Biotechnology for coffee breeding

and genetic resource enhancement
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Arabica and robusta coffees are derived from
recently domesticated species. The Coffea gene
pool, of African origin, is characterized by high gene-
tic diversity based on germplasm from different
countries that is conserved in several field collec-
tions. This paper gives an overview of recent results
obtained using biotechnological methods on gene-
tic diversity within the Coffea gene pool, breeding
potential and germplasm preservation.

Genetic diversity. Coffee phylogenetic relationships
were estimated by different approaches. The gene
pool was divided into four major groups on the basis
of nuclear. DNA polymorphism of sequences of the
internal transcripted spacer ITS 2 region.
Chloroplastic DNA (exclusively maternally inherited)
was sequenced from 38 Coffea taxa for the tinL-
trnF intergenic spacer. Phylogenic relationships
inferred from this analysis suggest a six-clade orga-
nization. The genome sizes (DNA content — 2C
values), estimated by flow cytometry, ranged from
0.95to 1.78 pg and species could be classified into
three groups, suggesting that the coffee genome size
increases from East to West Africa. The overall
results indicate both a geographical organization
of the diversity (Madagascar, East Africa, Central and
West Africa) and a fast speciation process.
Molecular breeding potential. A first linkage map for
coffee C. canephora (totalling 1,402 cM) was deve-
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loped on the basis of a doubled-haploid population.
Both RFLP and PCR-based markers were used to
construct linkage groups and locate useful genes, for
instance: the S-locus involved in the self-incompatibi-
lity of C. canephora is associated with an RFLP marker
on linkage group 9; the resistance to coffee berry disea-
se (CBD) in arabica coffee, is closely linked to the T
gene. For CBD, resistance is controlled by at least
three genes that are present in the varieties Hibrido de
Timor (T gene), Catimor (T gene), Rume Sudan (R and
k genes) and K7 (k gene).

Concerning cultivated arabica coffee, random ampli-
fied polymorphic DNA (RAPD) markers have been suc-
cessfully employed to analyse genetic diversity among
cultivated and subspontaneous accessions. The nar-
row genetic base of commercial cultivars was confir-
med, but there was found to be refatively high genetic
diversity within the germplasm collection, demonstra-
ting the importance of collecting wild types. The mar-
ked heterotic effect reported in intergroup hybrids
could be related to this genetic differentiation.

Atthe interspecific level, analyses of crossing behaviour
indicated that between-species hybrids can be obtai-
ned in most cases. F1 and G2 hybrids obtained between
two species with different nuclear DNA content, i.e. C.
pseudozanguebariae (1.73 pg) and C. devewrei (1.42 pg)
were selected as a model. Genomicin situ hybridization
(GISH) and flow cytometry were used with six F2 and
seven G2 In G2, there was a linear relationship between
the number of chromosomes and the nuclear DNA
content, which means that flow cytometry could be use-
ful for assessing parental chromosomic contribution. In
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addition, caffeine and heteroside contents were ana-
lysed in these hybrids. They appeared to be under
polygenic control with a strong genetic effect
Nevertheless, one major gene with two alleles seemed
to be involved in the control of both compounds. This
highlights the obvious interest of inserting wild-type
characters into the genome of commercially viable
coffee species.

Conservation of genetic resources. Most coffee acces-
sions are currently conserved in field collections. Anin
vitro core collection of African coffee germplasm,
structured in 32 diploid diversity groups, was establi-
shed and conservedin vitro for 3 years. Survival ana-
lysis indicated broad variability in the responses of the
accessions to the storage conditions and confirmed the
importance of structuring the coffee complex to the
intraspecific level.

Different techniques and media have been tested for
long-term preservation of coffee resources, and cryo-
preservation séems to be the most interesting. The
effects of the precooling temperature on the survival
rate of cryopreserved C. arabica seeds and excised
zygotic embryos were investigated. The optimal ger-
mination rate (70%) of cryopreserved seeds was achie-
ved after precooling to —50° C. For embryos extrac-
ted after thawing from cryopreserved seeds, the maxi-
mal survival rate (97%) was obtained when seeds were
immersed directly into liquid nitrogen immediately after
dehydration without precooling.
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riginaire de I'Amérique tro-
picale, le cacaoyer Theobroma
cacao L. est un arbre dont les
graines fournissent le produit
alimentaire consommé sous le nom de cho-
colat. De plus, le beurre contenu dans les
feves a des applications dans l'industric phar-
maceutique et cosmétique. Le cacaoyer est un
produit important du commerce mondial,
avec un réle trés important dans I'économie

de pres de 45 pays.
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Au Mexique, la superficie plantée est de
90 000 hecrares avec une production
annuelle de 41 000 tonnes de feves. Les
rendements moyens de cacao marchand
par hectare restent tres faibles : 300-400 kg
car la production cacaoytre est affectée par
trois grandes contraintes : la maladie de la
« pourriture brune » causée par Phytophthora
palmivora, la culture de variétés de bas
potentiel productif et I'dge des plantations,
dont environ 80 % ont plus de 40 ans.
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Llnstitut national des recherches agrono-
miques et forestieres (INIFAP) du Mexique
développe un programme de recherche 4 la
station de Rosario Izapa, en Tapachula,
Chiapas, avec pour objectifs I'augmentation
du rendement, I'amélioration de la résistan-
ce aux maladies et la qualité des feves.

Stratégie
d’amélioration
géneétique

La stratégie d’amélioration et de sélection
appliquée chez le cacaoyer est schématisée
dans la figure. Elle est fondée sur la création
de descendances F1 ou « hybrides de
clones », suivie de la sélection individuelle des
meilleurs arbres pour la formation de clones
qui sont évalués dans des essais clonaux.
Ce schéma comporte I'établissement d’'une
collection et son étude, ’hybridation et
I'évaluation des descendances interclonales,
la sélection clonale et la propagation végé-
tative des meilleurs clones.

Etat actuel
des travaux
et résultats

Le germoplasme
et son étude

La collection de germoplasmes du cacaoyer
de 'TNIFAP comporte 175 clones venant de
neuf pays d’Amérique. Elle est conservée
sous forme de collection vivante dont les
individus sont multipliés par bouturage.
Lérude de cette collection comprend :

— la description des caracteres de la cabos-
se et de la feve [1, 2] ;

— l'analyse RFLP de PADN nucléaire [3, 4] ;
— la réaction de sensibilité 2 Phytophthora
palmivora [5). La caractérisation botanique
a débuté en 1994 [6]. Les caracteres de la
cabosse et de la feve, obtenus sur 105 clones
ct présentés dans le tableau I, sont indica-
tifs d’une forte variabilicé.

Une comparaison des clones fondée sur
leur origine indique que les clones mexicains
présentent, en général, des cabosses et des
feves de valeur supéricure a celle de la plu-
part des clones importés.

Lanalyse RFLP du germoplasme a com-
mencé en 1996 avec TADN génomique de
feuilles fraiches. Pour ’hybridation, 5 pico-
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Figure. Stratégie d’amélioration génétique et
sélection du cacaoyer au Mexigque.

Figure. Genetic improvement and breeding strategy
for cocoa in Mexico.

grammes de chaque échantillon ont été
digérés par 'enzyme de restriction Hind III.
Sur 30 sondes RFLP appliquées sur
124 clones, 29 d’entre elles (97 %) per-
mettent de distinguer le polymorphisme
présent dans ce groupe, en générant
56 bandes polymorphes permettant de dif-
férencier 77 des 124 génotypes étudiés.

Les génotypes restants (47) sont séparés en
6 groupes dont chacun comporte un certain
nombre de clones oti il n’a pas été possible

d’établir de différences au niveau des géno-
types.

Lintégration des données botaniques et
moléculaires dans une analyse, encore
incomplete, de I'ensemble des génotypes
montre que les génotypes mexicains consti-
tuent (excepté certains clones prospectés
dans la forét Lacandona) une population a
base génétique réduite et s'apparentant aux
génotypes du Guaremala. Par ailleurs, des
génotypes provenant du Brésil, d"Equateurf
du Costa Rica et du Pérou apparaissent
tres divergents. Ces données suggerent op-
portunité d’augmenter la diversité de la
collection de germoplasmes de I'INIFAP
par I'importation ainsi que par de nou-
velles prospections en forét et dans des
anciennes plantations.

Lévaluation de la réaction du germoplasme
a Phytophthora palmivora est réalisée par
I'inoculation de fruits 4gés de 3 mois, qui
restent attachés  la plance. Le fruit est ino-
culé au centre, en deux points opposés,
chaque point avec une goutte contenant
environ 24 000 zoospores. Pour chaque
clone un échantillon minimum de 15 fruits
est utilisé. Les observations du taux de fruits
infectés et du diamétre moyen de la tache de
tissu nécrosé sont faites six jours aprés ino-
culation. En prenant le diametre de la tache
comme criere de sélection, un clone est
considéré résistant lorsque cette valeur est
inférieure 2 2 cm.

Les résultats obtenus sur 60 clones indiquent
que 38 présentent une réaction de résistance,
car leur diametre ne dépasse pas la valeur
limite (tablean 2). Parmi les clones les plus
résistants on peut signaler : SCA-6, EET-

Tableau 1

Caracteres de la cabosse et de la féve de 105 clones de la collection de

IINIFAP (Mexique, 1997)

Caractere cv Val. max. Génotype Val. min. Génotype

Cabosse

Poids 9.3 778,7 ICS-1 287,8 SCA-6

Longueur 14,3 A 24,7 RIM-13 12,3 SIAL-93

Diameétre 73 9,6 RIM-68 6,5 SCA-6
EET-94

Feves

Nombre par 13,4 44,8 IMC-67 22,1 Esm.

cabosse Amar.

Poids frais 19,1 205,7 UF-11 74,9 SCA-6

Poids sec 21,3 1,76 UF-12 0,57 SCA-6

Teneur en coque 22,2 11,8 RIM-223 4,0 9-TAB-885

Val. max. : valeur maximale ; Val. min. : valeur minimale ; CV : coefficient de variation.

Cocoa pod and bean descriptors for 105 clones of the INIFAP collection (Mexico.

1997)
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pr =4 ¥
enolype Diam. de Infection Génotype Diam. de Infection

lésion % Iésion %
SCA-6 0 0 ICS-1 0,91 100
S-TAB-986 0 0 RIM-24 1,01 61
CHUAO-120 0 0 PA-121 1,01 100
8-CHI-986 0 0 RIM-88 1,07 49
12-TAB-986 0 0 EET-59 1,64 100
SGU-85 0 0 STA CLARA-3 1,13 100
UF-705 0 0 RIM-228 0,81 100
CC-225 0 0 ESM.AMAR 1,02 100
EET-400 0,01 5 10-1 1,04 100
0,02 10 SIAL-407 1.1 100
0,03 9 EET-164 1,13 86
0,04 17 EET-399 1,60 25
0,08 5 NA-34 1,16 93
POUND-7 0,09 25 RIM-105 1,16 67
T-376 0,03 51 CATIE-1000 1,80 95
RB-46 0,11 100 EET-94 1,79 100
R2B-41 0,2 62 UF-296 1.22 100
PORCEL-3 0,42 100 UF-667 1,35 64
PA-13 1,67 67 PI-1963 1,76 100
PA-169 0,56 100 ICS-6 1,53 100
EET-164 0,71 86 P12-1962 1,54 100
Qc77 1,92 100 SIAL-56 1,76 100

CC-210 1,74 100

Cocoa clones of the INIFAP (Mexico)

P. palmivora

400, 9-TAB-986, 12-TAB-986, CHUAO-
120, 8-CHI-986, SPA-9, SCA-12, POUND-
7, UF-705, EET-48 et CC-225.

Evaluation
et sélection d’hybrides
interclonaux

La sélection générative (création et évalua-
tion d’hybrides interclonaux) a débuté en
1984, Soixante-six croisements ont été tes-
2 partir d’essais comparatifs installés
1ere 1984 et 1988.

Les essais d’hybrides sont implantés sui-
vant un dispositif en randomisation totale
mono-arbre. Contrairement aux essais d’hy-
brides, les essais de clones sont plantés sui-
vant un dispositif en blocs au hasard dont

collection which are resistant to

chaque unité est composée de 8 plantes.
Les principaux résultats de cette étape appor-
tent les informarions sur la vigueur, la pré-
cocité en production, le rendement et la sen-
sibilité au Phyrophthora. On observe une forte
vigueur hybride pour la croissance, la préco-
cité et le rendement, plus de 48 % des
hybrides testés étant supérieurs a I'amelona-
do régional cultivé par les paysans. Les
hybrides les plus productifs sont générale-
ment ausst les plus précoces, avec un début de
production 4 partir de la deuxiéme année et
une entrée en pleine production 5 ans apres
plantation, soit environ 3 ans avant les ame-
lonados locaux. La production des meilleures
familles se situe autour de 1,5 4 2 tonnes de
cacao marchand. Les meilleures descendances
ont été obtenues lorsque les clones importés
POUND-7, SCA-6, EET-48, EET-59, CC-
266 sont croisés aux clones mexicains RIM-
2, RIM-23, RIM-48 et RIM-75.
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Les meilleurs arbres sélectionnés a partir des
premiers essais d’hybrides ont éwé clonés et mis
en essai comparatif au champ depuis 1995
(tablean 3). Les 15 meilleures sélections parmi
les plus productives sont : 8, 9, 12, 20, 21 et
24. Certaines ont des rendements qui sont
supérieurs a 2 kg par arbre par an. Ce maté-
riel végétal constitue la prochaine sortic varié-
tale et pourra écre mis 2 la disposition des
planteurs d’ici 4 3 ans.

Des études pour évaluer le comportement
vis-i-vis du Phytophthora des clones sélec-
tionnés sont en cours et des résultats prélimi-
naires indiquent la présence de hauts niveaux
de résistance au pathogene dans ces descen-
dances. Par ailleurs, des parcs A bois des
meilleures sélections sont mis au champ afin
dappuyer la multplication végétative en masse.

Cartographie
des genes d’intérét
agronomique

La mise en évidence d’une liaison entre un
caractére et un marqueur ainsi que sa carto-
graphie constituent I'étape préliminaire pour
la mise en place d'une sélection assistée par mar-
queurs moléculaires. Cette stratégie d’associa-
tion des marqueurs QTL a des caractéres agro-
nomiques a éé déja mise en place pour d'autres
populations de cacaoyer. Sur cette base, une
population ségrégeante de 500 plantes obte-
nues & partir du croisement entre le clone
POUND-7 (péruvien, Forastero, auto-incom-
patible, forrement résistant au Phytophthora) ct
le clone RIM-76A (Criollo, mexicain, sen-
sible au Phyrophihora, autocompatible) a éré éra-
blie au champ en 1996, en deux localités.
Deux caracteres agronomiques (diametre du
tronc et hauteur de la couronne) ont déja été
évalués 7 mois apres la plantation ; 'analyse des
QTL pour ces caractéres commencera bientt.
Dans lavenir, on envisage I'érude dautres
caracteres d'intérét agronomique tels que le ren-
dement, le nombre d’ovules par ovaire, la réac-
tion & Phytophthora, le poids des feves, le conte-

nu de martiere grasse, entre autres.

Propagation

des variétés
ameéliorées

Pour la multiplication des meilleurs clones,
une technique de propagation par micro-

greffage de plantule a été mise au point ; ce
procédé est caractérisé comme suit :
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Tableau 3

Caractéristiques des arbres élites sélectionnés dans des familles

d’hybrides de cacaoyer

Génotype N° de Rend. Poids de feves
sélection annuel (g) séches (g)
CC-210 X RIM-23 1 1256 0,86
CC-210 X RIM-75 4 612 0,96
CC-210 X RIM-75 5 1228 1,12
SCA-6 X RIM-2 8 2 460 0,64
SCA-6 X RIM-2 9 2504 1,04
POUND-7 X EET-48 12 3744 0,97
POUND-7 X RIM-2 13 672 1:8
EET-59 X CC-266 16 1 980 1,12
POUND-7 X RIM-23 20 2728 1,01
IMC-67 X RIM-23 21 2 652 1,00
SCA-6 X RIM-75 24 3240 0,98
SCA-6 X RIM-75 25 1088 0,88
SCA-6 X RIM-23 27 1984 0,88
POUND-7 X RIM-75 30 1 032 1,22
POUND-7 X RIM-75 31 1244 1,12

Characteristics of elite cocoa trees selected from hybrid families

— utilisation d'une plantule dgée de 10-
15 jours comme porte-greffe ;

— utdilisation de porte-greffes 4 génotypes
compatibles avec les greffons ; apres éva-
luation, les clones POUND-7, EET-48 ;
SPA-9, EET-59, et CC-210 ont été retenus ;
— utilisation de la grefte en écusson dont le
bourgeon déja « démarré » a entre 1 et
2 mm de longueur.

Le succes de cette voie de propagation oscil-
le entre 6O et 80 % et la reprise de la crois-
sance du bourgeon est tres rapide : 4 mois
aprés le greffage, des plantes prétes a étre
plantées au champ sont obtenues.

Un essai préliminaire d’adaptation pour la
production en masse de plantes par cette
méthode montre qu'un rendement men-
suel moyen de 10 000 plantes est possible.
A partir de résultats antérieurs portant sur
linduction d’embryogentse somatique [7]
4 partir des explancs de tissu maternel, des
expériences en cours sont orientées vers
I'adaptation de ce protocole aux génotypes
sélectionnés par PINIFAR. Des pitces florales
de quatre génotypes ont été mises en culture
en suivant un protocole d’induction-expres-
sion dans un milieu « MS » complémenté
avec 2,4-D et kinétine A diverses concen-
trations. Les premiers résultats montrent

la formation de tissu 4 aptitude embryoge-
ne 4 partir de pérales et de staminodes dans
un génotype. Les premiers embryons obte-
nus ont été transférés dans d’autres milieux
afin de poursuivre leur germination et leur
conversion en plantules /7 vitro ; jusqua
présent leur développement semble étre
normal.

Conclusion
et perspectives

Les résultats obtenus apportent des pro-
grés remarquables qui pourraient étre uriles
pour la revalorisation de la culture du
cacaoyer dans les régions tropicales du
Mexique.

La description morphologique complétée
par les marqueurs moléculaires a révélé un
polymorphisme trés important et permet
une bonne caractérisation de la majorité
des clones étudiés.

La diversité observée dans la collection
savere relativement élevée. Cette base géné-
tique actuellement disponible, apparait suf-
fisante pour le développement d’'un pro-
gramme d’amélioration génétique fondé
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sur lobtention d’un effet hétérosis entre
des génotypes éloignés génériquement.
Lestimation des distances génétiques entre
les clones pourrait permettre d’obtenir des
effets d’hétérosis en évitant de croiser des
individus génétiquement trop proches.
En cc qui concerne 'hybridation, les des-
cendances testées ont une vigueur et une
précocité tout i fait remarquables ; leur
premiére récolte intervient 2 ans apres leurs
plantacions. Ils montrent un potentiel de
rendement de 1,5 2 2 tonnes de cacao mar-
chand A Phectare, en conservant un haut
niveau de résistance au Phytophthora, ce
qui dépasse largement la production des
cacaoyers cultivés traditionnellement dont
les rendements oscillent entre 300 et 400 kg
A 'hecrare en plantation adulte. Ces clones
améliorés pourraient bientét étre mis a la
disposition des planteurs.

En outre, dans le cas du cacaoyer, plante
pérenne, allogame, 4 long cycle, la sélection
assistée par marqueurs moléculaires per-
met d’envisager un certain nombre d’ap-
plications. Une nouvelle voie de recherche
en cours, intégrant l'utilisation des mar-
queurs QTL pour la résistance a
Phytophthora et d’autres caracteres agrono-
miques, devrait permettre d’associer des
caracteres intéressants avec des marqueurs ct
initier ainsi une sélection plus efficace.
Par ailleurs, les résultats obtenus sur la pro-
pagation par microgreffage et I'extrapolation
du protocole d’induction d’embryogenese
somatique & partir de pitces florales sont trés
encourageants, car une application tres
importante du clonage soit par microgref-
fage, soit par embryogenése somatique,
serait la multiplication végérative d’arbres
élites « F1 » sélectionnés parmi les produits
de croisements contrdlés entre clones.
Une amélioration de la production peut
étre directement acquise par le clonage des
meilleurs individus sélectionnés dans des
familles d’hybrides ; cela conduirait a des
variétés cultivées sous forme de popula-
tions ot les combinaisons favorables mani-
festant le plus d’hétérosis seraient direcre-
ment multiplies et exploitées.

Ainsi, le microgreffage et I'embryogentse
somatique peuvent engendrer des modifi-
cations fondamentales dans les stratégies
de sélection et de multiplication du cacaoyer
par une meilleure exploitation des possibi-
lités offertes par le clonage, surtout pour les
caracteres de résistance aux maladies et de
qualité des feves.

De plus, la maitrise de la régénération
embryogenese somatique ouvre les v
de nombreuses applications comme la o
formation génétique, la création de vari
somaclonale, 'hybridation somarig




mutagenése induite, lesquelles constituent
des opportunités importantes pour 'amé-
loration génétique du cacaoyer.

Les résultats obtenus établissent les bases de
nombreuses études d'intérér fondamental ou
2ppliqué chez le cacaoyer 2 partir de 'amé-
lioration, du décerminisme du contréle
senétique des caracteres et de la régénération
par embryogenese somatique 7 virro B
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Le cacaoyer (Theobroma cacao L) est une espe-
ce tropicale, pérenne, allogame, diploide (2n = 20).
Au Mexique, la superficie plantée est de
90 000 hectares avec une production annuelle de
41000 tonnes de féves. Les principales contraintes
de la production sont la « pourriture brune » cau-
sée par Phytophthora palmivora, la culture de
variétés a faible rendement et I'4ge des plantations.
LINIFAP du Mexique développe un programme
d’amélioration et de propagation avec I'appui des
technologies végétales surla base de la créa-
n d'hybrides F1 a partir de clones, suivie d’une
on des meilleurs individus. La propagation
greffage sur plantules, I'embryogenése
e in vitro & partir d’explants de tissus
et I'étude de marqueurs moléculaires
OTL (pourla résistance génétique a Phytophthora
ELpour ces caracteres agronomiques) est égale-
ment étudiée. L'évaluation de la diversité géné-
tique de la collection de I'INIFAP est fondée sur la
description botanique, I'analyse RFLP de I'ADN
nucléaire etla sensibilité & Phytophthora. analyse
RFLP sur 124 clones a montré qu'il est possible de
différencier 77 d’entre eux sur les clones se sépa-
rant en 6 groupes. Sur 60 clones évalués, 38 ont
montré une forte résistance génétique a £ palmi-
vora, notamment: SCAB, EET95, SPAS, EET400,
EET48, POUND?7, SCA12, EET162, IMC67 et EET164.
La sélection de génotypes supérieurs appliquée a
des populations hybrides a permis d’obtenir
10 clones de haute valeur agronomique dont les
rendements en cacao sec sont supérieurs a
2,5 kg/plante/an et présentant une forte résistan-
ce a P palmivora. La technique d’induction d’em-
bryogenése somatique a partir d’explants de
pieces florales doit fournir une large population
pour permettre la détermination du contréle géné-
tique de la résistance & P pafmivora et I'analyse de
marqueurs QTL pour les génes de cette résistan-
ce et pour divers caractéres agronomiques. Une
plantation de 500 plantes de I'hybride POUND7x
RIM76A a été établie en 1996 dans le cadre du
programme gouvernemental de récupération de la
«cacaoculture » Mexicaine.
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and evaluated in field conditions. The basic cocoa breeding plan involves the following steps:

— studies on the germplasm collection
— crossing of parents (clones) by arti

ial pollination,

—progeny trials for evaluation of hybrid families and selection of the best trees within families,

— clone trials,
—dissemination of selected clones o fzrmers.

In addition, trials involving in vitro propagation by somatic embryogenesis from maternal tissue and gene-
tic studies based on QTL markers for genetic resistance to Phytophthora and agronomic characters are
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Concerning genetic resistance to Phytophthora, screening tests involve artificial inoculation of pods
attached to trees under field conditions. An assessment of 60 clones (Table 2) indicated that clones SCA-
6, EET-95, SPA-9, EET-400, EET-48, POUND-7, SCA-12, EET-162, IMC-67 and EET- 164 are the most resistant.
Within the framework of a programme for the evaluation and selection of . hybrid materials initiated in 1984,
the results of an assessment of 66 hybrid families suggest strong hybrid vigor for initial growth, de velop-
ment, earliness and yield. The best hybrid combinations have been obtained by crossing Forastero clones
POUND-7, SCA-6, EET-48, EET-59 and CC-266 with Mexican clones RIM-2, RIM-23, RIM-48 and RIM-75. Fifteen
promising clones have been selected (Table 3) and evaluated in field conditions, and the results revealed
superior yield and high commercial quality. Two techniques have been investigated for the vegetative mul-
tiplication of selected genotypes. In the first, we attempted to micrograft a patch budding to young seed-
ling rootstocks at the nursery stage. The best results were obtained using 2 week-old rootstocks. A 40-60%

success rate has been obtained with micrografting,
rootstock. Further research is under way to improve
ducers. The second technique involves the induction

i.e. better than with conventional grafting on mature
this technique for its potential transfer to cocoa pro-
of somatic embryogenesis from somatic tissue. A suc-
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cessful procedure has been developed for cocoa regeneration by somatic embryogenesis induced from
flower parts. Excised petals, staminodes and anther threads are cultivated in vitro, and an embryogenic
calluses appears after 6-8 weeks of culture. Somatic embryos at the end of the globular stage are trans-
ferred for potential maturation and germination. Plants capable of adapting to ex vitro conditions can be
obtained by this technique. Research is presently focused on improving the embryo-to-plant conversion
rate, embryo production in liquid media and evaluation of regenerated plants in field conditions. The
results of this programme, which represents one of the first successful attempts to integrate new bio-
technological tools with conventional cocoa breeding, are promising for future applications for genetic
improvement and vegetative multiplication of Theobroma ca cao.
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Cocoa (Theobroma cacao L.) is a tropical, diploid (2n = 20) outbreeding plant. In Mexico, 90,000 ha are cropped
with cocoa, yielding 41,000 t/year of dried beans. Cocoa trees on most Mexican plantations are over 40 years
old, and yields are thus declining to uneconomic levels. Apart from the age factor, the drop in yield could also be
attributed to low genetic potential planting material, problems of black pod disease caused by Phytophthora sp.,
and prolonged inadequate cultural practices. The Mexican Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias (INIFAP) has developed a breeding and plant propagation research programme using new
biotechnology tools. The breeding plan is based on creation of hybrid segregation populations followed by single
selection of elite trees that are propagated vegetatively and evaluated in field conditions. The basic cocoa
breeding plan involves the following steps: studies on the germplasm collection, crossing of parents (clones) by
artificial pollination, progeny trials for evaluation of hybrid families and selection of the best trees within families,
clone trials, dissemination of selected clones to farmers. In addition, trials involving in vitro propagation by
somatic embryogenesis from maternal tissue and genetic studies based on QTL markers for genetic resistance
to Phytophthora and agronomic characters are under way. The INIFAP germplasm collection includes 175
clones, i.e. the population from which parent stock is selected. This population includes Mexican “local farmers’
cocoa selections” and imported genotypes from eight Latin American countries. The cocoa genebank is
maintained within the clonal field collection. Genetic diversity is currently being investigated on the basis of
agronomic value, morphological descriptors and RFLP analysis. The results of morphological and molecular
analysis of 124 clones differentiated 62% of the INIFAP collection (77 different genotypes). The remaining
clones were classified in six groups. There is very little variability in Mexican cocoa germplasm. Concerning
genetic resistance to Phytophthora, screening tests involve artificial inoculation of pods attached to trees under
field conditions. An assessment of 60 clones indicated that clones SCA-6, EET-95, SPA-9, EET-400, EET-48,
POUND-7, SCA-12, EET-162, IMC-67 and EET-164 are the most resistant. Within the framework of a
programme for the evaluation and selection of hybrid materials initiated in 1984, the results of an assessment of
66 hybrid families suggest strong hybrid vigor for initial growth, development, earliness and yield. The best
hybrid combinations have been obtained by crossing Forastero clones POUND-7, SCA-6, EET-48, EET-59 and
CC-266 with Mexican clones RIM-2, RIM-23, RIM-48 and RIM-75. Fifteen promising clones have been selected
and evaluated in field conditions, and the results revealed superior yield and high commercial quality. Two
techniques have been investigated for the vegetative multiplication of selected genotypes. In the first, we
attempted to micrograft a patch budding to young seedling rootstocks at the nursery stage. The best results
were obtained using 2 week-old rootstocks. A 40-60% success rate has been obtained with micrografting, i.e.
better than with conventional grafting on mature rootstock. Further research is under way to improve this
technique for its potential transfer to cocoa producers. The second technique involves the induction of somatic
embryogenesis from somatic tissue. A successful procedure has been developed for cocoa regeneration by
somatic embryogenesis induced from flower parts. Excised petals, staminodes and anther threads are cultivated
in vitro, and an embryogenic calluses appears after 6-8 weeks of culture. Somatic embryos at the end of the
globular stage are transferred for potential maturation and germination. Plants capable of adapting to ex vitro
conditions can be obtained by this technique. Research is presently focused on improving the embryo-to-plant
conversion rate, embryo production in liquid media and evaluation of regenerated plants in field conditions. The
results of this programme, which represents one of the first successful attempts to integrate new
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biotechnological tools with conventional cocoa breeding, are promising for future applications for genetic
improvement and vegetative multiplication of Theobroma cacao.



