantaciones con alto nimero de arboles de avanzada
edad, requiriendo de plantas jovenes y uniformes, con
caracteristicas agronémicas deseables, de buena cali-
dad y que contribuyan a la obtencion de mayores rendi-
mientos, los cuales se traduzcan en mejores ingresos y
por ende, en una Gptima calidad de vida.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos del Centro de Investigaciones en
Biotecnologia Agricola (CIBA) ubicado en el Instituto
de Genética de la Facultad de Agronomia de la Univer-
sidad Central de Venezuela. El material vegetal estuvo
conformado por botones florales (BF) cerrados de dife-
rentes longitudes (<3 mm, 3-5 mm, 5-6 mm y >6 mm),
los cuales fueron tomados de plantas adultas de cacao
de 4 genotipos promisorios, a saber: Ocumare-61,
Ocumare-67, Choroni-42 y Choroni-163, los cuales se
encuentran establecidos en la Estacion Experimental del
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA)
ubicada en Ocumare de la Costa, estado Aragua.

Los BF se recolectaron en horas de la mafiana e inme-
diatamente se introdujeron en frascos de vidrio con agua
fria, luego se colocaron en una cava con hielo para su
posterior transporte hasta el laboratorio en donde se so-
metieron a un shock térmico por 30 min a 5 °C. La des-
infeccion se realizo con una solucion de cloro al 20%
por 10 min con agitacion constante, el exceso de cloro
fue eliminado con 3 lavados con agua destilada estéril
cada 5 min.

Para la induccion de callos (IC), los estaminoides
extraidos de los diferentes botones fueron implantados
en un medio de cultivo constituido por las sales DKW
(Driver y Kuniyuki, 1984) y suplementado con 22,7 nM
TDZ (Thidiazuron), 4 mg I* 2,4-D (Acido 2,4-Diclo-
rofenoxiacético) y 80 g I de sacarosa, pH ajustado a
5,7y 2 g I'* phytagel. En esta fase se utilizé un disefio
de bloques al azar con arreglo de tratamiento factorial
4 x 4 (4 genotipos y 4 tamafios de boton), en donde los
blogues estuvieron representados por las repeticiones
de cada uno de los tratamientos. Por tanto, se utilizaron
40 cépsulas de Petri por tratamiento, para un total de
160 cépsulas para los 4 genotipos (Cuadro 1).

Las condiciones de crecimiento de los explantes fueron
de total oscuridad y una temperatura de 272 °C. En
esta primera fase se realizé evaluaciones de tipo descrip-
tivo de las masas de formacion callos (FC; apariencia y
color), asi como también el porcentaje de explantes de
los mismos.

Una vez FC, estos se transfirieron al medio de induc-
cion de embriones de Lloyd y McCown suplementado
con2mg It 2,4-D, 2,5 mg I'* kinetina, 50 ml de agua de
coco y 80 mg I de sacarosa, manteniendo las mismas
condiciones de crecimiento.
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CUADRO 1. Disefio de los tratamientos de longitud
de los botones florales por genotipo uti-
lizados en la etapa de induccion de ca-
llos y formacion de raices partir de los

estaminoides.

Tratamientos Longitud Genotipo
del boton floral (mm)
T1 <3 Ocumare-61
T2 3-5 Ocumare-61
T3 5-6 Ocumare-61
T4 >6 Ocumare-61
T5 <3 Ocumare-67
T6 3-5 Ocumare-67
T7 5-6 Ocumare-67
T8 >6 Ocumare-67
T9 <3 Choroni-42
T10 3-5 Choroni-42
T11 5-6 Choroni-42
T12 >6 Choroni-42
T13 <3 Choroni-163
T14 3-5 Choroni-163
T15 5-6 Choroni-163
T16 >6 Choroni-163

En esta fase, se evalud la anatomia de los callos para
determinar el estado de desarrollo de las masas proem-
briogénicas. Estas se transfieren a un medio de cultivo
constituido por las sales de DKW suplementado con
80 g I de sacarosa, 0,3 g I' de KNO, y aminoacidos:
arginina 0,044 mg I, glicina 0,019 mg I, leucina
0,033 mg I, lisina 0,046 mg I y triptéfano 0,051 mg I,
manteniendo las mismas condiciones de temperatura.
Después de 2 semanas en el medio los callos embriogé-
nicos (CE) son transferidos a un medio basico de DKW
y 80 g I de sacarosa, con una exposicion progresiva de
luz, hasta llegar a un fotoperiodo 12/12 h luz/oscuridad.

Para el andlisis estadistico de todas las variables, se
realiz6 mediante una Prueba de Medias de Duncan, utili-
zando el programa Statistical Analysis System (SAS)
siguiendo la metodologia de Santos et al. (2005) y una
Prueba de Correlacion de Spearman, para determinar la
asociacion entre las variables porcentaje de FC y raices,
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y la longitud del BF utilizando el programa Statistix
version 8.0.

Con el objeto de inducir la diferenciacion de los ES
a partir de los CE, se le agreg6 al medio de cultivo
0,5 mg I'*de BAP y la misma concentracion de
sacarosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una semana después, los estaminoides fueron implan-
tados en el medio de cultivo, observandose en la gran
mayoria de ellos un incremento en el volumen, lo que
representa un indicio de respuesta callogénica (Figura
1A). Asi mismo, se aprecié una incipiente formacion
de callos (FC) en algunos explantes dependiendo del
tamafio del botén floral (BF). Se evidencio callos de
color amarillo crema en aquellos estaminodios de mayor
tamafio (5-6 mmy >6 mm) y cristalinos en los estami-
nodios de menor tamafio (<3 mm y 3-5 mm), que
presenta ademas, una apariencia no compacta. (Figuras
1By 1C).

A los 15 d, se descubren callos en un gran nimero de
explantes, los cuales se mostraron de color blanco crista-
lino y amarillo crema, friables y de apariencia no
compacta, creciendo generalmente en la parte basal del
estaminoide (Figuras 1C, 1D y 1E).

La mejor respuesta callogénica para los genotipos y
longitud de BF evaluados, la presentd un primer grupo
formado por el tratamiento T, (OC-61/3-5 mm), obser-
vandose una FC en el 100% de los explantes, seguido
por los tratamientos T, T,y T, con 92%, yenT,, T, T,
T,y T,, conun 88-80% de FC, los cuales se agruparon
en un segundo grupo, por no encontrar diferencias signi-
ficativas entre ellos. Asi mismo, se observé un bajo
porcentaje de induccion de callos (IC) en el genotipo
CHO-163 para los tratamientos T, T . y T, con 65%,
56% y 20%, respectivamente; formandose asi un tercer
grupo homogéneo.

De acuerdo con los resultados observados durante la
IC, se puede inferir que existe una respuesta dependiente
del genotipo y tamafio del BF, la que fue demostrada
por la Prueba de Medias de Duncany la Prueba de Corre-
lacion de Sperman, a través de las cuales fue posible
determinar 7 grupos homogéneos con diferencias esta-
disticas marcadas entre ellos y el grado de asociacién
entre las variables porcentaje de FC y longitud del BF;
respectivamente, a un nivel de significacion del 5%
(Cuadros 2 y 3).
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Secuencia en la formacion de callos y raices. A: Estaminoide a la semana de implantacion en el
medio de cultivo. B: Callos cristalino en estaminoide a los 15 d, botén de 3 - 5 mm de longitud. C y
D: Callo amarillo crema a los 15 d, botén de 5 - 6 mm. E: Callo blanco, cristalino cubriendo parcial-
mente el explante. F: Callo amarillo crema, friable después de 15 d. G: Callo presentando necrosis
no sincronizada. H: Callo blanco y compacto. I: Callo con formaciones globulares. J: Callo con
formaciones alargadas. K: Callos con posible diferenciacion de raiz. L: Callo Organogénico (presencia
de raices).

484




DIAZ-LOPEZ et al. - Boton floral en cacao

CUADRO 2. Porcentaje de explantes que formaron callos a los 15 y 22 dias después de su implantacion en el
medio de cultivo.
15 dias 22 dias

GENOTIPO  <3mm 3-5mm 5-6mm >6mm <3mm 3-5mm 5-6mm >6mm
0C-61 T,92ab  T,100a T, 56bcd T, 88ab T,92ab  T,100a  T,68abc T, 88ab
OC-67 T 84ab T, 92ab T, 84ab T, 92ab T.,88ab T ,92ab T, 88ab T, 92ab
CHO-42 T,80ab  T,20cde T, 80ab T, 16de T,92ab T,20cd T, 80ab  T,32cd
CHO-163 T,20de T,NCe  T,.56bcd T, 64abcd T,40cd T,NCd T, 56bcd T, 68abc

NC = No hubo Formacion de callos
Prueba de Duncan a = 0,05

CUADRO 3. Porcentajes de Correlacion de Spearman
para determinar asociacion entre las
variables porcentaje de formacién de
callos y longitud del boton floral.

Genotipo Formacion de callos-Long.
Botdn Floral r(P)*
OC-61 —0,0880 (0,7096)
OC-67 0,2275 (0,3309)
CHO-42 -0,3242 (0,1622)
CHO-163 0,6365 (0,0031)

r = Coeficiente de Correlacion de Spearman
a =0,05
* Valores entre paréntesis corresponden a la Probabilidad

En el Cuadro 3 se puede observar el coeficiente de corre-
lacién spearman y los valores de probabilidad de los
mismos, para las variables porcentaje de FC y longitud
del BF. Tenemos entonces, para los genotipos OC-61,
OC-67 y CHO-42 que la probabilidad es menor que el
valor de significacion utilizado (o= 0,05) no existiendo
correlacion lineal o asociacion entre las variables FC y
longitud del BF, por lo que la FC no depende del tamafio
del bot6n utilizado. Asi mismo, se evidencia que para
el genotipo CHO-163 el valor de probabilidad fue me-
nor que el nivel de significacion, estableciéndose asi,
una correlacion lineal entre las variables FC y longitud
del BF; por tanto, la FC depende de la longitud del botén.
Como el coeficiente de correlacion es positivo, puede
decirse que a medida que aumenta la longitud del BF,
aumenta la FC.
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Estos resultados determinan que existe una influencia
del genotipo sobre la respuesta a las condiciones de
cultivo, coincidiendo con lo reportado por Li et al.
(1998), quienes obtuvieron una alta FC para los geno-
tipos del tipo Forastero (85-100%), mientras que para
los genotipos del tipo Criollo el porcentaje de IC estu-
Vo entre 6-20%. Por su parte, Velasquez (2006) obtuvo
un porcentaje de IC de 4-60% al trabajar con genotipos
del tipo Criollo usando las mismas concentraciones
de 2,4-D y Sacarosa utilizadas en este trabajo.

Cabe sefialar, que en ambos trabajos, se menciona un
incremento en el volumen de los explantes, una semana
después de su implantacion in vitro, coincidiendo con
los resultados de este trabajo y evidenciando el efecto
del Thidiazuron y el 2,4-D en la estimulacion de la
division celular.

Con relacion al tipo de fuente de carbono utilizada, se
encontrd que la sacarosa (80 g I'*) favorecio la FC, coin-
cidiendo con los resultados reportados por Lopez-Baez
et al. (2000), quienes probaron la eficiencia de diferentes
fuentes de carbono, obteniendo una alta proporcién de
FC al utilizar la misma concentracion de sacarosa, lo
que conduce a pensar que esta fuente de energia esta
disponible de manera inmediata para el explante durante
los procesos de division y diferenciacion celular.

A los 15 d de transferidos los callos al medio LLoyd y
McCown para inducir el crecimiento de callo secun-
dario, se observo que los mismos mostraron un incre-
mento en su tamafo (Figura 1F). Encontrandose, a los
22 d de cultivo una diversidad en el diametro del callo
con relacidén al tamaro del BF, de esta manera las FC a
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partir de estaminoides provenientes de BF menor a 3 mm,
tuvieron un didmetro comprendido entre 1,1-2,11 mm,
aquellos provenientes de BF de longitud entre 3-5 mm
indico que el diametro del callo estuvo entre 1,62-2,62 mm,
en los botones de 5-6 mm de longitud el diametro del
callo fue de 1,98-3,75 mm, para los botones >6 mm y los
callos tuvieron un diametro de 1,33-3,03 mm.

Este incremento en el tamafio de las masas callosas pudo
deberse a la influencia de las citocininas BAP y Kinetina,
asi como a la concentracién de Sacarosa y 2,4-D utili-
zadas. De este modo, Chanatésig (2004) menciona la
influencia de las citocininas BAP y Kinetina sobre el
desarrollo de los callos.

A los 22 d de iniciado el cultivo, se pudo observar un
incremento en el porcentaje de FC, manteniéndose la
mejor respuesta para el genotipo OC-61 y tamafio del
BF de 3-5 mm, seguido por los tratamientos T, T, Ts,
T, T, T, T,yT, con92-80%, mientras que el genotipo
CHO-163 mostro el menor porcentaje de explantes
callogénicos con 40-46%. Desde el punto de vista esta-
distico, la Prueba de Medias de Duncan constaté una
disminucion en una clases en comparacion con la fase
anterior a un nivel de significacion del 5% (Cuadro 2).

Los callos provenientes de estaminoides de menor
tamafio (<3 mm y 3-5 mm) presentaron inicialmente
una apariencia cristalina y posteriormente a los 22 d de
cultivo tomaron una coloracién crema, conservando su
apariencia no compacta. Las FC a partir de estaminoides
de mayor tamafio (5-6 mm y >6 mm) mantuvieron sus
caracteristicas iniciales hasta los 28 d de cultivo, cuando
algunos comenzaron a mostrar coloraciones castafo
claras a oscuras, debido probablemente a la presencia
de fenoles (Figura 1).

A los 35 d de cultivo se obtuvo una respuesta organo-
génica mediante la formacion de raices en callos de color
blanco, cristalino y compacto (Figura 1H); notandose
ademads, formaciones alargadas, ramificadas, traslicidas
y turgentes, asi como redondeadas sobre la superficie
del callo similares a embriones sométicos (ES) en estado
globular; no obstante, estos no llegaron a desarrollarse
como tal (Figuras 11 y 1J). Estos resultados contrastan
con los obtenidos por Chanatasig (2004) quien logra la
induccion de embriones somaticos (IES) a partir de
callos con las caracteristicas antes mencionadas y en
proceso de necrosamiento.

Estos resultados de formacion de raices obtuvo en los
genotipos evaluados (Figura 1K y 1L) contrastan con
los sefialados por Tan y Furtek (2003) y Alemanno et
al. (1996) quienes observaron callos blancos, compac-
tos y en una constante division celular sin lograr diferen-
ciacion alguna en 6rganos.

Una vez que los callos fueron transferidos a un medio
con las sales de DKW suplementado con aminoacidos
y KNO,, la respuesta organogénica se incremento en
mayor numero de explante, asi como en el nimero de
raices (Figuras 2A, 2B y 2C).

Los datos mostrados en el Cuadro 4 sefialan que existe
también una respuesta genotipica dependiente del
tamafio del BF durante la organogénesis, demostrandose
3 grupos con diferencias estadisticas como lo demuestra
la Prueba de Medias de Tukey a un nivel de signifi-
cacion del 5%. En la Prueba de Correlacion de
Spearman, indica que no existe asociacion o correlacion
lineal, entre las variables porcentaje de formacion de
raices y la longitud del BF, debido a que en todos los
genotipos evaluados, el valor de probabilidad fue mayor
al nivel de significacion utilizado, en pocas palabras
ambas variables son independientes (Cuadro 5).

FIGURA 2.

Secuencia del proceso de formacion de raices. A: Callo en proceso de diferenciacion organogénica.

B: Callo con varios brotes de raiz. C: Callo con raices.
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CUADRO 4. Porcentaje de callos organogénicos
(presencia de raices) después de 1 mes
de iniciado el cultivo.

GENOTIPO <3mm 3-5mm 5-6 mm >6mm
0C-61 12 bc 16 bc Oc 48 a
OC-67 Oc

CHO-42 8 bc 12 bc 36 ab 4 bc
CHO-163 Oc Oc 12 bc

Prueba de Duncan; a= 0,05

CUADRO 5. Porcentajes de Correlacion de Spear-
man para determinar asociacion entre
las variables porcentaje de formacion
de raices y longitud del botén floral.
Genotipo Formacion de Raices-Long. Bot6n Floral S€ necrosaron.
r (P)*
OC-61 0,4219 (0,0648)
OC-67 0,2453 (0,2932)
CHO-42 -0,0264 (0,9114)
CHO-163 0,3078 (0,1857)

r = Coeficiente de Correlacion de Spearman

a =0,05

* Valores entre paréntesis corresponden a la Probabilidad.

FIGURA 3.

N° Promedio de raices/callo

12
10

oSO N B~ O 0

de carbono y energia.

n

<3mm 3-5mm 5-6mm >6mm
Longitud del Botén Floral
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Asi mismo, se aprecia una tendencia a la formacion de
raices en Cl a partir de los estaminodios provenientes
de los BF de mayor tamafio (>6mm). No obstante, en
aquellos tratamientos en donde el porcentaje de explantes
organogenicos fue menor, el nimero promedio de raices
por explante resulté ser mayor. El genotipo CHO-42
tuvo un mayor namero promedio de raices por explante
para el menor tamafio de BF (<3 mm), tendencia que se
16 be 4 be 12 be observa de igual manera en el genotipo OC-67, pero
para la longitud de boton de 3-5 mm (Figura 3).

Todos estos resultados indican que existe una respuesta
in vitro dependiente del genotipo, calculos similares son
presentados por varios autores (Li et al., 1998; Lopez-
Baez et al., 2000; Chanatasig, 2004; \Velasquez, 2006).

Luego de permanecer mas de un mes en el medio de
DKW suplementados con aminoacidos, KNO, y 0,5 mg I*
de BAP, las raices formadas mostraron un incremento
en su volumen y continuaron con la FC o en su defecto

Antes estos resultados, se puede concluir que el 2,4-D
y la fuente de carbono utilizada tuvieron un efecto sobre
la respuesta organogénica del explante mediante la
formacion de raices. Por su parte, Segura (1993) afirma
que existen ciertos carbohidratos que regulan la respues-
ta morfogénica de los explantes cultivados in vitro como
las oligosacarinas, las cuales ejercen efectos biolégicos
sobre las células no atribuibles a su papel como fuente

B80C-61

B OC-67
OCHO-42
OCHO-163

NUmero Promedio de raices/explante después de 1 mes de la implantacion en el medio de cultivo.
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Del mismo modo, menciona también que la organo-
génensis es un proceso que esta regulado por cambios
en los niveles hormonales enddgenos de auxinas y
citocininas, por lo que la formacién de yemas vegetativas
es promovida por el balance favorable de la relacion
auxina/citocinina a las citocininas, mientras que la
formacion de raices ocurre por un balance favorable a
las auxinas.

La respuesta organogénica en los callos también fue
observada por Velasquez (2006) en 2 genotipos del tipo
Criollo al utilizar las mismas concentraciones de Saca-
rosa y 2,4-D, lo que lleva a pensar segun lo expuesto
anteriormente, que ambos factores tienen una influencia
importante sobre la induccion de raices.

CONCLUSIONES

- El protocolo utilizado para la obtencién de ES indujo
una respuesta organogénica en el explante, mediante
la formacion de raices en los 4 genotipos estudiados.

- La combinacion de 80 g I de sacarosa 'y 4 mg I de
2,4-D, produjeron un alto porcentaje de FC en los
estaminoides implantados en el medio de cultivo.

- Se encontraron diferencias genotipicas en la FC a
partir de estaminoides provenientes de BF de dife-
rentes longitudes. Los valores mas bajos se obser-
varon en los genotipos CHO-42 y CHO163.

- Existen diferencias genotipicas en la respuesta
organogeénica por parte del explante, en donde el
mayor porcentaje de callos que formaron raices se
encontrd en el genotipo OC-61 para el tamafio de
botén > 6 mm.

- Se determing la asociacion entre el tamafio del BF y
la FC sélo en el genotipo CHO-163.
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