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RESUMEN

El cadmio (Cd) es uno de los metales pesados mas toxicos y representa un riesgo
significativo para las plantas, los animales y los seres humanos. Una de las principales
preocupaciones para los seres humanos en particular es que los arboles de cacao bioacumulan
Cd en niveles mas altos que la mayoria de las demaés plantas. Este estudio planteo la hipétesis
de que los niveles de Cd estan influenciados tanto por el contenido de Cd del suelo como por
el genotipo del cacao. Se expusieron esquejes de cuatro genotipos de cacao (CCN-51, ICS-39,
IMC-67, TSH-565) a dosis de Cd (0, 6, 12 mg/kg) durante 40 y 168 dias. Se aplicaron modelos
de regresion lineal para evaluar el contenido de Cd de la planta y las respuestas morfoldgicas y
fisioldgicas a la exposicion al Cd.

Los resultados revelaron niveles consistentemente altos de Cd en todos los genotipos,
siendo CCN-51 el que mostré la mayor acumulacién; sin embargo, se observo una diferencia
estadisticamente significativa (P < 0,05) solo entre CCN-51 e IMC-67 en la dosis més alta. Las
respuestas morfoldgicas variaron: el aumento de la dosis de Cd condujo a brotes mas largos en
CCN-51, ICS-39 y TSH-565, pero brotes méas cortos en IMC-67. La dosis de Cd influyd
positivamente en el nimero de raices en CCN-51 e IMC-67 y en el nimero de hojas en CCN-51.

Si bien se observaron algunas diferencias genotipicas en la acumulacion de Cd, todos
los genotipos acumularon Cd en niveles inadecuados para el cultivo en suelos contaminados.
Estos hallazgos subrayan la necesidad de estrategias alternativas para mitigar la contaminacion

por Cd en el cultivo del cacao.

Palabras claves: CCN-51; IMC-67; ICS-39; TSH-565; Pert; Contaminacién del suelo



ABSTRACT

Cadmium (Cd) is one of the most toxic heavy metals, posing significant risks to plants,
animals, and humans. One major concern for humans in particular is that cacao trees
bioaccumulate Cd at levels higher than most other plants. This study hypothesized that Cd
levels are influenced by both the soil Cd content and cacao genotype. Cuttings from four cacao
genotypes (CCN-51, ICS-39, IMC-67, TSH-565) were exposed to Cd doses (0, 6, 12 mg/kg)
for 40, and 168 days. Linear regression models were applied to evaluate plant Cd content and
morphological, and physiological responses to Cd exposure.

Results revealed consistently high Cd levels across genotypes, with CCN-51 showing
the highest accumulation; however, a statistically significant difference (P < 0.05) was observed
only between CCN-51 and IMC-67 at the highest dose. Morphological responses varied:
increasing Cd dose led to longer shoots in CCN-51, ICS-39, and TSH-565 but shorter shoots in
IMC-67. Cd dose positively influenced root number in CCN-51 and IMC-67 and leaf number
in CCN-51.

While some genotypic differences in Cd accumulation were observed, all genotypes
accumulated Cd at levels unsuitable for cultivation on contaminated soils. These findings

underscore the need for alternative strategies to mitigate Cd contamination in cacao cultivation.

key words: CCN-51; IMC-67; ICS-39; TSH-565; Peru; Soil contamination



l. INTRODUCCION

El sembrio y la produccion del cacao estdn directamente relacionadas con las
condiciones medioambientales de las diferentes zonas donde se cultiva, existiendo regiones con
mayores niveles de produccién como es el caso de San Martin respecto a otras. Durante el
periodo enero a diciembre de 2022, la produccion fue liderada por la region San Martin, con
64,9 mil toneladas (representando el 38,1 % de la produccién nacional); seguida por la region
Junin con 31,9 mil toneladas (18,7 %); Ucayali con 22,7 mil toneladas (13,3 %) y finalmente
las regiones de Huéanuco y Cusco con 16,6 mil y 8 mil toneladas, respectivamente,
constituyéndose de esta forma las cinco regiones en representar alrededor del 80 % de la
produccion total del pais. La produccién nacional de cacao en grano en el Peru ha sufrido un
crecimiento promedio anual de 10,1 % en los Gltimos afios y esta se basa principalmente en tres
variedades, 53,3 % de la variedad trinitario (Junin), 37,3 % de forastero amazoénico (Cusco y
Ayacucho) y el 9,4 % de criollo (zona norte de San Martin, Amazonas y Cajamarca)
(MIDAGRI, 2023).

Sin embargo, actualmente el desarrollo de este cultivo viene siendo afectado por algunas
limitantes como la presencia de plagas y enfermedades en incluso la presencia de metales
pesados de manera natural en los suelos cultivados con cacao como es el caso del cadmio (Cd),
hecho que viene limitando su produccion y calidad, y por ende la exportacion de subproductos
vinculados a este cultivo importante en la generacion de divisas para diversos actores de la
cadena.

Augstburger et al; (2000), sefialan que las plantas de cacao absorben metales pesados
del suelo y los concentran en las semillas, hojas y raices. Para el caso del cadmio, actualmente,
no se conoce un papel fisioldgico definido en la planta, pero puede concentrarse en las raices,
brotes, hojas o partes comestibles como los granos por su constitucion grasosa (Rascio y
Navari-1zzo, 2011). El Cd es un elemento movil en la solucion del suelo y se encuentra de
manera natural en la corteza terrestre en forma de minerales, de donde pueden ser absorbidos
por las plantas y tomados de ellas por el ser humano, y en altas concentraciones pueden resultar
ser toxicas, segun (Prieto et al; 2009).

Segun Alloway (2013), la presencia de algunos metales pesados estd directamente
relacionados con fuentes especificas como: fertilizantes (Cd, Cr, Mo, Pb, Zn), plaguicidas (Cu,
As, Hg, Pb, Mn, Zn), compost derivados de residuos solidos convencionales (Cd, Cu, Ni, Pb,
Zn) y del estiércol (Cu, As, Zn). Ademas, Laegreid et al; (1999) manifiestan que los fertilizantes

fosforados son una fuente de Cd, debido a los contenidos de apatita, que ademas de fésforo,
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contiene Cd en concentraciones entre 8 y 500 mg/kg, por lo que las plantas expuestas a altos
niveles de Cd causan la reduccién en la fotosintesis, en la absorcién de agua y nutrientes,
consecuentemente, se observa clorosis, inhibicion del crecimiento, pardeamiento de las puntas
de las raices y, finalmente, la muerte de la planta (Jiménez, 2015).

Asi mismo, los grandes mercados consumidores de los derivados de este cultivo, se han
vuelto més exigentes. En 2014, la Union Europea aprobo el reglamento (UE) N° 488/2014, los
cuales regula los umbrales de metales pesados en productos de chocolate y cacao que contienen
niveles superiores de 0,8 ppm, situacion que podria limitar la dindmica de esta cadena de valor
y consecuentemente, afectar a familias y productores que dependen directamente del cultivo de
cacao, al disminuir su calidad de vida. En tal sentido, conocer la dindmica del Cd, en plantas de
cacao propagadas y producidas asexualmente por enraizamiento de estaquillas podria conllevar
a viabilizar las posibilidades de comprender el mecanismo de transporte y translocacion de este
metal desde el nivel radicular hasta la parte aérea de la planta.

Actualmente, la limitada o escasa informacion cientifica sobre los mecanismos de
transporte de Cd en el cultivo de cacao, genera contextos reducidos que aterricen en posibles
soluciones sobre la acumulacién de este metal en tejidos y 6rganos. Es asi que, la ejecucion de
la presente propuesta de investigacion buscara entender este mecanismo de transporte desde las
raices hasta la parte foliar (aérea), cuantificando su absorcion interna, mediante el anlisis por
espectrofotometria de absorcion atomica. Ademas, se buscara la identificacién de genotipos
comerciales con menor afinidad a la translocacion de Cd.

Consecuentemente, los resultados generados tendran un impacto para algunos eslabones
de esta cadena de valor y en particular para el sector agricola y la comunidad cientifica. Para el
sector agricola es muy probable que identifiquemos genotipos comerciales propagados por
enraizamiento de estaquillas con menor translocacion a cadmio; en tanto que, para la comunidad
cientifica los resultados obtenidos tendran la veracidad respectiva y existiendo posibilidades de
ser publicables en revistas cientificas de gran impacto.

Finalmente, el desarrollo y ejecucion de la presente propuesta de investigacion
conllevara a fortalecer las lineas de investigacion entre la Estacion Experimental Agraria EL
Porvenir, San Martin del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) y la Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS), ademas, la presente propuesta plantea como hipdtesis
que la dindmica del cadmio en plantones de Thebroma cacao obtenidas mediante enraizamiento
de estaquillas en condiciones de vivero involucra la absorcion y translocacion del cadmio desde

la parte radicular hasta la zona foliar, teniéndose como objetivos:



Objetivo general.

Determinar la acumulacion del cadmio (Cd) en plantones de Theobroma cacao obtenidos

mediante enraizamiento de estaquillas en condiciones de vivero.

Objetivos especificos.

1. Cuantificar la concentracion de Cd en plantones de Theobroma cacao obtenidos mediante
enraizamiento de estaquillas.

2. Determinar el factor de translocacion del Cd en plantones de Theobroma cacao obtenidos
mediante enraizamiento de estaquillas.

3. ldentificar plantones de Theobroma cacao obtenidos mediante enraizamiento de estaquillas
con menor capacidad de transporte de cadmio.

4. Evaluar los efectos del Cd tanto a nivel morfolégico como en los pigmentos de clorofila en

plantones de Theobroma cacao obtenidos mediante enraizamiento de estaquillas.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcion morfoldgica del cacao.

Duran (2010), sefiala que el cacao presenta un sistema radical que se compone de
una raiz pivotante y que en condiciones favorables puede penetrar mas de 2 m de profundidad
en el suelo. Esta condicion favorece el reciclaje de nutrientes. Ademas, presenta un extenso
sistema superficial de raices laterales distribuidas alrededor de 15 cm de la superficie del suelo.
Segun su origen, la raiz es radicular porque proviene de la radicula del embrion. Ademas, posee
un tallo que crece de forma recta, alcanzando una altura que oscila entre 0,80 a 1,00 m, para
luego formar un conjunto de ramas, segun refiere Johnson et al. (2008). Después de un afio y
con una altura de 1,5 m, suele interrumpirse el crecimiento apical, surgiendo 5 yemas laterales
que formaran ramas plagiotrépicas dorsiventrales (horquetas), las que se diferencian del brote
ortotrépico por las hojas pecioladas.

Las hojas adultas poseen una coloracion verde, son glabras, presentando una
variacion de ovada — oblonga a lanceolada, acuminatas con borde liso y nerviacion peninervia.

La flor del cacao es pedicelada, hermafrodita con 5 sépalos, 5 pétalos, 5 estambres,
5 estaminoides y un ovario pentacarpelar supero (Benito, 1992). Las inflorescencias son
caulinares (se originan del tallo), cimosas o cerradas (I1ICA, 2017). El fruto, presenta tamafos,
colores y formas variables, pero generalmente tienen forma de baya denominada mazorca,
pesando aproximadamente 450 g cuando madura, de 30 cm de largo y 10 cm de diametro,
siendo lisos o acostillados, de forma eliptica y de color rojo, amarillo, morado o café.

Las semillas son blancas y estdn compuestas por dos cotiledones, es decir, hojas
germinales y un pequefio embrion. Todos estos componentes estan encerrados por la cubierta,
Ilamada también testa. Los cotiledones almacenan el alimento para la posterior germinacion,
asi como también las primeras hojas de la planta cuando germina la semilla. Ademas, las
semillas son grandes del tamafio de una almendra, color chocolate o purpureo, de 2 a 3 cm de
largo, presentando también un sabor amargo; no tienen albumen y estan recubiertas por una
pulpa mucilaginosa de color blanco, con sabor dulce y acidulado. Finalmente, cada semilla
contiene una cantidad significativa de grasa (40 — 45 % como manteca de cacao) y su
componente activo més resaltante es la teobromina (Durén, 2010).

2.1.1. Clasificacion taxonomica del cacao
Segun (Alverson et al; 1999), el cacao es una especie perenne
perteneciente a la familia Malvaceae, cuyo crecimiento demanda el uso de especies de sombra,

y la produccion de grano sustenta a la industria chocolatera. Coincidentemente (Arguello et al;
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2000) manifiesta que el cacao pertenece a la familia Malvaceae y al orden Malvales. Por otra
parte, Benito (1992), reporta que la planta de cacao presenta la siguiente clasificacion
taxonomica:
Reino : Vegetal
Division : Spermatophyta
Subdivision : Angiosperma
Clase : Dicotiledoneas
Orden : Malvales
Familia : Esterculéceas
Género : Theobroma

Especie : Theobroma cacao L.

2.1.2. Propagacion asexual del cultivo de cacao: Estaquillas.

Este tipo de propagacion se realiza por medio de partes vegetativas de la
planta seleccionada y no implica un cambio en la constitucion genética de la nueva planta
debido a que todas las caracteristicas de la planta madre se presentan en la nueva planta, sin
embargo, debido a factores como el clima, tipo de suelo y el atague de enfermedades pueden
modificar la apariencia de la planta, flores o incluso de los frutos sin involucrar un cambio
genético. Las estacas o ramillas deben ser obtenidas de las ramas con hojas adultas sanas y
presentar una coloracion parda, sin flores. Preferentemente las estacas deben ser colectadas por
las mafianas, debiendo ser cortadas en el extremo en forma perpendicular a medio centimetro
del nudo. Estas deben tener como minimo tres hojas que se cortaran a 1/3 de la superficie foliar;
ademas las estacas se tratan con hormonas enraizantes antes de la multiplicacion (Duréan, 2010).

Las raices adventicias de las estaquillas, parte fundamental de este método
de propagacién clonal, se producen como resultado de la aplicacion de altas concentraciones de
auxinas (Steffens y Rasmussen, 2016). La aplicacion exdgena de auxinas, favorece el traslado
de carbohidratos, compuestos nitrogenados y otros desde la parte apical hacia la parte basal de
la estaca, dando origen y apertura a la etapa de rizogénesis (Puri y Khala, 1992). Para Guan et
al.; (2015), la formacion de raices en las estaquillas abraca tres etapas:1) induccién, el cual hace
referencia a los eventos quimicos y moleculares que preceden a los cambios morfoldgicos, 2)
iniciacion, en la cual la division celular permite la formacion de primordios y meristemos y 3)
extension, en las cuales las raices adventicias prosiguen su crecimiento y emergen.

Para Enriquez (2004), el método de propagacion asexual por medio de

estacas o0 ramillas se basa en la utilizacion de ramas con hojas adultas sanas y sin flores, cuyas
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yemas se observen claramente, las cuales son cortadas en el extremo de forma perpendicular y
tratadas con fitorreguladores inductores de raices para la formacion de una planta nueva idéntica
a la original. Por otra parte, Lima et al; (2001) sefiala que entre las ventajas que presenta el
sistema de propagacion por estaquillas sobre otros métodos es que las plantas pueden ser
producidas en menor tiempo que las plantas injertadas, ademéas se prescinde del uso de
portainjertos, y por tanto los problemas de incompatibilidad entre el injerto y el patron.
Finalmente, es considerado como el método mas adecuado para una produccion de mayor escala
e industrial de plantas de cacao en la actualidad.

La eficacia de este método depende de varios factores tales como el tipo
de clon de cacao, condicion de las estacas, la hormona utilizarse y las condiciones ambientales
durante el proceso de propagacion y entre las ventajas de este tipo de propagacion es que las
plantas comienzan a producir precozmente en relacion a otras, ademas las plantas son de poco
porte, que bien podadas conforman un buen arquetipo (Benito, 1992).

2.2. Metales pesados: Cadmio (Cd).

Un metal pesado puede ser definido como aquel elemento que tiene una densidad
superior o igual a 5 g cm™ cuando esta en forma elemental, o cuyo nimero atémico es superior
a 20 (excluyendo los metales alcalinos y alcalino-térreos) (Garcia y Dorronsoro, 2005). Para
Alloway (2013), el término metal pesado se ha venido utilizado hace muchos afios y es por lo
general reconocido como una referencia al grupo de los metales y metaloides de relativamente
alta masa atomica (> 5 g cm) sobre todo los metales de transicion, tales como Pb, Cd y Hg,
que pueden causar graves problemas de toxicidad. EI Cd es uno de los metales pesados mas
toxicos presentes en el ambiente sin comprobada y conocida funcion fisiologica y bioldgica en
plantas o humanos (Tchounwou et al., 2012; Vanderschueren et al, 2021, Guarin et al: 2024).
Ademas, es considerado un metal pesado no esencial para las plantas (Pinto et al., 2003). Trazas
de Cd presente en los suelos pueden conllevar a su acumulacidn sucesiva en estructuras
vegetales comestibles y, en Gltima instancia, migrar a la cadena alimentaria humana (Barraza
etal., 2018; Guarin et al., 2024). Los metales pesados mas comunes y ampliamente distribuidos
como contaminantes ambientales incluyen plomo (Pb), cadmio (Cd), mercurio (Hg) y el
metaloide arsénico (As) (Reilly, 2002).

2.2.1. Fuentes de origen del Cd.

Existen dos fuentes potenciales de Cd en suelos y plantas. El primero, que
se encuentra presente de forma natural en el ambiente, y particularmente en los suelos debido
a procesos de erosion que liberan este elemento de los materiales originales que contienen

metales pesados (Cd geogenico) (Engbersen et al; 2019; Guarin et al.; 2024). Ademas, los


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/heavy-metal
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?pes=vor#bb0465
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/human-food-chain
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?pes=vor#bb0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?pes=vor#bb0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0160
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procesos de transporte y deposicion de sedimentos de litologias potencialmente altas en Cd
pueden conducir a la acumulacion de Cd en suelos aluviales (Capparelli et al; 2020; Chavez et
al.; 2015; Gramlich et al; 2018; Guarin et al.; 2024).

En segundo lugar, las fuentes de Cd que devienen de las actividades
antropogénicas en los suelos y que se relacionan con una amplia gama de industrias vinculadas
a la produccion de metales pesados (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Los derivados de las
industrias petrolera, minera, textil y agroquimica pueden explicar el alto contenido de Cd y
otros metales pesados en el ambiente (Barraza et al; 2018). Las préacticas agricolas,
especialmente de produccidn a través del uso de fertilizantes fosfatados derivados de rocas ricas
en cadmio, también se identifican como una fuente antropogénica de Cd en los suelos (Barraza
et al.; 2017; Capparelli et al.; 2020; Chavez et al.; 2015), en tal sentido, lasrocas de
fosfato destinadas para la produccién de fertilizantes son una de las principales fuentes de
contaminacion por Cd en suelos agricolas (Mortvedt y Beaton, 1995). Es asi que, en las ultimas
décadas, se registr6 un aumento significativo de Cd en el ambiente, principalmente como
resultado de actividades antropicas o industriales como la mineria, fundicion y refinacion de
zinc, fabricacion y uso de fertilizantes fosfatados y fungicidas (Arduini et a.; 2004; Benavides
et al.; 2005; Castro et al; 2015).

2.2.2. Mecanismos de trasporte y efectos fitotoxicos del Cd.

Las plantas usualmente absorben el Cd que esta presente de forma natural
en el suelo o procedente de deposiciones atmosféricas , o del presente en fertilizantes organicos
o fosfatados (Galego et al.; 2012; Castro et al.; 2015). Una vez que ingresa dentro de la planta,
la acumulacion de Cd genera y cambios morfolégicos y ultraestructurales, alteraciones en
procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares, modificando como consecuencia las
actividades metabdlicas (Almeida et al.;2013), por lo que el Cd genera efectos adversos en el
crecimiento de la planta, en el proceso fotosintético, en la absorcion de nutrientes, en el
contenido de pigmentos del cloroplasto, en la expresion genética y en los metabolismos
antioxidantes (Pereira de Araujo et al.; 2017), como es caso de las peroxidasas de clase 111 y el
superdxido dismutasa (Almeida et al.;2010). Actualmente, existen evidencias en las cuales se
conoce que el arbol del cacao bioacumula Cd a nivel de raices, hojas, vainas y semillas (Barraza
etal.; 2017; Lewis et al.; 2018; Pérez Moncada et al.; 2019; Zug et al.; 2019 ) a un nivel superior
al reportado normalmente en otras especies de plantas ( Arguello et al.; 2019; Barraza et al.;
2019; Guarin et al.; 2024).

Las plantas captan alrededor de un 75 % de cadmio por via apopléstica (a

través de paredes celulares y espacios intercelulares) y en menores proporciones por via
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simpléstica (a través de paredes celulares y el citoplasma de las células), sin embargo, en
especies hiperacumuladoras la toma de este metal es en proporciones iguales tanto por via
apoplastica como por via simplastica (Zhao et al; 2002). Para Sanchez (2003), el cadmio y la
mayoria de los metales pesados incorporados al suelo, pueden seguir cuatro diferentes vias:

e Pueden quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la solucion del suelo o
bien fijados por procesos de adsorcion, complejacion y precipitacion. Estos procesos son
importantes ya que el contenido total de cadmio en el suelo da idea del nivel de contaminacion,
pero es la fraccion de cadmio asimilable por la planta, la que indica el grado de toxicidad
potencial del elemento para los seres vivos. La fraccion del metal considerada asimilable, se
define como la suma de la fraccion soluble en la fase liquida y la retenida en la fase solida que
puede ser transferida a la solucidn para ser absorbida por las raices de las plantas.

e Pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las cadenas tréficas.

e Pueden pasar a la atmosfera por volatilizacion.

e Pueden movilizarse a aguas superficiales y subterraneas.

e Estudios plantean que, los metales pesados podrian ser incorporados por las
raices de las plantas, utilizando mecanismos para la absorcion de elementos esenciales (Zn2+,
Cu2+, Fe2+, Ca2+ y Mg2+), debido a su similitud quimica con algunos de estos elementos
(Kim et al., 2002).

Por otra parte, los efectos fitotoxicos del Cd pueden verse traducidos en la
afeccion de los procesos metabdlicos de las plantas, reduciendo la fotosintesis y la transpiracion
(Sandalio et al.; 2001). Para Benakova et al; 2017, la toxicidad del Cd en las plantas podria
reflejarse en una reduccion del crecimiento, de la biomasa y el rendimiento de los cultivos,
ademas de alterar la nutricion mineral, podria generar también una reduccidn de la fotosintesis
y el cierre estomatico, afectar el metabolismo del nitrégeno (N) y la estructura de las
membranas, entre otros.

2.3. Genotipos de cacao utilizados en el presente estudio.

El genotipo CCN-51 (Coleccién Castro Naranjal) es un hibrido entre los genotipos
IMC-67 y Trinitario cacao ICS-95. Se considera un genotipo universal debido a su
adaptabilidad a todas las zonas de produccién y su tolerancia a enfermedades como
Moniliophthora perniciosa y Moniliophthora roreri (Boza et al; 2014). El genotipo TSH-565
(Trinidad Selected Hybrid) y el ICS-39 (Imperial College Selection) son genotipos que
pertenecen al grupo de los Trinitarios (Perea et al.; 2013). El genotipo IMC 67 (lquitos
mezclado con calabacillo), pertenece al grupo Forastero Alto Amazonas (MIDAGRI, 2010).



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del experimento.

Los procedimientos vinculados a la propagacion y obtencion de plantulas de cacao
por el método de propagacion enraizamiento de estaquillas, se desarrolld dentro de las
instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia (ver Figura 1) de la Estacion Experimental
Agraria (EEA) El Porvenir, San Martin, ubicado en el Km 14.5 carretera Fernando Belaunde
Terry zona sur, distrito de Juan Guerra, Provincia y Departamento de San Martin, en 354849
m. Ey 9271185 m. N.

O DEPARTAMENTO SAN MARTIN
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&
-//
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Eiaborado por. AGPRES

Figural. Imagen satelital de ubicacion del vivero — Laboratorio de Biotecnologia — EEA El
Porvenir.

3.2. Equipos y materiales.
a) Equipos.
e Balanza analitica.
o GPS.
e Laptop.
e Espectrometro de Emision Atdmica de plasma inducida por microondas MP —
AES.
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Espectrofotdmetro UV GENESIS 150.
Termohidrémetro.

Potenciémetro de mano (pH)

b) Materiales e insumos.

Tijera de podar.

Hormona AlB.

Etiquetas.

Tijeras.

Sustrato (Premix 3).

Fungicida.

Bandejas forestales.

Bolsas almacigueras 2, 3y 4 Kg.

Hidrato de cloruro de Cadmio (CdCI2H20).

3.3. Tipoy nivel de investigacion.

La investigacion fue de tipo paramétrica, descriptiva, generdndose nuevos

conocimientos (investigacion basica).

3.3.1. Disefio de investigacion.

Se utiliz6é un Disefio Completamente al azar (DCA) con arreglo factorial

de 4 x 3 factores, con 3 repeticiones, donde cada tratamiento estuvo formado por 4 plantulas de

cacao obtenidas por enraizamiento de estaquillas, teniéndose en total 36 unidades

experimentales. Se estudio dos factores:

e Factor A: Clones de cacao, el factor A presentd 4 niveles:
- a1: Clon CCN - 51,
- az: Clon IMC - 67,
- a:Clon:ICS-39y

as: Clon TSH — 565.

e Factor B: Concentraciones de cadmio (Cd) El factor B presentd 3 niveles:
- Db1:0ppm,
- b2:6ppmy
- b3: 12 ppm.

Los tratamientos estudiados se describen a continuacion en la Tabla
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Tabla 1. Descripcion de los tratamientos estudiados

Tratamientos Descripcion
Ndmero Clave Clones C(()jncentraqon
e Cadmio
Ta a1 X by CCN-51 0 ppm
T2 a1 X bz CCN-52 6 ppm
T3 ai X bs CCN -53 12 ppm
Ts a2 X by IMC - 67 0 ppm
Ts a2 X by IMC - 68 6 ppm
To a2 X bs IMC - 69 12 ppm
Tz a3X b ICS -39 0 ppm
Te as X bz ICS-40 6 ppm
To a3 x bs ICS - 41 12 ppm
T1o as X by TSH - 565 0 ppm
Tu X by TSH — 566 6 ppm
Ti as X bs TSH — 567 12 ppm

a) Modelo matematico.
El modelo estadistico que se utiliz6 en la presente investigacion es el
siguiente:
Yik= M+ aj+ Bc+ (af)ik + €ij

Parai=1,...a,j=1,...b,k=1,...n

Donde:
Yijk = valor estimado de la variable.
u = media general.
a;j = efecto del factor clones de cacao
Bk = efecto del factor concentraciones de Cd
(ap)jk = efecto de interaccion clones de cacao y concentracion de Cd.
eijk = efecto del error experimental.
b) Analisis de varianza.
En la Tabla 2, se presenta el esquema para el andlisis de varianza.

Tabla 2. Andlisis de varianza.

Fuentes de variacion GL SC CM F
Factor A a-1 SCa CMa= SCa/a-1 Fa= CMa/ CME
Factor B b-1 SCs CMpg= SCg/b-1 Fg= CMg/ CMEg
Interaccion AB (a -1) (b -1) SCAB CMAB= SCAB/(a-l)(b-l) Fag= CMAB/ CME
Error exp. (ab)(n-1) SCe CMEe= SC¢/(ab)(n-1)

Total abn-1 SCt
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c) Distribucion de unidades experimentales.
La unidad experimental consistio en cuatro bolsas, cada una
conteniendo una plantula de cacao obtenida mediante la técnica de propagacion por
enraizamiento de estaquillas. A continuacion, se describe la distribucion y dimensiones de la

unidad experimental:

43 cm

-+

60 cm I T1 Ts T: T3 Tz Ts T, T T: Tw| | Tiz| |Tn

Ts T T Ts T Ts T: T Ts T T Tz

T: T Te Ta Ts Tz Ts T: Ts Tz Tn T

Figura 2. Distribucion de las unidades experimentales en el experimento.

3.3.2. Poblacion y muestra.
a) Poblacion.
La poblacion de estudio estuvo constituida por 144 pléantulas, las
mismas que fueron establecidos en condiciones de invernadero.
b) Muestra.
La muestra estara conformada por 4 plantas por tratamiento, todas ellas
seran tomadas al azar y en diferentes tiempos de evaluacion.
3.4. Metodologia
A continuacion, se detalla la metodologia desarrollada para cada objetivo:
3.4.1. Cuantificar la concentracion de Cd en plantones de Thebroma cacao
obtenidos mediante enraizamiento de estaquillas.
a) Etapa de campo.
1. ldentificacion del material vegetal (estaquillas de cacao).
Consto de partes vegetativas (estaquillas de cacao) correspondiente
alos clones CCN — 51 (Coleccion Castro Naranjal), IMC — 67 (Coleccion lquitos mezclado con
calabacillo), ICS — 39 (Seleccion del Colegio Imperial) y el TSH — 565 (Seleccion Hibrido
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Trinidad). Las estacas seleccionadas correspondieron al segmento apical de las ramas de la
planta de cacao, debido a que en ensayos preliminares realizados en el laboratorio de
Biotecnologia de la EEA EI Porvenir, San Martin, fueron éstas quienes mostraron mayor
cantidad de prendimiento (sobrevivencia). Una vez identificada la estaquilla con las
caracteristicas agrondmicas deseadas como un adecuado grosor, coloracién con tonalidad

marrén verduzco, presencia de hojas verdaderas, presencia como minimo de 4 a 5 yemas

axilares vivas y activas, entre otras, luego se procede con la colecta de la misma (ver Figura 3)

™

Figura 3. Identificacion de la parte apical de la estaca de cacao a colectarse.

2. Colecta del material vegetal.

La colecta (ver Figura 4), se realizd en las primeras horas de la
mafiana, con el objeto de evitar mayores niveles de estrés (pérdida de humedad) en las
estaquillas de cacao colectadas. Estas fueron extraidas de plantas donadoras con buen estado
nutricional y agronémico, para ello se utiliz6 una tijera podadora de mano. Como se menciond
anteriormente y por los motivos explicados, se consider6 segmentos apicales al momento de
colectar las estaquillas, luego se cortd las hojas verdaderas de las estaquillas en su parte medial,
dejando entre tres a cinco hojas cortadas y una longitud de estaquilla de 15 a 20 cm. Luego, las
estacas colectadas fueron cuidadosamente dispuestas en bolsas de color negro, acomodandolas
una sobre otra, evitando rupturas tanto en hojas como en yemas axilares. Finalmente, éstas
fueron acondicionadas y envueltas con papel humedecido (mediante el uso de aspersores
conteniendo agua) para evitar desecamiento y estrés por calor y de esta forma mantener su

hidratacion y luego fueron transportadas al laboratorio y vivero.



Figura4. Colecta de material vegetal de las estaquillas, a) clones THS 565, CCN 51, ICS 39
e IMC 67), b) Estaquillas de cacao con hojas cortadas en la parte medial, c)
Disposicién de estaquillas en bolsas negras, d) Acondicionamiento final para su

transporte al vivero

b) Etapa de vivero.
1. Acondicionamiento de materiales, insumos y material vegetal
- Limpieza y desinfeccion de las bandejas forestales.

Antes de la siembra de las estaquillas de cacao en las bandejas
forestales (tubetes) (Figura 5), se procedi6 con su desinfeccion (Figura 6). Esta etapa se realiz
dos dias entes de la colecta, realizando las siguientes actividades:

Se pes6 100 gr de detergente en una balanza analitica, los
mismos que fueron disueltos en agua, para ello se utilizé una bandeja con capacidad de 60 L,
se mezcl6 manualmente hasta enrazar y homogenizar la solucion.

Luego los tubetes, fueron introducidos y lavados, con el objeto
de eliminar rastrojos de cualquier insumo que pueda contaminar el sustrato que posteriormente

sera contenido por los tubetes.



Figura5. Bandeja forestal conteniendo tubetes con capacidad de albergar a 54 estaquillas

Seguidamente, los tubetes fueron introducidos en otra bandeja
con capacidad de 60 L, en la cual se mezcl6 hipoclorito sddico (NaClO) al 5 % y agua, para

ello se us6 una probeta con el objeto de medir 240 mL de NaClO, cantidad que fue diluida en
60 L de agua.

Figura 6. Desinfeccion de tubetes, a) Disolucion de detergente, b) Lavado de tubetes en
solucién de detergente y agua, ¢) Dilucion de NaClO al 5 % en agua, d) Lavaje de
tubetes en solucién de NaCIlO al 5 % y agua.
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Luego de homogenizado la solucién, los tubetes fueron
introducidos durante 10 minutos y después fueron enjuagados en 60 L de agua limpia. Este
procedimiento se realizé con la finalidad de eliminar patdégenos.

- Elaboracion de sustrato para ser contenidos en tubetes.

El procedimiento constd en enrazar un balde con capacidad de
17 L con sustrato Premix 3 y un balde de la misma capacidad con fibra de coco para ser
mezclados en una bandeja de 60 L manualmente y de manera uniforme tratando de eliminar
presencia de grumos. Una vez homogenizada la mezcla, procedimos a separar dos baldes de 17
L de lamisma, y luego aplicamos gradualmente agua tratando de no sobre humedecer la mezcla,
con el objeto de tener un sustrato con adecuada humedad y contextura (Figura 7).

Figura 7. Elaboracién de sustrato, a) Sustrato premix, b) Fibra de coco, ¢) Adicion de premix

en bandeja, d) Adicion de fibra de coco en bandeja, €) Mezcla de premix y fibra

de coco, f) Adicion de agua a la mezcla de sustrato (premix y fibra de coco).

La relacion proporcional de la mezcla fue 2:1, es decir dos
baldes de 17 L de Premix 3, y un balde de la misma capacidad de fibra de coco. Finalmente, el

sustrato preparado fue dispuesto luego en los tubetes de las bandejas forestales (Figura 8).



17

A -
ket T

li‘
L

—=mally

Figura 8. Sustrato homogenizado dispuesto en bandejas forestales (tubetes).

- Siembra de estaquillas.
Después de haber realizado la colecta de estaquillas de cacao,

estas fueron conducidas al laboratorio de Biotecnologia de la EEA EI Porvenir San Martin para
un proceso cuidadoso de lavaje, antes de ser sometidas a un tratamiento fitosanitario. Cabe
sefialar que la etapa de lavaje solo se hizo con agua con la finalidad de no contaminar el material

vegetal con algiin componente quimico que pueda afectar su viabilidad (Figura 9).
. -

Figura9. Lavaje de las estaquillas de cacao en laboratorio.

Posteriormente, estas fueron trasladadas al vivero para ser

sometidas a un tratamiento fitosanitario a base de fungicida agricola (Flutolanil, Captan e



18

ingredientes inertes) a una dosis de 2 g/ L de agua por espacio de tiempo correspondiente a 10
minutos con el objeto de desinfectar ante la posible presencia de patdgenos a las estaquillas de

cacao (Figura 10).

Figura 10. Pesado de fungicida agricola Flutolamil.

Luego de pesado los 40 g del fungicida agricola, éste es
mezclado con agua, en un contenedor de plastico conteniendo 20 L de agua. Finalmente, las
estaquillas de cada clon de cacao fueron introducidas y sumergidas a la solucién desinfectante
para realizar el proceso aséptico. Después de 10 minutos de sumersion de las estaquillas de
cacao en la solucién desinfectante, éstas son aireadas por un lapso de tiempo aproximado de 5

minutos con el objeto de escurrir los sobrantes de la solucidn desinfectante (Figura 11).

Figura 11. Proceso de desinfeccion de estaquillas de cacao, a) Sumersion de estaquillas de

cacao en solucion desinfectante, b) Aireacion de estaquillas de cacao luego de

sumergidas en solucion desinfectante.
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Pasado la etapa de desinfeccion, se procedio con la aplicacion
de la hormona écido indol-3-butirico (AIB) a una dosis de 6000 ppm a las estaquillas de cacao,
con la finalidad de estimular el enraizamiento de brotes (raices), para ello se preparé 100 mL
de solucion, en tal sentido se pesé 0.6 g de AIB en una balanza analitica. Luego, se disuelve el
AIB en alcohol de 96° agitando suavemente la solucidn, hasta que el AIB se haya disuelto por
completo. De esta forma, se obtiene una solucién de AIB a 6000 ppm, prosiguiéndose a
sumergir la parte terminal o basal de las estacas en un recipiente conteniendo la solucion
hormona antes mencionada, por un espacio de 5 segundos (Figura 12).

Para la siembra de las estaquillas de cacao en las bandejas
forestales, estas deben tener entre tres a cinco hojas cortadas en su parte medial y como minimo
cuatro yemas axilares vivas y activas. Luego, las estaquillas seran trasladas y sembradas en

bandejas forestales, las mismas que contendran un sustrato enriquecido.

Figura 12. Aplicacion de hormona AIB a las estaquillas de cacao.

Antes de la siembra de las estaquillas de cacao, éstas son
separadas por grupos, donde cada clon fue dispuesto en una bandeja forestal rotulado, con la
finalidad de evitar confusiones y se hace un remojo ligero del sustrato contenido en los
tubetes, para después hacer hoyos con el uso de un lapicero a una profundidad no mayor a 5

cm (Figura 13).
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Figura 13. Hoyos para siembra de estaquillas de cacao.

Después, la siguiente etapa consistié en la siembra de las
estaquillas de los cuatro clones (CCN 51, TSH 565, ICS 39 e IMC 67) previamente colectadas
y acondicionadas, en los tubetes de las bandejas forestales, procediendo con los dedos de la
mano a ejercer suavemente cierta presion a la parte basal de las estaquillas para darle estabilidad

al ser sembrada (Figura 14).

Figura 14. Estaquilla de cacao sembrada en bandeja forestal.
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Luego, las bandejas forestales que contuvieron las estaquillas de cacao

fueron dispuestos en micro tuneles (previa limpieza del micro tanel con agua y detergente)
(Figura 15).

Figura 15. Bandejas forestales sembradas con estaquillas de cacao de los clones CCN 51,
TSH 565, ICS 39 e IMC 67.

Ademas, el micro tanel contd con riego automatizado (agua entubada,
captada de quebrada), con la finalidad de garantizar la humedad y condiciones favorables para
el desarrollo de las plantas, luego el micro tanel fue sellado con el uso de cinta de embalaje
(Figura 16).

Durante esta etapa, las plantas permanecieron en el micro tunel
aproximadamente entre 40 a 60 dias con temperaturas que oscilaron entre 29° +/- 3 °C y una
humedad relativa del 80 %, en las cuales se podra observar el desarrollo de las primeras raices
(ver Figura 17).

Figura 16. Disposicion final de las estaquillas de cacao en micro tunel, a) Acomodo de las

bandejas forestales en micro tunel, b) Sellado del micro tdnel conteniendo las
estaquillas de cacao.
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Figura 17. Primeras emisiones de brotes de raices, a) Estaquilla del clon ICS 39 con primeras

emisiones de raices, b) Estaquilla del clon TSH 565 con primeras emisiones de
raices, c) Estaquilla del clon CCN 51 con primeras emisiones de raices, d)

Estaquilla del clon IMC 67 con primeras emisiones de raices.

Pasado este tiempo las plantas fueron sometidas a un proceso de
preaclimatacion que consistio en dos etapas: La primera dentro del micro tinel, donde alrededor
de una semana el micro tanel gradualmente fue abierto, es decir, el primer dia el micro tunel
fue abierto por espacio de tiempo de 1 hora, el segundo dia 2 horas, y asi sucesivamente hasta
completar la semana, cabe sefialar que la frecuencia de riego dentro del micro tanel se mantuvo,
es decir los aspersores se activaban cada 15 minutos en cada intervalo de hora, regando a las
estacas por un espacio de tiempo de 1 minuto. La segunda etapa consistié en sacar las bandejas
forestales conteniendo las estaquillas de cacao a las mesas metalicas del vivero, con cobertura
de sombra (malla Raschel) del 80 %, manteniéndose la misma frecuencia de riego. Durante el
proceso de preaclimatacion se hizo en promedio cuatro aplicaciones de fertilizantes foliares
(semanal), con el objeto de aumentar la vigorosidad de las plantas. Los productos (ver Tabla 3
y Figura 18) y dosis utilizadas se detallan a continuacion:
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Tabla 3. Insumos aplicados durante la etapa de pre-aclimatacion.

Nombre o Dosis
) Descripcion N
comercial utilizada
Quimifol 600 Fertilizante foliar: NPK 20-20-20. 37.5¢r
plus Micronutrientes: (Fe), (Cu), (Mn), (Zn), (B), (Mo)

vitamina B1, sustancias himicas.
Quimifol pH Fertilizante foliar: acido fosforico, materiales inertes. 7.5ml
master

Sportak Fungicida sistémico: grupo quimico Imidazoles. 15 mi

Silwet Coadyuvante 15 mi

Enzipron Bioestimulante: nitrégeno organico, carbono organico, 37.5ml
Acido folico

* La mencién de productos comerciales, se hizo con fines informativos y no implica necesariamente una

recomendacion expresa del autor.

Figura 18. Insumos aplicados durante la etapa de preaclimatacion.

Luego, las dosis de cada producto fueron diluidos en 15 litros de agua, y
posteriormente aplicados a las plantulas de cacao mediante mochila fumigadora de 20 L (Figura

19). Finalmente, la etapa de preaclimatacién tuvo una duracién aproximada de 20 dias.

Figura 19. Aplicacion de insumos agricolas las estaquillas de cacao (pre-aclimatacion).
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Posteriormente, las plantas iniciaron un proceso de aclimatacion
propiamente dicho en vivero por un tiempo aproximado de 60 dias y fuera del microtinel, donde
se observd mayor cantidad de raices y la formacion de las primeras hojas verdaderas. Para ello,
las bandejas conteniendo los tubetes fueron trasladas a otra area del vivero y dispuestas sobre
mesas metalicas y en las cudles recibieron un 50 % de entrada de luz y otro 50 % de sombra.
Se continué con las mismas dosis y frecuencia de aplicacion de los fertilizantes foliares
aplicados durante la etapa de pre-aclimatacion, los mismos que contenian macro y

micronutrientes, con la finalidad de aportar al vigor de las plantas.

1. Contaminacion de sustrato con CdCI>H20 para ser dispuestos en bolsas
almacigueras.
— Obtencidn del sustrato (Suelo aluvial)

Para este propdsito, se procedié a realizar la colecta del suelo. El lugar de
muestreo fue el distrito de Pucacaca, provincia de Picota. Se tratdé de un suelo aluvial, con
plantas de cacao en produccion. Para esta actividad, se utilizd palanas y sacos de color negro
(Figura 20). Después de haber realizado la colecta del suelo, este pasé por un proceso de
tamizado para eliminar rastrojos, ramillas o impurezas. Luego de culminado el tamizado del
suelo, este fue esparcido dentro de las camas de cemento con el objeto de evaporar la humedad

y mejorar su aireacion (Figura 21).

Figura 20. Colecta de suelo agricola, a) Toma de muestras de suelo, b) Disposicion de

muestras de suelo en sacos color negro.

Después de haber realizado la colecta del suelo, este pasé por un proceso
de tamizado para eliminar rastrojos, ramillas o impurezas. Luego de culminado el tamizado del
suelo, este fue esparcido dentro de las camas de cemento con el objeto de evaporar la humedad

y mejorar su aireacion (Figura 21).
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Figura 21. Suelo agricola, a) Tamizado. b) Esparcido de suelo en camas de cemento.

Seguidamente, se desinfecto el suelo colectado, y para ello, fue sometido
a un proceso de solarizacién (Figura 22) con el objeto de minimizar la presencia de
fitopatdgenos y plagas agricolas que pudiesen afectar el desarrollo de las plantulas de cacao. Se
utilizé plasticos de color celeste y plastico agricola para envolver el suelo a plenitud de las horas
sol y por espacio de 7 horas al dia. Este proceso durd aproximadamente 14 dias. Posteriormente,
el sustrato fue sometido a varios volteos después de las 48 horas de iniciado la solarizacion con
las medidas asépticas correspondiente con el objeto de no contaminarlo, luego este proceso se
repitié diariamente, con la finalidad de homogenizar el proceso de desinfeccion. Durante el
proceso de solarizacién se registré dos parametros importantes que condicionan este proceso
como son la temperatura y humedad del sustrato mediante el uso de un termohigrémetro (ver

Figura 23). Los datos de temperaturas y humedad del sustrato se registran en la Tabla 4.

4 ], <
A BTN B

Figura 22. Solarizacion de sustrato, a) ler envolvimiento con plastico agricola, b) 2do
envolvimiento con pléstico agricola transparente, ¢) Disposiciéon final del sustrato

para su solarizacion, d) Volteo a 48 horas de iniciado el proceso de solarizacion.
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Figura 23. Medicion de T°y H° del sustrato con termohigrémetro.

Tabla 4. Temperatura'y humedad del sustrato durante 10 dias de solarizacion.

Temperatura Humedad
N° Dias
T° min. T° max. H°min.  H°max.

Dial 33°C 35°C 45 % 64 %
Dia 2 35°C 39°C 38 % 50 %
Dia 3 32°C 38°C 43 % 61 %
Dia 4 31°C 38°C 39 % 65 %
Dia5 36°C 37°C 36 % 42 %
Dia 6 36°C 46 °C 25 % 45 %
Dia 7 34°C 40 °C 30 % 51 %
Dia 8 30°C 34°C 59 % 64 %
Dia9 35°C 41°C 32 % 46 %
Dia 10 35°C 36°C 36 % 50 %

Culminado el proceso de solarizacion, se apertur6 la etapa de
contaminacion del sustrato con hidrato de cloruro de cadmio, para esta finalidad se calculd la
capacidad de campo del mismo. Se peso6 en una balanza electronica 1 Kg de sustrato, que luego
fue dispuesto en un recipiente de plastico trasparente (Figura 24). Después, con la ayuda de una
probeta se fue afladiendo agua destilada de manera gradual, adicionandose en total 100 mL,
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hasta homogenizar la mezcla, y tener una contextura adecuada (sin exceso de humedad) (Figura
25). Este procedimiento se llevd a cabo en las instalaciones y con el apoyo del equipo técnico
del Laboratorio de suelos, aguas y foliares de la EEA EI Porvenir, San Martin. Cabe sefialar

que, solo se uso este tipo de suelo para tratar de asemejar el criterio de los productores de la

Zona.

Figura 25. Aplicacion de agua destilada al suelo agricola.

Seguidamente, se procedié con la contaminacién del sustrato y para este
fin, se procedio de la siguiente manera:
Las dosis empleadas en el experimento fueron 0, 6 y 12 ppm de Cd. En ese

sentido se procedio a realizar los siguientes calculos matematicos (Tabla 5).



Tabla 5.

Calculo de la cantidad de CdCI2H20O para las dosis de 6 y 12 ppm.
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Procedimientos

Valores numéricos y unidades

Peso molecular del CdCI2H.O

Peso molecular del Cd

Pureza del CdClH,0

Cantidad de CdCI;H,0 para diluiren 1 L de
H-O.

Cantidad de sustrato a contaminar (cantidad de
sustrato que se necesitd para ambas

concentraciones de Cd fue de 120 kg).

Capacidad de campo

Volumen de H,0 para 6 ppm

Volumen de H,0 para 12 ppm

Caélculo de las cantidades de H,O y Cd para 15
Kg de suelo

201.32 g/mol

112.41 g/mol

112.41*100/201.32 = 55.8 %

Para 1 ppm se necesita 1000 mg Cd.
201.31 g CdCI;H,0/112.41gCd =1.79¢
CdCl,H,0

Se necesita 1.79 g CdCI;H,0 para 1 ppm de Cd en

un 1 Kg suelo, entonces se disolvié 1.79 g
CdCIzH20en un 1 L de H20.

Para 6 ppm:

1Kg suelo...... 6 ppm

120 Kg suelo............ X

X =720 ml Cd

Para 12 ppm:

1 Kg suelo.....12 ppm Cd

120 Kg suelo............ X
X=1440ml Cd

1 Kgsuelo............... 100 ml H.O
120 Kg suelo............ X

X=12 000 ml = 12 L volumen total (Cd + H20)
12 000 mL — 720 mL Cd= 11 280 mL H,O
12 000 mL — 1 440 mL Cd= 10 560 mL H.0O

H20 para 6 ppm

120 Kg suelo......... 11 280 mL H>O
15 Kg suelo......... X

X=1410 mL H,O

Cd para 6 ppm

120 Kg suelo......... 720 mL Cd

15 Kg suelo......... X

X=90mL Cd

H>O para 12 ppm

120 Kg suelo......... 10 560 mL H,0
15 Kg suelo......... X

X=1320 mL H20




29

Cd para 12 ppm

120 Kg suelo......... 1 440 mL Cd
15 Kg suelo......... X

X=180 mL Cd

Después de culminar los calculos matematicos para determinar las dosis,
se procedid posteriormente con el pesado del hidrato de cloruro de cadmio en gramos y con el
uso de una balanza analitica, para su posterior dilucién con agua destilada (ver Figura 26).

Seguidamente, se procedid con la contaminacion del sustrato (ver Figura
27), en tal sentido, se pesé 8 veces cantidades ascendentes a 15 kg de suelo, para facilitar la
manipulacion de la solucidn y el sustrato, completandose asi los 120 kg de suelo en total, luego
se construy6 8 rumas de 15 kg sobre una mesa de cemento recubierta por plastico de color negro
para proceder a la aplicacion de las dosis y de manera manual proceder a la mezcla. Se agreg6
1 410 mL de H,0O destilada y 90 mL de Cd para una dosis de 6 ppm, mezclandose el sustrato
de manera uniforme hasta acabar la solucion, este proceso se repitié hasta completar los 120 kg

de suelo. La misma secuencia se hizo con la dosis de 12 ppm.
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Figura 26. Elaboracion de solucién de Cd en ppm, a) Pesado del CdCI2H-0, b) Dilucion del
CdClI2H20 en agua destilada.

Una vez formado las rumas, se procedio a afiadir las soluciones de Cd,
tanto para 6 y 12 ppm. Conforme se adicion6 las dosis de Cd, se procedi6 a mezclar

manualmente conservando las condiciones de asepsia y seguridad el sustrato y la solucién hasta
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uniformizar la mezcla, después se procedio con el reposo del sustrato contaminado con Cd por
espacio de 15 dias. Durante este periodo fue el sustrato contaminado con Cd fue recubierto con

plastico de color negro.

AT

Figura 27. Contaminacién de sustrato, a) Formacion de rumas, b) Adicion de CdCI>H-0, c)
Sustrato contaminado con Cd para posterior reposo.

Culminado este proceso, se continué con el llenado de las bolsas
almacigueras con el sustrato contaminado con Cd. Las mismas, tuvieron una capacidad de hasta
3 Kg (Figura 28). En la Tabla 6, se muestra el nimero de bolsas y la cantidad de sustrato

utilizados para los tratamientos estudiados.
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Figura 28. Bolsas almacigueras conteniendo sustrato contaminado con Cd.
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Tabla 6. Registros del nimero de bolsas y cantidad (Kg) de sustrato en las dosis de Cd

estudiados.
Dosis (ppm) Sustrato (Kg) N° de bolsas
0 120 48
6 120 48
12 120 48
Total 360 144

Seguidamente, las bolsas almacigueras fueron etiquetadas con cinta
masking y rotuladas con plumén indeleble color rojo para un mejor monitoreo y dispuestas
en bandejas rectangulares de tres colores: 12 ppm (verde), 6 ppm (rojo), y 0 ppm (celeste)
(Figura 29).

Luego se procedio con el trasplante de las plantulas de cacao obtenidas por
enraizamiento de estaquillas de los cuatro clones en estudio desde las bandejas forestales a las
bolsas almacigueras, por lo que, fue necesario realizar hoyos con la ayuda de los tubetes al

sustrato contaminado con Cd contenido en las bolsas almacigueras (Figura 30).

Figura 29. Rotulacion de los tratamientos estudiados.
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Figura 30. Hoyo realizado al sustrato con el uso de tubete.

Este hecho permiti6 que las raices de las plantulas calcen adecuadamente
con el sustrato contaminado con Cd dentro de las bolsas almacigueras (Figura 31). Los hoyos
tuvieron una profundidad de 10 cm. Este procedimiento se desarrollé cuando las plantulas
tenian alrededor de 110 a 120 dias de edad, es decir cuando ya emitieron brotes nuevos (raices
y hojas).

Finalmente, luego de realizado el trasplante de todas las plantulas de cacao
de los cuatro clones estudiados a las bolsas almacigueras, éstas fueron trasladas y dispuestas en
el vivero del Programa Nacional Café y Cacao de la EEA EIl Porvenir (Figura 32), donde se
continu6 con el experimento hasta culminar todas las evaluaciones morfoldgicas y fisioldgicas.
Durante este periodo las plantulas fueron abastecidas Gnicamente con agua destilada y
semanalmente, con el objeto de no contaminarlas, impedir su deshidratacion y evitar la

contaminacion del sustrato que contenia Cd.
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Figura 31. Disposicion final de los tratamientos, a) Trasplante de plantones, b) Siembra de

plantones.

Figura 32. Plantones de cacao distribuidos segun tratamientos en vivero.

c) Etapa de laboratorio.

— Determinacion de las concentraciones de cadmio en raices, tallos y hojas en plantulas de
cacao obtenidas por enraizamiento de estaquillas.
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Después de haber culminado todas las evaluaciones morfoldgicas, se
procedidé a determinar las concentraciones de Cd, procediéndose a habilitar las muestras
vegetales (Figura 33), por lo que fue necesario sacrificar las plantulas de cacao de los cuatro
clones estudiados, luego se colectd mediante el uso de una tijera de podar manual debidamente
desinfectada muestras de tejidos vegetales como raiz, tallo y hojas. Ademas, las partes
colectadas (raiz, tallo y hojas) pasaron por un proceso de limpieza. Las muestras de tejidos
vegetales fueron colocadas en sobres de papel, los mismos que estuvieron debidamente
etiquetadas para su posterior secado en estufa a una temperatura de 75 °C durante 72 horas en

el laboratorio y someterlos a un proceso de molienda.

Figura 33. Habilitacion de muestras vegetales para analisis en laboratorio, a) Plantones de

cacao, b) Segmentacion de tejidos vegetales (raiz, tallo y hojas), ¢) Acomodo de
tejidos vegetales en sobres manila, d) Secado de los tratamientos en estudio.
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Finalmente, todas las muestras de tejidos vegetales se enviaron al
laboratorio de suelos, aguas y foliares de la EEA El Porvenir para su respectivo analisis
mediante espectrofotometria de emision atdmica de plasma por microondas (MP- AES). Se
procedio a cuantificar concentracion de Cd en raices, tallos y hojas en los genotipos de cacao
estudiados. El andlisis de espectrofotometria, se basé en el método de determinacion de Metales
Totales en Suelos por MP-AES (Cd), teniéndose como referencia a la norma NTP ISO/ IEC
17025, Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de prueba y calibracion.
Ademas, la lectura de Cd se rigio en las metodologias: a) EPA Method 3050B. Revision 2.
1996. Acid Digestion of Sediments, sludges and soils y b) EPA Method 6010D. Revision 5.
2018. Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry, a continuacion, se detalla

los procesos de pretratamiento, digestion y lectura de las muestras:

— Pesamos 0.50 g + 0.01 g muestra de tejido vegetal seco y luego lo transferimos al vaso o
tubo de digestion.

— Afadimos 5.0 £ 0,1 mL de &cido nitrico (1:1), después mezclamos la suspension y
cubrimos con una luna de reloj o tapa del tubo de digestion. Procedimos luego a calentar
la muestra a 95 °C + 5°C y reflujar durante 10 a 15 minutos sin hervir. Después, enfriamos
la muestra y agregamos 2.5 mL de HNO3 concentrado, luego volvimos a tapar y reflujar
durante 30 minutos. En caso de generase humos marrones (oxidacion de la muestra por
HNO:3) se debe repetir la adicion de 2.5 mL de HNOs, hasta que la muestra no emita humos
marrones (reaccion completa con HNO3). Seguidamente, usando una luna de reloj o tapa
de digestion, se dejo que la solucion se evapore.

— Después de haber completado el paso anterior agregamos 1 mL de agua y 1.5 ml de H20>
al 30 %, despues se cubrid el recipiente con una luna de reloj o tapa del tubo digestion y
devolvimos el recipiente cubierto a la plancha de calentamiento o Hotblock para calentarlo
y comenzar luego la reaccién del peroxido. Se debe tener cuidado para asegurar que no
ocurran pérdidas debido a efervescencia excesivamente vigorosa. Después, calentamos
hasta que desaparezca la efervescencia y dejamos enfriar el recipiente.

— Seguidamente, se continu6 agregando H>O> al 30 % en alicuotas de 1 ml con calentamiento
hasta que la efervescencia sea minima o hasta que la apariencia general de la muestra no
cambie. No se debe adicionar mas de 10 mL H20..

— El siguiente proceso consistio en cubrir la muestra con una luna de reloj o tapa del tubo de
digestion y se continu6 calentando el digerido de perdxido acido hasta que el volumen se
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haya reducido a aproximadamente 5 ml o también es véalido calentarlo a 95 °C + 5 °C sin
hervir durante dos horas. Finalmente, mantuvimos una cubierta de solucion sobre el fondo
del recipiente en todo momento.

— Luego se agregdé 5 mL HCI concentrado al digerido de muestra y cubrimos con una luna
de reloj o tapa de tubo de digestion. Después se coloco la muestra sobre/dentro de la fuente
de calor y refluimos a 95 C + 5 °C durante 15 minutos.

— Después de enfriar, se diluy6 a 50 mL con agua. Luego, las particulas en el digestado fueron
eliminados mediante filtracion, centrifugacion y permitiendo que la muestra se asiente.

— Diluimos luego y se volvid a analizar las muestras que superen el rango lineal de un analito
(0 especies necesarias para una correccion).

— Para realizar las lecturas una vez listas las muestras digestadas se enciende el equipo
Espectrémetro de Emisién Atémica de plasma inducida por microondas MP - AES marca
Agilent modelo 4210.

— Luego se ingreso al software del equipo MP Expert version 1.6.2.12109, donde nos mostro
todas las partes del equipo y del control de gases para el funcionamiento del mismo.

— Luego se coloco en el autosample para la curva de calibracién, los estandares de Cadmio
(Cd), donde se observé la formacidn de la curva de calibracién (Tabla 7) para cada estandar

junto con la intensidad que alcanza.

Tabla 7. Estandares de calibracion

Tubo Etiqueta de disolucion Cd 228.802 ppm
1 Blanco 0.0000
2 Estandar 1 0.1000
3 Estandar 2 0.5000
4 Estandar 3 1.0000
5 Estandar 4 2.0000

3.4.2. Determinar el factor de translocacion del Cd en plantones de Theobroma
cacao obtenidos mediante enraizamiento de estaquillas.

Cabe seiialar que, el FT indica la capacidad que tiene la planta para
translocar el metal desde la parte radicular hasta la parte aérea. Para la determinacion y calculo
del factor de translocacion (FT), las concentraciones obtenidas de Cd mediante
espectrofotometria de emision atdbmica de plasma por microondas (MP-AES) en cada 6rgano
de la planta, fueron utilizadas para los calculos matematicos, segun la férmula adaptada por
(Pachura et al.; 2016):

FT= Concentracién de metal pesado parte aérea (hojas)

Concentracion de metal pesado parte raiz
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La bioacumulacion define la capacidad de la planta para acumular metales pesados,
teniendo en cuenta su contenido de sustrato inicial. Cuanto mayor sean los valores que adquiere,
mayor es la concentracion del elemento se encuentra en la biomasa vegetal en comparacion con
su contenido de sustrato inicial. En la Tabla 8, se muestra la escala de cuatro grados del FT, la
misma que fue considerada para efectos de interpretacion en la presente investigacion como

base para evaluar y analizar la bioacumulacion de Cd.

Tabla8. Escalas de Factor de translocacidon citado por (Pachura et al.; 2016)

Escala Descripcion
<0.01 No hay acumulacion
0.01-0.1 Baja bioacumulacion
0.1-10 Bioacumulacion media
>1.0 Bioacumulacion alta

3.4.3. Identificar plantones de Theobroma cacao obtenidos mediante enraizamiento

de estaquillas con menor capacidad de transporte de cadmio.

Segln los reportes y andlisis de los datos obtenidos por espectrofotometria de
emision atémica de plasma por microondas (MP-AES) del laboratorio de suelos, aguas y
foliares de la EEA EIl Porvenir, se procedio a identificar los clones que muestren menor afinidad
a la translocacion del cadmio, seleccionando los genotipos tolerantes y susceptibles a este metal
pesado. El reporte de los clones con menor afinidad al Cd fue presentado en el capitulo

resultados del presente trabajo de investigacion.

3.4.4. Evaluar los efectos del Cd tanto a nivel morfolégico como en los pigmentos
de clorofila en plantones de Theobroma cacao obtenidos mediante
enraizamiento de estaquillas.

— Analisis de efectos del Cd a nivel morfolégico.

Se evalu6 como variables morfolégicas (Figura 34) la altura o longitud de brotes en
centimetros (cm), mediante el uso de una regla metalizada teniendo en cuenta la parte basal
hasta la parte apical, ademas se contd el nimero de hojas emitidas por las plantulas de cacao.
Estas variables fueron evaluadas en intervalos de tiempo de 40 y 168 dias después del trasplante
(ddt) de las plantulas a las bolsas almacigueras que contenian el sustrato contaminado con Cd.
Al final se sacrificd las plantulas de cacao con el objeto de evaluar el nimero de raices al

culminar el ensayo (168 dias después del trasplante ddt).
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Figura 34. Evaluaciones morfoldgicas, a) Evaluacion de longitud de brote, b) Conteo del

numero de hojas, ¢) Conteo del nimero de raices.

— Analisis de efectos del Cd en pigmentos de clorofila.

Se evalud el contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total en el

tejido foliar de las plantulas de cacao obtenidas por enraizamiento de estaquillas. Para esta

finalidad, se realiz6 las siguientes actividades:

Se procede con la desinfeccion y esterilizar los materiales de vidrio que fueron utilizados
(tubos de ensayo de 15 mL y tubos de centrifuga de 50 mL).

El proceso de esterilizacion de los materiales de vidrio, se hizo mediante el uso de una
estufa a una temperatura de 50 °C por un periodo de 2 horas.

El material vegetal (hojas), fue colectado de la parte central de la plantula. Se determiné
un plantén por tratamiento.

La obtencion de las muestras (Figura 35), se inicid con la colecta de las hojas a través del
uso de una tijera de podar previamente desinfectado, después estas son guardadas en sobre
de manila, rotulados y correctamente identificados. Ademas de ello, la figura presenta las
siguientes divisiones: a) Hojas colectadas para medicién de clorofilas, b) Envases de
plastico rotulados donde se dispuso las muestras de hojas, c) Envases de plastico rotulados
conteniendo las muestras de hojas, d) Pesado de hojas para analisis de clorofilas, €)
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Molienda de las muestras de hojas para analisis de clorofilas, f) Adicion de CaCOs a la
molienda de las muestras de hojas.
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Figura 35. Obtencion de muestras para analisis de clorofila.

e Posteriormente, las hojas fueron lavadas con agua destilada y cuidadosamente secadas con
franelas limpias y luego son dispuestas en recipientes de plasticos limpios que fueron
previamente rotulados.

e Seguidamente, en una placa petri, se procedid a pesar 1 gr de hojas frescas y sin nervaduras
en una balanza analitica de precision.

e Luego colocamos las hojas cortadas y pesadas en un mortero de porcelana y procedimos
con la molienda de las hojas, macerandolas con 20 mL de etanol al 96 %, posteriormente
afiadimos a la molienda una pequefia cantidad de carbonato de calcio (CaCO:s), es decir la
punta de una espatula.

e Después, se dejo reposar el macerado por 2 minutos para luego transferirlo con el uso de

una pipeta graduada a los tubos de la centrifuga (Figura 36).
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Figura 36. Disposicion de muestras antes del centrifugado, a) Tubos de centrifuga, b) Tubo

de centrifuga conteniendo macerado de hojas.

e Luego centrifugamos el macerado por 3 minutos a 1000 (RFC) o fuerza G (Figura 37).

Figura 37. Centrifugado de muestras foliares.

e Seguidamente, vertimos 8 mL de etanol de 96 % en los tubos de ensayo y adicionamos 2
mL de la muestra centrifugada, luego se agit6 la solucion con el objeto de uniformizarla.

e Hecha la dilucion se dio inicio a la etapa de lectura de las muestras (Figura 38), para ello
transferimos la solucion a una cubeta del espectrofotometro UV visible para la lectura de
absorbancia.
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e Luego, la absorbancia se leyo a 649, 665 y 654 nm de longitud de onda. Para cada lectura

se equilibré el instrumento previamente con un blanco del solvente (etanol 96 %).

Figura 38. Lecturas de muestras foliares, a) Disposicion en tubos de ensayo, b) Trasferencia
a cubeta del espectrofotometro UV visible, c) Introduccién de cubetas al
espectrofotometro UV visible, d) Lectura de absorbancia mediante

espectrofotometro UV visible.

e Finalmente, la cantidad de clorofila presente en el extracto y tejido correspondiente fue
calculada con las siguientes ecuaciones:
mg Clor. a/ g PF=[13.7(Dess) - 5.76 (Deao)] * V/1000* W
mg Clor. b/ g PF= [25.8(De49) — 7.60 (Dess)] * V/1000* W
mg Clor.a+ b /g PF= [6.10(Dess) + 20.04 (D649)] * V/1000* W
mg Clor. total / g PF= Dss4*1000/39.8* V/1000* W
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Donde:
D: densidad Optica del extracto leido a longitud de onda indicado.
V: volumen final del extracto alcoholico.

W: peso de la muestra del tejido verde.

3.1.Técnicas de procesamiento y anélisis de datos.

Los datos generados fueron procesados en hojas de calculos Excel, ademas para
el andlisis e interpretacion de los mismos, se utiliz6 un analisis de varianza (ANVA), y un test
de comparacion de medias (Duncan, P < 0,05), usando el software estadistico R (R version
4.4.1., R Core Team, 2024). Asimismo, se utiliz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
Finalmente, mediante el software para Sistemas de Analisis de Varianza — SISVAR (Ferreira,

2011).



V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cuantificar la concentracion de Cd en plantones de Theobroma cacao obtenidos
mediante enraizamiento de estaquillas.
4.1.1. Concentracion de cadmio en raiz, tallos y hojas.
Las concentraciones de Cd en raices, tallos y hojas se presentan en la Tabla
9y Figura 39. Ademas, fueron sometidas a pruebas de verificacion de supuestos, normalidad y
homocedasticidad, utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente.
Posteriormente, se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, acompafiada del ajuste
de Holm para comparaciones multiples, dado a que los datos no cumplieron con estos supuestos.

Tabla9. Concentracion de Cd en o6rganos vegetales de los diferentes tratamientos (clon X
dosis), segun la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.
Clon Dosis Cd Raiz Cd Tallo Cd Hojas
(ppm)  (mg kg™) (mg kg™ (mg kg™)
CCN 51 0 0.05+0.01d 0.04+0.01d 0.08+0.09d
6 9.32 +11.56 abcd 7.43 £ 6.56 abcd 14.25 + 15.81 abcd
12 28.23+9.50a 27.32+1297a 35.15+7.05a
IMC 67 0 0.20 £ 0.04 cd 0.14+£0.03 cd 0.26 £ 0.03 cd
6 10.31+6.01 abcd 11.74+5.34abcd  18.65+2.38 abc
12 11.92+1.47abc  13.52 £5.89 abc 21.13 £2.92 abc
ICS 39 0 0.93 +1.44 bed 0.84 +1.23 bed 0.32£0.11 bed
6 1592 +8.11abc 29.74+18.84a 3452 +13.14a
12 17.51 +6.86 ab 2740+ 11.45a 28.29+11.80 ab
TSH 565 0 1.29 £+ 1.62 bcd 0.42 £ 0.33 bed 0.52 £ 0.38 bed
6 1599+ 8.38abc  21.17+8.67 ab 25.07 £ 13.42 abc
12 17.88 £ 8.38 ab 2345+ 10.56a 20.84 £ 16.07 abc

Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p < 0.05) usando Kruskal test. Letras diferentes indican

diferencias significativas.

Nuestros resultados, segun la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
la concentracion de Cd en las raices, evidencian que el tratamiento T3 (CCN 51 x 12 ppm)
reporta la mayor concentracion del metal pesado, con un valor promedio de 28.23 mg kg™,
superando estadisticamente a los tratamientos T12 (TSH 565 x 12 ppm) y To (ICS 39 x 12 ppm)
quienes concentraron un promedio de 17.88 mg kg'y 17.51 mg kg de Cd respectivamente, no
diferencias estadisticas ambos tratamientos.

existiendo ademas significativas en

Contrariamente, el tratamiento T1 (CCN 51 x 0 ppm) obtuvo la menor concentracion de Cd en
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raices, con un valor promedio de 0.05 mg kg*. Para la concentracion de Cd en los tallos,
nuestros resultados sugieren que, los tratamientos Tg (ICS 39 x 6 ppm), Te (ICS 39 x 12 ppm),
T3 (CCN 51 x 12 ppm), T12 (TSH 565 x 12 ppm) y T11 (TSH 565 x 6 ppm) obtuvieron las
mayores concentraciones de Cd, con valores promedios de 29.74 mg kg2, 27.40 mg kg™, 27.32
mg kg, 23.45 mg kg y 21.17 mg kg respectivamente, no existiendo diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos. En contraste, el tratamiento T1 (CCN 51 x 0 ppm) mostrd

los niveles mas bajos en la concentracion de Cd, con un valor promedio de 0.04 mg kg™.

Concentracion de Cd en raiz, mg kg™
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Figura 39. Contenido de Cd en 6rganos vegetales, a) raiz, b) tallo y ¢) hojas en los tratamientos
estudiados (clon x dosis), segun la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Finalmente, la mayor concentracion de Cd en hojas, se evidencia en los
tratamientos T3 (CCN 51 x 12 ppm) y Ts (ICS 39 x 6 ppm) con promedios de 35.15 mg kg y
34.52 mg kg respectivamente, no existiendo diferencias estadisticas significativa en ambos
tratamientos. Por el contrario, el tratamiento T; (CCN 51 x 0 ppm) fue el que reporto el menor
contenido de Cd en hojas, con un valor promedio de 0.08 mg kg™.

Estos hallazgos, difieren con los encontrados por Arévalo-Hernandez et al.;
(2020) quienes realizaron un experimento en vivero con 53 genotipos de cacao silvestres y
domesticados, con el objeto de evaluar su repuesta al Cd en términos de crecimiento y

acumulacién del metal pesado y nutrientes esenciales. En tal sentido, reportan que los clones
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ICS 39, CCN 51y TSH 565 son genotipos de baja concentracion de Cd a nivel de brotes (tallos
y hojas). Por el contrario, en nuestro estudio se reporta que dichos genotipos acumulan altas
concentraciones de Cd, presentando mayor tolerancia al metal, contexto que podria vincularse
a la presencia de la proteina TCNRAMPS responsable de desemperiar un papel en la regulacion
de la absorcion de Cd en plantas de cacao (Ullah et al.; 2018; Moore et al.; 2020). Posiblemente,
esta proteina también influencié en el comportamiento fisiologico de los genotipos ICS 39,
CCN 51y TSH 565, al activar niveles de tolerancia al Cd, permitiendo su bioacumulacion. Sin
embargo, la informacidon sobre la funcion especifica de los genes transportadores en plantas de
cacao es todavia limitada, asi como los mecanismos reguladores de la translocacion del Cd a
los demés compartimentos de la planta, segin Fernandez — Paz et al.; (2021).

Algunas especies 0 genotipos de plantas pueden tolerar altas
concentraciones de metales pesados en el suelo al impedir que estos elementos entren en las
raices 0 mediante su volatilizacion a través de las estomas (Peer et al.; 2005; He et al.; 2015),
sin embargo, este no es el caso para los genotipos de cacao del presente estudio, porque nuestra
investigacion advierte que las concentraciones de Cd en las plantulas de cacao estudiadas fueron
directamente proporcionales al aumento de las dosis de Cd en el suelo utilizado como sustrato,
en tal sentido, estos hallazgos se alinean con otros estudios en las cuales reportan que entre el
50y el 72 % de la variaciones en las concentraciones de Cd en los granos de cacao se explican
por la concentracién de Cd disponible en el suelo (Chavez et al;, 2015; Ramtahal et al.; 2015;
Gramlich et al.; 2018; Arguello et al.; 2019). Asimismo, la influencia de factores ambientales
como temperatura, humedad relativa y horas de sol podrian influir también en los resultados.

Las conclusiones sobre los contenidos de Cd en las diferentes partes de las
plantas de cacao varian considerablemente entre los autores, en ese sentido, Barraza et al.;
(2017), reportaron los contenidos mas alto de Cd en las hojas, en comparacién con la cascara
de la mazorca o los granos. Contrariamente, Chavez et al; (2015), informaron que los
contenidos mas altos de Cd se encontraron en los frutos y las concentraciones mas bajas en las
hojas. En un estudio controlado Correa et al.; (2021) observaron concentraciones de Cd mas
bajas en comparacion con nuestros hallazgos, es decir, para una concentracion de Cd en el suelo
de 10 mg Kg* reportaron concentraciones foliares que oscilaron entre 13.55 + 2.46 y 20.52 +
2.26 mg Kg*. Asimismo, Zacariyya et al; (2022), informaron niveles de Cd de 4.86 mg Kg™ en
raices y 13.53 mg Kg? en brotes a una concentracion de Cd de 8 ppm. Ademas, Arévalo-
Hernandez et al. (2020) documentaron una concentracion de Cd significativamente menor de
0.43 +0.02 mg Kg* en brotes (tallos y hojas) del clon CCN 51 cuando se sometieron a 25 mg

Kg?! de contaminacion de Cd en el suelo. Finalmente, nuestro estudio registrd valores
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considerablemente mas altos en los genotipos de cacao estudiados cuando se expusieron a 12
ppm de contaminacion por Cd, con concentraciones promedio de 18.88 mg Kg™ en raices, 22.92

mg Kg* en tallos y 26.35 mg Kg* en hojas.

4.2. Determinar el factor de translocacién (FT) del Cd en plantones de Theobroma cacao
obtenidos mediante enraizamiento de estaquillas.

El factor de traslocacion del Cd de los tratamientos estudiados, se presentan

en la Tabla 10 y Figura 40. Complementariamente, el factor de traslocacion fue sometido a

pruebas de verificacion de supuestos, normalidad y homocedasticidad, utilizando las pruebas

de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente. Posteriormente, se aplicé la prueba no paramétrica

de Kruskal-Wallis, acompafada del ajuste de Holm para comparaciones multiples, dado a que

los datos no cumplieron con estos supuestos.

Tabla 10. Factor de traslocaciéon (FT) del Cd de los diferentes tratamientos (clon x dosis),

segun la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.

Clon Dosis FT
CCN 51 0 ppm 271+23la
6 ppm 3.27+115a
12 ppm 224 +0.20a
IMC 67 0 ppm 2.08+049a
6 ppm 354+1.88a
12 ppm 299+1.06a
ICS 39 0 ppm 3.59+3.09a
6 ppm 416+0.44 a
12 ppm 3.18+0.84a
TSH 565 0 ppm 1.24 £0.63a
6 ppm 298+0.30a
12 ppm 243+0.49a

FT = Factor de translocacion
Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p < 0.05) usando Kruskal test. Letras iguales indican que

no hubo diferencias significativas.
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Figura 40. FT de los tratamientos estudiados (clon x dosis), segin la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis.

Teniendo en cuenta que el FT expresa la capacidad de los genotipos de cacao
seleccionados para transportar Cd desde la raiz a las partes aéreas (De Almeida et al.,2022),
podemos advertir que las plantulas estudiadas, particularmente del genotipo ICS 39 (Tabla 10)
inoculados a la dosis media de Cd (6 ppm), exhibieron una mayor translocacion de Cd desde
las raices a las partes aéreas. Segun Mingorance et al.; (2007), un FT > 1, indica que los 6rganos
de la planta de cacao estan enriquecidos con Cd. En nuestro estudio, segun la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, no existio diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos en relacion al FT, sin embargo, el tratamiento Tg (ICS 39 x 6 ppm), reporta el valor
maés alto (4.16), en tal sentido, nuestros resultados se alinean a los encontrados por Ortiz-
Alvarez et al. (2023), quienes al evaluar la acumulacion de Cd en tres progenies de cacao (IMC
67 x PA 121, SCA 6 X PA 121 e IMC 67) reportan un FT superior a 4, indicando que las partes
aéreas de estos genotipos de cacao estaban enriquecidos significativamente con Cd. Para Galvis
et al.; (2023), los distintos genotipos de cacao, muestran diferentes niveles de eficiencia en la
translocacion del Cd, como lo fue para el genotipo EET 61, quien mostré un FT alto de Cd en
los brotes en comparacién con otros genotipos, indicando un mayor movimiento del metal desde

las raices a los brotes en un periodo de tiempo.
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4.3. ldentificar plantones de Theobroma cacao obtenidos mediante enraizamiento de
estaquillas con menor capacidad de transporte de cadmio.

En la Tabla 11 se presenta las concentraciones de Cd de los genotipos de
cacao estudiados. Después de tener en cuenta los compartimentos de las plantas (raices, tallos
y hojas) como submuestras especificas (efecto aleatorio), los contenidos de Cd de las plantas
mostraron diferencias significativas entre los genotipos estudiados.

Tabla 11. Medias marginales del contenido de Cd (mg Kg ™) en diferentes genotipos. R?m y
R2c representan las proporciones de varianza explicadas por el efecto fijo (genotipo)

y por el modelo mixto, respectivamente.

Dosis CCN 51 ICS 39 IMC 67 TSH 565 Rm R% Fsa P

Oppm 0.042 =001 b 0.257 #0.08 a 0.190 +0.06 a 0.412 £0.14 a 0.500 0.500 11.60 0.000
6ppm 1033 416 b 26.73 #4116 a 1357 x4.16b 20.75 *4.16 ab 0.257 0.367 4.737 0.008
12 ppm 30.23 +3.37 a 2440 *3.37 ab 1552 337 b 20.72 +3.37 ab 0.253 0.315 4.308 0.012

Con la dosis 0 ppm, los modelos de regresion lineal no lograron ajustarse
correctamente a los datos. Sin embargo, nuestros resultados refieren que, en la dosis intermedia
de Cd (6 ppm), se observaron mayores contenidos del metal pesado en plantulas del genotipo
ICS 39 con una concentracion promedio de 26.73 mg Kg, en comparacion con las progenies
de los genotipos IMC 67 y CCN 51 quienes concentraron menor promedio de Cd (13.57 y 10.33
mg Kg* respectivamente). Por el contrario, en la dosis mas alta de Cd (12 ppm), se observaron
mayores contenidos del metal en las progenies del genotipo CCN 51, con una concentracion
promedio de 30.23 mg Kg? en comparacion con las progenies del genotipo IMC 67 quien
concentro6 la menor cantidad de Cd (15.52 mg Kg™?).

En tal sentido, ante los resultados obtenidos en la presente investigacion,
advertimos que el genotipo IMC 67, fue el clon de cacao quien transporté (acumuld) la menor
cantidad de Cd cuando fue expuesto tanto a la dosis media (6 ppm) como el alta (12 ppm) en
comparacion a los otros genotipos estudiados. En tal sentido, nuestros resultados se alinean con
los encontrados por Ortiz-Alvarez et al.; (2023), quienes reportan una reduccion en la
acumulacién de Cd en los tres érganos de las plantas (raiz, tallo y hoja) del genotipo IMC 67,
por lo que evidenciaron una disminucion del 29.03% en la acumulacion total del Cd en la planta.
De manera similar, Lewis et al.; (2018) clasificaron al genotipo IMC 67, como una especie de
cacao de baja acumulacion de Cd debido a multiples factores regulatorios durante el transporte
del Cd desde el suelo hacia las raices, brotes y semillas del cacao, mediados posiblemente por

la presencia de proteinas transportadoras. Para Moore et al.; (2020), la expresion de proteinas
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transportadoras especificas también podria explicar las variaciones en la captacion y
acumulacion del Cd en diferentes genotipos de cacao.

Por el contrario, nuestros hallazgos difieren con los encontrados por Arévalo-
Hernandez et al. (2020), quienes en un estudio controlado documentaron que los clones CCN
51, TSH 565 e ICS 39 son genotipos de baja acumulacién de Cd (concentracion media de 1.38
+ 0.22 mg Kgl) y que podrian ser potencialmente Gtiles para reducir la absorcion de Cd al
utilizarlos como portainjertos. Sin embargo, en nuestro estudio los clones CCN 51, ICS 39 y
TSH 565 fueron los genotipos que mas concentraron Cd con promedios de 30.23, 24.40y 20.72

mg Kg* respectivamente.

4.4. Evaluar los efectos del Cd tanto a nivel morfolégico como en los pigmentos de
clorofila en plantones de Theobroma cacao obtenidos por enraizamiento de
estaquillas
4.4.1. Andlisis de efectos del cadmio a nivel morfoldgico.

Las variables consideradas para evaluar los efectos morfologicos en el
presente estudio fueron la longitud de brotes y el nimero de hojas evaluados a los 40 y 168 ddt.
Asimismo, se evalu6 el numero de raices a los 168 ddt.

4.4.1.1 Longitud de brote evaluado a los 40 y 168 ddt.

Los resultados del analisis de varianza (ANVA) para la variable
longitud de brote expresados en la Tabla 12, muestran que no existe un efecto significativo para
la interaccion entre los diferentes clones de cacao y las concentraciones de Cd, segun la prueba
F (p < 0,05) durante las evaluaciones realizadas a los 40 ddt de las plantulas de cacao a las
bolsas almacigueras que contenian el sustrato contaminado con Cd. Ademas, el coeficiente de
variabilidad fue de 25.02 %. Asimismo, para la misma variable evaluado a los 168 ddt, se
advierte un efecto significativo de la interaccion entre los diferentes clones de cacao con las
concentraciones de Cd. El coeficiente de variabilidad fue 20.42 %.

Tabla 12. Analisis de varianza para la variable Longitud de brote (cm) evaluada a los 40 y

168 ddt.

=, GL CM Longitud de brote CM Longitud de brote
(40 ddt) (168 ddt)

Clon 3 4.330 * 48.593 *
Dosis 2 3.491 * 13.828 NS
Clon*Dosis 6 1.898 NS 35.855 *
Error 24 0.929 11.503
CV (%) 25.02 20.42

*- Significativo al 5 %, - NS No significativo, segin la prueba de F.
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El andlisis del efecto principal para los clones respecto a la
variable longitud de brote evaluado a los 40 ddt, se presenta en la Tabla 13. Se destacan
diferencias estadisticas significativas entre los clones. El clon TSH 565 exhibié el mayor
promedio de longitud de brote, alcanzando un valor de 4.60 cm, seguido por el clon IMC 67,
con un promedio de 4.24 cm. En contraste, el clon CCN 51 mostr6 el menor promedio con 3.06
cm, segun la prueba de comparaciones multiples de Duncan (p < 0.05).

Tabla 13. Efecto principal para clones respecto a la variable longitud de brote, evaluada a los

40 ddt.
Clones Medias Longitud de brote (cm) Grupos
TSH 565 4.60 £1.37 a
IMC 67 4.24 +1.28 ab
ICS 39 3.51+0.76 bc
CCN 51 3.06 £0.99 C

Letras minGsculas diferentes en la columna difieren estadisticamente, segln la prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad.

Asimismo, el mismo analisis para las dosis respecto a la variable
longitud de brote evaluado a los 40 ddt, se presenta en la Tabla 14. En tal sentido, se advierten
diferencias estadisticas significativas entre las dosis de Cd, donde la dosis 6 ppm estimuld
mayor longitud de brote con un promedio de 4.18 cm. En contraste, la dosis donde no se aplico
Cd (0 ppm), la longitud de brote generé un valor promedio de 3.23 cm, segun la prueba de

comparaciones multiples de Duncan (p < 0.05).

Tabla 14. Efecto principal para dosis respecto a la variable longitud de brote, evaluada a los

40 ddt.
Dosis Medias Longitud de brote (cm) Grupos
0 ppm 3.23 £0.84 b
6 ppm 4.18 £0.87 a

Letras mindsculas diferentes en la columna difieren estadisticamente, segin la prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad.

La longitud de brote evaluado a los 168 ddt, se presenta en la
Tabla 15, donde advertimos diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
estudiados (clon x dosis). Segun la prueba de Duncan, los tratamientos Tg (ICS 39 x 6 ppm) y

T2 (TSH 565 x 12 ppm), generaron los mayores promedios de longitud de brote con 21.88 y
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20.75 cm respectivamente. En contraste el tratamiento T1 (CCN 51 x 0 ppm) evidenci6 el menor
promedio respecto a la longitud de brote (11.46 cm).

Tabla 15. Longitud de brote (cm) en los diferentes tratamientos (clon x dosis), evaluados a

los 168 ddt.
. Longitud de brote, (cm)
Clon Dosis 168 ddt
CCN51 0 ppm 1146 +231¢c
6 ppm 17.25 £ 0.99 abc
12 ppm 16.58 £ 1.66 abc
IMC 67 0 ppm 1249+3.24c
6 ppm 15.04 £ 3.45 bc
12 ppm 15.04 +1.82 bc
ICS39 0 ppm 20.13 +2.67 ab
6 ppm 21.88+2.17a
12 ppm 1248 £6.30c
TSH565 0 ppm 19.09 £ 2.53 ab
6 ppm 17.13 £ 2.74 abc
12 ppm 20.75+6.14 ab

Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p < 0.05) usando Duncan test. Letras diferentes indican

diferencias significativas.

De acuerdo con el andlisis de correlacion entre los clones
estudiados y las dosis de Cd, para la longitud de brotes evaluado a los 168 ddt, se verifico que
los tratamientos (clon x dosis), provocaron tendencia lineal significativa (p < 0,05) en el clon
ICS 39, excepto para los clones CCN 51, IMC 67 y TSH 565, donde la longitud de brote
evidencid una tendencia lineal no significativa (Figura 41).

De este modo, la dosis de Cd de hasta 12 ppm, generé mayores
promedios de longitud de brote en los clones TSH 565 y CCN 51, con valores de 20.75 y 16.58
cm respectivamente. En contraste, el clon ICS 39 obtuvo el menor promedio de longitud de
brote con un valor de 12.48 cm. Respecto a la dosis 6 ppm, el clon ICS 369 reporta la mayor
longitud de brote, con un promedio de 21.88 cm, seguido del clon CCN 51, con un valor de
17.25 cm. Contrariamente, el clon IMC 67, advierte la menor longitud de brote, con un valor
de 15.04 cm.

Finalmente, donde no se aplicé ninguna dosis de Cd (0 ppm), los
clones ICS 39 y TS 565 no presentaron diferencias estadisticas significativas respecto a la
longitud de brote, con promedios de 20.13 y 19.09 cm respectivamente. Sin embargo, fueron
superiores a los clones IMC 67 y CCN 51, quienes reportan los promedios mas bajos respecto

a la variable longitud de brote, con valores de 12.49 y 11.46 cm respectivamente.
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Figura 41. Longitud de brote en los clones de cacao CCN 51, IMC 67, ICS 39 y TSH 565 por
efecto de tres dosis de Cd (0, 6 y 12 ppm), evaluado a los 168 ddt.

Algunas especies o genotipos de plantas pueden tolerar altas
concentraciones de metales pesados en el suelo al impedir que estos elementos entren en las
raices o mediante su volatilizacion a traves de las estomas (Peer et al.; 2005; He et al.; 2015).
Segun nuestros resultados obtenidos, el Cd a una dosis de 12 ppm afectd negativamente la
longitud de los brotes del clon ICS 39 evaluado a los 168 ddt, es decir, se evidencid una
disminucion progresiva en la longitud de los brotes conforme la concentracion de Cd
aumentaba, observandose un efecto adverso con el aumento de las dosis de Cd. Estos resultados
son consistentes con los reportados por Fernandez—Paz et al.; (2021), quienes documentaron
una disminucion significativa en la biomasa, la longitud de los brotes y el area foliar, cinco
meses después del establecimiento de progenies de cacao de los genotipos IMC 67 y PA 121
en un sustrato de invernadero que contenia 7.49 mg Cd Kg™. Por el contrario, las respuestas a
la longitud de los brotes de los otros clones estudiados fueron positivas 0 no significativas,
como fue el caso de los clones TSH 565 y CCN 51 al ser sometidos a la dosis de 12 ppm
mostraron mayor desarrollo de brotes. Estos hallazgos también concuerdan con los obtenidos
por Gramlich et al.; (2017) ain en condiciones de campo, quienes al realizar estudios en
sistemas de cultivo de cacao asociados al manejo organico y convencional en agroforesteria o
monocultivo; reportaron que, si bien no encontraron diferencias significativas para Cd y Zn en

hojas y granos, el clon TSH 565 absorbié mas Cd en relacion con ICS 1 bajo un sistema de
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monocultivo. El impacto del Cd en el crecimiento del cacao estd condicionado por factores
como las propiedades del suelo y la tolerancia genética de las plantas. Correa et al.; (2021)
sefialaron que el contenido de potasio en el suelo puede favorecer la acumulacion de biomasa
vegetal incluso en presencia de Cd. Nuestros resultados sugieren que los genotipos CCN 51,
IMC 67 y TSH 565, continuaron su desarrollo de manera positiva, especialmente cuando se
inocularon con la dosis méas alta de Cd, por lo que este comportamiento podria atribuirse al tipo
de sustrato utilizado en el presente estudio (suelos aluviales), que se caracterizan por presentar
niveles adecuados de nutrientes claves (nitrégeno, fosforo y potasio) (llinskiy et al.; 2024) para
el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Finalmente, para la longitud de los brotes evaluada a los 40 ddt,
no se evidencio interaccion entre los clones estudiados y las dosis de Cd, segun los resultados
del analisis de varianza (Tabla 12).

4.4.1.2 Numero de hojas evaluado a los 40 y 168 ddt.

Los resultados del analisis de varianza (ANVA) para la variable
numero de hojas expresados en la Tabla 16, muestran que no existe un efecto significativo para
la interaccion entre los diferentes clones de cacao y las concentraciones de Cd, segun la prueba
F (p < 0,05) durante las evaluaciones realizadas a los 40 ddt de las plantulas de cacao a las
bolsas almacigueras que contenian el sustrato contaminado con Cd. Ademas, el coeficiente de
variabilidad fue de 32.72 %. Asimismo, para la misma variable evaluado a los 168 ddt, también
se advierte que no existe un efecto significativo de la interaccién entre los diferentes clones de

cacao con las concentraciones de Cd. El coeficiente de variabilidad fue 17.08 %.

Tabla 16. ANVA para la variable Nimero de hojas evaluado a los 40 ddt y 168 ddt.

=, GL CI\_/I NUmero de CI\/_I Namero de

hojas (40 ddt) hojas (168 ddt)
Clon 3 0.506 NS 38.012 **
Dosis 2 1.130 NS 6.210 NS
Clon*Dosis 6 0.677 NS 6.284 NS
Error 24 0.368 5.773
CV (%) 32.72 17.08

**. Significativo al 1 y 5 %, -NS, no significativo, segin la prueba de F.

El anélisis del efecto principal para los clones en relacion con la
variable nimero de hojas evaluado a los 40 ddt, se presenta en la Tabla 17. No se destacan

diferencias estadisticas significativas entre los clones, los mismos que, mostraron igual
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comportamiento respecto a esta variable, segun los resultados obtenidos de la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (p < 0.05).

Tabla 17. Efecto principal para clones respecto a la variable nimero de hojas, evaluada a los

40 ddt
Clones Medias NUmero de hojas Grupos
TSH 565 2.19 +0.80 a
CNN 51 1.83 +0.79 a
ICS 39 1.72 +0.48 a
IMC 67 1.67 +0.64 a

Letras mindsculas iguales en la columna no difieren estadisticamente, segun la prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad.

Asimismo, el mismo andlisis para las dosis respecto a la variable
namero de hojas evaluado a los 40 ddt, se presenta en la Tabla 18. En tal sentido, no se advierten
diferencias estadisticas significativas en la longitud de brotes por efecto de las dosis de Cd,

segun la prueba de comparaciones maltiples de Duncan (p < 0,05).

Tabla 18. Efecto principal para dosis respecto a la variable longitud de brote, evaluada a los

40 ddt.
Dosis Medias Numero de hojas Grupos
0 ppm 1.52 +0.61 a
6 ppm 2.13 +0.43 a
12 ppm 1.92 +0.87 a

Letras mindsculas diferentes en la columna difieren estadisticamente, segln la prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad.

El anélisis del efecto principal para los clones en relacion con la
variable numero de hojas evaluado a los 168 ddt se presenta en la Tabla 19. Se destacan
diferencias estadisticas significativas entre los clones, es decir el clon CCN 51 exhibi6 el mayor
promedio de nimero de hojas, alcanzando un valor de 16, seguido por el clon TSH 565, con un
promedio de 14 hojas. En contraste, el clon IMC 67 mostré el menor promedio con un valor de
12 hojas, segun los resultados obtenidos de la prueba de comparaciones maltiples de Duncan
(p <0.05).
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Tabla 19. Efecto principal para clones respecto a la variable longitud de brote, evaluada a los

168 ddt.
Clones Medias Numero de hojas Grupos
CCN 51 16.81 +1.72 a
TSH 565 14.44 +2.81 b
ICS 39 12.83 +2.64 b
IMC 67 12.19 +2.41 b

Letras minUsculas diferentes en la columna difieren estadisticamente, segin la prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad.

El mismo andlisis para las dosis respecto a la variable nimero de
hojas evaluado a los 168 ddt, se presenta en la Tabla 20. En tal sentido, no se advierten
diferencias estadisticas significativas en la longitud de brotes por efecto de las dosis de Cd,

segun la prueba de comparaciones maltiples de Duncan (p < 0.05).

Tabla 20. Efecto principal para dosis respecto a la variable longitud de brote, evaluada a los

168 ddt.
Dosis Medias NUmero de hojas  Grupos
0 ppm 14.67 +3.07 a
6 ppm 13.27 +2.73 a
12 ppm 14.27 +3.08 a

Letras mindsculas diferentes en la columna difieren estadisticamente, segin la prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad.

Segun el andlisis de varianza, para la variable nimero de hojas
evaluada tanto a los 40 y 168 ddt (Tabla 16), no se reporta una interaccion significativa entre
las dosis de Cd y los clones estudiados. Ademas, al hacer un analisis de efecto principal para
los clones respecto al nUmero de hojas evaluada a los 40 ddt se observa que no hubo diferencias
estadisticas significativas. La misma tendencia se advierte en relacion a las dosis, donde al hacer
un analisis de efecto principal, se descarta diferencias estadisticas significativas.
Adicionalmente, se hizo el mismo analisis para la variable nimero de hojas evaluada a los 168
ddt en los clones estudiados, donde se observo que el clon CCN 51 mostr6 el mayor nimero de
hojas, con un promedio de 16, seguido del TSH 565, con 14 hojas en promedio. En contraste,
el clon IMC 67 obtuvo el menor promedio (12 hojas). EI mismo analisis respecto a las dosis,
evidencio que no existio significancia en el nimero de hojas. En tal sentido, nuestros resultados
sugieren que los clones estudiados mostraron un buen desempefio fisioldgico respecto a las

dosis de Cd, favoreciendo el desarrollo de hojas, por lo que, las plantas de cacao exhiben una
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notable resistencia a la exposicion al Cd, atribuidos a varios factores como los fisioldgicos y
genéticos, en ese sentido, algunos genotipos de cacao demuestran una alta tolerancia al Cd,
incluso bajo una concentracion significativa (Galvis et al.; 2023). Castro et al.; (2015),
estudiaron plantulas de cacao obtenidas por autofecundacion del genotipo Catongo — Catongo
y un hibrido resultante del cruce de los genotipos CCN51 x SCAG, que fueron sometidas a
diferentes dosis de Cd (2, 4, 8, 16 y 32 mg Kg™?), reportando que el Cd caus6 cambios
morfologicos, bioquimicos, moleculares y ultraestructurales en ambas progenies. Sin embargo,
Zakariyya et al.; (2022) encontraron que las concentraciones de Cd de hasta 8 mg Kg* no

afectan negativamente el crecimiento del cacao.

4.4.1.3 Numero de raices evaluado a los 168 ddt.

Para la evaluacion del nimero de raices se considerd las raices
primarias y secundarias, asi como los pelos absorbentes. Los resultados del analisis de varianza
(ANVA) para la variable Numero de raices, expresados en la Tabla 21, muestran que existe un
efecto altamente significativo para la interaccion entre los diferentes clones de cacao y las
concentraciones de Cd, seglin la prueba F (p < 0,05) durante las evaluaciones realizadas a los
168 ddt de las plantulas de cacao a las bolsas almacigueras que contenian el sustrato
contaminado con Cd. Ademas, el coeficiente de variabilidad fue de 19.65 %.

Tabla 21. Analisis de varianza para la variable Numero de raices evaluada a los 168 ddt.

CM
FV GL Numeros de Raices (168 ddt)
Clon 3 19.296 *
Dosis 2 95.583 **
Clon*Dosis 6 23.880 **
Error 24 6.361
CV (%) 19.65

** -Significativo a 1 y 5 %, *- Significativo al 5 %, segun la prueba de F.

El ndmero de raices evaluado a los 168 ddt, se presenta en la
Tabla 22, donde advertimos diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
estudiados (clon x dosis). Segun la prueba de Duncan, los tratamientos Tz (CCN 51 x 12 ppm)
y T7 (ICS 39 x 0 ppm), generaron la mayor cantidad de raices con valores de 19 y 17
respectivamente. En contraste, el tratamiento T> (CCN 51 x 6 ppm) evidencié el menor
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promedio, con 8 raices. De acuerdo al analisis de correlacion, de manera general se verifico
que los cuatro clones de cacao y las tres dosis de Cd en ppm estudiados, provocaron tendencia
lineal significativa (p < 0,05), para la variable nimero de raices en los clones CCN 51 e IMC
67, en tanto que, los clones ICS 39 y TSH 565, mostraron tendencia lineal no significativa para
la misma variable (Figura 42). De este modo, la dosis de hasta 12 ppm de Cd, estimul6 el mayor
namero de raices en el clon CCN 51, con un valor promedio de 19, seguido del clon IMC 67 e
ICS 39, ambos clones con un promedio de 15 raices. Contrariamente, el clon TSH 565 produjo
el menor promedio de raices con un valor de 13. Respecto a la dosis 6 ppm, los clones que
evidencian mayor nimero de raices fueron el ICS 39 y el TSH 565 con valores de 12 y 11
respectivamente. En contraste el clon CCN 51 obtuvo 8 raices, representando el menor
promedio. Finalmente, donde no se aplicé ninguna dosis de Cd (0 ppm), los clones ICS 39 y
TSH 565 presentaron la mayor cantidad de raices, con promedios de 17 y 11 respectivamente.
En contraste, el clon CCN 51 a la misma dosis de Cd, obtuvo 9 raices, representando el menor
promedio, resultados que posiblemente fueron influidos también por las propiedades fisicas y

quimicas del suelo.

Tabla 22. Numero de raices en los diferentes tratamientos (clon x dosis), evaluado a los 168

ddt.
: NUmero de raices

Clon Dosis 168 ddt
CCN51 0 ppm 0.33+231 ef

6 ppm 833+321 f

12 ppm 19.67 £ 153 a
IMC 67 0 ppm 9.67+289 ef

6 ppm 10.67 £ 1.15 def

12 ppm 15.33 + 4.04 abcd
ICS39 0 ppm 17.00 £ 3.61 ab

6 ppm 12.33 + 1.15 bcdef

12 ppm 15.67 + 2.08 abc
TSH565 0 ppm 11.67 £ 2.08 cdef

6 ppm 11.00 + 2.65 cdef

12 ppm 13.33 + 1.53 bcde

Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p < 0.05) usando Duncan test. Letras diferentes indican

diferencias significativas.
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Figura 42. Namero de raices en los clones de cacao CCN 51, IMC 67, ICS 39 y TSH 565 por
efecto de tres dosis de Cd (0, 6 y 12 ppm), evaluado a los 168 ddt.

Nuestros hallazgos reportan un aumento en el nimero de raices
con el aumento de las concentraciones de Cd (12 ppm) con relacién a los clones CCN 51 e IMC
67. Tal aumento en el nimero de raices con el incremento de las dosis de Cd se alinea a los
hallazgos de Kahle (1993), quien sefial6 que la respuesta tipica al dafio radicular inducidos por
metales pesados es un sistema de raiz pivotante mas ramificado, denso y compacto. Galvis et
al. (2023) informaron que algunos cultivares tienen la capacidad de acumular Cd en las raices,
optimizando su absorcion y promoviendo el desarrollo de las plantas. Sin embargo, los niveles
excesivos de Cd plantean riesgos tanto para la salud de las plantas como para la del consumidor,
lo que resalta la necesidad de un manejo cuidadoso de este metal en los suelos agricolas, que

dependera también de la CIC, pH y otras propiedades del suelo.

4.4.2. Andlisis de efectos del cadmio en pigmentos de clorofila.

Las variables consideradas para evaluar los efectos del Cd a nivel de
pigmentos en los genotipos de cacao en el presente estudio fueron las concentraciones de
clorofilas. Las concentraciones de Clorofila a, clorofila b y clorofila total se presentan en la
Tabla 23 y Figura 43. Las mismas fueron sometidas a pruebas de verificacion de supuestos,
normalidad y homocedasticidad, utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene
respectivamente. Posteriormente, se aplicd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
acompariada del ajuste de Holm para comparaciones multiples, dado a que los datos no

cumplieron con estos supuestos.
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Tabla 23. Concentracion de Clorofila a, Clorofila b y clorofila total de los diferentes

tratamientos (clon x dosis), segun la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.

cl Dosis Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total,
on
(ppm) (nm) (nm) (nm)
CCN 51 0 2.18+0.26 a 1.13+0.44a 351+0.74a
6 2.24+0.18 a 1.29+0.57a 3.83+0.83a
12 2.48 +0.04 a 2.07£0.33 a 499+042a
IMC 67 0 2.65+0.59 a 1.30£0.08 a 3.85+0.18 a
6 240+0.10a 1.65+0.55a 4.45+0.83a
12 220+0.22 a 1.10+£0.78 a 3.62+1.14a
ICS 39 0 2.32+0.01a 194+1.27a 452+132a
6 224+031la 1.29+041a 3.76+0.83 a
12 244 +0.13 a 151+0.26a 429+0.48a
TSH 565 0 2.30+0.09 a 1.13+0.24a 3.68+0.31a
6 2.00+0.32a 0.95+0.21a 3.13+0.60 a
12 2.11+0.30a 1.06 £0.43 a 3.40+0.90 a

Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p < 0.05) usando Kruskal test. Letras iguales indican que

no hubo diferencias significativas.
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Segun los resultados obtenidos mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis en el presente estudio para la concentracion de clorofila a, se evidencia que no
existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos estudiados. Similar
comportamiento, se evidencié en relacion a las concentraciones de clorofila b y clorofila total,
donde tampoco existio diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos estudiados.
Sin embargo, advertimos que el clon CCN 51 mostrd una respuesta positiva en el contenido de
clorofila en concentraciones de Cd de hasta 12 mg kg™, en tal sentido, nuestros resultados
sugieren que, el genotipo CCN-51 demuestra un grado de tolerancia al Cd. Estos hallazgos
concuerdan con los obtenidos por Fernandez-Paz et al.; (2021) en progenies de IMC 67 y PA
121 x IMC 67, bajo condiciones de invernadero y expuestos a una concentracion de Cd de 7,49
mg kg, donde reportaron alteraciones significativas en el contenido de pigmentos
cloroplasticos en plantulas no injertadas tras cinco meses de crecimiento en suelo enriquecido
con Cd. En particular, observaron un incremento significativo de clorofila a, con aumentos
porcentuales del 41,6 % y 21,8 % en las progenies de IMC 67 y PA 121 x IMC 67,
respectivamente. Resultados similares se reportaron para la clorofila b, con aumentos del 32 %
en IMC 67y 29 % en PA 121 x IMC 67.

La toxicidad por Cd puede afectar el rendimiento fotosintético de las
plantas mediante la reduccion del contenido de clorofila (Sandalio et al.; 2001). Sin embargo,
los resultados sugieren que el clon CCN 51 presenta ciertos niveles de tolerancia al Cd,
evidenciado por el aumento en el contenido de pigmentos cloroplasticos (clorofila b) y la
aparente ausencia de dafios significativos en el fotosistema Il (PSII), coincidiendo con las

observaciones de Fernandez-Paz et al.; (2021) en progenies no injertadas de IMC 67.



V. CONCLUSIONES

. Todos los genotipos de cacao examinados concentraron cantidades significativas de cadmio
(Cd) en sus hojas (26.35 mg Kg?), brotes (22.92 mg Kg™) y raices (18.88 mg Kg*), estas
concentraciones de Cd, superaron a las informadas por otros estudios, lo que indica una
notable acumulacion en las plantas de cacao, principalmente en hojas, en nuestras
condiciones experimentales. Entre los genotipos, el CCN 51 absorbié las mayores
cantidades de Cd. Sin embargo, debido a los altos contenidos de Cd en todos los genotipos,
no es posible recomendar ninguno de ellos como adecuado para el cultivo en suelos con
niveles elevados de Cd, ya que todas las plantas analizadas demostraron una absorcion

sustancial de Cd.

. El genotipo ICS 39 inoculado a la dosis media de Cd (6 ppm) presentd el factor de
traslocacion (FT) mas alto, con un valor promedio de 4.16

. El genotipo IMC 67, fue el clon de cacao quien transporté (acumuld) la menor cantidad de
Cd cuando fue expuesto tanto a la dosis media (6 ppm) como a la dosis mas alta (12 ppm)
en comparacion a los otros genotipos estudiados.

. A nivel morfoldgico, el impacto del Cd respecto al crecimiento de las plantas resulté ser
especifico del genotipo y variable. En las dosis de 6 y 12 ppm de Cd, los genotipos CCN
51, IMC 67 y TSH 565 mostraron un aumento en la longitud de los brotes, mientras que el
genotipo ICS 39 mostré una disminucion en el crecimiento. Asimismo, como se esperaba,
el nimero de raices en las plantas aumento con dosis mas altas de Cd, lo que representa una
respuesta tipica de las plantas al estrés metalico, potencialmente como un mecanismo

compensatorio para una mejor absorcion de nutrientes y agua en condiciones de estrés.

. Finalmente, a nivel de pigmentos de clorofila, algunos genotipos de cacao, como el clon
CCN 51, no solo pueden tolerar niveles mas altos de Cd, sino que podrian beneficiarse
potencialmente de ellos, debido a un aumento en el contenido de clorofila. En contraste,
ICS 39 parece ser mas sensible al Cd, experimentando un crecimiento reducido bajo

concentraciones mas altas de Cd.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Se sugiere evaluar las interacciones entre el Cd y otros factores estresantes ambientales,
como la sequia o las deficiencias de nutrientes, para predecir mejor la resiliencia de las

plantaciones de cacao en suelos contaminados con metales.

Asimismo, se sugiere profundizar los estudios vinculados a los efectos de Cd sobre las
plantas de cacao tanto en aspectos morfologicos como fisiologicos (clorofilas vy

carotenoides).

Se necesitan estudios a largo plazo que monitoreen los efectos de la exposicion al Cd en el
rendimiento del cacao, la calidad del grano y la eficiencia fotosintética a lo largo de
multiples temporadas de crecimiento para comprender el alcance completo del impacto de

la contaminacion por Cd en el cultivo del cacao.

Incluir en investigaciones a futuro un analisis de proteinas especializadas (NRAMP, ZIP,

etc) vinculadas en la regulacién del Cd de los genotipos de cacao.
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ANEXOS



Figura 44. Supervision del asesor en campo

DINAMICA DEL CADMIO EN
PLANTAS DE THEOBROMA
CACAOL. (CACAO) OBTENIDAS
MEDIANTE ENRAIZAMIENTO DE |
ESTAQUILLAS EN
CONDICIONES DE

INVERNADERO.

Figura 45. Crecimiento morfolégico de los plantones de cacao, a) 40 ddt, b) 1618 ddt




