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Abstract

Cadmium (Cd) uptake in cacao (Theobroma cacao, L.) trees has been widely reported since the
late 70’s. Stringent Cd regulations are implemented in cacao products, such as chocolate, in
developed countries. These regulations have sparked research in understanding the soil/plant
governing factors for the abnormal Cd accumulation in cacao trees. In other crops, genetic tools,
such as gene editing, have been used to modify the uptake and accumulation of Cd in edible crop
parts, particularly in annual crops like rice. This alternative is not a feasible solution for the Cd
problem in Latin American and Caribbean (LAC) countries because it requires time and financial
resources. In this context, the screening of low-Cd cacao cultivars, already available in the
countries, appears as a suitable alternative. Here, 53 cultivars were screened for the Cd uptake
and translocation ability in controlled experiments and field conditions. Two hydroponic
experiments were implemented, in similar conditions, in Costa Rica and Ecuador and one
common garden was surveyed in Colombia. Hydroponic experiments revealed that Cd uptake and
translocation differed (p < 0,05) among the tested cultivars. The highest Cd accumulation in the
aerial part (leaves + stem) occurred in the cultivar CATIE R4 and the lowest in EET 558. In roots,
the highest Cd concentration was observed in EET400 whereas the lowest in PMCT58. In the aerial
part, the high vs low Cd varied by factor 5,53 in aerial tissue and by facto 14,4 in roots. Also, the
translocation factor (TF), which is the ratio between aerial-Cd over root-Cd differed among the
cultivars. EET-400 displayed the lowest TF meaning that this cultivar accumulates most of the Cd
in roots with limited movement to the leaves. The highest TF was found in CATIE R1 which
indicates the ability of this cultivar to move Cd from roots to aboveground tissue. The survey in
the common garden also revealed the genetic diversity for the uptake and translocation of Cd in
field conditions. However, because of the high spatial soil/bean Cd variability (CV > 50%), solid
conclusions cannot be obtained regarding the cultivar effect on bean-Cd. The best approach to
account for such elevated variability is the transfer factor from soils to beans. The TF in common
garden showed that cultivars exhibited different ratios of Cd in beans, partially corrected by their
soil Cd. However, at this point it was not possible to conclude more relevant information besides
that IMC67 has low Cd absorption in comparison to other commercial rootstocks used in
Colombia. In controlled conditions, there is not clear relationship between Cd and other macro
or micronutrients. There is a need to study this effect further. In this context, the following
product will determine the effect of manganese (Mn) and zinc (Zn) in low vs high Cd cultivars. In
both experiments, cacao cultivars showed differential Cd uptake and translocation patterns, this
is in line with previous reports in Trinidad and Tobago, Honduras and Peru. Yet, there is still no
clear molecular mechanism responsible for such difference. The identification of the controlling
plant-mechanism will allow high-throughput screening in the future. Further field and longer
studies can confirm the results presented in this product. However, it is clear that cacao cultivars
differ in the Cd uptake ability therefore the selection of low-Cd varieties is key for managing Cd
issues in LAC countries.



Resumen Ejecutivo

La elevada absorcién de cadmio (Cd) en arboles de cacao (Theobroma cacao, L.) ha sido reportada
desde hace mas de 40 afos. Recientemente, regulaciones muy exigentes se han implementado
en paises compradores de cacao y chocolate, como los de la Unidn Europea. Las regulaciones
aplican exclusivamente para chocolates y productos elaborados pero los intermediarios de cacao
lo aplican a los productores. Las regulaciones alimentarias han encendido el interés en
investigacion en paises de la regidon y también paises consumidores de chocolate. Es importante
mencionar que se han reportado que pardmetros de suelo, como pH y materia orgdnica, afectan
la disponibilidad de Cd en suelos y por lo tanto la absorcion en la planta. La influencia de factores
genéticos es menos conocida y por lo tanto amerita una investigacion exhaustiva. La edicién
génica se presenta como alternativa en cultivos de ciclo corto, como el arroz. Sin embargo, esta
alternativa no es viable en cacao por multiples factores, el tiempo que tomaria en investigacion,
por ejemplo. Por lo tanto, es importante identificar variedades comerciales disponibles con baja
acumulacién y/o translocacion de Cd, lo que puede llevar a un manejo de cacao en lugares de alta
concentracion (hotspot) en los paises de la regién. Este estudio, tuvo como objetivo (i) identificar
la capacidad de absorcion y translocacién de Cd en variedades de cacao reproducidos
asexualmente bajo condiciones controladas, v, (ii) determinar la influencia genética en un jardin
clonal bajo condiciones de campo. Estos ensayos se desarrollaron en Costa Rica, Ecuador y
Colombia, de forma simultanea. En condiciones controladas, las variedades expresaron
diferencias en la absorcién de Cd en la parte aérea (hojas y tallos) y raices. En la parte aérea la
variedad que mas Cd concentrd fue CATIE R4 y la que menos acumuld la EET58. En raices, la
variedad de mayor acumulacion fue la EET400 y la de menor acumulacién la PMCT58. Con
respecto al factor de transferencia (FT) interna, la planta con mayor FT fue la CATIE R1 y la de
menor EET400. Esto ultimo indicaria la capacidad de ciertas variedades de retener el
contaminante en sus raices, no permitiendo la contaminacidon de tejido en la parte aérea, como
las mazorcas.

En Colombia, se realizé un estudio detallado de la concentracién de Cd en 38 genotipos
establecidos en un jardin clonal. La variabilidad espacial, superior a 50%, no permitid establecer
una tendencia clara del efecto genético sobre la toma y acumulacién de Cd en los tejidos. Sin
embargo, el factor de translocacion fue diferente entre variedades lo que indicaria una capacidad
diferencial de los genotipos de cacao en condiciones de campo, tal como se reportd en
condiciones controladas. En el ensayo de campo, la variedad IMC67 aparentemente mostro una
menor traslocacion, pero esto hay que confirmarlos en ensayos de viveros. Lamentablemente,
este jardin clonal fue sembrado mediante injerto, el cual puede afectar la toma de Cd y otros
elementos.

La variabilidad genética para la toma de Cd en cultivares de cacao es confirmada en este estudio.
Algunos factores como: métodos de propagacién (para la homogeneidad de plantas),
mecanismos moleculares asociados a la absorcién de Cd, y, efecto de injerto sobre patrén, son
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estudios que se deben de realizar en el futuro. Aun es necesario corroborar los hallazgos de este
trabajo en investigaciones de largo plazo, p.e., 10 afios, para determinar el real efecto de las
variedades a la concentracién de Cd en almendras de cacao.

Palabras Clave: Absorcién, cadmio, cacao, almendra, cuantificacion, E-max, factor de
translocacién, variedad genética, variabilidad genética.
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Glosario de términos

Bio-disponibilidad: se refiere a las formas de cadmio que pueden migrar o ser transportadas
desde el suelo hacia la planta. Esta fraccidén del cadmio es muy importante, porque es, finalmente,
la fraccion que interesa medir en almendras de cacao para la implementacién de la regulaciéon
europea en chocolates, o en productos derivados de cacao.

Cadmio: es un elemento quimico de nimero atdomico 48 situado en el grupo 12 de la tabla
periddica de los elementos. Su simbolo es Cd y se denomina metal pesado por ser 4 veces mas
denso que el agua. También ha sido clasificado como téxico y carcindgeno para humanos y otros
animales. La forma dominante en suelo es Cd?*.

Grano o almendra de cacao: es la semilla de Theobroma cacao, del cual se extraen los sélidos de
cacao y la manteca de cacao. Las almendras son la base del chocolate. En Colombia se le
denomina grano, pero en otros paises como Ecuador se le denomina preferencialmente como
almendra. En sintesis, son sindbnimos del mismo concepto.

Hojarasca: es la hoja de cacao senescente o que ha caido del individuo de cacao y que se
encuentra en proceso de descomposicién o saprofitismo. Es muy importante como un indicador
de bioacumulacion de cadmio por parte del arbol de cacao, por lo cual, debe ser considerado y
analizado de forma independiente a la hoja, particularmente por su diferencia con contenido de
aguay lafraccion ala que el cadmio se encuentre, para con respecto a las hojas frescas o maduras
de cacao.

Espectrometria: es el estudio de la interaccidn entre la radiacién electromagnética y la materia,
con absorcién o emisidén de energia.

Factor de translocacion: es la relacion entre el cadmio presente en suelos, con respecto al cadmio
presente en hojas o en almendras de cacao, por lo cual, se puede calcular un TF (de sus siglas en
inglés para: Traslocation factor), para cada uno de los materiales vegetales mencionados. Este
factor, explica el nivel de absorcidn que esta pasando en un cultivo de cacao en estudio.

Finca: en Colombia y Ecuador, corresponden al predio o espacio fisico donde se desempeia el
productor (en inglés farm o orchard) de cacao para cultivar, sembrary cosechar, en algunos casos,
también se realizan procesos de postcosecha y beneficiados. En Peru, por ejemplo, se usa un
término distinto, denominandose asi ‘chacra’ o parcela.

Fitodisponibilidad: fraccion quimica de los elementos de suelo para formar parte de la fase
acuosa y ser absorbidos por las raices de las plantas.

ICP-OES: la espectroscopia de emisidon atémica (conocida por sus siglas AES, a partir del inglés,
Atomic Emission Spectroscopy) es un método de analisis quimico que utiliza la intensidad de la
luz emitida por una llama, un plasma, un arco o chispa eléctricos en una longitud de onda
particular para determinar la cantidad de un elemento en una muestra.
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ICP-MS: espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente, es una técnica de
analisis inorganico elemental e isotdpico capaz de determinar y cuantificar la mayoria de los
elementos de la tabla periddica en un rango dindmico lineal de 6 6rdenes de magnitud (ng/L —
mg/L) ademas de poder llevar a cabo la determinacién de los elementos en un andlisis
multielemental que provee la composicién de la muestra analizada.
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1. Introduccion

La produccion de cacao en la regién de Latinoamérica y el Caribe (LAC) registra un crecimiento
sostenido en los ultimos 10 anos. Este patrén ha sido, impulsado por el desarrollo de una oferta
por calidad que posiciona a la regién LAC como productora del 80% del cacao fino y de aroma del
mundo. Esta diferenciacién promueve la exportacion de almendras de cacao y productos
semielaborados como materia prima para la industria de chocolates en la Unién Europea (UE)
(Quintero & Diaz Morales, 2004; Cruz & Cafias, 2018).

A nivel regional, Ecuador se consolida como el tercer exportador mundial de cacao en almendra
producto del fomento del cultivo de la variedad Nacional (CN) y del CCN-51 (Ledn et al., 2016).
Sin embargo, en el caso de Colombia, su estrategia de produccién se basa en el uso de clones o
variedades genéticas regionales y universales bajo la distincién, otorgada por la ICCO en 2021, de
cacao fino y de aroma (FEDECACAOQ, 2021). De otra parte, y de manera particular con respecto a
los otros paises, la produccidon en Colombia, en mas del 50%, es consumida localmente, y el
excedente es exportado como materia prima o productos elaborados a mercados,
particularmente USA y UE (Forero & Reyes, 2022; Gil et al., 2023; Ramirez et al., 2023). Por otro
lado, en Centroamérica, particularmente Costa Rica, ha logrado posicionarse como productor al
100% cacao de calidad, con oportunidades comerciales con gran potencial para la exportacion a
la UE (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2018).

Pese a estos progresos en la produccién de cacao en LAC, en la ultima década, ha surgido una
creciente preocupacion sobre la presencia de contaminantes, especialmente, por la presencia de
cadmio (en adelante, en este documento, se denominara por su simbolo quimico: Cd). Esta
preocupacion se incrementd a partir de que la Unidon Europea establecid limites maximos
permisibles para este contaminante en chocolate y productos derivados (European Food Safety
Authority, 2012; Abt & Robin, 2020). Esta regulacion se origina principalmente por sus
implicaciones en salud humana. Esto porque, el Cd es un metal pesado altamente tdxico que se
encuentra de forma natural en el medio ambiente (Bernard, 2008; Godt et al., 2006). El consumo
de alimentos que contienen este metal conlleva a efectos adversos en la salud humana, como
dano renal, enfermedades cardiovasculares, fragilidad dsea, cancer de pancreas y repercusiones
negativas en la reproduccién humana (Bhattacharyya, 2009; Fatima et al., 2019; Kumar & Sharma,
2019; Satarug 2019; Suhani et al., 2021).

Esta regulacién, que se implementé a partir del 1™ de enero del 2019, ha tenido implicaciones
socioecondmicas para los paises productores y ha generado una revolucién cientifica con el
objetivo de comprender los mecanismos de absorcidon del metal por parte del cultivo de cacao;
asi como la busqueda de medidas o estrategias para mitigar agrondmicamente el problema
(Maddela et al., 2020; Florida Rofner, 2021).

Se ha documentado que la presencia de Cd en los productos con chocolate proviene de la
almendra de cacao (Vanderschueren et al., 2021). Este cultivo es especialmente susceptible a la
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acumulacién de Cd en sus tejidos debido a su alta capacidad para absorberlo del suelo (Suhani
et al., 2021; Galvis et al., 2023a). La transferencia de Cd desde el suelo, hasta las raices y luego
hasta las hojas (denominado también factor de translocacién o TF, por sus siglas en inglés), parece
ser un mecanismo que esta influenciado por una amplia gama de factores edafoclimaticos y
genéticos, entre los que se destacan los fisico-quimicos de suelo, agrondmicos y varietales (Moore
et al., 2020; Scaccabarozzi et al., 2020).

Dentro de los factores edaficos, las concentraciones de Cd en las almendras aumentan a medida
gue se incrementa la disponibilidad del elemento en suelo. Esta disponibilidad es afectada
principalmente por el pH, el contenido en suelo de Zn, Mn, Fe, Ca y carbono orgdnico (Chavez
et al., 2015; Barraza et al., 2017; Arglello et al., 2019; Bravo et al., 2021). Entre los aspectos
agrondmicos, la edad de plantacion influye en la acumulacién de Cd, a mayor edad de plantacién
la concentracidén en las almendras se incrementa. Este fendmeno puede explicarse por el tiempo
de acumulaciéon de Cd en la biomasa aérea de las plantas, sobre todo de troncos y ramas
(Blommaert et al., 2022). Otros factores como el uso de practicas de poda y el manejo de la
fertilizaciéon potencialmente, afectaran la acumulacién de este metal, aunque su efecto no se
reporta con frecuencia (Arglello et al., 2019; Zug et al., 2019). De otra parte, también se ha
reportado que la topografia de la zona del cultivo puede influir en las variaciones intra-especificas
del contenido de Cd tanto en suelos como en la plantacién dentro de una misma finca (Bravo et
al., 2020; Gil et al., 2021).

En cuanto a los factores genéticos, de forma preliminar se ha reportado que diferentes variedades
muestran niveles variables de absorcion de Cd (Arévalo-Gardini et al., 2017). Esto ha propiciado
la identificacion de variedades potenciales con baja absorcién de Cd a través de experimentos en
invernadero y jardines clonales (Lewis et al., 2018; Arévalo-Hernandez et al., 2021). La absorcién
de Cd ocurre a nivel de raices. Luego, el elemento pasa a través del xilema por el tallo, hacia
tejidos aéreos y se acumula en las almendras de cacao como un mecanismo de desintoxicacién
(Vanderschueren et al., 2023). Otros investigadores han encontrado diferencias en absorcién y
particion de Cd en las plantas (Galvis et al., 2023a). Esto resalta el potencial de utilizar estrategias
genéticas para reducir el contenido de Cd en las almendras de cacao, a través de mejoramiento
genético y mediante el uso de patrones y/o copas con baja absorcion (Ullah et al., 2018; Lewis
et al., 2018; Maddela et al., 2020; Galvis et al., 2023b).

El estudio de las variedades y su diferencia en absorcién de Cd es una alternativa que se ha
explorado recientemente, pero que, se ha centrado principalmente en materiales ampliamente
utilizados como el CCN51, Nacional, Pound12 y EET400 (Arévalo-Hernandez et al., 2021; Oliva
et al.,, 2020; de Almeida et al., 2022). Sin embargo, no existe informacion sobre las nuevas
variedades regionales desarrollados en Ecuador, Colombia o Costa Rica y que han sido
distribuidos en los diferentes paises por sus cualidades de productividad y calidad industrial. Por
esta razén, el objetivo del presente estudio fue evaluar la absorcion de Cd en diferentes
variedades de cacao en Ecuador, Colombia y Costa Rica, a nivel de invernadero y campo, en los
paises de la plataforma.
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2.0bjetivos

2.1 General

Estudiar el efecto de variedades de cacao en la absorcidn y traslocacion de Cd en diferentes
condiciones para el manejo agrondmico de la contaminacion.

2.2 Especificos

e |dentificar la diferencia varietal en la absorcién de Cd de genotipos de cacao bajo
condiciones controladas en Costa Rica y Ecuador.

e |dentificar, de forma preliminar, la relacién entre la absorcién de Cd y otros nutrientes, en
condiciones controladas.

e Determinar la diferencia en los niveles de absorcion de Cd en variedades cultivadas, en
jardines clonales de Colombia.
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3. Metodologia

3.1 Diferencia varietal en la absorcion de cadmio (Cd) en hidroponia para cultivares de cacao
(Theobroma cacao L.) en Costa Rica y Ecuador

El estudio en condiciones controladas (hidroponia) se llevé a cabo en Costa Ricay en Ecuadory la
implementacidn estuvo a cargo de Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologia
Agropecuaria-INTA y la Escuela Superior Politécnica del Litoral-ESPOL, respectivamente. En Costa
Rica, el estudio se implementd en la Estacion Experimental Los Diamantes, ubicada en Guapiles,
Pococi, Limdén. En Ecuador, el experimento se implementd en el campus Gustavo Galindo de
ESPOL, ubicado en Guayaquil, Ecuador.

Las variedades de cacao evaluadas en Costa Rica fueron: CATIE-R1, CATIE-R4, CATIE-R6, PMCT5S;
las cuales corresponden a variedades generadas por el Programa de Mejoramiento Genético del
CATIE, Costa Rica; y los materiales internacionales ICS95, IMC67 y EET400. El material vegetal fue
obtenido de la coleccidon Internacional de Cacao (ICs), ubicada en la Finca Experimental del Centro
Agrondémico Tropical de Investigacidon y Ensefianza (CATIE), Turrialba, Cartago, Costa Rica. Las
variedades de cacao evaluados en Ecuador fueron: EET800, EET801, CCN51, EET103, EET558,
ICS95, y dos materiales de seleccién local. Los materiales en Ecuador fueron provistos por la
empresa Nestlé, de su jardin clonal ubicado en el cantédn Quevedo, provincia de Los Rios en
Ecuador. En total, para este primer ensayo se estudiaron 15 variedades entre los dos paises.

3.1.1 Propagacion de las variedades

Para asegurar la homogeneidad genética de las plantas, en este experimento se utilizaron
plantulas propagadas asexualmente, un procedimiento comunmente conocido como
enraizamiento de estacas. El enraizamiento consistid en colectar brotes apicales y subapicales
con dos o tres yemas, a las que se les removid un tercio de la ldmina foliar. Se aplicé acido 3-
indolbutirico a 6000 mg kg™ en la base del tallo y fueron sembradas en pastillas silvicolas de turba.
Posteriormente, se colocaron en propagadores recubiertos de plastico durante cuatro a cinco
semanas (Figura 1). El control de la humedad se realizd mediante riegos nebulizados para
mantener la humedad en el interior del tunel al ~80%.
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Figura 1. Estacas de las diferentes variedades de cacao en proceso de enraizamiento en tuneles (a). Variedades de
cacao enraizados (4 semanas después de la siembra) (b)

3.1.2 Condiciones experimentales

Una vez obtenidas las plantulas enraizadas, de aproximadamente 4-5 semanas, se colocaron en
contenedores plasticos de 2,8 o 4 L de capacidad, en Costa Rica y Ecuador, respectivamente. Se
sembrd una planta por contenedor en donde se incluyé 2 o 3,5 L de solucién nutritiva Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1950), a una concentracién de 50% v/v. Los detalles de la solucidn utilizada se
encuentran en el Anexo 1. En general, la concentracidon de elementos en la solucién (mg L) fue:
N= 104; P= 16; K= 116; Ca= 99; Mg= 50; S= 47; Fe= 1,5; Cu= 0,02; Zn= 0,05; Mo=0,03; Mn=0,5y
B=0,5. El pH de la solucién fue ajustado a 5,4 y la conductividad eléctrica fue de 950 puS cm™. La
solucién nutritiva fue reemplazada cada siete dias para evitar deficiencias nutricionales en las
plantas. En cada contenedor, se acoplé un sistema de aireacidn constante adaptado a un
generador HG - 250-C, burbujeo de 4600 L, 12 kPa capacidad y 35 m3h (Figura 2).
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Figura 2. Plantulas de cacao bajo condiciones de hidroponia. Los contenedores tienen una solucion nutritiva con y
sin Cd a una concentracion de 0,44 uM

Las plantas se mantuvieron durante siete dias para adaptarlas a condiciones de hidroponia. Luego
de esto, las plantas se dividieron en dos grupos para la aplicacién de los tratamientos. Un
tratamiento consistié en exponer las plantas a una concentracion de 0,44 uM a partir de Cd(NO3z)2
4H,0 (Sigma-Aldrich; 98% de pureza). Esta concentracién fue seleccionada como un aproximado
de la fraccion de Cd disponible de suelo en los paises de la region, entre 10 y 20% de la
concentracion de Cd total. Esta solucidén de Cd fue quelatizada con 50 uM de EGTA (C14H24N201o,
Sigma-Aldrich) para prevenir la precipitacion de Cd en la solucion (ratio 11:1 agente
guelatante:Cd). El otro tratamiento fue considerado como control, es decir, solo con la solucion
Hoagland al 50%. Las plantas se desarrollaron en condiciones de invernadero durante 150y 70
dias, en Costa Rica y Ecuador, respectivamente, a una temperatura promedio de 26,6°C (Min
20,1°C-Max 30°C) y 83% de humedad relativa. La diferencia de tiempo de experimentacion se
debid principalmente a las diferencias de crecimiento de las plantas (ver seccién 4 de resultados).

Al finalizar el periodo experimental, se midid la altura de las plantas (cm) con una regla desde la
insercidn de la primera hoja hasta las raices. Las raices fueron lavadas con una solucion de 0,01M
de EDTA por inmersidon durante un minuto y lavados subsecuentes con agua destilada para
remover el excedente de Cd en la superficie del tejido. Posterior a esto, las plantas fueron
seccionadas en raices y parte aérea (hojas + tallo). Se registré el peso de la biomasa fresca de
ambas secciones de la planta en una balanza (A&D, EJ-3002, precisiéon + 0.01) y se secaron en
horno de aire forzado (Sheldon SMO-28-2 Sheldon Inc) a 62 °C durante 72 horas. Se registro el
peso de la biomasa seca por seccidon de la planta y luego fueron molidas con un procesador o
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molino eléctrico (Grinder de 400 watts, Black and Decker®) de capacidad de 455 mL.

3.1.3 Procesamiento y andlisis de las muestras:

Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de suelos y foliares del INTA, Cartago, y en el
laboratorio de suelos y nutricidn vegetal de la ESPOL, en Costa Rica y Ecuador, respectivamente.
En ambos laboratorios, se pesé 500 mg y se digesté en una solucidn acida de 2,5 mL de HNOs al
69% y 2,5 mL de HCl al 37% en un microondas (CEM MARS 6, North Carolina, USA.) en dos ciclos
de 45 minutos a 200°C.

Se determind la concentracion de P, K, Ca, Mg, S (en %) y Fe, Cu, Zn, Mn, By Cd (mg kg!) de los
digestados, tanto de la parte aérea como de raiz, mediante Espectroscopia de Emisién Optica de
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES, por sus siglas en inglés). El equipo se calibré con cinco
niveles de concentraciones estandar de Cd. El limite de deteccién (LoD) para Cd fue de 0,20 mg
kg (de masa corregida). Los datos fueron expresados como la concentraciéon de Cd de la parte
aérea en mg kg y su desviacion estandar. Asimismo, se estimé el Cd absorbido (ug) mediante el
producto de la concentracion de Cd y la biomasa seca por seccién de la planta (ecuacién 1).
Adicionalmente, se estimd el factor de traslocacién interno o FTI (raiz a parte aérea), mediante el
cociente entre la concentracién de Cd en raiz y la concentracién de la parte aérea usando la
ecuacion 2.

Ecuacion 1:

Cd absorbido (ug- planta™) = Cd parte aérea (mg - kg™') » biomasa seca parte aérea (g)

Ecuacion 2:

Cdraiz (mg-kg™!
FT] = ,( gkg )_
Cd parte aérea (mg-kg~1)

3.1.4 Andlisis de los datos

El experimento siguié un disefo irrestricto al azar con siete y ocho variedades (en Costa Rica y
Ecuador, respectivamente) y cuatro réplicas por tratamiento; la unidad experimental consistié en
una planta. Los datos fueron analizados en el software JMP SAS® v17.2, mediante los Modelos
Lineales Generales Mixtos y prueba de comparacién de medias de Tukey (p=0,05). Todas las
variables se modelaron a la funcién de varianza potencia para cumplir con los supuestos
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estadisticos. Para establecer la relacion entre los macro y micronutrientes y la concentracidon de
Cd se realizé un analisis de componentes principales (PCA).

3.2 Diferencia varietal en relacion a la absorcion Cd en variedades de cacao establecidas en
jardines clonales de Colombia

Adicional al experimento en hidroponia, se evaluaron variedades de cacao sembradas en jardines
clonales en Colombia. Este trabajo se realizd en dos departamentos: Santander y Antioquia. En el
departamento de Santander, el muestreo se realiz6 en la finca de FEDECACAO, donde se
mantiene en evaluacion variedades de cacao seleccionadas por su alta productividad y resistencia
a enfermedades. En Antioquia, FEDECACAO y AGROSAVIA mantienen variedades en sitios de
productores para su evaluacidn agrondmica.

3.2.1 Localizacion de las fincas seleccionadas

La seleccidn de las fincas se basé en los valores previos de concentraciones de Cd en suelo
reportados en Bravo et al., (2021). Con estos valores, se determind que las concentraciones mas
elevadas ocurrieron en el departamento de Antioquia municipios de Caracoli y Maceo, y en
interseccion de Yolombd; y en el departamento de Santander, en el municipio de San Vicente de
Chucuri (Tabla 1). Las fincas seleccionadas se codificaron con letras, para mantener la
confidencialidad de los productores involucrados en las actividades de investigacién.

Tabla 1. Codificacion y ubicacion de fincas seleccionadas para la evaluacion de variedades con absorcion diferencial
de Cd en campo

Departamento Municipio Finca
ANTIOQUIA Caracoli D
ANTIOQUIA Caracoli E
ANTIOQUIA Caracoli F
ANTIOQUIA Maceo B
ANTIOQUIA Maceo/Yolombd G
SANTANDER San Vicente de Chucuri H

Para el departamento de Antioquia se seleccionaron 2 materiales “universales®” por finca. Estos
fueron CCN51 y FVS41. Para cada clon se seleccionaron 3 arboles y se colectaron muestras

1 Se conocen como materiales “universales” a variedades ampliamente sembradas en paises productores de cacao,
como el CCN-51
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compuestas por arbol en i. suelo; ii. hojas frescas y iii. mazorcas. Para el caso de la finca
seleccionada en el departamento de Santander, por ser un jardin clonal, se tomaron muestras de
todas las variedades morfoldgicas (aun por confirmar su diferencia genética) de cacao existentes.
Por tanto, en la finca de San Vicente se colectaron muestras pertenecientes a 38 variedades de
cacao en las matrices ya mencionadas en triplicado para un total de 114 muestras.

3.2.2 Caracterizacion agrondmica de las fincas seleccionadas

Para la caracterizacion de las fincas seleccionadas en el departamento de Antioquia se disefid una
encuesta con el objetivo de conocer aspectos contrastantes de interés y con incidencia en la
problematica de Cd en el cultivo de cacao. Las preguntas abordadas incluyeron los siguientes
items:

e Area cultivada

e Clones/variedades cultivadas

e Edad del cultivo

e Topografia

e Fertilizantes aplicados en los ultimos dos afios
e Conocimiento sobre Cd

e Problemas de comercializacion del producto

No se realizd la encuesta en la finca ubicada en Santander porque no es una finca productiva, sino
un jardin clonal para la obtencién de plantulas.

3.2.3 Toma de muestras para cuantificacion de Cd

Se realizd la toma de muestras de tres matrices diferentes: i. suelos a una profundidad de 0 a 30
cm; ii. hojas frescas (recientes en formacidn anual) y iii. mazorcas de cacao (sin presentar sintomas
de enfermedades). Estas matrices fueron colectadas en todas las fincas. El proceso de toma de
muestras, embalaje y envio al laboratorio de las muestras se encuentra descrito en el producto 4
de este proyecto (https://www.fontagro.org/new/uploads/productos/17235 - Producto_4.pdf)

Para el muestreo, inicialmente se identificd la totalidad de variedades sugeridas por los
productores presentes en la parcela. Por tanto, por cada variedad encontrada, se seleccionaron
tres arboles y en cada uno se procedid a tomar la muestra respectiva de suelo, hojas y mazorcas
siguiendo una metodologia estandarizada. En total, se colectaron 30 muestras de las fincas de
Antioquia de las variedades CCN-51 y FVS41, y 114 del jardin clonal de Santander.
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4. Resultados

4.1 Diferencia varietal en relacion a la absorcion de cadmio (Cd) en condiciones controladas
para cultivares de cacao (Theobroma cacao L.) en Costa Rica

4.1.1 Altura y biomasa de plantulas de cacao con y sin Cd

Como una medicidon del potencial efecto toxico de Cd en las plantas, al final de la fase
experimental, se realizo la medicién de biomasa y altura de las plantas con y sin adicién de Cd en
el medio nutritivo. Tanto en Costa Rica, como en Ecuador, no se observaron diferencias en la
altura entre los tratamientos (p > 0,39; Tabla 2). Sin embargo, se observé que las plantas en Costa
Rica crecieron menos que las plantas en Ecuador, lo cual es un fendmeno extrafio porque las
plantulas en Costa Rica tuvieron casi el doble de tiempo en las condiciones experimentales que
en Ecuador. En el andlisis por variedades (sin incluir Cd como un factor), se observé una diferencia
en la produccion de biomasa en el ensayo en Ecuador. Las variedades que mas biomasa y altura
tuvieron al final del experimento en Ecuador fueron las EET800, EET801 y EET802, que son
cultivares de alto rendimiento. En Costa Rica, no se observaron diferencias entre variedades
respecto a altura o produccién de biomasa.
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Tabla 2. Medias, minimos y mdximos de altura y biomasa de plantas de cacao expuestas a una solucion nutritiva
con y sin adicién de Cd. Variedades con * fueron parte del experimento en Ecuador mientras que las sin superindice
en Costa Rica

Variedades Altura (cm) Biomasa aérea (g) Biomasa raiz (g)

Trat Mean Min Max Mean Min Max Mean Min Max

EET-1031 -Cd 48,1 44,5 504 4,00 2,70 520 0,60 0,30 0,80
+Cd 559 446 820 343 2,70 430 0,55 0,30 0,90

EET-8001 -Cd 605 406 71,5 3,38 2,10 430 0,75 0,50 1,00
+Cd 57,7 500 654 405 4,00 4,10 1,25 0,90 1,60

EET-8011 -Cd 649 535 71,2 2,17 180 260 0,33 0,30 040
+Cd 56,2 452 73,2 240 190 290 050 0,40 0,60

EET-400 -Cd 203 16,1 27,5 1,48 1,17 2,00 0,99 0,84 1,10
+Cd 183 144 216 1,57 1,35 1,73 0,79 0,50 1,39

ETT-5581 -Cd 46,0 399 49,7 2,88 2,30 3,70 0,43 0,20 0,60
+Cd 49,1 489 49,2 2,75 260 29 035 0,30 0,40

1CS-95 CR -Cd 19,6 13,6 25,7 1,43 099 187 1,30 0,50 1,88
+Cd 189 16,2 21,6 1,25 1,02 1,42 1,12 0,99 1,37

1CS-95 ECL -Cd 42,2 305 578 3,03 200 460 0,68 0,30 0,90
+Cd 380 335 43,8 3,23 2,10 4,20 0,65 0,50 0,80

IMC-67 -Cd 174 16,4 18,2 1,03 090 1,19 0,71 0,50 0,87
+Cd 22,6 16,2 324 165 1,43 199 1,57 096 1,90

PMCT-58 -Cd 19,12 18,0 20,7 093 087 1,00 0,88 0,81 0,99
+Cd 19,5 120 264 1,11 1,04 1,20 0,93 0,81 1,15

CATIE-R1 -Cd 184 174 200 105 0,84 1,45 0,97 0,83 1,09
+Cd 19,2 156 240 1,27 082 197 093 0,75 1,15

CATIE-R4 -Cd 208 14,7 29,1 1,28 1,07 1,41 1,05 0,84 1,22
+Cd 21,4 168 288 105 099 1,12 0,62 0,57 0,71

CATIE-RE -Cd 23,1 200 249 168 145 1,81 1,13 0,95 1,31
+Cd 22,2 216 22,8 1,27 1,06 160 1,13 0,98 1,34

EET-8021 -Cd 57,7 416 73,4 3,28 190 4,00 0,60 0,40 0,80

+Cd 534 483 554 360 240 430 068 0,60 0,90
-Cd 59,7 47,7 79,4 3,08 210 4,20 0,53 0,30 0,70
+Cd 51,6 47,0 61,6 2,33 1,30 280 0,35 0,20 0,40
-Cd 52,6 44,8 59,5 3,38 3,00 410 045 0,40 0,60
+Cd 429 399 46,8 293 2,10 4,00 0,38 0,30 0,60
Valor P 0,39 0,62 0,79

No comercial 11

No comercial 21
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4.1.2 Concentracidn inicial de Cd en plantulas sin exposicion de Cd

Previo al establecimiento del experimento, se tomaron muestras de las plantas propagadas por
enraizamiento de ramillas para verificar la concentracion inicial de Cd. El rango de la
concentracién de Cd a nivel foliar estuvo entre 0,54 a 0,75 mg kg, con un valor promedio de
0,60 mg kg™. No se observaron diferencias en la concentracidn entre las variedades (p=0,88) por
lo que podemos decir que las plantas tenian una concentracidn de Cd baja y homogénea al inicio
del experimento, esto permitiria determinar el efecto de las condiciones experimentales en las
variedades. Al finalizar el periodo experimental, en el grupo plantulas en el tratamiento control (-
Cd) la concentracion promedio de Cd fue de 0,67 + 0,19 mg kg para la parte aérea y de 0,20 +
0,09 mg kg! para la parte de raices. En ambos tejidos no se encontraron diferencias significativas
entre las variedades (p=0,68).

4.1.3 Absorcion y acumulacién de Cd en diferentes variedades en condiciones
controladas al final del experimento

Las variedades expuestas a 0,44 uM de Cd en la solucién nutritiva mostraron diferencias (p <0,01)
en la absorcion del elemento en la parte aérea (Figura 3). El rango de concentracion de Cd en la
parte aérea fue de 1,58 (+ 0,70) a 8,30 (+ 0,73) mg kg™*. Las variedades con la mayor concentracion
fueron CATIE-R4 y CATIE-R1; mientras que PMCT-58 y EET558 fueron los de menor absorcién. Las
variedades con mayor y menor concentracién de Cd tuvieron una diferencia de ~5:1.
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Figura 3. Concentracion de Cd en la parte aérea de plantas de cacao expuestas a una concentracion de 0,44 uM de
Cd en la solucion nutritiva bajo condiciones controladas. Letras encima de las barras representan los grupos
estadisticamente (p < 0,01) diferentes

Al calcular el Cd absorbido (mediante la ecuacién 1), las variedades con mayor acumulacién (p <
0,01) fueron la EET800, EET802 y EET103, todas de Ecuador (Figura 4). En la parte aérea, estas
variedades acumularon en promedio 23,5 (+ 5,07), 16 (+ 3,82) y 15,6 (+ 8,74) pg de Cd planta?,
respectivamente. De Costa Rica, las variedades CATIE-R1 y CATIE-R4 mostraron una mayor
acumulacion (p < 0,01) con masa de Cd promedio de 8,99 (+ 4,65) y 8,69 (+ 0,42) pug de Cd planta’?,
respectivamente. Las variedades con menor capacidad de absorcién, en orden descendente, fueron
PMCT58 < EET400 < ICS95 (Costa Rica) < EET558 < CATIE-R6 < IMC67, estas variedades mostraron
un rango de acumulacién de entre 1,78 (PMCT58) a 5,43 (IMC67) ug de Cd planta™.
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Figura 4. Acumulacion de Cd en plantas de cacao expuestas a 0,44 uM de Cd en solucion nutritiva bajo condiciones
controladas. Letras encima de las barras representan diferencias (p < 0,01) estadisticas entre los grupos

La acumulacién de Cd estd claramente afectada por la produccion de biomasa. En los ensayos de
Ecuador, la biomasa promedio de las plantas en su parte aérea fue 2,4 veces superior a la
producida en las plantas de Costa Rica. El efecto de estos factores se discutira mas adelante en el
documento.
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Figura 5. Concentracion de Cd en las raices de plantas de cacao expuestas a 0,44 uM de Cd en solucion nutritiva
bajo condiciones controladas. Letras encima de las barras representan los diferentes grupos estadisticos (Tukey HSD
p<0,01)

Similar a lo observado en la parte aérea, las raices mostraron diferencias en la absorcién de Cd
entre las variedades (p < 0,01) (Figura 5). La variedad EET400 mostré la mayor concentracion de
Cd con un promedio de 12,9 (+ 4,67) mg kg*. La variedad con menor concentracién de Cd en
raices fue la EET558 con un promedio de 0,89 (+ 0,18) mg kg*. Esto es equivalente a (en promedio)
una diferencia de 14 veces entre la variedad con mayor y menor acumulacion de Cd.

Realizando el mismo célculo que para la parte aérea (utilizando la ecuacién 1), el Cd acumulado
en la raiz tuvo patrones similares a los observados en la concentracién (Figura 6). Las variedades
EET400 e IMC-67 mostraron una mayor acumulacién (p < 0,01) en las raices con un promedio de
9,10 (+ 2,08) y 7,71 (* 2,07) pg Cd planta. Al contrario, las variedades EET558, No comercial 1y

2 y EET801 mostraron una menor acumulacién de Cd en raices con valores promedios de entre
0,30y 0,64 g Cd planta™.
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Figura 6. Acumulacion de Cd en raices de plantas de cacao expuestas a 0,44 uM de Cd en solucion nutritiva bajo
condiciones controladas. Letras encimas de barras representas los grupos estadisticamente similares (Tukey HSD p <
0,01)

4.1.4 Translocacion interna de Cd en las variedades

La translocacion interna de Cd entre las variedades se calculéd mediante la ecuacion 2. El resultado
de esta ecuacién es un numero sin unidades que representa la facilidad con que las plantas
movilizan los elementos de la raiz a la parte aérea, conocido como el Factor de Translocacién
Interna (FTI). Al igual que lo observado en la concentracién de Cd en la parte aérea y raices, las
variedades mostraron diferencias en el FTI (p < 0,01). Los valores tuvieron un rango de entre 0,19
a 2,70. Es decir, algunas variedades tienen la capacidad de almacenar mayores cantidades de Cd
en sus raices comparadas con sus hojas y tallos (Figura 7). Las variedades EET400 y PMCT58
mostraron los valores promedios mds bajos de FTI con 0,19 (+ 0,28) y 0,47 (+ 0,26),
respectivamente. Por el contrario, las variedades CATIE-R1 y EET801 presentaron los mayores
valores promedios de FTl con 2,70 (+ 1,05) y 2,64 (+ 0,27), respectivamente. El FTI bajo indicaria
una mayor acumulacidn en raices por lo tanto estas variedades podrian acumular el contaminante
en las vacuolas de las raices, potencialmente, estas variedades carecerian de los genes
responsables de la translocacién de Cd a los tallos, hojas y probablemente frutos.
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Figura 7. Factores de translocacion interna de Cd entre las raices y parte aérea de plantas de cacao expuestas a 0,44
uM de Cd en solucion nutritiva. Letras encima de las barras representan grupos estadisticamente diferentes (Tukey
HSD p <0,01)

4.1.5 Cd y efecto sobre la absorcion de macro y microelementos en hojas y raices

De acuerdo con el analisis multivariante los dos componentes principales, que ademads de Cd
incluyen los macro y micronutrientes, explican el 57,5% de la variabilidad de los datos en la parte
aérea (Figura 8a) y 56,6% en raices (Figura 8b). La relacién entre los macro y micronutrientes con
Cd en la parte aérea no es muy clara excepto cobre (Cu). La magnitud del vector de Cd no es muy
fuerte pero aparentemente se contrapone con la Cu. En las raices ocurrié algo similar, la
magnitud del vector de Cd es menor a la de los macro y micronutrientes y se observa que Cd y K
se encuentran en el mismo cuadrante, mientras que Mn y cobalto (Co) se encuentra en el
cuadrante opuesto (Figura 8b).
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Figura 8. Biplot de la concentracién de elementos en la parte aérea (a) y raices (b) de plantas de cacao expuestas a
0,44 uM de Cd en solucion nutritiva bajo condiciones controladas

4.2 Diferencia varietal en la absorcion de Cd en condiciones de campo para cultivares de cacao
(Theobroma cacao L.) en Colombia

4.2.1 Diferencia varietal en la absorciéon de Cd por caracterizacion de variedades en
fincas del departamento de Antioquia y Santander

A continuacidn, se presenta una caracterizacién de las fincas cacaoteras en el departamento de
Antioquia. En la tabla 3, se muestran las variedades de cacao seleccionadas para este estudio por
finca y por municipio; asi como informacién de base como su localizacién, el area cultivada, la
concentracion de Cd pseudo-total encontrado en suelos, topografia, edad del cultivo, y practicas
de fertilizacién.

En la caracterizacidn inicial de las fincas se identificd que los productores tienen caracteristicas
contrastantes en cuanto a los planes de fertilizacidon implementados, areas de cultivo establecidas

y variedades cultivadas. Pese a ello, las variedades FSV41 y CCN51 se encontraron en todas las
fincas seleccionadas.
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Tabla 3. Resultado de encuesta para caracterizacion inicial de 5 productores cacaoteros durante el 2022 en el

departamento de Antioquia

Finca B G E D Foo |
Municipio Maceo Maceo  Caracoli Maceo Caracoli
Nivel de Cd 1,44 1,29 1,17 1,37 1,07

Area cultivada 6 ha 1 ha 2 ha 56,7 ha 10 ha
Fsvail, CCN51,
CCN51, CCN51, ig\ljjll ICS95,
IMC67, Fsvail, ! Fsv4il,
Variedad FEAR5, ICS1, CAUA43, IFCESZZS CONSL ;ESCSZBSl Fsval, ICS60,
FTA2, FEC2, ICS95, YACOP’I EETS, FEC2,
IMC67, Hibridos FEAR5’ FEARS,
TCSO1 CAU39
o 8-15 N N o
Edad 2 - 15 afos o 6 afos 15 anos 11 anos
anos
Topografia Terreno Pendient Pendien Pendiente Terreno
Pog ondulado e elevada te ondulado
Es un
Es metal No lo metal
Conocimiento pgsado, ND habia N? tiene m'eiyor pesado
toxico para escucha informacién que causa
la salud do problemas
de salud
(Si), con Cal
caly agricola
abono sgo Jar (Si), mezcla de
organico bolina Agrimins, DAP. KCLy Hace 1 aho
con vez al 17-6-18-2, dosis se aplico
e s Cal dolomita  cacota, - 300g/arbol 1 vez al Agrimins
Fertilizacion . anoy = .
2ton/ha gallinaza 17-6-18 ano. Se aplica en todos
y 3 lixiviado de cacota los arboles
., 200g/ar . , .
estiércol. foliar después de las  del cultivo
., bol 2
También podas
) veces al
se aplica o
17-6-18
06° 31" 06° 30' 06° 25' 06° 25'
Coordenadas 36.8" N 74° 07.1"N 07.2"N 06°33'49.6" N 74° 51.3"N74°
45, 34" W 74° 48' 74° 45' 50' 25.4"W 48' 45.2"
53.7"W 464" W w
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4.2.2 Contenidos de Cd en fincas cacaoteras en el departamento de Antioquia

En la figura 9, se muestran las concentraciones de Cd en las diferentes matrices colectadas en las
5 fincas del departamento de Antioquia. Las concentraciones promedio de Cd en almendras de
cacao no fueron mayores a 0,30 mg kg en ninguna de las fincas, lo que se puede considerar bajo
y sin restriccién comercial. Las concentraciones en las hojas variaron entre 0,34y 1,02 mg kg™ y
de suelo de entre 0,03 y 0,08 mg kg*. Se puede identificar ademads un factor de variacién de 2.66
entre la concentracién de Cd mas alta en suelo con respecto a la mas baja. Esto habla de una
variabilidad espacial que enmascara el efecto genético en la absorcién de Cd.

1.20
o 100 I I I
2 080 I
£ I
= 0.60
3 I N
s 0.40 I
©
s 0.20 I i
< B E G F D B E G F D
(V]
o
S CCN51 FSV 41
o .

Clones y fincas evaluadas
B Promedio de Cd_pseudototal_suelo B Promedio de Cadmio_grano Promedio de Cadmio_hoja

Figura 9. Concentraciones de Cd determinado en las variedades CCN51 y FSV41 en muestras de suelo, hoja y
almendras de cacao para 5 localidades en el departamento de Antioquia. Las barras de error corresponden al error
estdndar de la media de tres replicas

4.2.3 Contenidos de Cd en 38 variedades de cacao en un jardin clonal del
departamento de Santander

Se colectaron muestras correspondientes pertenecientes a 38 variedades en un jardin clonal
(finca H), ubicada en el municipio de San Vicente de Chucuri. Las muestras colectadas de suelo,
hojas, y mazorca, fueron procesadas en campo y transportadas al laboratorio de AGROSAVIA para
su posterior andlisis. El detalle de los materiales genéticos colectados se lo puede encontrar en el
Anexo 2.
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a. Concentracion de Cd en suelos

En las muestras de suelos, se observd una gran heterogeneidad en las concentraciones de Cd, que
presentaron un rango de entre <0,1 y 0,89 mg kg’. Este es un factor de diferencia de 4 entre el
valor mas alto y mas bajo por lo que la variabilidad de Cd en suelo afectara la concentraciéon de
Cd en almendras. El promedio de Cd en suelo dentro de la finca fue de 0,32 mg kg™ (Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de Cd en suelo colectado en un jardin clonal de cacao en San Vicente de Chucuri, en
Santander, Colombia. Las barras representan al error estdndar de tres réplicas

Los valores maximos de 0,89 mg kg™ Cd, se encontraron asociados a la variedad de cacao Caucasia
39 o abreviada CAU39, en tanto que el valor mds bajo en la variedad Federacidn Lebrija 3 o de
forma abreviada FLE3; y el valor promedio para todas las muestras fue de 0.32 mg kg™* (Figura
11). Estos hacen parte de las variedades que FEDECACAO, la Federacion Colombiana de
Cacaoteros trabaja para procesos de liberacién, registro y comercializacion entre los
cacaocultores en Colombia.
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b. Concentracion de Cd en hojas y almendras

La concentracion de Cd en hojas mantuvo una alta variabilidad espacial (CV = 58%), sin embargo,
la concentracién de Cd en esta matriz es esperado para un material joven.

El valor maximo de Cd en hojas fue de 5,66 mg kg! Cd y se reporté con la variedad Federacién
San Vicente 1 (FSV1). El valor minimo se reporté en 0,60 mg kg Cd en la variedad Caucasia 37
(CAU37). El valor promedio de Cd en hojas fue de 2,11 mg kg™ Cd.

En la Figura 11, se presentan las concentraciones de Cd en almendras de cacao. 15 de las 37
variedades evaluadas presentaron concentraciones promedio de Cd mayores a 0,80 mg kg*. Cabe
mencionar que no se reporta la concentracion de Cd en las variedades (FSV1) debido a que, al
momento de realizar la extraccion de almendras, las mismas no se encontraban en estado 6ptimo
de madurez para poder realizar los analisis de laboratorio. Se encontré que el promedio de Cd en
almendras fue de 0,83 con un valor maximo de 1,61 y minimo de 0,36 mg kg™*. Es decir, que el
jardin clonal, en promedio, tiene un nivel de Cd que sobrepasaria el limite comercial.

La concentracion de Cd en almendras de cacao estd afectada por la concentracién de Cd en suelo,

por lo que se necesitara analizar el factor de transferencia para tener una mejor idea del efecto
genético en la absorcién de Cd.
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Figura 11. Concentracion de Cd en almendras de cacao de la granja experimental, analizados por variedad. Las
barras corresponden a la desviacion estdndar de tres réplicas

c. Factor de transferencia (FT) en hojas y almendras de cacao

En hojas, se observd un valor FT promedio de 0,16. Los valores del factor de translocacién de
suelo a hojas que se presentan en la Figura 12.
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Figura 12. Valores de FT de Cd en hojas de acuerdo con lo calculado entre los valores de Cd en hojas con los valores
de Cd de suelos, previamente graficados

Debido a la alta variabilidad espacial en las concentraciones de Cd en suelo y almendras de cacao,
se realizo el célculo del Factor de Translocacién (FT) usando la ecuacion 2 de este documento.
Para este estudio, se utilizaron los cocientes de la concentraciéon de Cd en hojas y suelos para
calcular el FT a hojas, o de almendras y suelos para el calculo del FT a almendras.

Como se observa la Figura 12, en general, se observan bajos valores de FT de hojas, en las
variedades estudiadas del jardin clonal. El FT de hojas muestra valores altos para la variedad
CAU37 (0,53) y bajos para algunas variedades de Fedecacao como FSV85 y FSV1 (0,03 y 0,05
respectivamente), asi como también FLE3 (0,05); y en algunas variedades TCS de Agrosavia, como
TCS06, TCS19 (0,2). Otras variedades usadas como patrones, como, por ejemplo, CCN51, ICS,
presentaron valores TF bajos; excepto por los IMC, los cuales presentaron valores superiores de
traslocacidn en hojas, con respecto a los otros materiales usados para patronaje en Colombia.
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Con respecto a almendras, el FT promedio fue mayor que en el de hojas. El FT promedio en
almendras fue de 0,39. (Figura 13). Los valores de FT tanto para hojas, como para almendras, se
presentan en el Anexo 3.El valor mas elevado se encontré en la variedad TCS13 (1,27) y el menor
en las variedades FGI4 (0,1), FLE3 y TCSO1 con 0,15 y 0,16 respectivamente.

v -
c ]
S 08 -
] -
(] ]
- 0.6 -
U ~
L -
= 04
0.2
L i — s PP P g oy WD)

LD g e LN T e Ao h e — e LT Uy e

S S e =T AL 23 L L 00T SRR T OV 89 B

T Saatrtuer Yo =T YUTUURLL AR S S

WA alele e e = oJd ZZLW winn

- (Wiw| [

Variety

Figura 13. Factor de traslocacion de Cd en almendras de cacao, teniendo como base los valores de Cd cuantificado
en cada individuo de cacao del jardin clonal
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5. Discusion

5.1 Diferencia varietal en la absorcion de cadmio en condiciones controladas y de campo

El rango de concentracién de Cd en la parte aérea fue 2,02 a 8,30 mg kg y un promedio de 3,96
(+ 2,48 mg kg'). Este rango coincide con los reportados por Carrillo et al., (2023) en un reciente
muestreo a escala nacional en Costa Rica (0,10 a 8,3 mg kg)y con Lewis et al., (2018) en Trinidad
y Tobago (0,77 a 5,24 mg kg1). Lo anterior indica que la concentracidn seleccionada de Cd (0,44
KM) en la solucidn nutritiva es ambientalmente relevante y puede ser considerado como la
concentracion a la que las plantas estan expuestas de forma natural. Los resultados obtenidos en
este estudio difieren parcialmente de los reportados por Arévalo et al.,, (2021) quienes
adicionaron una concentracién de Cd de 25 mg kg de suelo.

Se observaron diferencias en la concentracién de Cd entre las variedades estudiadas. En la parte
aérea, el CATIE-R1 y CATIE-R4 mostraron la mayor tasa de absorcién de Cd con respecto a las
otras variedades. Estos materiales tuvieron cerca de 8 veces mas Cd que el de baja acumulacion,
identificado como EET558 (Figura 3). La diferencia encontrada en nuestro estudio coincide con lo
reportado en otras investigaciones. El ratio de diferencias en la concentracion de Cd ha sido
reportado de entre 7 y 15 veces entre variedades contrastantes (Lewis et al., 2018; Arévalo-
Herndndez et al., 2021). Estas diferencias en la acumulacién y distribucién en los diferentes
drganos de la planta han sido atribuidas a mecanismos ligados a la absorcién de micronutrientes
andlogos a Cd, lo que a su vez estd asociado a la constitucién genética de las plantas (Grant et al.,
2008; Engbersen et al., 2019; Moore et al., 2020; Oliveira et al., 2020).

Para corroborar que los experimentos se implementen de forma similar en Ecuador y Costa Rica,
se incluyé una variedad internacional (ICS95) en los ensayos. Los resultados mostraron que la
concentracion de Cd de esta variedad no difirié estadisticamente entre los dos estudios (Figura
3). La concentracidn promedio de Cd en la parte aérea entre fue de 2,23 y 3,03 mg kg™* en Ecuador
y Costa Rica, respectivamente. Se podria inferir que el ICS95 es una variedad de baja absorcion.
Este resultado es congruente con otros reportes que consideran que la variedad ICS95 es un
material de absorcidn intermedia-baja en comparacion con materiales como el CCN51 y POUND7
(Borjas-Ventura et al., 2022).

A nivel radicular, las variedades mostraron diferencias en la acumulacién de Cd. La variedad
EET400 mostrd la mayor concentracion (12,9 mg kg?) que fue un factor 14 veces mas alto que el
de menor concentracion, EET558. La concentracion de Cd en el EET400 debera ser corroborada
en estudios posteriores, ya que esta variedad mostré niveles de Cd en la parte aérea en los rangos
considerados normales (Figura 3). Algunos autores relacionan la acumulacion de este metal en
las raices como un mecanismo de tolerancia e inmovilizacion (dos Santos et al., 2020). Lo anterior
puede explicar que estas mismas variedades junto con el PMCT58 mostraron los FTI mas bajos.
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Esta mayor acumulacion en raices mostraria que estas plantas tienen cierta capacidad de mitigar
la concentracién de Cd en la parte aérea, sin embargo, estos resultados deben de ser verificados
en campo.

Las variedades EET400 y el IMC67 son ampliamente utilizados como patrones (o también
conocidos como portainjertos) (Chupillon-Cubas et al., 2018). De acuerdo con los datos
obtenidos, estos podrian tener potencial para una menor translocacién de Cd hacia la copa como
estrategia para minimizar la concentracién del contaminante en el fruto. Para el caso particular
del IMC67, este resultado es congruente con otros estudios de variedades, los cuales clasifican
como una variedad de baja traslocacion de Cd (Chupillon-Cubas et al., 2018; Galvis et al., 2023).
El comportamiento del EET400 presentado en este estudio contradice lo indicado por Arévalo-
Herndndez et al., (2021), quienes lo clasifican como un material de alta extraccién, al estudiar
materiales de cacao en suelo contaminado a 25 mg kg®. Es necesario enfatizar que la dosis
utilizada en el estudio de Arévalo-Hernandez et al., (2021) es 50 veces mayor a lo reportado como
promedio en los suelos de cacao de la regidn, por lo que este exceso puede causar estos
resultados contrastantes. Galvis et al., (2023) advierte que el comportamiento de una variedad
depende de la intensidad de la exposiciéon de Cd en el medio de crecimiento por lo que las
estrategias futuras de mitigacion basadas en el uso de variedades contrastantes deben ser
disefiadas de manera dependiente de la dosis. Es importante considerar que la mayoria de las
plantas usadas como patrén son propagadas por semilla, por lo que pueden considerarse como
“hibridos” naturales. Los resultados observados en nuestro estudio solo podrdn extrapolarse a
condiciones de campo si la propagacion es hecha de forma asexual, como por ejemplo, plantas
enraizadas.

Hasta ahora, la literatura menciona mecanismos de absorcién ligados a los transportadores
NRAMPS5 como una via importante para la absorcion de Cd por el cacao asociada a la resistencia
natural y los transportadores de la familia de ATPasa de metales pesados (Moore et al., 2020). En
otro estudio de variedades contrastantes de cacao en hidroponia, se expresdé un mayor numero
de genes diferenciales relacionados con la respuesta al estrés por Cd, estimulo abiético y proceso
metabdlico de carbohidratos en las hojas de las variedades estudiadas. Asimismo, funciones como
el transporte de iones, la biosintesis de la pared celular y la lignificacién se asociaron fuertemente
con la exposicién a Cd (Delgadillo-Duran et al., 2022).

5.2 Diferencia varietal en la absorcion de cadmio (Cd) en condiciones de campo para cultivares
de cacao (Theobroma cacao L.) en Colombia y Ecuador

Con respecto a la absorcion de Cd en diferentes variedades en Colombia, las concentraciones de
Cd en las diferentes matrices mostraron una gran variabilidad dentro de la misma finca (CV >
56%). Como se muestra en la Figura 13, los valores de Cd en suelos medidos por la nueva
tecnologia de E-max, demuestran la alta heterogeneidad y variabilidad que puede tener el
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contenido de este metal pesado dentro de una misma finca, o de un predio con pocas hectareas
cultivadas con diferentes variedades, como ocurrié en el jardin clonal donde se realizd este
muestreo. Esta alta variabilidad se ha reportado en la literatura (Argtello et al., 2019; Bravo et
al., 2021; Carrillo et al., 2023) y es caracteristica de una contaminacién natural de suelo asociado
a la roca parental. Esta alta variabilidad hace dificil concluir sobre el efecto de las variedades en
campo. Sin embargo, con el estudio realizado se puede tener la linea base para estudios mas
profundos y asi recomendar variedades que tengan baja acumulacion de Cd. En este sentido, de
forma interesante, los valores de Cd en suelos del jardin clonal fueron bajos (promedio = 0,32 mg
kg?) dentro de lo recomendado como ‘suelos saludables’ para el cultivo de cacao. Con respecto
al contenido de Cd en almendras de cacao, se observé que en el jardin clonal (finca de San Vicente
de Chucuri, Santander, Colombia), las variedades CAU39, FGI4 e IMC67 presentaron valores
mayores de Cd con 0,8 - 1 mg Cd kg Cd de almendras de cacao secas.

Para considerar la relacion entre el suelo y los tejidos, se calcularon los valores de Factor de
Translocacion (FTs) para hojas y almendras. En hojas, se encontraron valores FT mdximos de 0,56
en la variedad CAU37 y valores minimos de 0,04 en la variedad FSV85. El TF promedio fue de 0,16
y valores minimos también observados en las variedades TCS01 y TCS13 (0,3). En el caso de
materiales universales, se observaron TF bajos en CCN51 y medios en ICS, pero altos en materiales
como IMC.

De forma particular, el TF en almendras mostré valores mayores para la variedad TCS13 (FT =
1,06) y menores en las variedades FGI4, FLE3 y FSV85 (FT = 0,04; 0,05 y 0,06 respectivamente).
Los valores TF promedio fueron de 0,16. Es muy interesante encontrar estos valores, en un
departamento como Santander, donde las concentraciones de Cd son muy variables y que se
debe de analizar a nivel finca-especifico.

5.3 Cd y efecto sobre la absorcion de macro y micronutrientes

Estudios de campo e invernadero han identificado la relacion de Cd con otros macro vy
micronutrientes en diferentes tejidos de cacao (Arévalo-Gardini et al., 2017; Argliello et al., 2019;
Arévalo-Herndndez et al., 2021; Bravo et al., 2021; Carrillo et al., 2023). Esta relacidon puede ser
debida a que las plantas utilizan mecanismos fisioldgicos similares para la absorcidén de nutrientes
andlogos a Cd, incluso algunos metales (Barati et al., 2023). En este estudio, en el grupo con
adicion de Cd en la solucién nutritiva, no se determind una relacion clara entre la absorciéon de Cd
y los nutrientes en la parte aérea o radicular (Figura 8). Se observd una relacion leve y antagénica
entre Cd y elementos metdlicos divalentes como el Mn. Esto es parcialmente congruente con un
estudio de evaluacién de variedades de cacao en suelo enriquecido con Cd en condiciones de
invernadero. La relacion entre Cd y macro y micronutrientes (a excepcion de N y P) resultaron
genotipo-dependientes y no se concluyd de forma sélida sobre las interacciones entre nutrientes
(Arévalo-Hernandez et al., 2021).
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6. Conclusiones

Se determind el efecto de la variedad de cacao sobre la capacidad de absorcion de Cd de siete
variedades utilizadas ampliamente en la regidn centroamericana. En funcion de esto, se proponen
las variedades PMCT58, EET400, IMC67, ICS95 y CATIE-R6 como materiales de menor absorcién
de Cd en la parte aérea, como base para el fitomejoramiento y el estudio combinaciones de entre
patrones y copas de baja absorcién como posible estrategia de contencién de la absorcidn de Cd.

Los nutrientes asociados con el Cd son el K, Mg y Mn, lo que resalta el desarrollo de estudios
correlativos para evaluar la respuesta en la absorcion de Cd como posibles alternativas de manejo
de la nutricién del cultivo para la mitigacion del Cd.

Por otra parte, con respecto a los estudios de absorcién de cadmio por variedad vegetal de cacao
en Colombia, los estudios de asociacién de genoma completo (GWAS), se esta avanzando con
otro enfoque innovador, pues es una estrategia de investigacion que, se incluye preliminarmente
en este producto; y que tan solo hace un par de afos, ha sido usada para identificar las variantes
génicas responsables de una caracteristica de interés.

De esta manera, con la identificacion de genes de interés es posible realizar programas de
seleccion asistida por marcadores (MAS) que, a su vez, permiten seleccionar individuos en etapas
juveniles con cierta caracteristica, y asi tener mayores avances en el mejoramiento genético de
plantas en un menor tiempo y con mejores costos.

Para el caso especifico de cacao, el poder identificar marcadores relacionados con una baja
absorcién de cadmio, permitira el desarrollo de variedades que superen esta limitacién y al mismo
tiempo, permita el aumento en los ingresos de los agricultores por mejores condiciones en su
cultivo. Ahora bien, para poder realizar un GWAS es necesario realizar la secuenciacién de
muestras con una amplia variabilidad genética para evitar falsos positivos. En este sentido, con
este proyecto se optimizd un protocolo de extraccion de ADN de buena calidad para la generacién
de librerias de representacién reducida de 112 muestras foliares de cacao, que posteriormente
seran secuenciadas, y con lo que se hara la identificacidn de SNPs y de genes responsables de la
absorcion de cadmio en cacao.

Asimismo, se pretende poder aplicar y evaluar este mismo tipo de estudios con muestras de cacao
provenientes de otras localidades, que permita hacer una comparacidn entre variedades similares
y distintos con diferente ubicacién geografica.
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Anexo

Anexo 1. Tabla utilizada para la preparacion de la solucion nutritiva Hoagland (50%) y adicion de 0.44 Cd para los estudios en

hidroponia
Producto Molécula Concentracién (mg kg™)
Ca Mg ) Fe Cu Zn Mo Mn B cd
Sulfato de Zinc heptahidratado ZnS04 - 7H20 0,02 0,05
Acido borico H3BO3 0,50
Acido molibdico MoOs 0,03
Fosfato de potasio monobasico KH2PO4 16 20
Sulfato de Magnesio MgSO04 50 47
Sulfato de Manganeso (ll) monohidratado MnS04-H20 0,32 0,5
Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NOs), - 4 H,0 69 99,13
Nitrato de potasio KNOs3 35 97
Sulfato de cobre(ll) pentahidratado CuSOs4 - 5H,0 0,01 0,02
Sulfato de hierro(ll) heptahidratado FeSO4 - 7H20 2

EGTA

C10H14N2Na20s - 2H20

Nitrato de Cadmio tetrahidratado

Cd(NOs3)2 - 4H20

0,05

Concentracién final en solucién nutritiva (mg kg™)

103,93 15,64 116,43 99,13 50,01 47,34 1,51 0,02 0,05 0,03 0,55 0,50 0,05
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Anexo 2. Clones evaluados y cantidad de muestras colectadas en la finca de San Vicente de
Chucuri, Santander, Colombia

Variedad hojas (genética) hojas (Cd) Suelo (Cd) Mazorca (Cd)

CAU37 3 3 3 2
CAU39 3 3 3 1
CAU43 3 3 3 1
CCN51 3 3 3 2
CNCH12 2 2 2 1
CNCH13 2 2 2 1
EETS8 3 3 3 1
EET96 3 3 3 1
FBO1 3 3 3 2
FCHI8 2 2 2 1
FEARS 3 3 3 5
FEC2 3 3 3 1
FGI4 3 3 3 2
FLE2 3 3 3 1
FLE3 3 3 3 1
FMA7 3 3 3 1
FSA12 3 3 3 1
FSA13 3 3 3 3
FSV1 3 3 3 2
FSV25 3 3 3 2
FSva1l 3 3 3 1
FSV85 3 3 3 2
FSV94 3 3 3 1
FSV155 3 3 3 2
FSV178 3 3 3 1
FSV183 3 3 3 1
FTA2 3 3 3 1
FYC2 3 3 3 2
ICS1 3 3 3 2
ICS6 3 3 3 1
ICS39 3 3 3 1

U
o



1CS60 3 3 3 1
IMCé7 3 3 3 1
TCSO1 3 3 3 1
TCS06 3 3 3 2
TCS13 3 3 3 1
TCS19 3 3 3 1

TSH565 3 3 3 2
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Anexo 3. Factores de traslocacion (TF) calculados para hojas y almendras en el jardin clonal

estudiado en Colombia.

Variety TF-Leaves TF-Beans

FTA2 0.078534031 0.363636364
FLE2 0.09683605 0.354385965
FMA7 0.116613419  0.22324159
FBO1 0.0795053 0.198675497
CCN51 0.074585635 0.211764706
TSH565 0.089686099 0.210526316
FGl4 0.063988095  0.11025641
FSV155 0.080123267  0.21010101
FSA13 0.110726644 0.273504274
FSA12 0.080062794 0.314814815
FEC2 0.138655462 0.323529412
FSv4l 0.058536585 0.285714286
FLE3 0.048576214 0.172619048
FEARS 0.120603015 0.340425532
FSvi1 0.054474708 0.257471264
FCHI8 0.123595506 0.360655738
ICS39 0.115523466 0.444444444
EETS8 0.063392857  0.25177305
TCSO01 0.317614424 0.483122363
TCSO06 0.202067669 0.398148148
TCS13 0.348794063 1.278911565
TCS19 0.237446198 0.580701754
CAU37 0.531887755 0.581589958
CAU39 0.325252525 0.688034188
CAU43 0.221153846 0.455445545
IMC67 0.519628099 0.728985507
ICS1 0.294444444 0.902676399
ICS60 0.382616487 0.658950617
EET96 0.107881137 0.331349206
ICS6 0.095340502 0.583333333
CNCH13 0.382267442 0.647783251
CNCH12 0.137387387 0.190031153
FSV25 0.128301887 0.357894737
FYC2 0.084210526 0.202692003
FSV85 0.037593985 0.174291939
FSV94 0.062371134 0.244444444
FSV183 0.095036959 0.247933884
FSV178 0.095709571  0.25950783
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