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ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a trace element found in foodstuff and is known for its cumulative effect on the
human body. In prolonged exposure, the accumulation of Cd can cause serious health problems
for consumers, leading regulatory health agencies to establish maximum limits allowed in ready-
for-sale products. In this context, the European Union set maximum limits for chocolate and its
by-products ranging from 0.10 to 0.80 mg kg™. Several scientific publications report that cacao
from Latin America and the Caribbean (LAC) has a higher concentration of Cd than that produced
in Africa.

Since the publication of the regulation, scientific research to find alternatives to mitigate high
levels of Cd in LAC cacao has increased exponentially. Among the most explored alternatives are
agricultural mitigation measures through the use of soil amendments. However, these strategies
are costly and may have ambiguous results as they depend on the quality of the amendment and
the soil-amendment interaction. The use of cacao varieties with low Cd accumulation has been
suggested by several authors. These studies have been conducted in Peru, Trinidad and Tobago,
Colombia, and Honduras. Researchers report a difference between high and low Cd varieties of
4:1 (on average), encouraging the search for materials with lower Cd absorption.

In a preliminary study, six varieties with potential for lower Cd absorption in the above-ground
part were reported. This study was conducted under two conditions: hydroponics with a targeted
Cd concentration (in Ecuador and Costa Rica) and in an open-field clonal garden (in Colombia)
with natural soil Cd variation. In both studies, it was determined that the varietal difference in Cd
absorption was 3:1 in hydroponics and > 8:1 in the field. This demonstrates that cacao varieties
differ in Cd uptake and accumulation. Based on this information, it is proposed that the varieties:
EET558, EET400, PMCT58, FSV1, FSV2, and FLE3, are part of a genetic and/or mass propagation
program for future Cd testing on pilot farms. In these trials, factors such as pest and disease
resistance, organoleptic characteristics, yield and adaptation to climate change should be
evaluated in addition to Cd concentration in cocoa beans. These tests should be conducted in
contrasting soil and climatic conditions at known hotspots.

It is necessary to search for additional funding to continue the genetics research developed by
the project. This may be the only viable alternative for areas with naturally high concentrations
of Cd specially in regions where other mitigation strategies, such as soil amendments, may not be
feasible.

Keywords: Genetic engineering, asexual propagation, clones, varieties, transfer factor.



RESUMEN EJECUTIVO

Cadmio (Cd) es un elemento traza presente en alimentos y es conocido por su efecto acumulativo
en el cuerpo humano. De existir una exposicion prolongada, la acumulacién de Cd puede causar
graves problemas a la salud de los consumidores, por lo que agencias de regulacion sanitaria y de
salud publica establecen limites maximos permitidos en alimentos. En este contexto, la Unidn
Europea establecid limites maximos para chocolate y sub-productos de entre 0.10 y 0.80 mg kg
1, En varias publicaciones cientificas se reporta que el cacao de América Latina y el Caribe (ALC)
posee una mayor concentracién de Cd que el producido en Africa.

A partir de la publicacidon de la regulacion, la investigacion cientifica para encontrar alternativas
de mitigacidn de los altos niveles de Cd en el cacao de ALC se incrementd exponencialmente.
Dentro de las alternativas mas exploradas se encuentran las medidas de mitigacion agricolas
mediante el uso de enmiendas. Sin embargo, estas estrategias son de alto costo y pueden tener
resultados ambiguos ya que dependeran de la calidad de las enmiendas y la relacidn con el suelo.
El uso de variedades de cacao con baja acumulacién de Cd ha sido sugerido por varios autores.
Estos estudios han sido conducidos en Peru, Trinidad y Tobago, Colombia y Honduras. Los
investigadores reportan una diferencia entre variedades de alto y bajo Cd de 4:1 (promedio) lo
gue alienta a la busqueda de materiales con menor absorcion Cd.

En un primer producto, se reportaron seis variedades con potencial de menor absorcion de Cd en
la parte aérea. Este estudio se realizé en dos condiciones: hidroponia con una concentracion de
Cd conocida (en Ecuador y Costa Rica) y en un jardin clonal a campo abierto (en Colombia) con
una variacién de Cd en suelo natural. En ambos estudios, se determind que la diferencia varietal
en la absorcion de Cd fue de 3:1 en hidroponia y > 8:1 en campo. Esto demuestra que las
variedades de cacao tienen una diferencia en la toma y acumulacién de Cd. Con esta informacion,
se propone que las variedades: EET558, EET400, PMCT58, FSV1, FSV2, y, FLE3, sean parte de un
programa de mejoramiento genético y/o propagacion masiva para futuras pruebas de Cd en
fincas demostrativas. En estas pruebas, factores como resistencia a plagas y enfermedades,
caracteristicas organolépticas, rendimiento y adaptacién al cambio climdatico deben de ser
evaluadas adicional a la concentracion de Cd en almendras de cacao. Estas pruebas deben de
hacerse en condiciones edafoclimdticas contrastantes en sitios identificados como puntos
calientes.

Es necesario poder apalancar fondos adicionales que permitan continuar con el trabajo de
genética desarrollado por el proyecto. Esta quiza sea la Unica alternativa viable para zonas de
altas concentraciones de Cd natural y que no sea posible implementar otras estrategias de
mitigacidn, por ejemplo, aplicacién de enmiendas al suelo.

Palabras Claves: Ingenieria genética, propagacidon asexual, clones, variedades, factor de
transferencia



1. INTRODUCCION

La produccion de cacao en la regidn de Latinoamérica y el Caribe (LAC) registra un crecimiento
sostenido en los ultimos 10 afios. Este patron ha sido, impulsado por el desarrollo de una oferta
por calidad que posiciona a LAC como productora del 80% del cacao fino y de aroma del mundo.
Esta diferenciacion 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). En
el caso de Colombia, su estrategia de produccion se basa en el uso de clones o variedades
genéticas regionales y universales bajo la distincion, otorgada por la ICCO en 2021, de cacao fino
y de aroma (FEDECACAO, 2021). De otra parte, y de manera particular con respecto a los otros
paises, la produccion en Colombia, en mds 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). En Centroamérica, particularmente
Costa Rica, ha logrado posicionarse como productor al 100% cacao de calidad, con oportunidades
comerciales con gran potencial para la exportacién 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 se denominard por su simbolo quimico: Cd). Esta preocupacién se
incrementd a partir de que la Unidn Europea establecié 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.
Cadmio 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 dafio renal, enfermedades
cardiovasculares, fragilidad dsea, cdncer de pancreas y repercusiones negativas en la
reproduccion humana (Bhattacharyya, 2009; Fatima et al., 2019; Kumar & Sharma, 2019; Satarug
2019; Suhani et al., 2021).

Esta regulacidn, que se implementd a partir del 1°™ de enero del 2019, ha tenido implicaciones
socioecondmicas para los paises productores y ha generado el interés cientifico con el objetivo
de comprender los mecanismos de absorcién 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).



Una de estas estrategias exploradas por el proyecto es la identificacion de variedades con menor
absorcion de Cd. El proyecto realizé estudios en condiciones controladas y campo para
determinar el potencial de las variedades para acumular o no el contaminante. El objetivo de esta
actividad fue identificar variedades que puedan ser utilizadas en programas de mejoramiento
genético para tener variedades con baja absorcion de Cd y alta productividad.



2. INFORMACION DE RELEVANCIA

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
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 del 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 organico (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 plantacion
la concentracion en las almendras se incrementa. Este fendmeno puede explicarse por el tiempo
de acumulacién 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 précticas de poda y el manejo de la
fertilizacion potencialmente, afectaran la acumulacién de este metal, aunque su efecto no se
reporta con frecuencia (Argiello 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 absorcién de Cd (Arévalo-Gardini et al., 2017). Esto ha propiciado
la identificacidn 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 absorcion
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 absorcidon de Cd permitié identificar cultivares de
cacao con capacidad de excluir Cd en solucién y suelo (Solano et al., 2023). En este proyecto se
identificaron variedades de baja acumulaciéon como el PMCT58 y EET558, y de bioestabilizacion
en raices como el CATIER4 y el EET400. Otros autores han explorado el uso de variedades de baja



acumulacién de Cd, pero 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 etal., 2022). Sin embargo, no existia informacidon 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.

Las variedades de baja acumulaciéon de Cd identificadas en nuestro estudio deberian ser
estudiadas a nivel genético para entender los mecanismos moleculares de exclusidn de Cd. Esto
daria luces a los fitomejoradores acerca de los genes de exclusidon que deben de ser transferidos
en las nuevas variedades, para que incluyan, ademads de caracteristicas productivas, una baja
acumulacién de Cd. Desafortunadamente, en la actualidad, las variedades mds productivas de
cacao tienen una mayor absorcidon y acumulacidn de Cd en las almendras (Solano et al., 2023). El
objetivo de este producto es proveer de informacién inicial para orientar futuros trabajos de
mejoramiento genético. Adicionalmente, la informacién de este producto, y en lo reportado por
Solano et al., (2023) puede servir para utilizar a estas variedades de baja absorcién como patrones
y variedades de alta productividad como esquejes. Una restriccién para esta alternativa es el
conocimiento limitado sobre la reproduccién asexual y masiva de las variedades EET558 y
PMCT58. Para nuestra investigacién, utilizamos la técnica de enraizamiento por esquejes, pero
esta técnica no es recomendable para zonas de alta pendiente (como en muchas fincas de la
region) debido a que el sistema radicular de este tipo de propagacidn es muy superficial.

Los programas de fitomejoramiento en especies perenes como cacao son de largo plazo. Por lo
tanto, el mejoramiento genético, utilizando ingenieria genética para reducir la concentracion de
Cd en almendras tomara al menos 10 anos, de acuerdo con expertos. Este tiempo es necesario
para poder determinar la capacidad de absorcidén de Cd en condiciones de campo. En esta linea,
un proyecto de esta magnitud deberia de incluir esfuerzos publicos-privados para asegurar
disponibilidad de presupuesto por al menos 12 afios y asi poder dilucidar el efecto en campo de
variedades de cacao mejoradas para una menor absorcién de Cd.
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3. OBIJETIVO

El objetivo de este trabajo es enlistar las variedades identificadas como de baja acumulacién de
Cd y que puedan ser incluidas en un programa de mejoramiento genético de cacao. Estas
variedades estan disponibles en bancos de germoplasma de los centros de investigacion o
asociaciones de productores de Ecuador, Colombia y Costa Rica para su uso.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este producto se utilizardn los resultados reportados por Solano et al., (2023) donde
cuantificaron las diferencias de absorcidén entre variedades de cacao en Ecuador, Colombia y
Costa Rica.

Lo primero que se utilizé para determinar las variedades con baja acumulacion es la diferencia en
la concentracion de Cd en la parte aérea. Las plantas fueron expuestas a una solucién nutritiva
con una concentracién constante (Cd = 0,04 mg L) en condiciones de hidroponia. Los estudios
de hidroponia ayudan a entender el efecto varietal de forma precisa ya que se aisla el efecto de
la heterogeneidad natural de los suelos. La figura 1, muestra las diferencias en la concentraciéon
de Cd acumulada en la parte aérea de las variedades utilizadas para este estudio.
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Figura 1. Concentracion de cadmio (Cd) en la parte aérea de las variedades de cacao utilizadas en un
experimento hidropénico a una concentracion estable de Cd = 0.05 mg L™

De este estudio en condiciones controladas, se identifican variedades de baja absorcion y sobre
todo acumulacion en la parte aérea. Las variedades EET558 y PMCT58 como las de menor
acumulacién y estadisticamente identificadas con el grupo “E”. Luego contindan las variedades
ICS95 y EET 400, agrupadas estadisticamente con la letra “DE”. Finalmente, estd la variedad no
comercial 1 (NC1) que fue obtenida de un banco de germoplasma comercial en Ecuador que
también tiene caracteristica de baja acumulacién. Las variedades EET pertenecen a materiales
liberados por INIAP en Ecuador en los ultimos afios. La EET558 es una variedad recomendada para
zonas secas dada su adaptacidn a estas condiciones. Sin embargo, su capacidad productiva no es
muy alta, comparada con otras variedades liberadas recientemente (Amores et al., 2009). La
variedad EET400 es utilizada normalmente como patrdn por sus raices profundas y es propagado
por semilla. La PMCT58 es una variedad obtenida por el CATIE en Costa Rica, es conocida por su
resistencia a enfermedades y alto nivel productivo (Phillips-Mora et al., 2012).

En un estudio adicional llevado a cabo en Colombia, se colectaron muestras de un jardin clonal
donde se preservan 38 variedades de cacao, algunas comerciales y otras en evaluacion de
aspectos productivos y organolépticos. Este jardin se encuentra en una zona catalogada como
alta en Cd (hotspot) reportado por Bravo et al., (2018). La figura 2 muestras las concentraciones
de Cd en la parte aérea ajustadas a las concentraciones de Cd en suelos (factor de transferencia).
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Figura 2. Factor de transferencia (TF) de Cd en hojas con relacidn a la concentracidn de Cd total en suelos en 38
variedades de cacao. El estudio se llevoé a cabo en un jardin clonal en San Vicente de Chucuri en Colombia

De los datos analizados en el estudio de Colombia podemos identificar algunas variedades con
baja acumulacién de Cd, expresadas como la tasa de transferencia desde el suelo a las hojas (TF).
Entre las mas sobresalientes estan la FSV1, FSV85 y FLE3. Todas estas variedades son comerciales
y pertenecen a la Federacion de Cacaoteros de Colombia — FEDECACAO. Estas tres variedades
fueron colectadas por FEDECACAO en el departamento de Santander, las dos primeras en San
Vicente de Chucuri y la ultima en Lebrija (FEDECACAO, 2021). Cabe mencionar que el
departamento de Santander provee el 48% de cacao de Colombia y tiene zonas identificadas de
alto Cd. EI FSV1 es un cultivar de alta calidad organoléptica incluso ganador de premios en el saléon
del chocolate en Paris (FEDECACAOQ, 2019). Tiene ademas un potencial productivo superior a las
1.5 toneladas (Ton) ha y es altamente sembrado en la zona. EI FSV2 es un material no comercial
qgue esta en fase de evaluacidn que posee buenas calidades productivas gracias a resistencia a
enfermedades. El FLE3 es material ya comercial con alta calidad organoléptica y con un
rendimiento potencial de 1.8 Ton ha.
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Tabla 1. Materiales de cacao por paises con baja absorcion de cadmio (Cd) y potencial para programas de
mejoramiento o propagacion masiva

Variedad Pais Estudio Caracteristica

EETS58 Ecuador Hidroponia con Comercial,
concentracion de Cd recomendado para
constante  (Cd = zonas secas
0.05mg L)

EET400 Ecuador Hidroponia con Comercial,
concentracion de Cd recomendado como
constante (Cd = 0.05 patrén y propagado
mg L) por semilla

PMCT58 Costa Rica Hidroponia con Comercial, resistencia
concentracion de Cd aenfermedades
constante (Cd = 0.05
mg L?)

FSV1 Colombia Jardin clonal — nivel Comercial, alta
de Cd en suelo calidad organoléptica
variable

FSV2 Colombia Jardin clonal — nivel No comercial
de Cd en suelo
variable

FLE3 Colombia Jardin clonal — nivel Comercial, resistencia

de Cd en suelo
variable

a enfermedadesy alta
produccién

14



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La identificacién de variedades con baja capacidad de absorcion de Cd es una alternativa viable
para la mitigacion del contaminante. El proyecto permitié identificar variedades de baja absorcion
tanto en condiciones controladas (invernadero) como en campo. La diferencia entre las
variedades de alta y baja absorcion es de 3:1 (aproximadamente) por lo que es necesario estudiar
estas variedades en condiciones de campo a largo plazo.

El presente producto busca proveer de un insumo util para los fitomejoradores de cacao que
incluya la capacidad de baja absorcidon/acumulacion de Cd en las almendras. El fitomejoramiento
clasico puede tomar muchos afios hasta poder lograr las caracteristicas deseadas en las
progenies. Una alternativa para acortar el tiempo de obtencion es el uso de ingenieria genética.
Esta técnica ha sido muy utilizada para acelerar los procesos de mejoramiento genético en
especies como arroz, cafia de azucar, entre otros. Una de las alternativas de ingenieria genética
es el uso de CRISPR/Cas9 para modificar genéticamente algunas caracteristicas fenotipicas de las
plantas. El uso de esta tecnologia estd muy restringido en Europa y las variedades de cacao que
provengan de esta tecnologia pueden enfrentar barreras para la entrada a este mercado. Cabe
mencionar que la Union Europea fue la que fue inicié con la regulacién de Cd en chocolate.

Una alternativa al mejoramiento genético (tradicional o por ingenieria) es el uso de variedades ya
comercializadas que son productos de programas de hibridacién (natural o supervisados) y que
pueden ser utilizadas inmediatamente para pruebas de campo. Estas variedades enlistadas en la
tabla 1 deben ser estudiadas a profundidad para (i) conocer los mecanismos genéticos por los
cuales tienen baja capacidad de absorber/acumular Cd. Una vez entendido el mecanismo se
pueden realizar pruebas en jardines clonales en varios paises para conocer las variedades que
posean estos genes relacionados a la baja absorcidn de Cd. (ii) Estudiar métodos de propagacion
asexual masiva para estas variedades. En el experimento realizado en hidroponia la propagacion
se realizd mediante enraizamiento de estacas, muy utilizado para propagar variedades del grupo
trinitario (CCN 51 por ejemplo). Sin embargo, en el ensayo de variedades algunas plantas
propagadas por este mecanismo no pudieron crecer de forma normal teniendo problemas
principalmente para emitir raices. El uso de embriogénesis somatica, que ya ha sido empleada en
cacao es una alternativa que se puede explorar, una limitante es que esta forma de propagacion
asexual no ha sido perfeccionada para todas las variedades y necesita ser ajustada para que sea
técnica y econdmicamente viable.

Es necesario continuar con el trabajo proyectado por el componente de genética y explorar
mecanismos de financiamiento para disefar un programa de investigacion a largo plazo que
permita recomendar variedades (mejoradas o no) de baja acumulacidn para los puntos calientes.
Esta alternativa, sumada a las reportadas en los productos 6 y 5 de la plataforma de cacao (Chavez
& Moyano, 2024; Carillo et al., 2023), ayudaran a reducir la concentracién de Cd en el producto
final de exportacién, sea este, almendras de cacao secas y fermentadas o chocolate.
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