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RESUMEN

El proyecto Firclone del CIRAD tuvo por objetivo la produccion de plantas obtenidas
por embriogénesis somdtica y la comparacion entre las vitroplantas y las plantas
procedentes de la multiplicacion clonal via injertos, estacas y semillas. El estudio se
realizd en la Estacidon Experimental Tropical Pichilingue, INIAP (Ecuador), y en
Gagnoa (Costa de Marfil) con la SAO (Touton S.A.). En ambos sitios, se sembraron en
el 2004 dos ensayos comparativos de mas de una hectarea. Seguidamente se presentan
los primeros resultados obtenidos en el campo en Ecuador.

Diez clones de origen local (EET, CCAT, SNA, EB) y dos clones testigo (Sca6 ,
IMC67) fueron reproducidos por embriogénesis somatica, injertos sobre patrones de
alto bajo vigor y por enraizamiento de estacas plagiotropicas. También se produjeron
plantulas a partir de semillas obtenidas por polinizacion libre de estos genotipos. El
disefio experimental es de parcelas subdivididas con 5 repeticiones, el factor principal
fue asignado a la forma clonal y el factor secundario al genotipo. La comparacion de la
altura de las plantas y del didmetro en el cuello del eje principal, luego de un afio de la
siembra, muestra una diferencia altamente significativa entre las vitroplantas y las
demas formas clonales y entre los genotipos; y una interaccion significativa entre
genotipo y forma clonal. La altura y el didmetro en el cuello de las vitroplantas son mas
importantes que los de las plantulas de semilla y de las demés formas clonales. El
estudio comparativo de la arquitectura de las vitroplantas y las plantulas de semilla,
mediante la medicion de la densidad de las cicatrices foliares en el eje ortotrdpico, pone
de manifiesto que no hay modificacion de la filotaxis de las plantas. La altura de
formacion de las coronas y la densidad de cicatrices foliares son similares en
vitroplantas y plantulas de semilla, pero varian segun los clones. Este estudio confirma,
que la arquitectura de las vitroplantas es idéntica a la de las plantulas de semilla, aunque
con un desarrollo mas rapido, que les proporciona una mayor precocidad. La
continuacion de las observaciones, que estudiaran la arquitectura de la corona, las zonas
floriferas y los pardmetros de produccion, permitird comparar las aptitudes agrondémicas
de las diferentes formas y evaluar asi el valor agronémico y productivo de las
vitroplantas.

INTRODUCCION

Segun estadisticas reportadas por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia del Ecuador
SICA (2004), actualmente el cacao en el pais ocupa una superficie aproximada de 300
000 ha, distribuidas en 11 de las 22 provincias. Por diversos factores criticos, el 40% de



la superficie presenta bajos niveles de productividad, requiriéndose un urgente proceso
de renovacion. Estas cifras revelan la necesidad de disponer de metodologias de
multiplicacién clonal eficientes, que permitan iniciar proyectos comerciales de
multiplicacion masiva de plantas a fin de cubrir la demanda insatisfecha de los
interesados en cultivar cacao, especialmente de la variedad Nacional con sabor
“Arriba”.

Los sistemas de propagacion vegetativa tradicionales han sido una importante
herramienta para la multiplicacion de genotipos seleccionados de cacao, por su
habilidad para fijar genéticamente los atributos econdémicos de interés; no obstante,
estas metodologias no han sido suficientes para satisfacer la demanda de materiales
genéticos mejorados. Esta situacion ha hecho que en el pais los planes de renovacion de
plantaciones iniciados por el Estado y los productores, en la generalidad de los casos
hayan sido ejecutados con materiales no mejorados y en muchos casos se continue la
practica de siembra a partir de semillas de libre polinizacion, teniendo como
consecuencia variaciones notables en los niveles de produccion.

Es ampliamente conocido que el cacao es una especie de dificil propagacion clonal, por
lo tanto los estudios a nivel mundial se han intensificado hacia el perfeccionamiento de
las técnicas ya disponibles y a la aplicacion de nuevas tecnologias como el cultivo de
tejidos in vitro y particularmente en cacao, utilizando la metodologia de embriogénesis
somatica (Lopez-Baéz, ef al, 1996). Luego del primer reporte exitoso de produccion de
embriones somaticos de cacao con conversion a plantulas, a partir de tejido asexual
(Lopez-Baéz et al (1993); Sondhal ef a/ (1993), varios centros de investigacion de
paises productores y no productores han empefiado sus esfuerzos para adecuar los
protocolos de multiplicacion a las caracteristicas genéticas y particularidades
mediambientales de los genotipos de interés.

A la luz de los resultados sefialados y debido al enorme interés que representa para el
pais la disponibilidad de una metodologia de multiplicacion clonal a gran escala, el
INIAP en asocio con el CIRAD de Francia, a partir del afio 2001, han conducido varios
estudios orientados a la introduccion, ajuste y validacion de la tecnologia de
embriogénesis somatica sobre clones de cacao tipo Nacional (comerciales y
experimentales). Finalizada la primera fase de estudio consistente en la evaluacion del
potencial embriogénico de un grupo de genotipos comerciales y experimentales, los
resultados evidenciaron que al menos el 70% de los clones evaluados presentaron altos
potenciales embriogénicos y niveles considerables de conversion a plantulas (INIAP,
2003 y 2004). Por otra parte fue factible obtener un grupo de plantas de los genotipos
con mayor potencial de multiplicacion, las cuales fueron levadas al campo para medir y
comparar el valor agronémico y productivo de las plantas y con ello aclarar las
inquietudes existentes respecto al desempefio de éstas frente a plantas obtenidas por los
sistemas de injertacion, estacas y semillas.

El conocimiento que se pueda generar a nivel del pais sobre los materiales de cacao de
tipo Nacional, sumado a la informacion producida en otras latitudes sobre clones de
diferente origen genético, permitird decidir si la metodologia para la produccion in vitro
de plantas via embriogénes somatica, puede ser aplicada a escala comercial; ya sea para
promover la formacion de jardines clonales, desde donde serd factible extraer material
para la produccion de plantas mediante las tecnologias tradicionales; o a su vez, iniciar
proyectos de multiplicacidon masiva que incentiven a los productores y organismos
respectivos a promover planes de renovacion de las plantaciones improductivas
existentes en el pais.



MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los genotipos utilizados en el estudio fueron seleccionados de las colecciones de cacao
Nacional mantenidas en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue (EETP) del
INIAP (EET, CCAT, EB y SNA) considerando su valor fenotipico y caracteristicas de
calidad, produccion y resistencia a las principales enfermedades. Luego de la evaluacion
preliminar de las caracteristicas embriogénicas de los diferentes materiales siguiendo la
metodologia propuesta por Li ef a/ (1998), se seleccionaron 10 genotipos con base al
potencial de multiplicacién in vitro via embriogénesis somatica y dos clones testigo
(SCA-6 e IMC-67). Al mismo tiempo fueron multiplicados plantas mediante injertos
sobre patrones de alto y bajo vigor, enraizamiento de estacas y semillas de libre
polinizacién, de los mismos genotipos seleccionados, para con ellas implementar el
ensayo e iniciar evaluaciones comparativas del comportamiento agronémico y
productivo en condiciones de campo.

Ensayo de campo

El ensayo fue iniciado en mayo del 2004 en la EET Pichilingue, INIAP en Quevedo,
Ecuador. Se utiliz6 un Disefio de Parcelas Divididas con cinco repeticiones, asignandole
al factor principal la forma de multiplicacion (5 formas) y al factor secundario los
genotipos (12 genotipos). La unidad experimental esta formada por cinco arboles por
genotipo. El cultivo fue establecido con una densidad de 1111 plantas/ha bajo sombra
de platano (Musa AAB) establecida en la misma densidad, seis meses antes de
implementar el ensayo. Durante el curso del experimento se vienen registrando una
seric de variables a efecto de medir el comportamiento agronémico, morfoldgico,
fisiologico y productivo de las plantas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo de plantas

Durante el primer afio de establecimiento, se realiz6 el seguimiento de las plantas a fin
de verificar el comportamiento agrondémico de éstas en condiciones de campo. La
comparacion de los valores que describen el crecimiento como la altura y didmetro en el
cuello del eje principal, muestran diferencias altamente significativas entre las
vitroplantas y las demdas formas de multiplicacién y entre los genotipos estudiados; y
una interaccion significativa entre los genotipos y las formas de multiplicacién (Cuadro

).

Los valores de altura total de planta asi como del didmetro del eje principal alcanzados
por las vitroplantas, es mas importante que las plantas provenientes de semilla, aunque
sin mayores diferencias en sus valores; no asi respecto a las plantas multiplicadas ya sea
por injertos sobre patrones de alto y bajo vigor, como por las de estacas o ramillas.

Entre los genotipos estudiados se debe destacar el comportamiento observado en los
materiales comerciales EET-48, EET-96 y EET-103, los cuales destacan por sus valores



de altura y diametro de tallo, manteniendo similares tendencias respecto a las formas de
multiplicacion.

Cuadro N° 1. Valores estadisticos para variables de crecimiento de estudio comparativo
de formas de multiplicacion de genotipos de cacao Nacional. EET Pichilingue. 2006

Variables de Crecimiento
Fuentes de Variacion Altura de planta (cm) Diametro de tallo (cm)
G. deL. Cuadrados G. deL. Cuadrados
Medios Medios
Formas de multiplicacion 4 16732.083 ** 4 4.5509 **
Error (a) 16 2054.95 16 0.2385
Genotipos 11 2948.53 ** 11 0.37426 **
Formas x Genotipo 43 1452.21** 43 0.226 **
Error (b) 190 483.16 190 0.0648

** Altamente significativo

A pesar de los resultados observados en los factores, se debe destacar el efecto de la
interaccion formas de multiplicacion por genotipos, tanto a nivel de la altura de plantas
(Fig. 1), como de didmetro del eje principal (Fig. 2), con una marcada superioridad de
los genotipos EET s multiplicados por embriogénes somatica y semillas.
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Figura N° 1. Efecto de la interaccion formas de multiplicacion por genotipo sobre la altura
de plantas de genotipos de cacao Nacional. EET Pichilingue. 2006
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Figura N° 2. Efecto de la interaccion formas de multiplicaciéon por
genotipo sobre el diametro de plantas de genotipos de cacao Nacional.
EET Pichilingue. 2006




El comportamiento observado en los pardmetros de crecimiento durante el primer afio
de establecimiento de vitroplantas y plantas provenientes de semilla, se ven favorecidas
en los dos casos por la presencia de un crecimiento dimorfico de sus plantas y un
sistema radical pivotante, que les permite explorar capas inferiores de suelo con mayor
facilidad en busqueda de factores escenciales para su cecimiento, particularmente
durante los periodos criticos (Traore et a/, 2003, Guiltinan and Maximova, 2000).

Arquitectura de vitroplantas y plantas de semilla

El estudio comparativo de la arquitectura de las vitroplantas y las plantas de semilla,
mediante la medicion de la altura de formacion de horquetas y de la densidad de las
cicatrices o inserciones foliares en el eje principal, presenta diferencias entre las dos
formas de multiplicacion, mientras que los genotipos estudiados y la interaccion forma
de multiplicacion por genotipo, solo presentan diferencias en la primera variable
(Cuadro 2).

Cuadro N° 2. Valores estadisticos para variables que describen la arquitectura de plantas
somaticas y de semilla de genotipos de cacao Nacional. EET Pichilingue. 2006

Variables de morfologicas

Fuentes de Variacion Altura Formac. Horqueta (cm) Inserciones en Eje Ppal.

G.deL. Cuadrados Medios G.deL. Cuadrados Medios
Formas de 1 1023.73 * 1 139.095 *
multiplicacion
Error (a) 4 448.24523 4 66.18
Genotipos 11 592.5877 * 11 52.910993 ns
Formas x Genotipo 11 969.80105 ** 10 41.0993 ns
Error (b) 70 239.62678 70 32.73

ns = No significativo, * = significativo al 5%, ** = Significativo al 1%

A pesar de las diferencias de tipo estadistico (a < 0.05), los valores observados no
reflejan diferencias que pudieran hacer presumir cambios de tipo morfologico entre
vitroplantas y plantas de semillas, lo cual es confirmado por la similitud de los valores
en el nimero de cicatrices foliares, reflejando que la filotaxis de las plantas no es
alterada.

Como se puede observar en las figuras N° 3 y 4, la altura promedio de formacion de
coronas, asi como el nimero de inserciones foliares en vitroplantas y en plantas
de provenientes de semillas presentan valores muy similares, lo cual permite aseverar
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la no existencia de cambios en la arquitectura de las plantas.

El efecto de la interaccion formas de multiplicacion por genotipo sobre al altura de
formacion de la corona de las plantas (Fig. 5) y no sobre el nimero de cicatrices
foliares, confirma que la arquitectura de las plantas es idéntica a la de las plantas de
semilla, aunque con un desarrollo mas rapido, lo cual les proporciona una mayor
precocidad.
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Figura N° 5. Efecto de la interaccion formas de multiplicacién por
genotipos sobre la altura de plantas de genotipos de cacao Nacional. EET
Pichilingue. 2006

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, durante el primer afio de
desarrollo del cultivo se concluye que las vitroplantas presentan un crecimiento similar
al de las plantas producidas por semillas, pero con marcadas diferencias sobre las
plantas obtenidas mediante los sistema de injetacion o enraizamiento de estacas
plagiotropicas. Por otra parte, la ausencia de diferencias en el nimero de inserciones
foliares entre vitroplantas y plantas de semilla confirma que la filotaxis y por tanto su
arquitectura no son alteradas. Sin embargo, se debe sefialar que la continuacion de las
observaciones que estudiardn la arquitectura de la corona, las zonas floriferas y los
pardmetros de produccion, permitiran comparar las aptitudes agrondomicas de las
diferentes formas de multiplicacion y evaluar asi el valor agrondmico y productivo de
las vitroplantas.
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