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RESUMEN

El cadmio (Cd) es uno de los metales pesados mas toxicos y representa un riesgo
significativo para las plaas, los animales y los seres humanos. Una de las principales
preocupaciones para los seres humanos en particular es que los arboles de cacao bioacumular
Cd en niveles mas altos que la mayoria de las demas plantas. Este estudio planteoé la hipétesis
de que bs 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 cacad,({T33B9,

IMC-67, TSH565) a dosis de C@, 6, 12 mg/kg) durante 40168 dias. Se apkron modelos
de regresion lineal para evaluar el contenido de Cd de la planta y las respuestas morfolégicas y
fisiologicas a la exposicion al Cd.

Los resultados revelaron niveles consistentemente altos de Cd en todos los genotipos,
siendo CCNb1 el que mdsd la mayor acumulacién; sin embargo, se observé una diferencia
estadisticamente significativa (P < 0,05) solo entre GCK IMG67 en la dosis més alta. Las
respuestas morfolégicas variaron: el aumento de la dosis de Cd condujo a brotes mas largos en
CCN-51, ICS39 y TSH565, pero brotes mas cortos en T La dosis de Cd influyo
positivamente en el numero de raices en &Lk IMG67 y en el nimero de hojas en GEGN

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 clavesCCN-51; IMC-67; ICS-39; TSH565; Peru; Contaminaciéon 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 leveligher 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 (CCM1, ICS-39, IMC-67, TSH565) were exposed to Cd doses (0, 6, 12 mg/kg)
for 40, andl68 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, wittb CEhbowing
the highest accumulation; howeya statistically significant difference (P < 0.05) was observed
only between CCM1l and IMG67 at the highest dose. Morphological responses varied:
increasing Cd dose led to longer shoots in EXNICS39, and TSHB65 but shorter shoots in
IMC-67. Cd dse positively influenced root number in C&4 and IMG67 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; ICS39; TSH565; Peru; Soil contamination



l. INTRODUCCION

El sembrio y la produccion del cacao estan directamente relacionadatasc
condiciones medioambientales de las diferentes zonas donde se cultiva, existiendo regiones con
mayores niveles de produccion como es el caso de San Martin respecto a otras. Durante el
periodo enero a diciembre de 2022, la produccién fue liderada pegibn San Martin, con
64,9 mil toneladas (representando el 38,8e la produccion nacional); seguida por la region
Junin con 31,9 mil toneladas (184@); Ucayali con 22,7 mil toneladas (13@ y finalmente
las regiones de Huanuco y Cusco con 16,6 yni8 mil toneladas, respectivamente,
constituyéndose de esta forma las cinco regiones en representar alrededof/dee8a
produccion total del pais. La produccién nacional de cacao en grano en el Peru ha sufrido un
crecimiento promedio anual de 104len los ultimos afios y esta se basa principalmente en tres
variedades, 53,% de la variedad trinitario (Junin), 3®@a de forastero amazonico (Cusco y
Ayacucho) y el 9,4% de criollo (zona norte de San Martin, Amazonas y Cajamarca)
(MIDAGRI, 2023)

Sin enbargo, actualmente el desarrollo de estévo 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 casuod@dpd
hecho que viene limitando su produccion y calidad, y por ende la exportacién 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 plantasahcao 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 comnibks como los granos por su constitucion grasosa (Rascio y
Navartlzzo, 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 plards y tomados de ellas por el ser humano, y en altas concentraciones pueden resultar
ser toxicas, seguPrieto et gl2009).

Segun Alloway (2013), la presencia de algunos metales pesados esta directamente
relacionados con fuentes especificas como: fetites (Cd, Cr, Mo, Pb, Zn), plaguicid&x,

As, Hg, Pb, Mn, Zn), compost derivados de residuos soélidos convencionales (Cd, Cu, Ni, Pb,
Zn) y del estiércol (Cu, As, Zn). Ademas, Laegreid gt18199) manifiestan que los fertilizantes

fosforados son una émte 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 absorciéon 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
vueltomas 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 contienel
niveles superiores de 0,8 ppm, situacion que podria limitar la dindmicaadmésha 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 asexualmentenpaizamiento 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 informacidentifica 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 érganos. Es asi que, la ejecucion de
la presente propuesta de invgatiion buscara entender este mecanismo de transporte desde las
raices hasta la parte foliar (aérea), cuantificando su absorcion interna, mediante el analisis por
espectrofotometria de absorcion atomica. Ademas, se buscara la identificacion de genotipos
comerciales con menor afinidad a la translocaciéon 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 esuy probable que identifiquemos genotipos comerciales propagados por
enraizamiento de estaquillas con menor translocacién a cadmio; en tanto que, para la comunidad
cientifica los resultados obtenidos tendran la veracidad respectiva y existiendo pdstbiiela
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 investigacién entre la Estacion Experimental Agraria EL
Porvenir, San Maim del Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) y la Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS), ademas, la presente propuesta plantea como hipotesis
gue la dinamica del cadmio eraptonesle Thebromacacaoobtenidas mediante enraizamiento
deestaquillas en condiciones de vivero involucra la absorcién y translocacién del cadmio desde

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



Objetivo general.

Determinar laacumulaciéndel cadmio Cd) en phntonesde Theobroma cacao obtenidcs

mediante enraizamiento de estaquillas en condiciones de vivero.

Objetivos especificos.

1.

Cuantificar la concentracion de Cd eamqtbnesie Theobromacacaoobtenid® mediante
enraizamiento de estaquillas.

Determinarel factor de translocacion del @d phantonesie Theobromacacaoobtenids
mediante enraizamiento de estaquillas.

Identificar pantonesleTheobromaacaoobtenid® mediante enraizamiento de estaquillas
con menor capacidad de transporte de cadmio.

Evaluar los efectodel Cd tanto a nivehorfoldgicocomo en los pigmentos de clorofila en

plantonesle Theobromacacaoobtenide mediante enraizamiento de estaquillas.



I. REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcion morfologica del cacao.

Duran (20D), sefala que el cacao presenta un sistema radiealegeompone 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 distribuidasl@dlor 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 conjito 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
gue formaran ramas plagiotropicas dorsiventrales (horquetas), las que se difererwiate del
ortotropico por las hojas pecioladas.

Las hojas adultas poseen una coloraciéon verde, son glabras, presentando una
variacion de ovadaoblonga a lanceolada, acuminatas con borde liso y nerviacién peninervia.

La flor del cacao es pedicelada, hermditancon 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 (lICA, 2017). El fruto, presenta tamafios,
colores y formas variablepero 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 blaas y estdn compuestas por dos cotiledones, es decir, hojas
germinales y un pequefio embrion. Todos estos componentes estan encerrados por la cubierta,
llamada también testa. Los cotiledones almacenan el alimento para la posterior germinacion,
asi como tami@n 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 {485 % como manteca de cacao) y su
componente activo mas resaltante es la teobromina (Durds), 201

2.1.1. Clasificacion taxonomica del cacao
Segun (Alverson et al1999), el cacao es una especie perenne
perteneciente a la familia Malvaceae, cuyo crecimiento demanda dke especies de sombra,

y la produccién de grano sustenta a la industria chocolatera. Coincidentemenadl¢Aanaj
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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 : Esterculaceas
Género : Theobroma

Especie : Theobroma cacab.

2.1.2. Propagacion asexual del cultivo de cacao: Estaquillas.

Este tipo de propagacion se realiza por meéigpartes vegetativas de la
planta seleccionada y no implica un cambio en la constitucién genética de la nueva planta
debido a que todas las caracteristicas de la planta madre se presentan en la nueva planta, sir
embargo, debido a factores como el cliti@y de suelo y el ataque 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
presentar una colori@mn parda, sin flores. Preferentemente las estacas deben ser colectadas por
las mafanas, 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 $oipgnrficie
ademas las estacas se tratan con hormonas enraizantes antes de la multiplicacién (Duran, 201

Las raices adventicias de las estaquillas, parte fundamental de este método
de propagacioén clonal, se producen como resutiaeda aplicaciémle alta concentracionete
auxinas (Steffens y Rasmussen, 20L&)aplicacion esigena de auxinasavoreceel traslado
de carbohidratos, compuestos nitrogenados y otros desde la parte apical hacia la parte basal de
la estaca, dando origen y apertura a la edepazogénesisRuri y Khala, 1992)Para Guan et
al.; (2015), la formacion de raices en las estaquillas abraca tres etapas:1) induccion, el cual hace
referencia a los eventos quimicos y moleculares que preceden anlmescenorfolégicos, 2)
iniciacion, e la cual la division celular permite la forméeide 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 o ramillas $asa 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 planidémiiea
a la original. Por otra parte, Lima et 2001) sefiala que entre las ventajas qesgnta el
sistema de propagacion por estaquillas sobre otros métodos es que las plantas pueden sel
producidas en menor tiempo que las plantas injertadas,aadsen prescinde del uso de
portainjertos, y por tanto los problemas de incompatibilidad entre el injerto y el patrén.
Finalmente, es considerado como el método mas adecuado para una produccion de mayor escale
e industrial de plantas de cacao en la actadlid

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 promsyqueias
plantas comienzan a producir precozmente en relacion a otras, ademas las plantas son de pocc
porte, que bien podadas conforman un buen arquetipo (Benito, 1992).
2.2. Metales pesados: Cadmio (Cd).

Un metal pesado puede ser definido como aquel elememsttiene una densidad
superior o igual a 5 g cAcuando esta en forma elemental, o cuyo nimero atdmico es superior
a 20 (excluyendo los metales alcalinos y alcatéroeos) (Garcia y Dorronsoro, 200Bara
Alloway (2013), el término metal pesado sevenido 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 &nsobre todo los metales de transicion, tales como Pb, Cd y Hg,
gue pueden causar gesvproblemas de toxicidad. EI Cd es uno devletales pesadanas
toxicos presentesieel ambiente sin comprobada y conocida funcién fisioldgica y bioldgica en
plantas o humanod ¢hounwou et al., 2012/anderschueren et,&021, Guarin et al2024).
Ademas, es considerado un metal pesado no esencial para las plantas (Pinto et al., 2003). Traza:
de Cd presente en los suelos puedenlexal a su acumulacion sucesiva en estructuras
vegetales comestibles y, en ultima instancia, migrarcadana alimentaria huma(Barraza
et al., 2018Guarin et al., 2024Los 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 sygitentas. 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 geogénidehdbersen et aR019 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
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?pes=vor#bb0505
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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procesogle transportey deposicion de sedimentos de litologias potencialmente altas en Cd
pueden conducir a la acumulacide Cd ersuelos aluvialeCapparelli et al2020 Chévez et
al.; 2015 Gramlich et gl2018 Guarin et a].2024).

En segundo lugalas fuentes de Cd que devienen de las actividades
antropogénicasn los suelos y que se relacionan con una amplia gama de industiidadas
a la produccién de metales pesad€ahiataPendias y Pendias, 2001.0s derivados de las
industrias petrolera, minera, textilagroquimicgpueden explicar el alto contenido de Cd y
otros meales pesadoen el ambiente Barraza et al;2018. Las practicas agricolas,
especialmente de produccion a través del uso de fertilizantes fosfdead@dos de rocas ricas
en cadmio, también se identifican como una fuente antropogénica de Cd en loBsuiedas (
et al.; 2017 Capparelli et al.;202Q Chavez et al.;20195, en tal setido, lasrocas de
fosfatodestinadas para largruccion de fertilizantes son una de las principales fuentes de
contaminacion por Cd en suelos agricoMertvedt y Beaton, 1995Es asi que, endalltimas
décadas, se registré un aumento significativo de Cd en el ambiente, principalmente como
resultado de actividades antrépicas o industriales como la mineria, fundicién y refinaciéon de
zinc, fabricacion y uso de fertilizantes fosfataddangicidas(Arduini et a; 2004 Benavides
et al.;2005 Castro et al2015).

2.2.2. Mecanismosde trasporte y efecta fitotoxicos del Cd

Las plantas usualmente absorben el Cd que esté presente de forma natural
en el suelo o procedente deposiciones atmosféricase del presente en fertilizantes organicos
o fosfatadosGalego et al.2012 Castro et a).2015).Una vez que ingresa dentro de la planta,
la acumulacion de Cd genera y cambios morfologicos y ultraestructurales, alteraciones en
procesos fisiolégicos, bioquimicos y moleculares, ifftahdo como consecuencia las
actividades metabdlicaglmeida et at2013, por lo que el Cd genera efectos adversos en el
crecimiento de la plantan el proceso fotosintético, en la absorcién de nutrientes, en el
contenido de pigmentos del cloroplasto, en la expresion genétia lgs metabolismos
antioxidantes (Peira de Arajo et al.;2017), como es caso de las peroxidasas de clagellll
supedxido dismutasgAlmeida et a2010). Actualmente, existen evidencias en las cuales se
conoce que el arbol del cacao bioacumula Cd a nivel de rafjas, vainas y semillaBérraza
etal.;2017 Lewis et al.2018 Pérez Moncada et.; 2019 Zug et al, 2019) a un nivel superior
al reportado normalmente en otras especies de plaAtgsi€llo et al.;2019 Barraza et aj.
2019 Guarin et a].2024).

Las plantas caph alrededor de un 75 % de cadmio por via apoplastica (a

través de paredes celulares y espacios intercelulares) y en menores proporciones por via


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/earth-surface-sediment-transport
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/alluvial-soil
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0090
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0225
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/anthropogenic-source
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/anthropogenic-source
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0255
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/agrochemical
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0090
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0115
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phosphorite
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phosphorite
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651315000470?via%3Dihub#bib53
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/fungicide
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651315000470?via%3Dihub#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651315000470?via%3Dihub#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651315000470?via%3Dihub#bib13
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/atmospheric-deposition
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651315000470?via%3Dihub#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651315000470?via%3Dihub#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651315000470?via%3Dihub#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0275
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0345
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0530
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352009424000099?via%3Dihub#bb0045
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simplastica (a través de paredes celulares y el citoplasma de las células), sin embargo, en
especies hiperacurfadoras la toma de este metal es en proporciones iguales tanto por via
apoplastica como por viangplastica (Zhao et aR002).Para Sanchez (2003), el cadmio y la
mayoria de los metales pesados incorporados al suelo, pueden seguir cuatro diferentes vias:

1 Pueden quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la solucién del suelo o
bien fijados por procesos de adsorcién, complejacién y precipitacion. Estos procesos son
importantes ya que el contenido total de cadmio en el suelo da idea del nivebde acitn,
pero es la fraccibn 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 fasaelkgula retenida en la fase sélida que
puede ser transferida a la solucién para ser absorbida por las raices de las plantas.

1 Pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las cadenas troficas.

1 Pueden pasar a la atmosfera por volatilizacion.

1 Pueden movilizarse a aguas superficiales y subterraneas.

1 Estudios plantean que, los metales pesados podrian ser incorporados por las
raices de las plantas, utilizando mecanismos para la absorcion de elementos eseriales (Zn
Cu2+, Fe+, Ca&+y Mg2+), debdo 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 at. 2001). ParaBerékova et al 2017, la toxicidal del Cd en las plantas podria
reflejarse eruna reduc@n del crecimientoge la biomasa y el rendimi¢ém de los cultivos,
ademas de alteréa nutricibn minera) podria generar tambi@éma reducién de lafotosintesis
y el cierre estordtico, afectar el metabolismo del nibgeno (N)y la estructura de las
membranas, entre otros
2.3. Genotipos de cacao utilizados en el presente estudio.

El genotipo CCNb1 (Coleccidon Castro Naranjal) es un hibrido elogegenotipos
IMC-67 y Trinitario cacao IC®5. Se considera un genotipo universal debido a su
adaptabilidad a todas las zonas de produccién y su tolerancia a enfermedades como
Moniliophthora perniciosay Moniliophthora roreri(Boza et gl2014). El genopo TSH565
(Trinidad Selected Hybrid) y el IG39 (Imperial College Selection) son genotipos que
pertenecen al grupo de los Trinitarios (Perea et28l13). EI genotipo IMC 67 (lquitos
mezclado con calabacillo), pertenece al grupo Forastero Alto Ama@di28GRI, 2010).



3.1. Ubicacién del experimento.

por el método de propagacion enraizamiento de estaquillas, se desarroll6 dentro de las
instalaciones delaboratorio de Biotecnologia (véiigura ) 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 Ba@6v849

Los procedimientos vinculados a la propagacion y obtencion de plantulas de cacao
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Figura 1.

Imagensatelitalde wbicacion del viverd Laboratorio de BiotecnologiaEEA El

Porvenir.

3.2. Equipos y materiales.

a) Equipos.

l

il
il
il

Balanza analitica.

GPS.
Laptop.

Espectrometro de Emisién Atomica de plasnduaida por microondas MP

AES.
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1 Espectrofotdmetro UV GENESIS 150.
1 Termohidrémetro.
1 Potenciometro de mar{pH)
b) Materiales e insumos.
Tijera de podar.
Hormona AlB.
Etiquetas.
Tijeras.
Sustrato (Premix 3).
Fungicida.
Bandejas forestales.
Bolsas almacigueras 3 y 4 Kg.
Hidrato de cloruro d€admio(CdCI2H20).

= =4 4 4 A4 A4 -4 A5 -2

3.3. Tipo y nivel de investigacion.
La investigacion fue de tipo paramétrica, descriptiva, generandose nuevos
conocimientos (investigacion basica).
3.3.1. Disefio de investigacion.
Se utilizé un Disefio Completamerattazar (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:
1 Factor A: Clones de cacad,factor A presento 4 niveles:
- a: Clon CCNi 51,
&: Clon IMC1 67,
as: Clon: ICSi 39y
as: Clon TSHi 565.

{1 Factor B: Concentraciones dadmio Cd) El factor B presenté 3 niveles:
- bl: 0 ppm,
- b2:6 ppmy
- b3:12 ppm.

Los fratamientos estudiados se describen a continuacioniamblia
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Tabla1l. Descripcion de los tratamientos estudiados

Tratamientos Descripcion
NUmero Clave Clones C((Jjncentrac_lon
e Cadmio
T: au X by CCNi 51 0 ppm
T> aXb CCNi 52 6 ppm
Ts a X bs CCN1 53 12 ppm
Ta ax b IMC i 67 0 ppm
Ts ax by IMC i 68 6 ppm
Te a X bs IMC i 69 12 ppm
T7 aXx by ICST 39 0 ppm
To as X bs ICSi 41 12 ppm
Tio X b TSH1 565 0 ppm
Tu aux by TSHi 566 6 ppm
T12 & X bs TSHi 567 12 ppm

a) Modelo matemaético.
El modelo estadistico que se utilizé en la presente investigacion es el
siguiente:
Yik=pu+U+be+ (kU by
Para=1,...a,j=1,...b,k=1,..n

Donde:
Yiik = valor estimado de la variable.
e = media gener al
U = efecto del factorlones de cacao
bk = efecto del factoconcentraciones de Cd
( Ujb=)efecto de interaccion clones de cacao y concentracion de Cd.
“iik = efecto del error exgrzimental.
b) Andlisis de varianza.
En laTabla 2 se presenta el esquema para el analisis de varianza.

Tabla 2. Anadlisis de varianza.

Fuentes de variacion GL SC CM F
Factor A a-1 SG CMa= SGl/al Fa= CMa/ CMe
Factor B b-1 SG CMg= SG/b-1 Fe= CMs/ CMe
Interaccion AB (a-l) (b-l) SCAB CMAB= SQB/(a-l)(bl) Fag= CMAB/ CME
Error exp. (ab)(nl) SCG CMe= SGJ/(ab)(nl)

Total abn-1 SGr
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c) Distribucion de unidades experimentales.
La unidad experimental osistio en cuatro bolsas, cada una
conteniendo una plantula de cacao obtenida medienteécnica de propagacion por
enraizamiento de estaquillas. A continuacion, se describe la distribucién 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. Poblacién y muestra.
a) Poblacion.
La poblacion de estudio estuvo constituida por 144 plantulas, las
mismas que fueron establecidos en condiciones de invernadero.
b) Muestra.
La muesta estard 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 m@ntones de Thebroma cacao
obtenidos mediante enraizamiento de estaquillas.
a) Etapa de campo.
1. Identificacion del material vegetal (estaquillas de cacao).
Const6 de partes vegetativas (estaquillas de cacao) correspondiente
a los clones CCN 51 (Coleccion Castro Manjal), IMCi 67 (Coleccion lquitos mezclado con
calabacillo), ICSI 39 (Seleccion del Colegio Imperial) y el TSH665 (Seleccion Hibrido
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Trinidad). Las estacas seleccionadas correspondieron al segmento apical de las ramas de la
planta de cacao, debido que en ensayos preliminares realizados en el laboratorio de
Biotecnologia de la EEA El Porvenir, San Martin, fueron éstas quienes mostraron mayor
cantidad de prendimiento (sobrevivencia). Una vez identificada la estaquilla con las
caracteristicas agronéoais deseadas como un adecuado grosor, coloraciébn 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 (v8) Figura

™

/7

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

2. Colecta del material vegetal.

La colecta (ver Figura 4ye realizé en las primeras horas de la
mafiana, con el objeto de evitar mayores niveles de estréidgpéle humedad) en las
estaquillas de cacao colectadas. Estas fueron extraidas de plantas donadoras con buen estad
nutricional y agronémico, para ello se utilizé una tijera podadora de mano. Como se mencioné
anteriormente y por los motivos explicadosceasideré segmentos apicales al momento de
colectar las estaquillas, luego se cort6 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 coleatlas 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.



Figura 4. Colecta de material vegetd las estaquillag) clones THS 565, CCN 51, ICS 39
e IMC 67),b) Estaquillas de cacao con hojas cortadas en la parte mgdial,
Disposicion de estaquillas en bolsas negiagycondicionamiento finapara su

transporte al vivero

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

Antes de la siembra de las estaquillas de cacao en las bandejas
forestales (tubeteskrigura 5, seprocedié con su desinfeccidRigura §. Esta etapa se realizo
dos diagntes 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 utilizé6 una bandeja con capacidad de 60 L,
se mezclé manualmente hasta enrazar y honiogyela 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.



Figura 5. Bandeja foestal 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 sodico (NaClO) al 5 % y agua, para
ello se us6 una probeta con bjato de medir 240 mL de NaClO, cantidad que fue diluida en

60 L de agua.

Figura 6. Desinfeccion de tubetes) Disolucién de detergente) havado de tubetes en
solucién de detergente y agua[Xlucion de NaClO ab % en agua, dLavaje de
tubetes en solucién de NaCIlO dby agua.
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Luego de homogenizado la solucion, los tubetes fueron
introducidos durante 10 minutos y después fueron enjuagados en 60 L de agua limpia. Este
procedimiento se realizo con la finalidagl @liminar patégenos.

- Elaboracion de sustrato para ser contenidos en tubetes.

El procedimiento consté 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 del6Mmanualmente y de manera uniforme tratando de eliminar
presencia de grumos. Una vez homogenizada la mezcla, procedimos a separar dos baldes de 17
L de la misma, y luego aplicamos gradualmente agua tratando de no sobre humedecer la mezcla,
con el objeto d tener un sustrato cadlecuada humedad y contextufay(ira 7).

Figura 7. Elaboracién de sustrgta) Sustrato premixy) Fibra de coca;) Adicion de premix
en bandejag) Adicion de fibra de coco en bandegaMezcla de preiw y fibra

de cocof) Adicién 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 prearado fue dispuesto luego en los tebete las bandejas forestalegygra §.
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Figura 8. Sustrato homogenizado dispuesto en bandejas forestales (tubetes).

- Siembra de estaquillas.
Después de haber realizado la colecta de afitade cacao,
estas fueron conducidas al laboratorio de Biotecnologia de la EEA EIl Porvenir San Martin para
un proceso cuidadoso de lavaje, antes de ser sometidas a un tratamiento fitosanitario. Cabe
sefalar que la etapa de lavaje solo se hizo con agda finalidad de no contaminar el material

vegetal con algiin componente quimice gueda afectar su viabilidaigura 9.
o 3 [ e

Figura 9. Lavaje de las estaquillas de cacao en laboratorio

Posteriormente, estas fueron trasladadlasivero para ser

sometidas a un tratamiento fitosanitario a base de fungicida agffdotalanil, Captan e
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ingredientes inerteg)una dosis de 2 g/ L de agua por espacio de tiempo correspondiente a 10
minutos con el objeto de desinfectar ante la pegitesencia de patdégenos a las estaquillas de

cacao(Figural0).

Figura 10. Pesado de fungicida agricdtutolamil.

Luego de pesado los 40 g del fungicida agricola, éste es
mezclado con agua, en un contenedor de plasticemiendo 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 solucion desinfeat@a, éstas son aireadas por un lapso de tiempo aproximado de 5

minutos con el objeto de escurrir los sobradiesa solucién desinfectantéigura 1).

Figura 11. Proceso de desinfeccion de estaquillas de caja®ymersion destaquillas de
cacao en solucién desinfectanit,Aireacion de estaquillas de cacao luego de

sumergidas en solucion desinfectante.
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Pasado la etapa de desinfeccion, se procedié con la aplicacion
de la hormona &cido ind@butirico (AIB) a una dosis de 60@pm 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 peso 0.6 g de AIB en una balanza analitica. Luego, se disuelve el
AIB en alcohol de 96° agitandmavemente la solucién, 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 meionadapor un espacio de 5 segundbgyira 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 minimc
cuatro yemas axilares vivas y activas. Luegs,dsataquillas seran trasladas y sembradas en

bandejas forestales, las mismas que contendrénstrato enriquecido.

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

Antes de la siembra de las estaquillas de @aéatas 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 lapigeapeofundidad 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 IM@réviamente 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 patalnladad

al ser sembraddrigura 14.

Figura 14. Estaquilla de cacao sembrada en bandeja forestal.
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Luego, las bandejas forestalgse contuvierorlas estaquillas de cacao

fueron dispuestos emicro tineleqprevia limpieza demicro tunelcon agua y detergente
(Figura 15.

Figura 15. Bandejas forestales sembradas con estaquillas de cacao de los clon&3,CCN
TSH 565, ICS 39 e IMC 67.

Ademas, elmicro tunelconté con riego automatizadaguaentubada,
captada de quebrada&on la finalidad de garanéizla humedad y condiciones favorables para
el desarrollo de las plantas, luegarétro tunelfue 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 teonperaturas que oscilaron entre 29°3+C y una
humedad relativa del 8, en las cuales se podra observar el desarrollo de las primeras raices
(verFigura 17.

Figura 16. Disposicion final de las estaquillas de cacaargcro tune| @ Acomodo de las
bandjas forestales emicro tane] b) Sellado delmicro tinelconteniendo las
estaquillas de cacao.
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Figura 17. Primeras emisiones de brotes de rai@eBstaquilla del clon ICS 39 con primeras
emisiores de raicedy) Estaquilla del clon TSH 565 con primeras emisiones de
raices,c) Estaquilla del clon CCN 51 con primeras emisiones de raidtes,

Estaquilla del lon IMC 67 con primeras emisiones de raices.

Pasado este tiempo las plantas fueron sometdash proceso de
preaclimatacion que consistié en dos etapas: La primera dentnicdztine] donde alrededor
de una semana alicro tunelgradualmente fue abierto, es decir, el primer diaieto tinel
fue abierto por espacio de tiempo de 1 hora,glrsdo dia 2 horas, y asi sucesivamente hasta
completar la semana, cabe sefialar que la frecuencia de riego demticral@linelse mantuvo,
es decir los aspersores se activaban cada 15 minutos en cada intervalo de hora, regando a las
estacas por un espadae 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 (mall®asché)l del 80%, manteniéndose la misma frecuencia de riego. Deielnt
proceso de preaclimatacion se hizo en promedio cuatro aplicaciones de fertilizantes foliares
(semanal), con el objeto de aumentar la vigorosidad de las plantas. Los produciablév8r
y Figura 18 y dosis utilizadase detallan a continuacion:
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Tabla 3. Insumos aplicados durante la etapa degategnatacion.

Nombre o Dosis
) Descripcion N
comercial utilizada
Quimifol 600 Fertilizante foliar: NPK 220-20. 37.50r
plus Micronutrientes: (Fe), (Cu), (Mn), (Zn), (B), (Mo)

vitamina B1, sustncias humicas.
Quimifol pH Fertilizante foliar: acido fosférico, materiales inertes 7.5 ml

master

Sportak Fungicida sistémico: grupo quimico Imidazoles. 15 ml
Silwet Coadyuvante 15ml
Enzipron Bioestimulante: nitrégeno organico, carbonoamigo, 37.5 ml

Acido félico
* 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 niediachila fumigadora de 20 Eifura
19). Finalmente, la etapa de preaclimatacion tuvo una duracion aproximada de 20 dias.

Figura 19. Aplicacion de insumos agricolas las estaquillas de caca@a¢pneatacion).
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Posteriormente, las plantas iniciaron un proceso de aclimatacion
propiamente dicho en vivero por un tiempo aproximado de 60 dias y fuereaeglinel, donde
se observo 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 metdlicas y en las cuales recibieroB0fb de entrada de luz y otro 50 de sombra.
Se continud con las mismas dosis y frecuencia de aplicacion de los fertilizantes foliares
aplicados durante la etapa de -pofimatacion, los mismos que contenian macro y

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

1. Contaminacion de sustrato c@iCkH20 para ser dispuestos en bolsas
almacigueras.
% Obtencion del sustrato (Suelo aluvial)

Para este propdsito, se procedio a realizar la colecta del suelo. El lugar de
muestreo fue el distritde Pucacaca, provincia de Picota. Se tratd de un suelo aluvial, con
plantas de cacao en produccion. Para esta actividad, se ullEzap 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 humedac

“——*‘*\———l g_!.____lm.“ =]

y mejorar su aireaciorr{gura 2).

_»ww.x»q_Lﬁ_., =

Figura 20. Colecta de suelo agricola) Toma de muestras de suely), 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.odegulminado el tamizado del
suelo, este fue esparcido dentro de las camas de cemento con el objeto de evapoealald h

y mejorar su aireaciér{gura 2).
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Figura 21. Suelo agricolaa) Tamizadob) Esparcido de suelo en casnde cemento.

Seguidamente, se desinfecto el suelo colectado, y para ello, fue sometido
a un proceso de solarizaciofiqura 22 con el objeto de minimizar la presencia de
fitopatdégenos y plagas agricolas que pudiesen afectar el desarrollo de laaptisntidcao. 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 voltdespués de las 48 horas de iniciado la solarizacién con
las medidas asépticas correspondiente con el objeto de no contaminarlo, luego este proceso se
repitid diariamente, con la finalidad de homogenizar el proceso de desinfeccién. Durante el
proceso de satizacion se registré dos parametros importantes que condicionan este proceso
como son la temperatura y humedad del sustrato mediante el uso de un termohigrometro (ver

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

A BEase TR : B

.

Vg sl
Figura 22. Solarizacién de sustrat@) ler envolvimiento con plastico agricola) 2do
envolvimiento con plastico agricola transpareot®isposicion final del sustrato

para su solarizacion) Volteo a 48 horas de iniciadbproceso de solarizacion.
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Figura 23. Medicion de T° y H° del sustrato con termohigrometro

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

Temperatura Humedad
N° Dias
TO 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 %
Dia 9 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.f8s6 en una balanza electronica 1 Kg de sustrato, que luego
fue dispuesto en un recipiente de plastico traspar€iger& 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 hmogenizar la mezcla, y tener una contextura adecuada (sin exceso de hukigdiad) (
25). Este procedimiento se llevo a cabo en las instalaciones y con el apoyo del equipo técnico
del Laboratorio de suelos, aguas y foliares de la EEA El Porvenir, Sam Mzatie sefalar

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 aledo agricola.

Seguidamente, se procedié con la contaminacion 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 siguientésut@s matematicosTabla §.
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Tabla5. Calculo de la cantidad de CdgbO para las dosis de 6 y 12 ppm.

Procedimientos

Valores numéricos y unidades

Peso molecular d&dCLH>O

Peso molecular dé€td

Pureza deCdChkH-O

Cantidad deCdCLH,0O para diluir en 1 L de
H-0.

201.32 g/mol

112.41 g/mol

112.41*100/201.32 =55%

Para 1 ppm se necesita 1000 mg Cd.

201.31 gCdCLH20/112.41 g Cd =1.7§
CdCkH:0

Se necesita 1.79 g CdalkO para 1 ppm de Cd e
un 1 Kg suelo, entonces se disolvid9d.g
CdCkH-Oen un 1 L de bD.

Cantidad de sustrato a contaminzartidad de Para 6 ppm:

sustrato que se necesitd para ambas
concentraciones de Cd fue de 120 kg).

Capacidad de campo

Volumen de HO para 6 ppm
Volumen de HO para 12 ppm

1Kg suel oéé6 ppm

120 Kg suel oééeéeéX

X =720 ml Cd

Para 12 ppm:

1 Kg sueloé. .12 ppm C
120Kgsuel oeééeéeX

X =1440 ml Cd

1 Kg suel oéééegdl100 ml
120 Kg suel oééééxX
X=12 000 ml =12 L volumen total (Cd +@)
12 000 mLi 720 mL Cd= 11 280 mL D

12 000 mLi 1 440 mL Cd= 160 mL HO

Calculo de las cantidades de(Hy Cd para 15 H.O para 6 ppm

Kg de suelo

120 Kg suel 2 €011 280
15 Kg suel oéééX
X=1410 mL HO

Cd para 6 ppm

o
D

D

120 Kg suel oééé720 mL
15 Kg suel oéeéeéX
X=90 mL Cd

H.O para 12 ppm

120 Kg suel oéB®10 560
15 Kg suel oéééeX

X=1320 mL HO
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Cd para 12 ppm
120 Kg suel oéé

é
15 Kg suel oééeéX
X=180 mL Cd

Después de culminar los célculos matematicos para determinar las dosis,
se procedié posteriormente con el pesado del hidrato de cloruro d® Gadgramos y con el
uso de una balanza analitica, para su posterior dilucion con agua destildigufeeR6).
Seguidamente, se procedié con la contaminacién del sustrateiguea
27), en tal sentido, se pesé 8 veces cantidades ascendentes a 1&uktpdpara facilitar la
manipulacion de la solucion 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 aplicacién de lasid y de manera manual proceder a la mezcla. Se agrego
1 410 mL de HO destilada y 90 inde Cd para una dosis de 6 ppm, mezclandose el sustrato
de manera uniforme hasta acabar la solucidn, este proceso se repitié hasta completar los 120 kg

de suelo. La nsma secuencia se hizo con la dosis de 12 ppm.

.J"—"—'“ , e

Figura 26. Elaboracion de solucién de Cd en p@nPesado del CdeH,0, b) Dilucion del
CdCkH20 en agua destilada.

Una vez formado las rumas, se procedid a afadir las solucior@d, de
tanto para 6 y 12 ppm. Conforme se adicioné las dosis de Cd, se procedi6 a mezclar

manualmente conservando las condiciones de asepsia y seguridad el sustrato y la solucion haste
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uniformizar la mezcla, después se procedi6é con el reposo del susttaimicaao con Cd por
espacio de 15 dias. Durante este periodo fue el sustrato contaminado con Cd fue recubierto con

plastico de color negro.

Figura 27. Contaminacion de sustrata) Formacién de rumas) Adicion de CdGIH20, ¢)

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, iuvieroapacidad de hasta
3 Kg (Figura 28. En laTabla 6 se muestra eiimero de bolsas y la cantidad de sustrato

utilizados para los tratamientos estudiados.

Py .

A 2 58N 4 ke :
LT A # Hie - ST ] O A T~

Figura 28. Bolsas almacigueras conteniendo sustrato contaminado con Cd.

e
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Tabla 6. Registros del nUmero de bolsas ytaad (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 pluméndieleble color rojo para un mejor monitoreo y dispuestas
en bandejas rectangularée tres colorest2 ppm(verde),6 ppm(rojo), y O ppm(celeste)
(Figura 29).

Luego se procedio con el trasplante de las plantulas de cacao obtenidas por
enraizamiento de exjuillas 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 galsaaciguerasgura 30.

Figura29. Rotulacion de los tratamientos estudiados.
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Figura 30. Hoyo realizado al sustrato con el uso de tubete.

Este hecho permitié que las raices de las plantulas calcen adecuadamente
con el sustrato containado con Cd derd de las bolsas almaciguer&ggura 31). Los hoyos
tuvieron una profundidad de 10 cm. Este procedimiento se desarroll6 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 e
el vivero del Programa Nacional Café y€ao de la EEA El PorveniFigura 32), donde se
continud con el experimento hasta culmitwalas las evaluaciones morfolégicas y fisiolégicas.
Durante este periodo las plantulas fueron abastecidas Unicamente con agua destilada y
semanalmente, con el objeto de no contaminarlas, imgedileshidratacion y evitar la

contaminacion del sustrato que contenia Cd.
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Figura 31. Disposicion final de los tratamientc® Trasplante de phtonesb) Siembra de
plantones.

Figura 32. Plantones deacao 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 evalonas morfologicas, se
procedid a determinar las concentraciones de Cd, procediéndose a habilitar las muestras
vegetalesKigura 33, por lo que fue necesario sacrificar las plantulas de cacao de los cuatro
clones estudiados, luego se colecté medianisete 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 sobres de papel, los mismos que estuvieron debidamente
etiquetadas para su posterior secado en estufa a una temperatura de 75 °C durante 72 horas e

el laboratorio y someterlos a un proceso de molienda

Figura 33. Habilitaciéon & muestras vegetales para andlisis en labora@)rielantonesde

cacaob) Segmentacion de tejidos vegetales (raiz, tallo y hajpgjcomodo de
tejidos vegetales en sobres mardleSecadale los tratamientos en estudio.
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Finalmente, todas las muestrde tejidos vegetales se enviaron al
laboratorio de suelos, aguas y foliares de la EEA El Porvenir para su respectivo andlisis
mediante espectrofotometria de emision atdmica de plasma por microonda8EBIP Se
procedidé a cuantificar concentracion de €draices, tallos y hojas en los genotipos de cacao
estudiados. El analisis de espectrofotometria, se basé en el método de determinacion de Metales
Totales en Suelos por MRES (Cd), teniéndose como referencia a la norma NTP ISO/ IEC
17025, Requisitos geraes para la competencia de los laboratorios de prueba y calibracion.
Ademas, la lectura de Cd se rigié en las metodologias: a) EPA Method 3R&@Bion 2.

1996. Acid Digestion of Sediments, sludges and soils y b) EPA Method 6&Eision 5.
2018. Indictively Coupled Plasm@ptical Emission Spectrometrg 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 digesfin.

% Anadimos 5.0 £ 0,1 mL de acido 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. Desfués)es
la muestra y agregamos 2.5 mL de HNOncentrado, luego volvimos a tapar y reflujar
durante 30 minutos. En caso de generase humos marrones (oxidacion de la muestra por
HNO:s) se debe repetir la adicion de 2.5 mL de HN@sta que la muestra no gariumos
marrones (reaccién completa con H)BSeguidamente, usando una luna de reloj o tapa
de digestion, se dej6 que la solucion se evapore.

% Después de haber completado el paso anterior agregamos 1 mL de agua y 1.50nl de H
al 30 % después se cubr@l 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 pérdida debido a efervescencia excesivamente vigorosa. Después, calentamos
hasta que desaparezca la efervescencia y dejamos enfriar el recipiente.

Y% Seguidamente, se continuo agregangdzal 30 % en alicuotas de 1 ml con calentamiento
hasta que la efervescensi@a minima o hasta que la apariencia general de la muestra no
cambie No se debadicionar mas de 10 mL.B».

Y% El siguiente proceso consistio en cubrir la muestra con una luna de reloj o tapa del tubo de

digestidon y se continud calentando el digerido déxpédo acido hasta que el volumen se
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haya reducido a aproximadamente 5 ml o también es valido 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 gregé 5 mL HC concentrdo al digerido de muestra y cubrimos con una luna

de reloj o tapa de tubo de digestion. Después se colocé la muestra sobre/dentro de la fuente
de calor y refluimos a 95 C + 5 °C durante 15 minutos.

Después de enfriar, se diluy6 arbl con agua. Luego, las particulas en el digestado fueron
eliminados mediante filtracion, centrifugacién y permitiendo que la muestra se asiente.
Diluimos luego y se volvié a analizar las muestras que superen el rango lineal de un analito
(o especies nesarias para una correccion).

Para realizar las lecturas una vez listas las muestras digestadas se enciende el equipo
Espectrometro de Emisién Atémica de plasma inducida por microondaAE® marca

Agilent modelo 4210.

Luego se ingreso al software del guMP 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 observo la forangn de la curva de calibraciongbla 73 para cada estandar

junto con la intensidad que alcanza.

Tabla 7. Estandares de calibracién

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

3.4.2. Determinar el factor de translocacitn del Cd en plaatones de Theobroma
cacaoobtenidos mediante enraizamiento de estaquillas.

Cabe sefnalar que, el FT indica la capacidad que tiene la planta para

transbcar el metal desde la parte radicular hasta la parte aérea. Para la determinacion y céalculo

del

factor de translocacion (FT), las concentraciones obtenidas de Cd mediante

espectrofotometria de emision atbmica de plasma por microondadEMPen cada 6rgem

de la planta, fueron utilizadas para los calculos matematicos, segun la formula adaptada por
(Pachura et gl2016):

FT=Concentracidon de metal pesado parte aérea (hojas)

Concentracion de metal pesado parte raiz
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La bioacumulacion define la capacidadi@glanta para acumular metales pesados,
teniendo en cuenta su contenido de sustrato iniciahtGumayor sean los valores que adquiere,
mayor es la concentracion del elemento se encuentra en la biomasa vegetal en comparacién con
su contenido de sustrattcial. En laTabla 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.

Tabla 8. Esalas de Factor de translocacion citado por (Pachurg 20&6)

Escala Descripcion

<0.01 No hay acumulacion
0.0171 0.1 Baja bioacumulacion
0.17 1.0 Bioacumulacion media
>1.0 Bioacumulacion alta

3.4.3. ldentificar pl antonesde Theobromacacaoobtenidos mediante enraizamiento

de estaquillas con menor capacidad de transporte de cadmio.

Segun los reportes y analisis de los datos obtenidos por espectrofotometria de
emision atdmica de plasma por microondas {MES) del laboratorio de suelos, aguas y
foliares de la EEA El 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 Cgrasentado 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 cacaoobtenidos mediante
enraizamiento de estaquillas.

% Analisisde efectoslel Cd a nivemorfolégico.

Se evald como variables morfologicakigura 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 cohtimero 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 sacrificé las plantulas de cacao con el objeto de evaluar el niumero de raices al

culminar el ensayo (168 dias después del trasplante ddt).
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Figura 34. Evaluaciones morfologicas) Evaluacion de longitud de brote) Eonteo del
namero de hojas) €onteo del nUmero de raices.

Y% Analisis de efectodel Gd en pigmentos de clorofila

Se evalu6 el contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total en el
tejido foliar de las plantulas de cacao obtenidas por enraizamiento deilesta Para esta

finalidad, se realiz6 las siguientes actividades:

1 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).

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

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

1 La obtencién de laswuestrasKigura 39, se inicio con la colecta de las hojas a través del
uso de una tijera de podar previamente desinfectado, después estas son guardadas en sobr
de manila, rotulados y correctamente identificadaemas de ellda figura presenta las
siguientes divisionesa) Hojas colectada para medicion de clorofilas) lEnvases de
plastico rotulados donde dispuso las muestras de hojgsznvases de plastico rotulados
coneniendo las muestras de hoja},Rksado de hagapara analisis de clorofia @
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Molienda de las muestras de ojgara andlisis de clorofilag, Adicion de CaC®a la
molienda de las muestras de hojas.

5, _n,bq“

Tev39 oM

Figura 35. Obtencion de muestras para andlisis de clorofila.

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

1 Seguidamente, en una placa petri, se procedi6 a pesar 1 gr de hojas frescas y sin nervaduras
enuna balanza analitica de precision.

1 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 etand¥alp@&teriormente
afladimos a la molienda una pequefia cantidadud®mnato de calcio (CaGes decir la
punta de una espatula.

1 Después, se dejo reposar el macerado por 2 minutos para luego transferirlo con el uso de
una pipeta graduadalos tubos de la centrifuggigura 36.
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Figura 36. Disposicion de mastras antes del centrifugadd,Tasbos de centrifugdn) Tubo

de centrifuga conteniendo macerado de hojas.

1 Luego centrifugamos el macerado por 3uaos a 1000 (RFC) o fuerza Edura 37.

Figura 37. Centrifugalo de muestras foliares.

1 Seguidamente, vertimos 8 mL de etanol dé®én los tubos de ensayo y adicionamos 2
mL de la muestra centrifugada, luego se agitd la solucién con el objeto de uniformizarla.

1 Hecha la dilucién se dio inicio a la etapa ddueade las muestras-igura 38, para ello
transferimos la solucién a una cubeta del espectrofotdmetro UV visible para la lectura de

absorbancia.
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1 Luego, la absorbancia se ley6 a 649, 665 y 654 nm de longitud de onda. Para cada lectura

se equilibro el instruento previamente con un blanco del solvente (etan®)96

Figura 38. Lecturasde muestrafoliares,a) Disposicién en tubode ensayo b) Trasferencia
a cubeta delespectrofotémetro UV visible,) cintroduccién de cubetaal
espetrofotbmetro UV visible, d Lectura de absorbaia mediante

espectrofotometrbV visible.

1 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([8ss) - 5.76 (Dsag)] * V/1000* W
mg Clor. b/ g PF=[25.8(Igug) i 7.60 (Dses)] * V/1000* W
mg Clor.a+ b/ g PF=[6.10([gss) + 20.04 (D649)] * V/1000*"W
mg Clor. total / g PF= [3541000/39.8* VV/1000*"W
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Donde:
D: densidad 6ptica del extracto leido a longitud deaandicado.
V: volumen final del extracto alcohdlico.

W: peso de la muestra del tejido verde.

3.1Técnicas de procesamiento y analisis de datos.

Los datos generados fueron procesados en hojas de célculos Excel, ademas para
el analisis e interpretacion deslmismos, se utilizé un andlisis de varianza (ANVA), y un test
de comparacién de mediaBuncan P O 0, 05) , aestadisticdRqR wersions o f t
4.4.1, R Core Team, 2024Asimismo, se utilizé la prueba no paramétricadeskalWallis.
Finalmentemediante el software para Sistemas de Analisis de VariaBtfaVAR (Ferreira,

2011).



\Y2 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cuantificar la concentraciéon deCd en plantonesde Theobroma cacao obtenidos
mediante enraizamiento de estaquillas.
4.1.1. Concentracion decadmio en raiz, tallos y hojas.
Las concentraciones de Cd en raices, tallos y hojas se preseitaalda |
9 y Figura 39Ademas, fueron sometidas a pruebas de verificacion de supuestos, normalidad y
homocedasticidad, utilizando las pruebas de Shapillb y Levene respectivamente.
Posteriormente, se aplico la prueba no paramétrica de Kii&kas, aommpafiada del ajuste

de Holm para comparaciones multiples, dado a que los datos no cumplieron con estos supuestos.

Tabla 9. Concentracion de Cd en 6rganos vegetales de los diferentes tratamientos (clon x
dosis), segun la prueba paramétrica Kruskalvallis.
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 £ 0.09 d
6 9.32 +11.56 abcd 7.43 £ 6.56 abcd  14.25 £+ 15.81 abc
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 £ 5.34 abcd 18.65 + 2.38 abc
12 11.92+£1.47 abc 13.52+5.89abc 21.13+2.92 abc
ICS 39 0 0.93+1.44bcd 0.84+1.23 bcd 0.32 £ 0.11 bed
6 1592 +8.11abc 29.74+18.84 a 3452 +13.14 a
12 17.51+6.86ab 27.40+1145a 28.29 £ 11.80 ab
TSH 565 0 1.29+1.62bcd 0.42+0.33 bcd 0.52 + 0.38 bcd
6 15,99+ 8.38 abc 21.17 £ 8.67 ab 25.07 £ 13.42 abc
12 17.88 +8.38ab 23.45+10.56 a 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 KWaKed para

la concentracion de Cd en las raicegdencian que el tratamienfz (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 tratamidnto§I' SH 565 x 12 ppm) ¥o (ICS 39 x 12 ppm)

quienes concentraron pnomedio de 17.88 mg Ky 17.51 mg kg de Cd respectivamente, no

existiendo ademas diferencias

estadisticas

significativas en

ambos tratamientos.

Contrariamente, el tratamienta (CCN 51 x 0 ppm) obtuvo la menor concentracion de Cd en
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raices, con un Var promedio de 0.05 mg Kg Para la concentracion de Cd en los tallos,
nuestros resultados sugieren que, los tratamidRtEES 39 x 6 ppm)Te (ICS 39 x 12 ppm),

T3 (CCN 51 x 12 ppm)T12 (TSH 565 x 12 ppm) Y11 (TSH 565 x 6 ppm) obtuvieronda
mayoresconcentracnesde Cd, con valores promedios de 29.74 m§ B3 .40 mg kg, 27.32

mg kg?, 23.45 mg kg y 21.17 mg kg respectivamente, no existiendo diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientdn contraste, el tratamienta (CCN 51 x 0 ppm) mostré

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 Cén érganos vegetales) raiz, b) tallo y c) hojas en loatamientos

estudiadogclon x dosis), segun la prueba no paramétrica de Krvlkills.

Finalmente, la mayor concentracion de Cd en hojas, se evidencia en los
tratamientod 3 (CCN 51 x 12 ppm) Y5 (ICS 39 x 6 ppm) con promedios de 35.15 mg kg
34.52 mg kg respectivamemt, no existiendo diferencias estadisticas significativa en ambos
tratamientosPor el contraripel tratamientd’s (CCN 51 x 0 ppm) fue el que reporto el menor
contenido de Cd en hojas, con un valor promedio de 0.08 thg kg

Estos hallazgos, difieren céos encontrados por Arévaldernandez 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

acumulacion del metal pesado ynentes esenciales. En tal sentido, reportan que los clones
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ICS 39, CCN 51 y 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
concentraiones de Cd, presentando mayor tolerancia al metal, contexto que podria vincularse
a la presencia de la proteina Tc(NRAMPS5 responsable de ddsampepapel en la regul@ai

de la absordin de Cd emplantas de cacao (Ullah et &Q18; Moore et al2020. Posiblemente,

esta proteina también influencié en el comportamiento fisiol6gico de los genotipos ICS 39,
CCN 51 y TSH 565, al activar niveles de tolerancia al Cd, permitiendo su bioacumulacion. Sin
embargo, la informadn sobre la funcion espiica delos genes transportadores en plantas de
cacao es todavia limitada,i@@mo los mecanismos reguladores de la translacat@l Cd a

los demas compartimentos de la planta, segindndei Paz et al.(2021).

Algunas especies 0 genotipos de plantas puedelerar altas
concentraciones de metales pesados en el suelo al impedir que estos elementos entren en las
raices o mediante su volatilizaai a tra¥s de |Ia estomas (Peer et &005; He et al; 2015,
sin embargo, este no es el caso para los genakgpoacao 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, &#os 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 concentracion de Cd disponible en el suéltayezet at, 2015; Ramtahadt al; 2015;

Gramlich et al.2018; Ardiello et al; 2019).Asimismo,la influencia de factores ambientales
como temperaturdaumedad relativgt horas de sopodrian influirtambiénen los resultados.

Las conclusiones sobre los contenidos de Cd enfiazdies 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 comparacion con la cascara
de la mazorca o los granos. Contrariamente,v&€h&t 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(28D21) observaron concentraciones de Cd mas
bajas en comparacién con nuestnallazgos, es decir, para una concentracion de Cd en el suelo
de 10 mg Kd reportaron concentraciones foliares que oscilaron entre 13.55 + 2.46 y 20.52 +
2.26 mg Kg'. Asimismo, Zacariyya et 212022), informaron niveles de Cd de 4.86 mg'lég
raicesy 13.53 mg Kg en brotes a una concentraciéon de Cd de 8 ppm. Ademas, Arévalo
Hernandez et al. (2020) documentaron una concentracion de Cd significativamente menor de
0.43 + 0.02 mg Kd en brotes (tallos y hojas) delbn CCN 51 cuando se sometieron ar2g

Kg! de contaminacion de Cd en el suelo. Finalmente, nuestro estudio registr6 valores
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considerablemente més altos en los genotipos de cacao estudiados cuando se expusieron a 1:
ppm de contaminacion por Cd, con concentraciones promedio de 18.88'mag Kijces, 22.92
mg Kg*! en tallos y 26.35 mg Kben hojas.

4.2. Determinar el factor de translocacion (FT) delCd enplantones deTheobromacacao
obtenidos mediante enraizamiento de estaquillas.
El factor de traslocaciodel Cd de los tratamientos estudiadse presentan
en laTabla 10 y Figura 40Complementariamente, tdctor de traslocaciofue sometido a
pruebas de verificacion de supuestos, normalidad y homocedasticidad, utilizando las pruebas
de ShapireWilk y Levene respectivamente. Posteriormesgeaplicé la prueba no paramétrica
de KruskalWallis, acompafada del ajuste de Holm para comparaciones multiples, dado a que

los datos no cumplieron con estos supuestos.

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

segun la prueba no paramétrica Krusikélllis.

Clon Dosis FT
CCN51 0 ppm 271+231a
6 ppm 3.27x115a
12 ppm 224+0.20a
IMC 67 0 ppm 2.08+0.49a
6 ppm 3.54+1.88a
12 ppm 2.99 + 106 a
ICS 39 0 ppm 3.59+3.09a
6 ppm 416 +0.44 a
12 ppm 3.18+0.84 a
TSH565 0 ppm 1.24+0.63a
6 ppm 298+0.30 a
12 ppm 243 +049 a

FT = Factor de traslocacion
Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p <)u@ando Kruskal test. Letrggualesindicanque
no hubodiferencias significativas.
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Teniendo en cuenta que el Flpeasa 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, particentedel genotipo ICS 39 (Tabl&0)
inoculados a lalosismediade Cd 6 ppm), exhibieron una mayor translocacién de Cd desde
las raices a las partaéreas. Segun Mingorance et@Q07), un FT > 1, indica que los érganos
de la planta de cacao estan enriquecidos con Cd. En nuestro estudio, segun la prueba no
paamétrica de Kruskalvallis, no existiéo diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos en relacion al FT, sin embargo, el tratamiey(i€S 39 x 6 ppm), reporta el valor
mas alto (4.16), en tal sentido, nuestros resultados se alineaneadontrados por Ortiz
Alvarez et al. (2023), quienes al evaluar la acumulacion de Cd en tres progenies de cacao (IMC
67 x PA 121, SCA6 X PA 121 e IMC 67) reportan un FT supedoiradicandajue las partes
aéreas de estos genotipos de cacao estabignemidos 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 gaparacién 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 plantonesde Theobroma cacao obtenidos mediante enraizamiento de
estaquillas con menor capacidad de transporte deadmio.
En la Tabla 11se preseta las concentraciones de @d los genotipos de
cacao estudiados. Después de tener en cuenta los compartimentos de las plantas (raices, tallos
y hojas) comasubmuestrasspecificas (efecto aleatorio), los contenidos del€tas plantas

mostraron diferencias significativas entre los genotipos estudiados.

Tabla 11. Medias marginales del contenido de @ty Kg ) en diferentes genotipos2R y
R2c representan las proporciones de varianza explicatdas gfecto fijo (genotipo)

y por el modelo mixto, respectivamente

Dosis CCN 51 ICS 39 IMC 67 TSH 565 Rm R% Fsz P
Oppm 0.042 x0.01b 0.257 *0.08 a 0.190 x0.06a 0.412 =+x0.14 a 0.5000.50011.60 0.000
6 ppm 10.33 x4.16b 26.73 *4.16 a 13.57 x4.16b 20.75 *4.16ab 0.2570.367 4.737 0.008
12 ppm 30.23 *3.37a 24.40 £3.37ab 15.52 *3.37b 20.72 =£3.37ab0.2530.3154.3080.012

Con la dosis 0 ppmps modelos de regresion lineab lograron ajustarse
correctamente a los dat@&n embargonuedros 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 my K comparacion con las progenies
de los genotipos IMC 6y 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
promeadio de 30.23 mg K§ en comparacion con las progenies del genotipo IMC 67 quien
concentro 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 cloncdeao quien transporté (acumuld) la menor
cantidad de Cd cuando fue expuesto tanto a la dosis media (6 ppmélicaitagl2 ppm) en
comparacion a los otros genotipos estudiados. En tal sentido, nuestros resultados se alinean con
los encontrados por Ortixlvarez et at. (2023), quienes reportan una reduccion en la
acumulacion de Cd en los tres 6rganos 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 al2018) 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 cadamaagosiblemente por

la presencia de proteinas transportadoras. Para Moorg(20aD), la expresion de proteinas
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transportadoras especificas también podria explicar las variaciones en la captacién y
acumulacion del Cd en diferentes genotipos deacaca

Por el contrario, nuestros hallazgos difieren con los encontradéséaio-
Hernandez et al. (2020), quienes en un estudio@adtr documentaron que los clones CCN
51, TSH 565 e ICS 39 son genotipos de baja acumulacién de Cd (concentracion rieg8a de
+ 0.22 mg Kd') y que podrian ser potencialmente (tiles para reducbsarcionde 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 promed0<28, 24.40y 20.72

mg Kg* respectivamente.

4.4. Evaluar los efectosdel 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 dectosdel 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 nimero de raices a los 168 ddt.

4.4.1.1 Longitud de brote evaluad a los 40 y 168 ddt.
Los resultados del andlisis de varianza (ANVA) para la variable
longitud de brote expresades la Tabla 12nuestran que no existe un efecto significativo para

la interaccién entre los diferentes clones de cacao y las concentrat@dbedssegun 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 lanisma variable evaluado a los 168 ddt, se
advierte un efecto significativo de la interaccién entre los diferentes clones de cacao con las
concentraciones de Cd. El coeficiente de variabilidad fue 20.42 %.

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

168 ddt.

=V 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, segun la prueba de F.
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El analisis del efecto principal para los clones respecto a la
variable longitud de brote evaluado a los 40 ddt, se presaenkaTabla 13.Se destacan
diferencias estadisticas significativas entre los clones. El clon TSH 565 exhibio 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 clBN 61 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 minusculas diferentes en la columna difieren estadisticamente, segun la prDeingateal 5 % de
probabilidad.

Asimismo, el mismo analisis para las dosis respecto a la variable
longitud de brote evaluado a los 40 ddt, se presentalabla 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 generd 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
12 ppm 4.15+1.66 a

Letras mindsculas diferentes en lawoha difieren estadisticamente, segin la prueba de Duncafboadlé
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 xakis). Segun la prueba de Duncan, los tratamiérg#@&€S 39 x 6 ppm) y
T12 (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 tratamiar{ftdCN 51 x 0 ppm) evidencié el menor
promedio respecto a la longitud de brote (11.46 cm).

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

los 168 ddt.
. Longitud de brote, (cm)
Clon Dosis 168 ddt
CCN51 0 ppm 11.46+231c
6 ppm 17.25 £ 0.99 abc
12 ppm 16.58 £ 1.66 abc
IMC 67 0 ppm 12.49+3.24 ¢
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 ehndlisis de correlacion entre los clones
estudiados y las dosis de Qdya la longitud de brotes evaluado a los 168 ddt, se verificé que
los tratamientos (clon x dosis), provocaron tendencia lineal significativédd (p5% en el clon
ICS 39, excepto para los clones CCN 51, IMC 67 y TSH 565, donde la longitud de brote
eviden®d 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 20.75y 16.58
cm respectivamente. En contraste, el clon IC®3avo 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 cltMC 67, advierte la menor longitud de brote, con un valor
de 15.04 cm

Finalmente, donde no se aplico 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 promied 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 mkmaen el suelo al impedir que estos elementos entren en las
raices o mediante su volatilizacion a través de las estomas (PepR@d%l.He et a).2015).

Segun nuestros resultados obtenidos, el Cd a una dosis de 12 ppm afecté negativamente la
longitud de los brotes del clon ICS 39 evaluado a los 168 ddt, es decir, se evidencié 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. Eslos resulta
son consistentes con los reportados por FernaRdezet 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 detpogdhIC 67 y PA 121

en un sustrato de invernadero que contenia 7.49 mg CdR¢g el contrario, las respuestas a

la longitud de los brotes de los otros clones estudiados fueron positivas o no significativas,
como fue el caso de los clones TSH 565 yNC&1 al ser sometidos a la dosis de 12 ppm
mostraron mayor desarrollo de brotes. Estos hallazgos también concuerdan con los obtenidos
por Gramlich et aj.(2017) aun en condiciones de campo, quienes al reastados en
sistemagde cultivo de cacao asados d manejo orgnico y convencional eagroforestda o
monocultivo; reportaron que, si bien eocontraron diferencias significativas p@ay Zn en

hojas y granos, el clon TSbb5 absorlii mas Cd en reladn con ICS 1 bajo un sistema de
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monocultivo.El impacto del Cd en el crecimiento del cacao esta condicionado por factores
como las propiedades del suelo y la tolerancia genética de las plantas. Corre@@213I.
sefalaron que el contenido de potasio en el suelo puede favorecer la acumulbmérada
vegetal incluso en presencia de Gliestros 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 més alta de Cd, por lo que este comportamoeinta atribuirse al tipo
de sustrato utilizado en el presente estudio (sadlviales, que se caracterizan por presentar
niveles adecuados de nutrientés/es(nitrogeno, fosforo y potasio) (llinskiy et g2024) para
el crecimiento y desarrollo das 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 andlisis de varianza (Tabla 12).

4.4.1.2 Numero de hojas evaluado a los 40 y 168 ddt

Los resultados del andlisis de varianza (ANVA) para la variable
namero de hojas expresados emdala 16, mestran que no existe un efecto significativo para
la interaccién entre los diferentes clones de cacao y las concentraciones de Cd, seglm la prueb
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 32.7%. Asimismo, para la misma variable evaloa los 168 ddt, también
se advierte que no existe un efecto significativo de la interaccion entre los diferentes clones de

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

Tabla 16. ANVA para la vaiable NUmero de hojas evaluado a los 40 ddt y 168 ddt.

= GL CM NUmero de CM 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 %, -NS, no significativo, segin la prueba de F.

El analisis del efecto principal para los clones en relacién con la
variable nimero de hojas evaluado a los 40 ddt, se presentd @abldal7.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 minasculas iguales en la columnadif@eren estadisticamente, segun la prueba de Duncar¥aldg
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 advierter
diferencias @sdisticas significativas en la longitud de brotes por efecto de las dosis de Cd,

segun la pruebde comparaciones multiples de Duncar (§05).

Tabla 18. Efecto principal para dosis respecto a la variable longitud de broteadeaah 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, segin la prueba de Duftateal 5
probabilidad.

El analisis del efcto principal para los clones en relacion con la
variable nimero de hojas evaluado a los 168 ddt se presentalahldal9.Se destacan
diferencias estadisticas significativas entre los clones, es decir el clon CCN 51 exhibié el mayor
promedio de niumerde hojas, alcanzando un valor de 16, seguido por el clon TSH 565, con un
promedio de 14 hojas. En contraste, el clon IMC 67 mostrd el menor promedio con un valor de
12 hojas, segun los resultados obtenidos de la prueba de comparaciones multiples 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 1219  +2.41 b

Letras minUsculas diferentes en la columna difieren estadisticamente, segin la prueba de Duftateal 5
probabilidad.
El mismo andlisis para las dosis respecto a la variable numero de

hojas evaluado a los 168 ddt, se presemda 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 pruebde comparaciones multiples de Duncar (p05)

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

168 ddt.
Dosis Medias Namero 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 estadfsnte, segun la prueba de Duncan &b Ble
probabilidad.
Segun el analisis de varianza, para la variable nUmero 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 estadis. Ademas, al hacer un analisis de efecto principal para

los clones respecto al nimero 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 mostyérehiimero 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). El mismo analisis respecto a las dosis,
evidencio que no existio significancia en el numero dash@n tal sentido, nuestros resultados
sugieren que los clones estudiados mostraron un buen desemperio fisiol6gico respecto a las
dosis de Cd, favoreciendo el desarrollo de hojas, por lo que, las plantas de cacao exhiben una



56

notable resistencia a la expasén al Cd, atribuidos a varios factores como los fisiol6gicos y
genéticos, en ese sentido, algunos genotipos de cacao demuestran una alta tolerancia al Cd,
incluso bajo una concentracion significativa (Galvis et 2023). Castro et al.(2015),
estudiaon plantulas de cacao obtenidas por autofecundacion del genotipo Caagmgo

y un hibrido resultante del cruce de los genotipos CCN51 x SCA6, que fuerondssnzeti
diferentes dosis de Cd (2, 4, 8 y 32 mg Kd), reportando que el Cd caus6 cambios
morfologicos, bioquimicos, moleculares y ultraestructurales en ambas progenies. Sin embargo,
Zakariyya et aJ.(2022) encontraron que las concentraciones de Cd de hastgk&y® no

afectan negativamente el crecimiento del cacao.

4.4.1.3 Numero de raices evaluad a los 168 ddt.

Para la evaluacion del nimero de raices se consideraitas
primariasy secundarias, asi como los pelos absorbdmesesultados del andlisis de varianza
(ANVA) para la variable Numero de raices, expresadda &abla 21, muestrague existe un
efecto altamente significativo para la interaccién entre los diferentes clones de cacao y las
concentraciones de Cd, seg¥%n | a prueba F (]
168 ddt de las plantulas de cacao a las bolsas @uosas que contenian el sustrato
contaminado con Cd. Ademas, el coeficiente de variabilidad fue de%9.65

Tabla 21. Andlisis de varianzpara la variable NUmero de raices evaluada a los 168 ddt.

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

** -Significativo a 1 y 3%, *- Significativo al 5%, segun la prueba de F.

El nUmerode 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 tratanfie(@3N 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 tratamiefit CCN 51 x 6 ppm) evidencié el menor
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promediq con 8 raices.De acuerdo al andlisis de correlacion, de manera general se verifico
que los cuatro clones de cacao y las tres dosis de Cd en ppm estudiadoar@ndenciencia

lineal significativa (p < 0,05), para la variable niumero 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, lasdds 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 raicesncan valor de 13. Respecto a la dosis 6 ppm, los clones que
evidencian mayor numero de raices fueron el ICS 39 y el TSH 565 con valores de 12 y 11
respectivamenteEn contraste el clon CCN 51 obtuvo 8 raices, representando el menor
promedio. Finalmente, dde 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
promedo, resultados quposiblemente fueromfluidostambiénpor las propiedades fisicags

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 9.33+2.31 ef

6 ppm 8.33+321 f

12 ppm 19.67 £ 1.53a
IMC 67 0 ppm 9.67 +2.89 ef

6 ppm 10.67 £ 1.15def

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

6 ppm 12.33 £ 1.15bcdef

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

6 ppm 11.00 + 2.65cdef

12 ppm 13.33 + 1.53bcde

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

diferencias significativas.
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Figura 42. Numero 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 das concentraciones de Cd (12 ppoi) relacion #os clones CCN 51 e IMC
67. Tal aumento en el numero 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 radicularsnutucido
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 absorcién y promoviendo el desarrollo de lasgglaSin 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 duelas gge

dependeréambiénde la CIC, pH yotras propiedadesel suelo.

4.4.2. Analisis de dectosdel cadmio en pigmentos de clorofila

Las variables consideradas para evaluar los efelgb€d a nivel de
pigmentos en los genotipos de caeamel presente estudio fueron las concentraciones de
clorofilas. Las concentraciones de Clorofila a, clorofila b y clorofila total se presentan en la
Tabla23y Figura 8. Las mismas fueron sometidas a pruebas de verificacion de supuestos,
normalidad y homocedasticidad, utilizando las pruebas de SHajlkoy Levene
respectivamente. Posteriormente, se aplicd la prueba no paramétrica de -Walikal
acompafnada del ajuste de Holm para comparaciones multiples, dado a que los datos no

cumplieron con estos supuestos.



59

Tabla 23. Concentracion de Clorofila a, Clorofila b y clorofila total de los diferentes
tratamientos (clon x dosis), segun la pruebaaramétrica KruskaWallis.

cl Dosis Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total,

on
(ppm) (nm) (nm) (nm)

CCN 51 0 2.18+0.26 a 1.13+0.44 a 351+0.74a

6 2.24+0.18 a 1.29+0.57 a 3.83+0.83a

12 248 +0.04 a 2.07£0.33 a 499+042a

IMC 67 0 2.65+0.59a 1.30+0.08 a 3.85+0.18 a

6 240+0.10 a 1.65+0.55a 445 +0.83 a

12 2.20+0.22a 1.10+0.78 a 3.62+1.14a

ICS 39 0 2.32+0.01a 1.94+1.27 a 452+1.32a

6 224+031a 1.29+0.41a 3.76 £0.83 a

12 244 +0.13 a 1.51+0.26 a 429+0.48a

TSH 565 0 2.30+0.09 a 1.13+0.24 a 3.68+0.31a

6 2.00+0.32a 0.95+0.21a 3.13+0.60a

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 Kruskdlggssigualesindicanque

no hubodiferencias significativas.
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Segun los resultados obtenidos mediante la prueba no paramétrica de
KruskatWallis 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 evidencio en relacion a las concentraciones de clorofila difijadiotal,
donde tampoco existié diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos estudiados.
Sin embargo, advertimos que el clon CCN 51 mostré una respuesta positiva en el contenido de
clorofila en concentraciones de Cd de hasta 12 mlg &g tal sentido, nuestros resultados
sugieren que, el genotipo CE&\X demuestra un grado de tolerancia al Cd. Estos hallazgos
concuerdan con los obtenidos por Fernasfegz et al.(2021) en progenies de IMC 67 y PA
121 x IMC 67, bajo condiciones de inmadero 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, gervaron 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 67 y 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 20@1.). Sin embargo,
los resultados sugieren que el clon CCN 51 presenta ciertos niveletedmcia 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 (PSll), coincidiendo con las

observaciones de Fernaneaz et al.(2021) en progedas no injertadas de IMC 67.



V. CONCLUSIONES

. Todos los genotipos de cacao examinamosentraron cantidadsmgnificativas de cadmio

(Cd) en sus hoja@6.35 mg Kd), brotes(22.92 mg K¢f) y raices(18.88 mg K¢'), estas
concentraciones de Cdupearona las informadas por otros estudios, lo que indica una
notable acumulacién en las plantas de caqaocipalmente en hojagn nuestras
condiciones experimentale&ntre los genotiposel CCN 51 absorbié las mayores
cantidades de C&in embargo, detlo a los altos contenidos de Cd en todos los genotipos,

no es posibleecomendar 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 genotpo ICS 39 inoculado a la dosis media de Cd (6 ppm) presenfacedr de
traslocacionET) mas alto, con un valgromediode4.16

. El genotipo IMC 67, fue el clon de cacao quien transportd (acumuld) la menor cantidad de
Cd cuando fue expuesto tanto altesis media (6 ppm) conela dosisnasalta (12 ppm)
en comparacion a los otros genotipos estudiados.

. A nivel morfolégico, €impacto del Cdespecto atrecimiento de las plantas resultd ser
especifico del genotipo y variable. En thssis de6 y 12 ppn de Cd los genotipos CCN

51, IMC67 y TSH565 mostraron un aumento en la longitud de los brotes, mientras que el
genotipo ICS39 mostré una disminucion en el crecimieteimismo, ®mo seesperaba,

el nimero de raices en las plantas aumento con dosialtagé 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 clorofdgunos genotipos de cacao, comalein

CCN 51, no solo pueden tolerar niveles mas altos de Cd, sino que podrian beneficiarse
potencialmente de ellos, debido a un aumem el contenido de clorofil&n contraste,

ICS 39 parece ser mas sensible al Cdpesxnentando un crecimiento reducido bajo
concentraciones mas altas de Cd.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

. Se sugiereevaluar las interacciones entre el Cd y otros factores estresantes ambientales,
como la sequia o las deficiencias de nutrientes, para predgoir lmeesiliencia 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 cap tanto en aspectos morfologicos como fisioldgicos (clorofilas y

cardenoides).

. Se necesitan estudios a largo plazo que monitoreen los efectos de la exposicién 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 alcamg#eto del impacto de

la contaminacion por Cd en el cultivo del cacao.

. Incluir eninvestigaciones futuro un analisis de proteinas especializadas (NRAMP, ZIP,

etc)vinculadasen la regulacion del Cd de los genotipos de cacao.



VIl REFERENCIAS

Almeida, A-A. F., Gomes, LM. C., Souza, VL., Valle, R.R.,2013. Morphophysiological,
Biochemical, Ultrastructural and Molecular Responses of Cadmium Toxicity in Plants.
In: Mirza, Hasanuzzaman, Masayuki, Fujita (Eds.), Cadmium: Characteristics, Sources
of Exposure, Health and Environmental. Nova Science Publishers, Inc., Hauppauge, NY,
pp. 36 76.

Almeida, A-A. F., Mielke, M. S., GomesF.P.,Gomes,L. M. C., MangabeiraP.A.O.,Valle,
R.R., 2010.Handbookof PhytoremediationPhytorenediation of Cd. In: Ivan A.,
Golubev(Ed.),PbandCr by WoodyPlants,1. NovaSciencePublishersEn- vironmental
ScienceEngineeringandechnologypp.529 550.

Alverson W. S., B. A. Whitlock, R. Nyfeller, C. Bayer and D. A. Baum (1999). Phylogeny of the
core Malvales: evidere from ndhF sequence data. American Journal of Botany 86:1474
1486, http://dx.doi. org/10.2307/2656928.

Alloway B.J. 2013. Heavy metals in Soils: Trace Metals and Metallloids in Soils and their
Bioavailability, 3 edSpringer.

Arévalo-Hernandez, C. O., AwvaloGardini, E., Barraza, F., Farfan, A., He, Z., & Baligar, V.
(2020).Growth and nutritional responses of wild and domesticated cacao genotypes to

soll Cd stress. Science of the Total Environment.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144021
Arduini, 1., Masoni, A., Mariotti, M., Ercoli, L., 2004Low cadmium application increase

miscanthus growtAnd cadmium translocatioBnviron.Exp.Bot.52, 89100.

Arguello, O; Mejia L; Palencia C. (2000). Origen y descripcién botanica. Tecnologia para el
mejoramiento de sistemas de produccién de cacao, Corpoica, Bucaramanga, Colombia. p
107 12.

Arguello, D.,Chavez, E., Lauryssen, F., Vanderschueren, R., Smolders, E., & Montalvo, D.
(2019). Soil properties and agronomic factors affecting cadmium concentrations in cacao
beans: a nationwide survey in Ecuador. Science of the Total Environment, 64827.20
https//doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.08.292

Augstburger, F., Berger, J., Censkowsky, U., Heid, P., Milz, J. y otros (28@€kultura
organica en el tropico y subtropico. En: Guia de 18 cultivos. 1ra Edicion. Alemania. 24p.

Barraza, F., Schreck, E., Léuwéx| T., Uzu, G., Lépez, F., Ruales, J., Prunier, J., Marquet, A.,
Maurice, L. (2017)Cadmium bioaccumulation and gastric bioaccessibility in cacao: a



64

field study in areas impacted by oil activities in Ecuad@mvironmental Pollution, 29,
950 963. httpsidoi.org/10.1016/j.envpol.2017.07.080.

Barraza, F., Mauri, L., Uzu, G., Becerra, S., péz, F., Ocho#lerrera, V., Ruales, J., Schreck,
E., 2018 Distribution, contents and health risk assessment of metal (loid)s insrakl
farms in the Ecuadorian Aazon: an insight into impacts of oil activities. Sci. Total
Environ. 622623, 106 120.https://doi.org/10.1016/J. SCITOTENV.2017.11.246

Benakova, M., Ahmadi, H., Dudoaiova, Z., Tylova,Bemens, S., T...ma, J., 20Efectos del

Cd y Zn sobre las propiedades fisioldgicas y anatdbmicas de cultivos hidroponicos.
Brassica napusplantas. Environ. Sci. Pollut. Res. 24, 20705
20716.https://doi.org/10.1007/s113667-96977.

Benavides, M.P., Gabo, S.M., Tomaro, M.L., 2005.Cadmium toxicity in plafsaz. J. Plant
Physiol.17,2134.

Benito, S. J. 1992. Tecnificacion del cacao en la Selva Alta Peruana. Fundacion para el Desarrollo
del Agro. Limai Peru. 155 p.

Boza, E.J., Motamayor, J.C., AmorésM., CedeficAmador, S., Tondo, C.L., Livingstone, D.S.,
Schnell, R.J., Gutiérrez, O.A. (2018enetic characterization of the cacao cultivar CCN
51: Its impact and significance on global cacao improvement and production. Journal of
the American Societfor Horticultural Science, 139, 21929.

Castro, A.V., Almedia, A.A.F., Pirovani, C.P., Reis, G.S.M., Almeida, N.M., Mangabeira,
P.A.O., 2015. Morphological, biochemical, molecular and ultrastructural changes
induced by Cd toxicity in seedlings @heobrana cacaol. Ecotoxicol. Environ. Saf.

115, 174186.

Capparelli, M.V., Moulatlet, G.M., de Abessa, D.M.S., Lu&adis, O., Rosero, B., Galarza, E.,
Tuba, D., Carpintero, N., Ochdderrera, V., CiprianrAvila, I., 2020.An integrative
approach to identifyhte impacts of multiple metal contamination sources on the Eastern
Andean foothills of the Ecuadorian Amazoni8ci. Total Environ. 709, 136088
https://doi.org/10.1016/J.SCITOTENV.2019.136088

Chavez E., He, Z.L., Stoffella, P.J., Mylavarapu, R.S., Li, ¥.®loyano, B., Baligar, V.C.,
2015.Concentration of cadmium in cacao beans and its relationship with soil cadmium
in southern Ecuador. Sci. Total Environ. 533, 20214. https://doi.org/
10.1016/j.scitotenv.2015.06.106.

Correa, J.E., Ramirez, RRuiz, O. and Leiva, E.l., 2021Effect of soil characteristics on
cadmium absorption and plant growth of Theobroma cacao L. seedlings. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 101(13), 543/A5.


https://doi.org/10.1016/J.%20SCITOTENV.2017.11.246

65

De Almeida, N.M.; Furtado De Almeida, A.; De Almeida, N.S.pDo Nascimento, L.J.; De
Carvalho Neto, C.H.; Pirovani, C.P.; Ahnert, D.; Baligar, V.C. S&ootstock
Interaction and Tolerance to Cadmium Toxicity in Juvenile Theobroma cacao Blznts.
Hortic. 2022, 300, 111086.

Durén, F. 2010. Cultivo y explotaciodel cacao. Editorial Grupo Latino Editores S.A.S.
Colombia.424 p.

Engbersen, N., Gramlich, A., Lopez, M., Schwarz, G., Hattendorf, B., Gutierrez, O., Schulin, R.,
2019. Cadmium accumulation and allocation in different cacao cultivars. Sci. Total
Environ.https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2019.05.001

European Commission, 2014. Commission Regulation (EU) N° 488/2014 amending regulation
(EC) N° 1881/2006 as regards maximum levels of cadmiufoddstuffs.Off. J. Eur.

Unién 138, 75.

Enriquez, G. 2004. Cacao orgénico. Guia para productores ecuatorianos. Manual N°54. Instituto

Nacional Auténomo de investigaciones Agropecuarias. Quito, Ecuador. 360 p.

Fernande®az J, Cortés AJ, Hernand€arela (A, Mejia-de-Tafur MS, RodrigueMedina C
and Baligar VC, 2021RootstockMediated Genetic Variance in Cadmium Uptake by
Juvenile Cacao (Theobroma cacao L.) Genotypes, and Its Effect on Growth and
Physiology. Front. Plant Sci. 12:777842. doi: 10.3389/fp&12777842

Ferreira, D. 2011Sisvar. un sistema informatico de analisis estadidimmcia vy
Agrotecnologia (UFLA), v35, n. 6, p10391042, Food Safety and Standards Authority
of India (2015). Manual of methods of Analysis of foods metals. Minidthealth and
family welfare. New Delhindia.

Gallego, S.M., Pena, L.B., Barcia, R.A., Azpilicueta, C.E., lannone, M.F., Rosales, E.P.,
Zawoznik, M.S., Groppa, M.D., Benavides, M.P., 2012.Unravelling cadmium toxicity
and tolerance in plants: Insight inegulatory mechanismgnviron. Exp. Bot.83,3346.
http://dx.doi.org/10.1016/j.envexpbot.2012.04.006

Galvis, D.A., Yeirme, Yaneth, JaimeSuarez., Jairo, Rojas, Molina., Rosalba, Ruiz.L &

Moreno., Fabricio, E., L., Carvalh§2023). 7. Unveiling Cacao Rootste@enotypes
with Potential Use in the Mitigation of Cadmium Bioaccumulatiétiants, doi:
10.3390/plants12162941

Garcia, L. y Dorronsoro. C. 2005. Contaminacion por metalesq@edan: Tecnologia de suelos.
Departamento de Edafologia y Quimica Agricola, Universidad de Granada, Granada,
Espana.


https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.05.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.envexpbot.2012.04.006

66

Guarin, D., Martiri Lopez, J., Libokhova, Z., Benavides, J., Maximova, S., J., Guiltinan, M.,
Spargo J., Da Silva M., Fernandez A., DnohR., 2024. Acumulacién de cadmio en
suelos, hojarasca y hojas en fincas de cacao en la Sierra Nevada Norte de Santa Marta,
Colombia.https://doi.org/10.1016/j.geodrs.2024.e00762

Gramlich, A., Tandy, S., Gauggel, C., Lopez, M., Perla@dnzalezV., Schulin, R., 201&oil
cadmium uptake by cocoa in Honduras. Sci. Total Environ. 6123380

Guan, L., Murphy, A. SReer, W. A, Gan, LLi, Y., & Cheng, Z. M. (Max)2015. Physiological
and molecular regulation of adventitious root formation. Critical Reviews in Plant
Sciences, 34(5), 50621.https://doi.0g/10.1080/07352689.2015.1090831

He, S., He, Z., Yang, X., Stoffella, P.J., Baligar, V.C., 2015. Soil biogeochemistry, plant

physiology and phytoremediation of cadmium contaminated soils. In: Sparks, D.L. (Ed.),
Advances in Agronomy. 134: pp. 13%25.
http://dx.doi.org/10.1016/bs.agron.2015.06.005 (ISSN 6P6E3).
lICA. 2017. Manual Técnico del Cultivo de CachoPracticas Latinoamericanas. Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura. San José, Costa Rica. 143 p.
llinskiy A.V., Evsenkin K.N, Paviov A.A. Flood sediments as a source of replenishment of
alluvial soils with plant nutrition elementsAgricultural Science Eurdlorth-East.
2024;25(4):646654.
Jiménez Tobdn, C. S. (2015). Estado legal mundial del cadmio en cacao (Theobroma cacao):
fantasia o realidad. Produccién méas Limpia, 10(1),188!.
Johnson, J., Bonilla, J., y Aglero, L. (2008). Manual de manejo y produccion del cadasgirro.
Nicaragua.
KabataPendias, A., Pendias, H., 200Xace Elements in Soils and Plants, third e@OCPress,
Boca Raton, USAhttp://dx.doi.org/10.1080/15320383.2011.609202.
Kahle, H. (1993). Response of roots of trees to heavy metals. Environmental and Experimental
Botany, 33(1), 99.19.
Kim, Y., Yang, Y., Lee, Y. (2002Pb and Cd uptake in rice rooRhysiol Plant, 116(3):36872.
Laegreid, M.; Bockman, O. C.; Kaarstad, E. O. Agriculture fertilizers and environment.
Wallingford: CAB, 1999. 294 p.
Lewis, C., Lennon, A.M., Eudoxie, G., Umaharan, P., 2018. Genetic variation in bioaccumulation
and partitiming of cadmium inTheobroma cacad. Sci. Total Environ. 640641, 696
703.https://doi.org/10.1016/J.SCITOTENV.2018.05.365
Lichtenthaler, HK and AR Wellburn (1983) Determinations of totabteaoids and chlorophylls

a and b of leaf extracts in different solve@gchemical Society Transactions 11: 591


https://doi.org/10.1016/j.geodrs.2024.e00762
https://doi.org/10.1080/07352689.2015.1090831
https://doi.org/10.1016/J.SCITOTENV.2018.05.365

67

592.

Lima, J.; Pacheco, R.; Rosa, I.; Silva, R.; Aguilar, M.; Valle, R. 2B@tomendaciones para la
siembra de plantulas de cacao pr@guas por estaquillas. Ed. Marques, J.
CEPLAC/CEPEC. Ihéus Bahia, Brasil. 34 p.

Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI). (2010). Catalogo de cultivares de cacao
del Perd. Primera Edicién 2010. Comision Nacional para el desarrollo y vida gasdro
Recuperado el 25 de octubre de 2024,
https://www.midagri.gob.pe/portal/download/pdf/direccionesyoficinas/dgca/cultivares_
cacao.pdf.

MIDAGRI. 2020. Observatorio de Commodities: Cacao. Boletin de publicaciéon trimestral.
Direccion General de Politicas fgias.Lima, Peru.

Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI). (2023). Cacao: Observatorio de
Productos bésicos. Recuperado el 09 de octubre de 2024,
https://cdn.www.gob.pe/uploads/document/file/5264502/%20Commodities%20Cacao%
3A%20enemar%202023.gf?v=1697059698

Mingorance, M.D.; Valdés, B.; Oliva, S.R. Strategies of Heavy Metal Uptake by Plants Growing
under Industrial Emissions. Environ. Int. 2007, 33,i%R20.

Mortvedt, J.J., Beaton, J.01995. In: Tiesen,H.(Ed.), Phosphorsinth&lobal Environment:
Transfer, Cycles and Management. Wiley, NewYork, pp. 98106.
http://dx.doi.org/10.1002/(SIC1)1098837(199705)22:50515::AHESP71643.0.CO; -2
Y.

Moore, R. E., Ullah, I., de Oliveira, V. H., Hammond, S. J., Strekopytov, S., Tibbett, M., et al.
(2020). Cadmium isotope fractionation reveals genetic variation in Cd uptake and
translocation by Theobroma cacao and role of natural resistssoeiated macrophage
protein 5 and heavy metal ATPaisenily transportersHorticult. Res. 7, 111. doi:
10.1038/s4143020-02926

Ortiz-Alvarez, A.; Magnitskiy, S.; Silvdrero, EA; Rodriguez Medina, C.; Argout, X.;
CastafieMarin, A.M. Acumulacion de Cadmio en Plantas de Cacao (teobroma cacaol.)
bajo estrés por sequia. Agronomia 2023, 13, 2490.
https://doi.org/10.3390¢monomy13102490

Pachura, P., A. O. Kubicka, and B. S. Grabowgka 6. Assessment of the availability of heavy
metals to plants based on the translocation index and the bioaccumulation factor. Desalin.
Water Treat. 57: 1460 1477.



68

Peer, W.A., Baxter, |.RRichards, E.L., Freeman, J.L., Murphy, A.S., 2005. Phytoremediation
and hyper accumulator plants. In: Tamas, M.J., Martinoia, E. (Eds.), Molecular Biology
of Metal Homeostasis and Detoxification; From Microbes to Mapics in Current
GeneticsSpringer New York, USA (509 p).

Perea, V.A., Martinez, G.N., Aranzazu, H.F., & Cadena, C.T. (2@E3xcteristicas de calidad
del cacao de Colombia, Catalogo de 26 Cultivares. Universidad Industrial de Santander,
Federacion Nacional de Cacaoteros.

Pereira de Amgjo, R., Furtado, de Almeida, A., Pereira, L. S., Mangabeirg, A., Souza, J.

0., et al(2017). Photosynthetic, antioxidative, molecular and ultrastructural responses of
young cacao plants to Cd toxicity in the soil. Ecotoxicol. Environ. Safety %81 1%7.
doi: 10.1016/j.ecoenv.2017.06.006

Pérez Moncada, A.U., Gomez Ramirez, M., Ordofiez Serralde, D.P., Pefiaranda Rolon, M. A.,
Wilches Ortiz, A.\W., Ramirez, L., Rengifo Estrada, A.G., 2@&®uscular mycorrhizal
fungi (AMF) as a strategy to reduce thbsorption of cadmium in cocod@heobroma
cacag plants.Terra Latinoam. https://doi.org/10.28940/tl.v37i2.479.

Pinto, E., SigaudKutner, S., Leitao, M.A., Okamoto, O.K., Morse, D. & Colepicolo, P. (2003).
Heavy metainduced oxidative stress in algae. d@l of Phycology, 39(6):1008L018.
Prieto, M. J., Gonzélez, R. C., Roméan, G. A. y Prieto, G. F. (2009). Contaminacion y
fitotoxicidad en plantas por metales pesados provenientes de suelos Jragical and

Subtropical Agroecosystems, 10(1),-284.

Puri S, A Khara (1992) Influence of maturity and physiological status of woody cuttings:
Limits and promises to ensure successful cloning. Indian For. 118860

Ramtahal, G., Chang Yen, I, Ahmad, N., Bekele, I., Bekele, F., Maharaj, K., Wilson, L., &
Harrynanan, L. (2015). Prediction of soil cadmium bioavailability to cathedbroma
cacaol.) using singlestep extraction procedures. Communications in Soil Science and
Plant Analysis, 46(20), 2583594. https://doi.org/10.1080/00103624.2015.1089262.

Rasa@o N. & Navartlzzo F. 2011Heavy metal hyper accumulating plants: how and why do they
do it? And what makes them so interesting? Plant Sci. 180: 189.

Reilly, C. 2002. Metal contamination of food. Its significance for food quality and human health.
Blackwell Science Ltd., Oxford, UK.

Sanchez, M. 2003. Determinacion de metales pesados en suelos de Medina del Campo
(Valladolid): Contenidos extraibles, niveles de fondo y de referencia. Universidad de
Valladolid, Espafia.



69

Sandalio, L.M., Dalurzo, H.CGdmez M., RomerePuertas, M.C., & Del Rio, L.A. (2001).
Cadmiuminduced changes in the growth and oxidative metabolism of pea plants. Journal
of Experimental Botany, 52, 2115126.https://doi.org/10.1093/jexbot/52.364.2115

Steffens, B., & Rasmussen, £016). The physiology of adventitious roots. Plant Physiology,
170(2), 608617.https://doi.org/10.1104/pp.15.01360

Tchounwou, P.B., Yedjou, C.G., Patlolla, A.K., Sutton, D.J., 26iEavy Metal Toxicity and
the Environment, pp. 13364.https://doi.orgl0.1007/9783-764383404_6.

Ullah, I.,.Wang, Y., Eide, D.J., Dunwell, J.M., 20Bolution, and functional analysis of Natural
Resistancéssociated Macrophage Proteins (NRAMPS) from Theobroma cacao and
their role in cadmium accumulation. Scientific Rap@. https://doi.org/10.1038/s41598
01832819y.

Vanderschueren, R., Arguello, D., Blommaert, H., Montalvo, D., Barraza, F., Maurice, L.,
Schreck, E., Schulin, R., Lewis, C., Vazquez, J.L., Umaharan, P., Chavez, E., Sarret, G.,
Smolders, E., 2021. Mitigaig the level of cadmium in cacao products: reviewing the
transfer of cadmium from soil to chocolate b&ci. Total Environ. 781, 146779
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.146779

Zakariyya, F., Santoso, T.l., & Abdoellah, S. (202%)sorption of @dmium and its Effect on
the Growth of Halfsib Family of Three Cocoa Clones Seedling. Pelita Perkebunan (a
Coffee and Cocoa Research Journal), 38(3);17/8L

Zhao, F.J., Hamon, R.E., Lombi, E., McLaughlin, M.J. y McGrath, S.P. (2002). Characteristics
of cadmium uptake in two contrasting ecotypes of the hyperaccumulator Thlaspi
caerulescens. Journal of Experimental Botany, 53(3685835

Zug, K.L.M., Huamani Yupanqui, H.A., Meyberg, F., Cierjacks, J.S., Cierjacks, A., 2019.
Cadmium accumulation in Peruni@acao Theobroma cacat.) and opportunities for
mitigation. Water Air Soil Pollut. 230 https://doi.org/10.1007/s1104® 4109X.



ANEXOS



Figura 44. Supervisiordel asesoen campo

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

INVERNADERO.

Figura 45. Crecimiento morfologico de$ plantonesie cacapa) 40 ddt, p 1618 ddt




