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RESUMEN
Palabras clave:
CCN-51, IMC-67; ICS-39; El objetivo de la presente investigacion fue estudiar los efectos del Cd en cuatro genotipos
TSH-565; contaminacion de cacao en términos de concentracién de pigmentos de clorofila, asimismo evaluar el factor
del suelo, factor de de traslocacién del Cd en plantas de cacao obtenidos mediante propagacion clonal mediante

translocacion, metales

pesados la técnica enraizamiento de estaquillas. EI material vegetal utilizado en el presente trabajo

de investigacion fueron genotipos procedentes de los clones CCN 51, ICS 39, IMC 67 y TSH
565. El sustrato fue inoculado con tres dosis de Cd (0, 6 y 12 ppm). La fuente de Cd fue el
hidrato de cloruro de Cadmio (CdCI2H20). Se utilizé un Disefio Completamente al azar (DCA)
con arreglo factorial de 4 x 3 factores, con 3 repeticiones, donde cada tratamiento estuvo
formado por 4 plantulas de cacao obtenidas por enraizamiento de estaquillas, teniéndose en
total 36 unidades experimentales. El analisis estadistico reveld que las plantas procedentes
del genotipo CCN 51 fueron las que mostraron mayor tolerancia al metal pesado, aun en las
dosis altas de Cd, debido a un aumento en el contenido de clorofila. Por otra parte, nuestros
hallazgos advierten que el genotipo ICS 39 inoculado a la dosis media de Cd (6 ppm) presenté
el factor de traslocaciéon (FT) més alto (4.16). En contraste el genotipo CCN 51, evidencio
el menor FT cuando fue expuesto a la dosis méas alta de Cd. Estos hallazgos permitiran
comprender el comportamiento de las plantas de cacao producidas por enraizamiento de
estaquillas ante el estrés por Cd en términos de fisioldgicos, siendo esta investigaciéon un
insumo mas para profundizar estudios basados en los efectos de los metales pesados en
cultivos de gran importancia econémica como lo es el cacao.

Physiological effects of cadmium on four cocoa genotypes propagated by
rooted cuttings

ABSTRACT

Key words:

CCN-51; IMC-67; The objective of this research was to study the effects of Cd on four cacao genotypes in
Is%ﬁ-c?gﬁtarr?#r; fggh terms of chlorophyll pigment concentration, and also to evaluate the Cd translocation factor
translocation factor heavy in cacao plants obtained by clonal propagation using the cuttings rooting technique. The plant
metals. ' material used in this research were genotypes from clones CCN 51, ICS 39, IMC 67 and TSH
565. The substrate was inoculated with three doses of Cd (0, 6 and 12 ppm). The source of
Cd was cadmium chloride hydrate (CdCI2H20). A completely randomized design (CRD) with
a 4 x 3 factorial arrangement was used, with 3 replications, where each treatment consisted
of 4 cacao seedlings obtained by rooting cuttings, having a total of 36 experimental units.
Statistical analysis revealed that plants from the CCN 51 genotype were the ones that showed
the greatest tolerance to the heavy metal, even at high Cd doses, due to an increase in
chlorophyll content. Furthermore, our findings warn that the ICS 39 genotype inoculated at the
medium Cd dose (6 ppm) presented the highest translocation factor (TF) (4.16). In contrast,
the CCN 51 genotype showed the lowest TF when exposed to the highest Cd dose. These
findings will allow us to understand the physiological behavior of cacao plants produced by
rooting cuttings under Cd stress. This research will be an additional input to deepen studies
based on the effects of heavy metals on crops of great economic importance such as cacao.
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- INTRODUCCION

En los ultimos afios, el cultivo de cacao ha mostrado
un balance monetario positivo, respecto a las
exportaciones del Perd. Segun MIDAGRI (2023),
en el primer semestre del afio 2023, se exportd
alrededor de 46.7 mil toneladas de cacao y derivados
representando un valor de econémico de US$ 162.8
millones, cifras que respaldan el posicionamiento
y la importancia de este cultivo en la economia del
pais y sobre todo para aquellas familias dedicadas
a su produccién. Sin embargo, actualmente la
cadena de valor de cacao podria verse limitada por
la presencia de metales pesados, como el Cadmio
(Cd) en los suelos donde se cultiva esta especie.
El Cd es absorbido desde el suelo y translocado a
diferentes compartimentos de la planta. Barraza et
al, (2017), advierten que el Cd es un metal pesado
que se bioacumula en las semillas del cacao, materia
prima para muchos productos derivados, como el
chocolate, hecho que podria reducir la inocuidad de
los mismos y poner en riesgo la salud humana, como
también las agroexportaciones del pais.

El Cd es un elemento movil en la solucién del suelo
y se encuentra de manera natural en la corteza
terrestre en forma de minerales, de donde puede ser
absorbido por las plantas y tomados de ellas por el ser
humano, y en altas concentraciones pueden resultar
ser toxicas (Prieto et al. 2009). En consecuencia,
una vez absorbido el Cd por la planta, el metal
pesado puede promover cambios morfolégicos vy
estructurales e incluso alteraciones en procesos
fisiologicos, bioquimicos y moleculares (Almeida et
al. 2013). Asimismo, segun Pereira de Araujo et al,
(2017), el Cd afecta nocivamente el crecimiento, la
fotosintesis, la absosrcion de nutrientes, el contenido
de pigmentos cloroplasticos, la estructura celular y la
expresion genética de las plantas.

Para Arévalo — Hernandez et al, (2021), el Cd es
un metal téxico no esencial que se bioacumula en
los tejidos del cacao, representando un riesgo para
la exportacién, situacion que, consecuentemente
podria afectar el bienestar econémico de los
pequefios productores con escasos recursos. Villar
et al, (2022) reportaron una reduccion del 31 % en las
exportaciones hacia mercados europeos por las altas
concentraciones de Cd en granos en la region Piura,
por lo que, la absorcion del metal por las plantas de
cacao desperté una gran preocupacion e interés, en
tal sentido la Union Europea emitié era el Reglamento
(UE)N.°488/2014, que establece los niveles maximos
permitidos de Cd en el chocolate y otros derivados
del cacao, los cuales regula los umbrales del metal
pesado, considerandose un maximo permisible de
0,8 ppm, situacion que podria limitar la dinamica de
esta cadena de valor y consecuentemente, afectar a
familias y productores que dependen directamente
del cultivo de cacao.

En tal sentido, conocer la dinamica del Cd, en plantas
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de cacao obtenidas mediante la técnica de
propagacion enraizamiento de estaquillas podria
conllevar a viabilizar las posibilidades de comprender
el mecanismo de transporte y translocacion de este
metal desde el nivel radicular hasta la parte aérea
de la planta y sus efectos fisiolégicos a nivel de los
pigmentos de clorofila, estructuras claves para el
desarrollo y crecimiento normal de las plantas. Los
objetivos del presente trabajo de investigacion fueron
determinar el factor de translocacién del Cd en
genotipos de cacao obtenidos mediante propagacion
de enraizamiento de estaquillas, y evaluar los efectos
fisiologicos del Cd a nivel de clorofila total.

- MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

El estudio se realizo en el distrito de Juan Guerra,
provincia y region de San Martin en el Laboratorio
de Biotecnologia de la Estacion Experimental Agraria
(EEA) EI Porvenir, San Martin, ubicado en el Km
14.5 carretera Fernando Belaunde Terry zona sur,
departamento de San Martin, con coordenadas UTM
354849 m. Ey 9271185 m. N.

Equipos, materiales e insumos

En la presente investigacion se utilizaron equipos
como: balanza analitica, espectrometro de emision
atdmica de plasma inducida por microondas MP
— AES, espectrofotometro UV GENESIS 150,
termohidrémetro. Como materiales e insumos: tijera
de podar, bandejas forestales, bolsas almacigueras,
hormona (acido indol-3-butirico-AIB), sustrato
(Premix 3), fungicida, hidrato de cloruro de Cadmio
(CdCI2H20).

- METODOLOGIA

Componentes en estudio
Clones de cacao:

- Clon CCN - 51

- Clon IMC - 67

- Clon: ICS - 39

- Clon TSH - 565
Concentraciones de cadmio (Cd):
-b1: 0 ppm,

-b2: 6 ppmy

- b3: 12 ppm.

Colecta del material vegetal

Consto de partes vegetativas (estaquillas de cacao)
correspondiente a los clones CCN — 51 (Coleccion
Castro Naranjal), IMC — 67 (Colecciéon Iquitos
mezclado con calabacillo), ICS — 39 (Seleccién del
Colegio Imperial) y el TSH — 565 (Selecciéon Hibrido
Trinidad). Las estacas seleccionadas correspondieron
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al segmento apical de las ramas de la planta de cacao
(Figura 1), luego de colectadas fueron transportadas
al laboratorio.

Figura 1. Segmento de estaquilla colectado en
campo.

Elaboracion de sustrato para obtencion de
plantones

Se utilizoé sustrato Premix 3 y fibra de coco (Figura
2). 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. Luego se
procedid a mezclar uniformemente ambos hasta
lograr una uniformidad.

Figura 2. Sustratos: a) Premix 3, b) Fibra de coco.

Aplicacion de hormona AIB al material
vegetal

El material vegetal conté de plantones propagados
por enraizamiento de estaquillas. Una vez
acondicionadas las estaquillas en laboratorio y
tratadas fitosanitariamente con fungicida agricola
(Flutolanil y Captan) a una dosis de 2 g/ L de agua,
estas pasaron por un proceso de inmersion con
la hormona AIB a una dosis de 6000 ppm a las
estaquillas de cacao (Figura 3), con la finalidad de
estimular el enraizamiento de brotes (raices).

Figura 3. Inmersiéon de hormona AIB a estaquilla de
cacao
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Obtencion de plantones de cacao

Esta etapa consistio en la siembra de las estaquillas
de los cuatro clones (CCN 51, TSH 565, ICS 39 e IMC
67) previamente colectadas y acondicionadas, en los
tubetes de las bandejas forestales, procediendo con
los dedos de la mano a ejercer suavemente cierta
presion a la parte basal de las estaquillas para darle
estabilidad al ser sembrada (Figura 4). Luego estas
fueron dispuestas en microtineles para asegurar
humedad constante y favorecer el crecimiento de las
estaquillas hasta convertirse en una nueva planta.
Dentro del microtunel, las plantas permanecieron
aproximadamente entre 40 a 60 dias con temperaturas
que oscilaron entre 29° +/- 3 °C y una humedad relativa
del 80 %, en las cuales se pudo observar el desarrollo
de las primeras raices.

Figura 4. a) Siembra de estaquillas, b) Bandejas

i

i

Inoculacién del material vegetal con Cd

Después de obtener los plantones de cacao en
las bandejas forestales, estas fueron extraidas y
sembradas en bolsas almacigueras de polipropileno
que contenian el sustrato (suelo aluvial) contaminado
con las dosis de Cd utlizados en la presente
investigacion (Figura 5). Se utilizé como fuente de Cd
al hidrato de cloruro de Cadmio (CdCI2H20). Una vez
distribuidas los plantones, estos fueron trasladados
al vivero para continuar con las evaluaciones
respectivas.
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Figura 5. Bolsas almacigueras conteniendo sustrato
contaminado con Cd, segun dosis

Analisis de laboratorio

a) Para la determinacion de clorofilas, se utilizo tejido foliar
de las plantulas de cacao obtenidas por enraizamiento
de estaquillas. Para ello, se procedio con la desinfeccion
y esterilizacion de los materiales de vidrio que fueron
utilizados (tubos de ensayo de 15 mL y tubos de centrifuga
de 50 mL) en una estufa a una temperatura de 50 °C por
un periodo de 2 horas. El material vegetal (hojas), fue
colectado de la parte central de la plantula y luego se
procedio a pesar 1 gr de hojas frescas y sin nervaduras
en una balanza analitica de precision. Luego las hojas,
fueron dispuestas en un mortero de porcelana y procedio
con la molienda, macerandolas con 20 mL de etanol al 96
%, posteriormente afiadimos a la molienda una pequefia
cantidad de carbonato de calcio (CaCO3). Después,
se dejo reposar el macerado por 2 minutos para luego
transferirlo con el uso de una pipeta graduada a los tubos
de la centrifuga. Después centrifugamos el macerado
por 3 minutos a 1000 (RFC) o fuerza G. Seguidamente,
vertimos 8 mL de etanol de 96 % en los tubos de ensayo
y adicionamos 2 mL de la muestra centrifugada, luego se
agitd la solucion con el objeto de uniformizarla. Hecha
la dilucion, se inicio la etapa de lectura de las muestras
(Figura 6), para ello transferimos la solucion a una
cubeta del espectrofotometro UV visible para la lectura
de absorbancia. Luego, la absorbancia se leyd a 649,
665 y 654 nm de longitud de onda. Para cada lectura
se equilibré el instrumento previamente con un blanco
del solvente (etanol 96 %). Finalmente, la cantidad de
clorofila presente en el extracto y tejido correspondiente
fue calculada con la siguiente ecuacion:

Dgsq + 1000V

398 1000 W

mg Clor. total / g PF =

Donde:

D: densidad optica del extracto leido a longitud de onda
indicado

V: volumen final del extracto alcohdlico

W: peso de la muestra del tejido verde.

b) En relacion a los calculos de factor de translocacion
del Cd desde la parte radicular a la parte foliar, se realizd
segun la formula adaptada por (Pachura et al. 2016):
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__ Concentracidn del metal pesado parte aérea (hojas)
B Concentracion del metal pesado parte raiz

Finalmente, todas las muestras de tejidos vegetales,
previa habilitacion, se envié al laboratorio de suelos,
aguas y foliares de la EEA El Porvenir para su respectivo
analisis mediante espectrofotometria de emision atémica
de plasma por microondas (MP- AES) (Figura 7). Se
procedid a cuantificar concentracion de Cd en raices,
tallos y hojas en los genotipos de cacao estudiados. El
analisis de espectrofotometria, se baso en el método de
determinacion de Metales Totales en Suelos por MP-AES
(Cd), teniéndose como referencia a la norma NTP ISO/
IEC 17025, Requisitos generales para la competencia
de los laboratorios de prueba y calibracion. Ademas, la
lectura de Cd se rigio en las metodologias: a) EPA Method
3050B. Revision 2. 1996. Acid Digestion of Sediments,
sludges and soils y b) EPA Method 6010D. Revision 5.

2018. Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectrometry
Figura 6. Lecturas de muestras foliares en

espectrofotéometro UV visible:

a) Disposiciéon en tubos de ensayo, b) Trasferencia de
cubeta al espectrofotometro UV visible, c) Introduccion
de cubetas al espectrofotometro UV visible, d) Lectura de
absorbancia.

Figura 7. Lecturas de la concentracion de Cd en tejidos
vegetales por espectrofotometro de  emision atémica de
plasma por microondas (MP- AES)
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Analisis estadistico

Los datos generados fueron procesados en hojas de
calculos Excel, ademas para el analisis e interpretacion
de los mismos, se utilizé el andlisis de varianza (ANVA),
y un test de comparacion de medias (Duncan, P < 0,05),
usando el software estadistico R (R versiéon 4.4.1., R
Core Team, 2024).

- RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de efectos del cadmio en pigmentos
de clorofila

Las variables consideradas para evaluar los efectos
del Cd a nivel de pigmentos en los genotipos de cacao
en el presente estudio fueron las concentraciones
de clorofilas. La concentracion de clorofila total se
presenta en la Tabla 1, y Figura 8. Las mismas fueron
sometidas a pruebas de verificacion de supuestos,
normalidad y homocedasticidad, utilizando las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente.
Posteriormente, se aplicd la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis, acompafada del ajuste de Holm
para comparaciones multiples, dado a que los datos
no cumplieron con estos supuestos.

Tabla 1. Concentracion de clorofila total de los
diferentes tratamientos (clon x dosis), segun la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.

Clon :::)c;snlls) Clorofila total, (nm)

CCN 51 0 3510742
6 3.83+0.83°

12 49910422

IMC 67 0 3.85+0.18°
6 445+0.832

12 362+1.142

ICS 39 0 452+1.322
6 3.76+0.83°

12 42910482

TSH 565 0 3.68+0.31°
6 3.13+0.60°

12 3.40+090°2

Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p < 0.05) usando
Kruskal test. Letras iguales indican que no hubo diferencias significativas.

Segun los resultados obtenidos mediante la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis en el presente
estudio, para la concentracion de clorofila total, se
evidencia que no existen diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos estudiados.
Sin embargo, en nuestro estudio advertimos que
el clon CCN 51 demostré un grado de tolerancia al
Cd, evidenciado por el aumento en el contenido de
pigmentos de clorofila.
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Asimismo, las plantas de grupo de genotipos,
obtuvieron la mayor concentracién de clorofila (4.99 +
0.42 nm) aun cuando las plantas fueron expuestas a
la dosis alta de Cd (12 mg kg-1), aunque la diferencia
no fue estadisticamente significativa en relacion a los
otros genotipos, segun la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis.

La toxicidad por Cd puede afectar el rendimiento
fotosintético de las plantas mediante la reduccion del
contenido de clorofila (Sandalio et al. 2001). El Cd
inhibe el crecimiento radicular, disminuye el contenido
de clorofila y afecta la fotoactivacion del fotosistema
Il de la planta al impedir el transporte de electrones
(Huang et al. 2017, Kapoor et al. 2021) afectando la
eficiencia fotosintética. Sin embargo, los resultados
sugieren que el clon CCN 51 presenta ciertos niveles
de tolerancia al Cd, evidenciado por el aumento en el
contenido de pigmentos cloroplasticos y la aparente
ausencia de dafos significativos en el fotosistema
Il (PSIlI), coincidiendo con las observaciones de
Fernandez-Paz et al. (2021) en progenies no
injertadas de IMC 67.

En relacién a los genotipos ICS 39 y TSH 565, estos
no mostraron diferencias significativas, asimismo,
evidenciaron una disminucion de la concentracion
de clorofila cuando las plantas fueron expuestas a la
dosis medial. Finalmente, el clon IMC 67 mostré una
disminucion en la concentracion de clorofila cuando
las plantas fueron expuestas a la dosis alta de Cd,
observandose un efecto adverso con el aumento de
las dosis de Cd (Figura 8). Nuestros hallazgos son
concordantes a los reportados por (Khudsar et al.
2001), quienes refieren que la exposicion al Cd reduce
el contenido de clorofila y la eficiencia fotosintética, lo
que resulta en una menor disponibilidad de energia
para el crecimiento foliaren en plantas de Cajanus
cajan.

Figura 8. Concentracion de clorofila total de los
diferentes tratamientos estudiados (clon x dosis).

50
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40
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Determinacion del factor de translocacion
(FT) del Cd en plantones de Theobroma
cacao obtenidos mediante enraizamiento
de estaquillas.

El factor de traslocacion del Cd de los tratamientos
estudiados, se presentan en la Tabla 2 y Figura 9.
Complementariamente, el factor de traslocacion fue
sometido a pruebas de verificacién de supuestos,
normalidad y homocedasticidad, utilizando las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente.
Posteriormente, se aplicé la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis, acompanada del ajuste de Holm
para comparaciones multiples, dado a que los datos
no cumplieron con estos supuestos. Nuestros
resultados advierten que las plantas de cacao no
mostraron significancia respecto a este parametro.
Asimismo, teniendo en cuenta que el FT expresa la
capacidad de los genotipos de cacao seleccionados
para transportar Cd desde la raiz a las partes aéreas
(De Almeida et al.,2022), podemos advertir que las
plantulas estudiadas, particularmente del genotipo
ICS 39 (Tabla 2) inoculados a la dosis media de
Cd (6 ppm), exhibieron una mayor translocacion
de Cd desde las raices a las partes aéreas. Segun
Mingorance et al.; (2007), un FT > 1, indica que los
organos de la planta de cacao estan enriquecidos
con Cd. En nuestro estudio, segun la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, no existié diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos
en relacién al FT, sin embargo, las plantas del
genotipo ICS 39 reportan el valor mas alto respecto
a este parametro (4.16 + 0.44), aun cuando fueron
expuestas a la dosis medial de Cd (6 ppm) (Figura
9).En tal sentido, nuestros resultados se alinean
a los encontrados por Ortiz-Alvarez et al. (2023),
quienes al evaluar la acumulacion de Cd en tres
progenies de cacao (IMC 67 x PA 121, SCA 6 X PA
121 e IMC 67) reportan un FT superior a 4, indicando
que las partes aéreas de estos genotipos de cacao
estaban enriquecidos significativamente con Cd.
Para Galvis et al.; (2023), los distintos genotipos de
cacao, muestran diferentes niveles de eficiencia en
la translocacion del Cd, como lo fue para el genotipo
EET 61, quien mostré un FT alto de Cd en los brotes
en comparacion con otros genotipos, indicando un
mayor movimiento del metal desde las raices a los
brotes en un periodo de tiempo.

Tabla 2. Factor de traslocacion (FT) del Cd de los
diferentes tratamientos (clon x dosis), segun la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.

Paz Urrelo, J. L. , Pocomucha Poma, V. S.

Clon Dosis FT
CCN 51 0 ppm 2.71+2.312
6 ppm 3.27+1.15°
12 ppm 224+0.20¢2
IMC 67 0 ppm 2.08+049¢2
6 ppm 3.54+1.88°
12 ppm 2.99+1.062
ICS 39 0 ppm 3.59+3.092
6 ppm 416 +0.44°2
12 ppm 3.18+0.842
TSH 565 0 ppm 1.24+0.63°
6 ppm 298+0.302
12 ppm 243+0492

Valores promedios (n = 3). Diferencias significativas (p < 0.05) usando
Kruskal test. Letras iguales indican que no hubo diferencias significativas.

Figura 9. FT de los tratamientos estudiados (clon x
dosis), segun la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis.
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ppm |
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- CONCLUSIONES

A nivel de pigmentos de clorofila, algunos genotipos
de cacao, como el clon CCN 51, no solo pueden
tolerar niveles mas altos de Cd, sino que podrian
beneficiarse potencialmente de ellos, debido a un
aumento en el contenido de clorofila. En contraste, el
genotipo ICS 39 y TSH 565 fueron los mas sensibles
al Cd, experimentando una reduccion de pigmentos
de clorofila bajo concentraciones mas altas de Cd.

El genotipo ICS 39 inoculado a la dosis media de Cd
(6 ppm) presento el factor de traslocacion (FT) mas
alto (4.16). En contraste el genotipo CCN 51, que
evidencioé el menor FT cuando fue expuesto a la dosis
mas alta de Cd.
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