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Resumen

El cultivo del cacao (Theobroma cacao L.), actualmente, es una alternativa sustentable en El Salvador que pre-
tende competir en los mercados internacionales, gracias a su calidad genética y chocolatera; fino y de aroma. Sin
embargo, para lograr ese objetivo, es necesario seguir investigando el comportamiento del cultivo.

Para obtener una produccién chocolatera deseada es necesario partir de la variedad o accesion de cacao que se
esta cultivando. Tradicionalmente, la reproduccion de este cultivo se realiza de forma sexual (por semilla); no
obstante, esto genera un comportamiento genético no definido que produce una alteracion en la calidad choco-
latera. Las técnicas de reproduccion asexual como la microinjertacion, son una solucién para garantizar calidad
genética y establecimiento de viveros en poco tiempo.

Para realizar la microinjertacion se probaron dos métodos, in vitro y en campo; en la microinjertacion in vitro,
se introdujeron yemas apicales y axilares de cacao en un medio de cultivo Murashige y Skoog, 1962 (MS) con
macrosales a la mitad, 30 g/L de sacarosa, 0.3mg/L de kinetina. En la microinjertacién en campo se germinaron
semillas de cacao amazonico forastero, para obtener plantas patrén o portainjerto, y se recolectaron brotes o
chupones ortotropicos de diferentes accesiones de cacao de alto rendimiento, para injertarlos en las plantulas
germinadas. El método mds efectivo para realizar la microinjertacion fue en campo, debido a que el método in
vitro fracaso en la fase de desinfeccion e introduccion de los explantes en el medio de cultivo.
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Abstract

The cocoa farming (Theobroma cacao L.) is currently a sustainable alternative in El Salvador that seeks to compete
in the international markets, thanks to its genetic quality and chocolate industry, fine and aroma. However, in
order to achieve this objective, it is necessary to continue investigating the behavior of the crop.

In order to obtain a desired chocolate production, it is necessary to star from the variety or accession of cocoa that
is being farmed. Traditionally, the reproduction of this crop is done sexually (by seed); however, this generates an
undefined genetic behavior that produces an alteration in the chocolate quality. Asexual reproduction techniques,
such as micro grafting, are a solution to guarantee genetic quality and the establishment of nurseries in a short period.

Two methods were tasted for micro grafting, in vitro and in the field; in vitro micro grafting, apical and axillary
cocoa buds were introduced in a Murashige and Skoog culture medium, 1992 (MS) with macro-salts in half, 30 g/L
sucrose, 0.3mg/L kinetin. In the micro grafting in the field, seeds of stranger Amazonian cacao were germinated
in order to obtain master plants and rootstocks, and orthotropic shoots of different accessions of high yield cocoa
were collected, to graft them in the germinated seedlings. The most effective method to perform micro grafting
was in the field, because the in vitro method failed in the phase of disinfection and introduction of explants into
the culture medium.
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1. Introduccion

Las plantaciones de cacao se extendian a lo
largo del territorio salvadorefio hasta la lle-
gada de los espafoles. Con la conquista, las
plantaciones de este cultivo se focalizaron
en las zonas de los municipios de Sonsona-
te e Izalco, departamento de Sonsonate en el
occidente del pais. Sin embargo, a finales del
siglo XVII, la produccién comenzé a dismi-
nuir por conflictos politicos y epidemias que

redujeron la poblacién indigena.

Gradualmente, el cacao fue reemplazado por
el café, el algodon y la cana de azucar y con
ello, el conocimiento de produccion y la ca-
pacidad técnica en el cultivo de cacao. Para
el afo 2014, la produccion y comercializacién
del cacao en El Salvador no habia alcanzado
el auge productivo que se tenia en el periodo
precolombino, ya que, basicamente, la pro-
duccion se habia reducido a una forma do-
méstica, estrictamente limitada y sin planta-
ciones comerciales registradas (Alianza cacao
El Salvador, 2014).

El cultivo del cacao goza de mucha varia-
bilidad genética existiendo variedades de
distinto rendimiento; algunas rinden mejor
debido a la compatibilidad genética que po-
seen con otra variedad de cacao de diferente
genotipo, las cuales se reproducen por po-
linizacién o injerto (Instituto Colombiano
Agropecuario, 2012). El cacao de El Salva-
dor esta considerado como fino y de aroma;

lo cual constituye, junto con los paises Cen-

troamericanos, una produccion de cacao de
6,000 toneladas métricas de grano, de los
cuales El Salvador solo produce 200 tonela-
das (Chinchilla y Amaya, 2012).

Tradicionalmente, el cacao se ha multiplica-
do a través de semilla sexual, originada por
polinizaciéon natural. Algunos productores
de cacao toman las semillas provenientes de
mazorcas de las mejores plantas de cacao de
sus parcelas, sin conocer el origen del polen,
ya que la mayoria de las plantas son auto-in-
compatibles, por lo que necesitan del polen
de otra planta de cacao diferente para ser fe-
cundadas. Este hecho hace que se produzca
mucha variaciéon genética, entre los mate-
riales existentes en una region determinada
(Proyecto control de la moliasis del cacao,
2005). Esta variabilidad se expresa en la pro-
duccidn, el tamaio de los frutos, la calidad de
los granos y, en su comportamiento frente a
las plagas y enfermedades. Es por ello que en
una plantacién natural o de hibridos es dificil
conseguir una produccion uniforme en todos
los arboles (Chanatasig, 2004).

El injerto se realiza colocando una yema de
una planta muy productiva, de mejor adap-
tacion y con mayor resistencia a las enferme-
dades que tantos problemas causan al cultivo
del cacao. Por esa razdn, el éxito de esta labor
radica en la seleccion de la planta que dara
origen a todas las copas de la parcela seleccio-
nada (Rodriguez, 2006).
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El injerto es el método mas generalizado de
reproduccién vegetativa del cacao; se recu-
rre a esta practica cuando se desea reprodu-
cir fielmente las caracteristicas de los arbo-
les que se han seleccionado, evitando asi la
variaciéon sobre todo en el comportamiento
productivo, que normalmente ocurre con la
propagacion por semillas (Sandoval, Men-
doza y Nabarro, 2007).

La planta producida por este método conser-
va las cualidades del arbol de donde se obtu-
vieron las yemas, en comparaciéon con otros
métodos de propagacion vegetativa; este pro-
ceso permite un mayor aprovechamiento del
material que se desea propagar. Cada yema
extraida de un arbol seleccionado va a ori-
ginar un arbol idéntico, con las mismas ca-
racteristicas, ademas la planta producida por
injerto fructifica a mas temprana edad que la
planta de semilla (Proyecto control de la mo-
liasis del cacao, 2005).

Dada la importancia del cultivo de cacao en
El Salvador, la Universidad Catdlica de El Sal-
vador, junto con la Universidad de El Salva-
dor, con el apoyo de la Agencia de Los Esta-
dos Unidos para el Desarrollo Internacional
(USAID por sus siglas en ingles), lanzaron el
proyecto: “Desarrollo de un modelo tecnold-
gico para el rescate, caracterizacion y desa-
rrollo del potencial agroindustrial del cacao
autoctono de El Salvador™; el cual aplicé la

biotecnologia en toda la cadena productiva

del cacao. Gracias a esta iniciativa se generd
una técnica efectiva de microinjertacion de
cacao que ayuda a conservar y mantener la
calidad genética de las variedades de cacao
fino y de aroma, que se establecieron durante

épocas precolombinas en el pais.
2. Materiales y Métodos

Con el propdsito de establecer un método
efectivo de microinjertacion se evaluaron dos
alternativas: microinjertaciéon in vitro y mi-

croinjertacion en campo.

La seleccion del material vegetativo se rea-
liz6 en finca La Sierra, municipio de San
Julian departamento de Sonsonate. La finca
presenta un fuerte potencial de variedades
autdctonas propias del pais en cuanto a pro-
duccidén y calidad chocolatera finas y de aro-
ma. Como material vegetativo se seleccio-
naron semillas provenientes de un arbol de
cacao con caracteristicas amazonicas foras-
tero, con cualidades de ser un buen patrén
debido a su adaptabilidad y enraizamiento.
Ademas, el productor selecciond tres arboles
de cacao de buena calidad y alto rendimien-
to para extraer brotes jovenes ortotrépicos y

varetas o yemas axilares.

Para la microinjertacion in vitro, se preparo
un medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) con macrosales al 50%; 30 g/L de sa-
carosa y 0.3mg/L de kinetina. Los explantes

(yemas axilares y apicales) fueron llevados
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al laboratorio en donde se aplicéd una des-
infeccion con hipoclorito de sodio al 10%
durante diez minutos, y alcohol al 70% por
tres minutos. Luego se colocd el material al
flujo laminar para introducirlos en el medio
de cultivo correspondiente (ver figura 1). Se
recolectaron semillas de cacao a las cuales se
les aplicé una desinfecciéon con hipoclorito
de sodio al 10% durante veinte minutos, y al-
cohol al 70% por tres minutos. Se introduje-
ron en el flujo laminar para colocarlas en un
medio MS simple, sin hormonas, dejandolas

reposar hasta su germinacion.

En la fase de microinjertaciéon en campo, se
recolectaron semillas de cacao amazonico

forastero, las cuales se llevaron al labora-

torio en donde se les aplic6 un tratamien-
to de desinfeccién con fungicida comercial
(Azoxystrobin), tanto al sustrato (BM2) y a
las semillas, después se sembraron en tubos
con sustrato permaneciendo ahi hasta su
germinacioén (ver figura 2). Luego se reco-
lectaron varetas y brotes jovenes o chupones
ortotrépicos de diferentes accesiones de ca-
cao de alto rendimiento; con el propdsito de
injertarlos en los patrones o portainjertos ya

germinados (ver figura 3).
3. Resultados y Discusion

Para la prueba de microinjertacion in vitro, se
colocaron noventa yemas apicales y axilares

de las distintas accesiones de cacao seleccio-

Figura 1. Proceso de recoleccion e introduccion de yemas apicales y axilares: a) Recoleccion

de yemas apicales y axilares de cacao; b) Introduccién y diseccion de yemas apicales y axilares

en medio de cultivo bajo flujo laminar.
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Figura 2. Preparacion de semillas de cacao para la siembra: a) Semilla de cacao amazdnico

forastero desinfectada; b) Siembra de semilla de cacao en tubos.

Figura 3. Proceso de Microinjertacion en pua de cacao: a) Decapitacion de patrén o portain-

jerto; b) Microinjertacion de brote ortotrépico en patrén; ¢) Plantulas microinjertadas.

nadas por el productor, en treinta frascos con
medio de cultivo, teniendo un total de diez
frascos por cada accesion. Sin embargo, a los
diez dias de ser establecidos los tratamientos,
se empezd a notar contaminacién provocada
por hongos y bacterias en todos los explan-
tes. Las plantas patron fueron germinadas en
condiciones in vitro, colocando la semilla en
medio de cultivo, logrando buenos resultados
a los catorce dias, y obteniendo plantulas for-

madas a los treinta dias. Dados los resultados

negativos para el establecimiento de yemas
apicales y axilares bajo condiciones in vitro,

se opto por realizar el experimento en campo.

La prueba de microinjertaciéon en campo
se realiz6 sembrando 600 semillas de cacao
amazoénico forastero en bandeja con sustrato,
en ausencia de luz durante siete dias. E1 80%
de semillas germiné y un 20% de semillas no,
dejando como resultado un total de 480 plan-

tulas germinadas (ver figura 4).
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No germinadas
20%

Figura 4. Germinacion de semillas para plantas patron.

A los 45 dias de siembra de las plantulas pa-
tron, se midio el diametro de cada planta con
el proposito de realizar la microinjertacion;
siendo la medida mas apta para realizar este
proceso 0.5 cm, debido a una mejor manipu-
lacion de los explantes a la hora de realizar
la microinjertacién. En la figura 5 se mues-
tran cuatro tipos de medidas (0.2, 0.3, 0.4 y
0.5 cm), en donde la cantidad de plantas mas
representativa es para el didmetro de 0.5 cm,
con un numero de 202 plantas; las cuales fue-
ron microinjertadas mediante la técnica de
injertacion de pua o cufia con brotes ortotré-
picos de arboles de cacao de buena calidad,

seleccionados por el productor de cacao.

Después de realizada la microinjertacion, a
los 60 dias de cultivo, se hizo un conteo del
numero de plantas microinjertadas que lo-

graron adaptarse. En la figura 6 se muestra

que de un numero de 202 plantas microinjer-
tadas, el 94% sobrevivid exitosamente el pro-

ceso de microinjertacion.
4. Conclusiones

Los resultados que se obtuvieron en la prueba
de microinjertacion in vitro no fueron favo-
rables al introducir yemas axilares y apicales
en medio de cultivo, debido a que no se reali-
z6 una fumigacion preventiva contra hongos
y bacterias en la plantacion o arbol especifico
antes de recolectar el material vegetativo. Esto
provocd que el material que se introdujo en el
medio de cultivo se contaminara a los pocos

dias con patogenos del lugar de recoleccion.

Resultados similares fueron descritos por
Gomez (2010); el cual introdujo en un medio
de induccion de brotes yemas de cacao, las

cuales se contaminaron con microorganis-

Micro injertacion de cacao (Theobroma cacao) autoctono de El Salvador

Henry O. Calderén - Jacquelinne G. Zetino. El Salvador



PRODUCCION AGROPECUARIA Y DESARROLLO SOSTENIBLE

250 A

200 A

150 -

100 -

NN\

50 A

Numero de plantulas

0.2 0.3

0.4 0.5

Diamétro (cm)

Figura 5. Didametro de plantulas germinadas.
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Figura 6. Superviviencia de plantulas microinjertadas.

mos: bacterias, hongos y acaros provenientes
del lugar de recoleccién de los explantes. Asi-
mismo, indica que la oxidacion de los explan-
tes en el medio de cultivo es muy alta, lo que
impide la formacién de un nuevo tejido. Por
lo que es recomendable realizar una desin-
feccion preventiva en el lugar de recoleccion
del material vegetativo, para luego trasladar
el material al laboratorio y aplicar un método

efectivo y adecuado de desinfeccion del ma-

terial vegetativo, que se desea introducir en
medio de cultivo (Castillo, 2004).

Otra situacion a considerar es el uso de car-
boén activado en la formulacién del medio
de cultivo, para prevenir la oxidacién de los
explantes como las yemas apicales y axilares
que se desean introducir (Azofeifa, 2009).
Por otra parte, la germinacion de la semilla

de cacao en condiciones in vitro tuvo resulta-
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dos satisfactorios, empleando un método de
desinfeccion similar al descrito por Castarie-
da, Gutarra, y La Rosa (2015), quienes utili-
zaron etanol al 70% durante treinta segundos
e hipoclorito de sodio al 2.5% durante quince
minutos y tres enjuagues con agua estéril. Sin
embargo, la finalidad del experimento con-
sistia en obtener plantas clénicas y no prove-
nientes de semillas sexuales, es por ello que se
opto por realizar la microinjertacion en cam-
po debido a la eficiencia, costos favorables en

comparacion a cultivo in vitro.

En la microinjertacion se utilizé la metodo-
logia descrita por Somarriva et al. (2010),
en donde se utiliz6 el método de microinjer-
to de pua terminal, el cual consiste en deca-
pitar la planta patrén un centimetro por en-

cima de los cotiledones y cortar el tallo por

5. Referencias

el centro, realizando una incision de aproxi-
madamente tres centimetros por debajo de

los cotiledones.

La preparacion de las varetas se realiz6 iden-
tificando brotes o chupones con una colora-
cion y grosor similar al tallo de la planta pa-
tron, luego se realizé un corte en diagonal a
cada lado formando una pta, que compagi-
ne con el corte realizado en la planta patron
(Ramos, Rivas, y Villalta, 2015). Del experi-
mento que se realizé en campo se obtuvieron
resultados favorables y satisfactorios, debido
al tiempo que lleva la técnica de microinjer-
tacion en desarrollarse, en comparacion al
injerto tradicional y otras técnicas derivadas
de la biotecnologia de propagacion clonar de

plantas de cacao.

Alianza cacao El Salvador (2014). Alianza cacao El Salvador. Recuperado de http://www.alian-

zacacao.org/es/page/datos-historicos

Azofeifa, A. (2009). Problemas de oxidacién y oscurecimiento de explantes cultivados in vi-

tro. Revista Agronomia Mesoamericana, 155-156. Recuperado de http://www.mag.go.cr/

rev_meso/v20n01_153.pdf

Castafeda, S.; Gutarra, B. y La Rosa, R. (2015). Induccion in vitro de Theobroma cacao L. me-

diante cultivo de embriones sexuales. Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Recupe-

rado de https://www.researchgate.net/profile/Rafael_La_Rosa/publication/296668067_In-

troduccion_in_vitro_de_Theobroma_cacao_L_mediante_cultivo_de_embriones_sexuales/

links/56d76af808aebe4638afleld/Introduccion-in-vitro-de-Theobroma-cacao-L-median-

te-cultivo-de-embriones-sexuales.pdf

Micro injertacion de cacao (Theobroma cacao) autoctono de El Salvador

Henry O. Calderén - Jacquelinne G. Zetino. El Salvador



PrODUCCION AGROPECUARIA Y DESARROLLO SOSTENIBLE

Castillo, A. (2004). Propagacion de plantas por cultivo in vitro: una biotecnologia que nos
acompaifia hace mucho tiempo. Unidad de Biotecnologia, INIA Las Brujas, Uruguay. Recu-
perado de http://www.ainfo.inia.uy/digital/bitstream/item/410/1/111219220807102417.pdf

Chanatasig, C. (2004). Introduccién de embriogénesis somdtica en clones superiores de cacao
(Theobroma cacao L.), con resistencia a enfermedades fungosas. (Tesis de maestria). Centro
Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefanza, Turrialba, Costa Rica. Recuperado de

http://www.sidalc.net/repdoc/a0275e/a0275e.pdf

Chinchilla, K., y Amaya, F. (2012). Centroamérica potenciara el cacao de origen maya en Fran-
cia. El economista. Recuperado de https://www.eleconomista.net/actualidad/Centroameri-

ca-potenciara-el-cacao-de-origen-maya-en-Francia-20151023-0046.html

Goémez M., S. R. (2010). Evaluacion de la propagacion in vitro en cinco clones promisorios de
cacao (Theobroma cacao L.). (Tesis de pregrado). Universidad de San Carlos de Guatemala,

Guatemala. Recuperado de http://www.repositorio.usac.edu.gt/7139/1/T-02839.pdf

Instituto Colombiano Agropecuario (2012). Manejo fitosanitario del cultivo del cacao (Theo-

broma cacao L.) Medidas para la temporada invernal. Bogota D.C Colombia: Produmedios.

Murashige, T. y Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bio assays with tobac-

co tissue cultures. Physiologia plantarum, 473-497.

Proyecto control de la moliasis del cacao (2005). Guia prdctica: Produccion de plantas de cacao
por injerto. Recuperado de http://www.thia.org.hn/dowloads/cacao_pdfs/guia_produccion_

de_cacao_por_injerto.pdf

Ramos, Y. M.; Rivas G., A. T. y Villalta C., L. B. (2015). Evaluacion de diferentes técnicas de in-
jertacion en cacao (Theobroma cacao L.) y su insidencia en el prendimiento en fase de vivero.
(Tesis de pregrado). Universidad de El Salvador, El Salvador. Recuperado de http://ri.ues.
edu.sv/id/eprint/7626/1/13101584.pdf

Rodriguez, J. E. (2006). El injerto en la produccién de cacao organico. Manejo integrado de
plagas y agroecologia, 101-105. Recuperado de http://orton.catie.ac.cr/repdoc/A1849E/
A1849E.PDF

51

Vol. 8

ISSN 2305-1744 - PAyDS - Septiembre 2019



52 UNIVERSIDAD CATOLICA DE EL SALVADOR [

Sandoval, A., I; Mendoza, A., I. y Nabarro P,, M. (2007). Aprendiendo a injertar cacao. Pro-
DeSoC - IPADE, 1-15. Recuperado de https://es.slideshare.net/DenisSanchez1/aprendien-

do-a-injertar-cacao

Somarriva C., E.; Astorga D., C.; Vasquez M., N.; Cerda B., R.; Orozco A, L. y Quesada C., E
(2010). Injertacion y otras técnicas de propagacion del cacao. Centro Agronémico Tropical de
Investigacion y Ensefianza, Turrialba, Costa Rica, 25-28. Recuperado de https://www.research-

gate.net/publication/324359993_Injertos_y_otras_tecnicas_de_propagacion_del_cacao

Micro injertacion de cacao (Theobroma cacao) autoctono de El Salvador
Henry O. Calderén - Jacquelinne G. Zetino. El Salvador



