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Resumen

Efecto fisiolégico de la absorcién de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao
(Theobroma cacao L.)

El cadmio es un elemento altamente toxico y sin funcion bioldgica conocida, para la
mayoria de los seres vivos. Diversos estudios han demostrado un efecto toxico del
cadmio en el desarrollo fisiolégico y crecimiento de las plantas. Un efecto del portainjerto
en la acumulacién de cadmio en la parte aérea de la planta ha sido observado en
combinaciones copa X portainjerto de algunas especies vegetales. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar el efecto fisiol6gico de la absorcion de cadmio sobre
dos de los portainjertos de cacao mas comunmente sembrados en Colombia: IMC67 y
PA121, y sobre combinaciones copa x portainjerto, utilizando como copa, dos de los
cultivares mas comunes en el pais: ICS95 y CCN51. El estudio fue realizado bajo
condiciones de vivero en el Centro de Investigacién de Agrosavia en la ciudad de Palmira
(Valle del Cauca, Colombia). Parametros fisiolégicos y de crecimiento fueron evaluados
en portainjertos cinco meses después de su establecimiento en sustrato conteniendo
suelo enriquecido con cadmio, posteriormente, ramas porta yemas de ICS95 y CCN51
fueron injertadas en los portainjertos. Las combinaciones copa x portainjerto fueron
evaluadas dos y cuatro meses después de la injertacion, utilizando los mismos
pardmetros fisiologicos y de crecimiento empleados para la evaluaciébn de los
portainjertos. El andlisis de los datos se realiz6 mediante un modelo lineal mixto (MLM).
Los resultados mostraron mayor acumulacién de Cd en tejido foliar, ademas de un efecto
del cadmio en la longitud y peso de raices, area foliar, rendimiento cuantico del
fotosistema Il medido por la fluorescencia de la clorofila, disminucion de fotosintesis neta
y uso eficiente del agua, afectacion en la concentracion foliar de elementos nutricionales
como N, K, Mn, Zn, Cu y B, contenido de pigmentos fotosintéticos, pérdida de electrolitos
y concentraciéon de proteina total soluble en hojas. En conclusion, el cadmio redujo
significativamente el crecimiento de hojas y raices, afecto la tasa de fotosintesis y el uso
eficiente del agua en los portainjertos y la fluorescencia de la clorofila en las
combinaciones copa x portainjerto, altero la toma de elementos nutriciones esenciales
para el normal desarrollo de la planta, disminuy6 las concentraciones de proteina total
soluble y aumento la perdida de electrolitos. La mayor acumulacion del metal pesado fue
en parte aérea, tanto en los portainjertos como en las combinaciones copa x portainjerto
generando un efecto nocivo sobre parametros fisiolégicos y de crecimiento.

Palabras clave: Theobroma cacao, metal pesado, parametros fisioldgicos,
crecimiento.



VI Efecto de la absorcion de Cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao (Theobroma
cacao).

Abstract

Physiological effect of cadmium (Cd2+) absorption on cocoa accessions
(Theobroma cacao L.)

Cadmium is a highly toxic element with no known biological function for most living
beings. Various studies have shown a toxic effect of cadmium on the physiological
development and growth of plants. An effect of the rootstock on the accumulation of
cadmium in the aerial part of the plant has been observed in scion X rootstock
combinations of some plant species. The objective of this research was to evaluate the
physiological effect of cadmium absorption on two of the most commonly planted cocoa
rootstocks in Colombia: IMC67 and PA121, and on scion X rootstock combinations, using
two of the most common cultivars as scion in the country: ICS95 and CCN51. The study
was carried out under greenhouse conditions at the Agrosavia Research Center in the city
of Palmira (Valle del Cauca, Colombia). Physiological and growth parameters were
evaluated on rootstocks five months after their establishment in substrate containing
cadmium-enriched soil, later, ICS95 and CCN51 bud-bearing branches were grafted onto
the rootstocks. The scion x rootstock combinations were evaluated two and four months
after grafting, using the same physiological and growth parameters used for the
evaluation of the rootstocks. Data analysis was performed using a linear mixed model
(MLM). The results showed a greater accumulation of Cd in leaf tissue, in addition to an
effect of cadmium on the length and weight of roots, leaf area, quantum efficiency of
photosystem |l measured by chlorophyll fluorescence, decrease in net photosynthesis
and efficient use of water, affectation in the foliar concentration of nutritional elements
such as N, K, Mn, Zn, Cu and B, content of photosynthetic pigments, loss of electrolytes
and concentration of total soluble protein in leaves. In conclusion, cadmium significantly
reduced the growth of leaves and roots, affected the rate of photosynthesis and the
efficient use of water in the rootstocks and the fluorescence of chlorophyll in the scion x
rootstock combinations, altering the uptake of essential nutritional elements for the normal
development of the plant, decreased the concentrations of total soluble protein and
increased the loss of electrolytes. The greatest accumulation of heavy metal was partly
aerial, both in the rootstocks and in the scion x rootstock combinations, generating a
harmful effect on physiological and growth parameters.

Keywords: Theobroma cacao, heavy metal, physiological parameters, growth.
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Introduccioén

En Colombia el cacao se cultiva en varias regiones, siendo los departamentos de
Santander, Antioquia, Arauca, Huila, Tolima y Narifio los mayores productores. Si bien, la
produccién nacional de cacao se ha ido incrementando de manera gradual en los Gltimos
diez afios, pasando de 35.118 toneladas de grano seco en el afio 2009, a 63.416
toneladas en el 2020, el consumo interno es representativo y se requieren importaciones
del producto para abastecer la demanda interna (FEDECACAO, 2021). A nivel mundial,
se estimd para el 2019 una produccion de 4.8 millones de toneladas de grano seco
siendo en su orden los principales paises productores Costa de Marfil (45%), Ghana
(19%), Nigeria (5%), Indonesia (5%) y Colombia ubicado en el décimo lugar a nivel
mundial (ICCO 2019).

La presencia de cadmio (Cd) biodisponible en suelo se ha convertido en una limitante
para el cultivo de cacao en algunos paises productores del grano (Jimenez, 2015). El Cd
es un elemento pesado que se encuentra en forma natural en los suelos, debido al origen
del material parental o a procesos geoldgicos, la presencia de Cd en el suelo también
puede explicarse por procesos antropogénicos como el uso de algunos fertilizantes y
herbicidas, en cuya composicién se encuentra el Cd, o por actividades asociadas a la
mineria (McLaughlin, 2016).

El Cd es un elemento metélico altamente toxico que afecta la salud humana (Fernandez,
2018), ademas de afectar el crecimiento, desarrollo y metabolismo de las plantas
(Martinez 2014; Rodriguez et al., 2008; Pereira de Araujo et al., 2017) . Entre los
principales efectos téxicos del Cd en las plantas se encuentra dafios en raices(He et al.,
2017), menor absorcién hidrica (Lu et al., 2013), dafios en aparato fotosintético y en la
estructura celular (Ying et al., 2010; Dominguez et al., 2011; Martinez, 2014; Liu et al.,

2012), ademas, de reduccion en el intercambio de gases (Gill & Tuteja, 2010).

En cacao han sido observados dafio en cloroplastos, alteracion en la absorciéon de

elementos nutricionales y procesos fotosintéticos, ademas de un aumento de la actividad
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enzimatica, como consecuencia de la produccién de especies reactivas del oxigeno, en
plantas del cultivar CCN51 sometidas a estrés por Cd, bajo condiciones de vivero
(Pereira de Araujo et al., 2017).

Los pelos radicales y las células epidérmicas de la raiz son los tejidos de absorcion
primarios del Cd, desde donde puede ser transportado hacia el interior de la raiz
mediante las células parenquimatosas, ingresando a los haces vasculares como el
xilema para finalmente ser traslocado a otros 6rganos vegetales (Williams et al., 2000).
La mayoria de los estudios han considerado que el Cd es tomado por las plantas
principalmente en forma de Cd?" es decir el ion libre (Sterckeman & Thomine, 2020).

El Cd interactia en forma antagénica con nutrientes minerales tales como zinc (Zn?"),
hierro (Fe?*), calcio (Ca?"), potasio (K?*), manganeso (Mn?*), cobre (Cu?') y silicio (Si?*)
(Wang et al., 2007; Nedjimi & Daoud, 2009), los cuales se combinan con Cd 2* en sitios
de intercambio en suelo y compiten por su absorcion en la planta (Degryse et al., 2004).

En Colombia, la propagacion de T. cacao se realiza principalmente a través de la técnica
de injertacion, combinando de este modo atributos agrondmicos de interés y de
importancia econémica de los patrones, como resistencia a plagas y enfermedades y
tolerancia a factores de estrés abiético, con caracteristicas de productividad y de calidad
de grano en los materiales utilizados como copas. Actualmente no se cuenta con
informacion del efecto del Cd sobre variables de crecimiento y parametros fisiolégicos de
combinaciones copa x portainjerto de cacao. El objetivo principal de este estudio fue
evaluar el efecto de la absorcion de Cd sobre parametros fisiolégicos de portainjertos de

cacao y combinaciones copa x portainjerto cultivadas en Colombia.



Objetivos

General
e Evaluar el efecto de la acumulaciébn de cadmio sobre variables de
crecimiento y parametros fisiologicos de plantas de cacao bajo condiciones

de vivero.
e Especificos

e Evaluar el efecto del cadmio sobre variables de crecimiento en
portainjertos y en combinaciones copa x portainjerto de cacao establecidos

en suelo enriquecido con cadmio.

e Evaluar el efecto del cadmio sobre parametros fisioldgicos en portainjertos
y en combinaciones copa x portainjerto de cacao establecidos en suelo

enriquecido con cadmio.

e Evaluar el efecto del cadmio sobre la concentracion de proteina total
soluble en tejido foliar en portainjertos y en combinaciones copa x

portainjerto de cacao establecidos en suelo enriquecido con cadmio.
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Marco tedrico

El cacao, descripcidon general

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie perteneciente a la familia botanica
Malvaceas, estudios recientes indican su centro de origen en la regién del
triangulo amazdnico entre los paises de Colombia, Ecuador y Pert (Motamayor et
al., 2008). El cultivo de cacao se ha distribuido en varias regiones tropicales y
subtropicales del mundo como Africa, América Central y Suramérica, en donde
las condiciones edafoclimaticas han permitido su establecimiento (Daymond &
Hadley, 2004).

Los cultivares comerciales mas ampliamente utilizados fueron clasificados
inicialmente en tres grupos genéticos “criollo”, “forastero” y “trinitario” (Aranzazu
et al., 2009). Los primeros se caracterizan por su agradable aroma y exquisito
sabor, con alta susceptibilidad a plagas y enfermedades y baja productividad. El
grupo Forastero contempla cacaos tipo estandar, conocidos también como
amazaonicos, con resistencia a algunas enfermedades. Finalmente, el grupo de los
trinitarios se trata de hibridos obtenidos mediante el cruzamiento entre criollos y
forasteros (Abbott et al., 2019).

Una nueva clasificacibn con diez grupos genéticos incluyendo Amelonado,
Contamana, Criollo, Curaray, Guiana, lquitos, Marafon, Nacional, Nanay y Purus

fue reportada posteriormente por Motamayor et al. (2008).



El cacao es un arbol semi-caducifolio perenne que puede alcanzar alturas entre
15 a 20 m en condiciones naturales. Dentro de las condiciones mas apropiadas
para su crecimiento se encuentran rangos de temperatura entre los 18°C a 23°C,
precipitaciones entre los 1.500 y 3.000 mm/afio y humedad relativa superior al
75% (Fedecacao, 2004). Por otro lado, entre las condiciones edaficas ideales
para el establecimiento del cultivo y desarrollo optimo estan pH entre 5 a 7.5,
suelos permeables, arcillo-arenosos en mayor proporcion de arena y contenidos

de materia organica mayores al 3.5 % (Arvelo et al., 2017).

El Consejo Nacional Cacaotero mediante el acuerdo No. 003 de 3 de julio de
2002 estableci6 el material genético aprobado para ser utilizado como
portainjerto, ademés de los clones recomendados para copa en las distintas
zonas productoras de Colombia (ICA, 2002). Entre los materiales genéticos
utilizados mas ampliamente como portainjerto en el pais se encuentran IMC67,
CAU39 y PA121. Materiales como ICS95 y CCN51 representan dos de los

cultivares comerciales mas utilizados en el pais como copa.

Métodos de propagacion

En el cultivo de cacao se emplean dos métodos de propagacion, sexual y
asexual. La propagacion sexual se realiza a partir de semillas extraidas
directamente de los frutos desde las cuales se obtienen los portainjertos de
cacao. El proceso de injertacion se realiza cuando el diametro del tallo del patrén
alcanza el grosor de un lapiz y presenta un buen estado fitosanitario. La
injertacion se lleva a cabo utilizando ramas portayemas de cultivares con
caracteristicas agronémicas y econémicas de interés, como alto rendimiento y

resistencia a limitantes fitosanitarias (Fedecacao, 2012).

Algunas de las técnicas de injertacibn mas utilizadas en cacao son injerto de
aproximacion, injerto lateral y el injerto de pua central o terminal (IICA, 2006).

Este ultimo, consiste en insertar en el portainjerto una rama portayema con 3 a 4



6 Efecto fisioldgico de la absorcién de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao
(Theobroma cacao L.).

yemas activas, que dardn origen a brotes para el desarrollo del injerto
(Fedecacao, 2012).

Producciéon de cacao mundial y nacional

La produccion mundial para el afio 2018-2019 fue de 4.824 millones de toneladas
de grano seco, siendo Costa de Marfil el mayor productor con un registro de
2.200 millones de toneladas, seguido de Ghana con 870 toneladas, Ecuador con
298 toneladas y Cameran con 260 toneladas de grano de seco de cacao. El
continente africano participa con un 77% de la produccion mundial de cacao,
mientras que América y Asia-Oceania participan con un 17% y un 6%
respectivamente (ICCO, 2019).

En Colombia en el afio 2020, fueron registradas 189.185 hectareas sembradas en
cacao y una produccion de 63.416 toneladas de grano seco (MADR, 2021),
siendo el departamento de Santander el mayor productor con 26.315 toneladas y
una participacion del 41% de la produccion nacional, seguido en su orden por
Antioquia con 5.974 (9 %), Arauca con 5.082 (8%), Tolima con 4.312 (7 %), Huila
con 4.197 (7%) y Narifio con 2.980 (5%) toneladas de grano seco de cacao
(Fedecacao, 2021).

El cadmio

El Cd es un elemento metalico cuyo niumero atémico es 48, es poco abundante
en la corteza terrestre y es considerado altamente toxico para la atmosfera, el
agua, el suelo, los seres humanos, los animales y las plantas (Rodriguez et al.,
2008). Al tener un numero atémico por encima de 20 y un peso especifico que
supera los 5 g/cm?® es considerado un metal pesado (Barcelé & Poschenrieder,
1992).

Niveles altos de Cd en suelo pueden resultar de procesos naturales como
meteorizacibn de las rocas, caracteristicas quimicas del material parental,

erosiones volcanicas y factores antropogénicos como contaminacién con



herbicidas, fertilizantes, actividades de mineria y deposicion de lodos (Bravo et
al., 2014; Rodriguez et al., 2008; Ekmekgi et al., 2008; Martinez, 2014;Fernandez,
2018). En suelos agricolas los metales pesados pueden presentar una gran
variabilidad, debido principalmente a la composicion del material parental y a los
procesos de morfogénesis del suelo (Rueda et al., 2011). Concentraciones de Cd
en suelo por debajo de 1 mg.kg?! se considera como suelo no contaminado entre
1 a 3 mg. kg se considera como suelo ligeramente contaminado y por otra parte
concentraciones superiores a 3 mg. kg es considerado suelo contaminado (Irfan
et al., 2013). En un estudio conducido por Bravo et al. (2018) en el que se evalud
la concentracibn de Cd en suelo en 26 fincas productoras de cacao de tres
regiones de Colombia, se detecté una concentracion maxima de 3,74 mg.kg* de
Cd pseudototal. Por otra parte, una concentracion mucho mas alta que la
reportada por Bravo et al. (2018), correspondiente a 30 mg.kg* de Cd psedototal
en suelo, fue determinada en otro estudio en una region productora del grano de

cacao en el departamento de Cundinamarca (Sandoval, 2019).

Ingreso del cadmio a la planta

En el suelo el Cd se encuentra en forma de catién divalente (Cd?*) y su
disponibilidad depende del pH (mas disponible en condicion acida y solubilidad
nula a pH alcalino), el contenido de materia organica y contenido de arcillas,
ademas de otras propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo como el
potencial redox y las propiedades quimicas del metal (Nazar et al., 2012; Martinez
2014 & Fernandez 2018).

El Cd no cumple con los criterios de esencialidad de los elementos quimicos
propuesto por Arnon & Stout (2016) quienes sostenian que un elemento esencial
para la planta es aquel que, en ausencia del elemento la planta es incapaz de
completar su ciclo de vida, la funcion que desempeiia el elemento no puede ser
reemplazada o sustituida por otro, y el elemento debe estar directamente
implicado en el metabolismo. Por tales razones y al desconocerse, hasta la fecha,

alguna funcion bioldgica del Cd en las plantas, no se considera un elemento
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esencial para el metabolismo vegetal. El ingreso del Cd a la planta puede ocurrir
de forma pasiva por difusion iénica, desde el suelo hacia la raiz o por transporte
activo, con gasto de energia metabdlica (Mendoza et al., 2011) utilizando
proteinas transportadoras y canales de nutrientes minerales como Ca?*, Cu?*,
Fe?*y Zn?* (Clemens et al., 2002).

Proteinas trasportadoras de elementos minerales han sido sugeridas como
mecanismo de desplazamiento del Cd en la planta, este es el caso de la proteina
transportadora especifica de calcio LCT1 (Clemens et al., 2002), la proteina
transportadora de Fe y Zn IRT1 (Guerinot, 2000) y la familia de proteinas ZIP
(Pence et al., 2000). Zhao et al., (2002) observaron que la toma pasiva de Cd en
plantas hiperacumuladoras puede ocurrir en un 50% via simplastica y en un 50%

via apoplastica.

El Cd es absorbido especialmente por los pelos radicales y células epidérmicas,
transportado hacia el interior de la raiz mediante las células parenquimatosas,
para finalmente entrar a haces vasculares, como tejido del xilema y ser traslocado
a través del flujo transpiratorio hacia las partes aéreas (Song et al., 2017), donde
puede llegar a producir alteraciones en la homeostasis y metabolismo celular
(Sandoval, 2019).

El cadmio en el crecimiento vegetal

El Cd tiene efectos negativos sobre el crecimiento de los 6rganos de la planta
(Martinez, 2014; He et al., 2008), ademas de afectar procesos bioquimicos y
fisiologicos (Hussain et al, 2018 & Qin et al., 2020). Sintomas como
pardeamiento y disminucién de la longitud de raiz fueron observados por Chang
et al., (2013) en plantas de Pentas lanceolata creciendo en suelo contaminado
con Cd. En pimiento el estrés por Cd disminuy0 la longitud y area de superficie de
las raices bajo condiciones hidroponicas (Huang et al., 2015). Segun Hassan et

al., (2016) la longitud y peso seco de las raices de plantulas de papa sometidas a



estrés por Cd en suelo se vio afectado por aplicaciones de 60 mg.kg! de Cd.
Igualmente, una reduccién significativa en peso seco y area de raices ha sido
observada en repollo (Jinadasa et al., 2016), soya (Wang et al., 2016) y lechuga

(Monteiro et al., 2009) sometidas a estrés por Cd.

El estrés por Cd también se ha manifestado en efectos toxicos en la parte aérea
de algunas especies cultivadas, sintomas como clorosis, necrosis, secamiento de
apices y disminucion de area foliar pueden ser visibles en hojas (Hussain et al.,
2018 & Pena et al, 2006). Pereira et al., (2017) observaron cambios
ultraestructurales de las hojas de plantas de cacao, CCN51, sometidas a estrés

por Cd en suelo.

Otro efecto reportado es la disminucion en el uso eficiente del agua y reducciéon
en la apertura estomatica, en plantas de Arabidopsis thaliana, como
consecuencia de la acumulacién del cadmio en las hojas (Perfus et al., 2002). En
cacao, no se cuenta con mucha informacion, hasta la fecha, acerca del efecto del

metal pesado sobre estas variables.

Si bien, el Cd no participa en procesos de 6xido reduccion en la célula, se ha
estudiado que aumenta la actividad de NADPH oxidasa en la membrana y
peroxisoma, aumentando asi la produccion de peréxido de hidrogeno (H202) (Gill
& Tuteja, 2010 & Rodriguez et al.,, 2009). La acumulacion de H202, como
consecuencia de la disminucion en los mecanismos antioxidantes de las plantas
es una de las principales formas de estrés oxidativo en la que participa el Cd (Cho
& Seo, 2005).

El estrés por Cd en las especies vegetales causa un incremento en la produccion
de radicales superéxido (O%) en la célula, este es producido en mayor cantidad
en el aceptor de electrones de fotosistema | (PSI) en la membrana tilacoidal (Gill
& Tuteja, 2010). En las raices ocurre un incremento mayor que en la parte aérea,
segun lo observado por Shah et al.,(2001), las raices de arroz son un sitio activo
de produccion ROS, como consecuencia del aumento en la cantidad de radicales
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O?% hay un incremento en la produccion de la enzima antioxidante superéxido

dismutasa (SOD) en ese mismo 6érgano.

El cadmio y su efecto sobre la membrana celular

La membrana es un componente esencial para la integridad de la célula en todos
los organismos vivos, esta conformada por una bicapa lipidica que separa el
medio interno de la célula con el exterior. Dentro de la membrana existen
proteinas integrales, superficiales o periféricas que permiten la comunicacion y
entrada de sustancias, nutrientes y demas moléculas necesarias para el
metabolismo celular. Ademas esta formada de compuestos lipidos polares que
presentan una cabeza hidrofilica y una cola hidrofobica, entre los que se
encuentran glicerolipidos y esfingolipidos (Azcon & Talén, 2008).

Segun lo reportado por Ekmekgi et al., (2008), el Cd causa perdida de solutos y
pérdida de electrolitos en las plantas y como consecuencia una liberacion de
productos asociados a la peroxidacion lipidica, la cual es causada por adicién de
un radical oxigeno o pérdida de un hidrogeno en &cidos grasos insaturados
(Martinez, 2014a). La membrana plasméatica es un componente celular que
responde en primera medida a la toxicidad por metales pesados, ya sea por
oxidacion o inhibicion de proteinas de membrana como H+-ATPasa, por cambios
en la composicién y fluidez de los lipidos y por cambios en la permeabilidad de la
misma (Navarro et al., 2007).

En tejido foliar el Cd causa una alteraciébn en el contenido de lipidos de
membrana, ya sea reduciendo o aumentando su cantidad (Nouairi et al., 2006).
En la raiz se presenta una reduccion significativa en sitoesterol y un aumento en
estigmaesterol y adicionalmente disminuciébn en el contenido de algunos
fosfolipidos (Hernandez & Cooke, 1997). El sitoesterol y estigmaesterol son
compuestos celulares lipidicos anfipaticos de tipo esteroides fundamentales para

la integridad de la membrana plasmatica (Azcon & Talon, 2008).



El cadmio y su efecto sobre la fotosintesis

La fotosintesis es un proceso bioldgico complejo, por el cual las plantas toman
energia solar, agua y CO: para formar biomoléculas necesarias para su
metabolismo, crecimiento y desarrollo (Azcon & Talén, 2008). Ademas es el unico
proceso que utiliza la energia luminica y la transforma en energia quimica,

fundamental para la mayoria de los seres vivo (Taiz & Zeiger, 2002).

Varios procesos fisiolégicos como transporte y asimilacion de nutrientes,
requerimiento hidrico, crecimiento y desarrollo estan relacionados con la
fotosintesis, la cual puede afectarse por diversos factores como sequia,
aplicacién de herbicidas, metales pesados, patdégenos, entre otros (Gonzélez et
al., 2008). El estrés por Cd causa efectos irreversibles sobre la tasa neta de
fotosintesis y en el uso eficiente de agua (Ledn et al., 2002). Alteraciones en el
intercambio gaseoso y en la estructura del aparato fotosintético han sido
reportadas por varios autores como resultado del estrés por Cd (Pereira de Araudjo
et al., 2017 & Rodriguez et al., 2008).

Disminucion en el contenido de pigmentos fotosintéticos ha sido observada en
plantas de cacao (Pereira de Araujo et al., 2017); maiz (Ekmekgi et al., 2008),
Abelmoschus esculentus (Sharma et al., 2010 y Dittrichia viscosa (Fernandez et
al., 2013) sometidas a estrés por Cd.

La reduccién en el contenido de clorofila, como resultado del efecto toxico del Cd
se da principalmente debido a que los contenidos de clorofilas que se encuentran
en hojas viejas son degradados y se inhibe la sintesis en hojas jovenes (Parmar
et al.,, 2013). La reduccion en el contenido de pigmentos fotosintéticos es un
factor critico para el crecimiento de las plantas, debido a que sin ellos no puede
realizarse los procesos de fotosintesis, especialmente la captacion de luz en los
complejos antena del fotosistema Il (PSll) y | (PSI), y como consecuencia la
planta no puede completar su ciclo biolégico y metabolismo bioquimico (Cooper
et al., 2007).
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Segun lo reportado por Perfus et al., (2002), el Cd reduce, ademas, la
conductancia estomética y puede también incrementar la transpiracion cuando se
encuentra en bajas concentraciones (Lopez et al., 2009) y disminuirla cuando se
encuentra en concentraciones altas (Souza et al., 2011). Rubisco, enzima
necesaria para el proceso de carboxilacion, disminuye como consecuencia de la
toxicidad por Cd y a su vez reduce la fijacién de CO: en la fase de asimilacién o
ciclo de Calvin de la fotosintesis (Novakova et al., 2004). Otras enzimas
necesarias en el ciclo se ven afectadas por estrés debido al Cd, ya sea
modificando la funcionalidad en su estructura nativa o reemplazando elementos

nutricionales (Irfan et al., 2013).

En muchas especies vegetales el transporte de electrones se ve reducido a causa
de la toxicidad por Cd, como consecuencia los centros de reaccién no pueden

alcanzar sus maximos estados de oxidaciéon (Popova et al., 2009).

El cadmio y su efecto sobre la nutricion mineral

La absorcion, asimilacion y translocacion de elementos nutritivos pueden verse
afectados por toxicidad de Cd en las plantas, dado que los dafios ocurridos en la
membrana plasmatica alteran la toma de nutrientes en la célula y transporte a

través de esta (Nazar et al., 2012).

El Cd interactia con cationes divalentes como el Ca, Mg, Fe, Mn y Zn para entrar
a la planta, se combina con estos elementos en sitios de intercambio cationico en
el suelo e ingresa por medio de proteinas y canales transportadores de nutrientes
minerales resultando en alteraciones nutricionales. Segun lo reportado por
Carvalho et al., (2012) el Cd afect6 el contenido de K* en la parte area de plantas
de tomate (Lycopersicum esculentum) y aumento6 el contenido de hierro (Fe) en
raices. En cacao, segun lo reportado por Pereira de Araujo et al., (2017) la
concentracion de K, Ca y Mg en raices y tallos se vio reducida significativamente

con aplicaciones de Cd en el suelo.



Asi mismo, Sandoval (2019) observé aumentos significativos en la concentracion
foliar de Mn y Zn y disminucion de Mg en plantas de cacao sometidas a estrés por
Cd en suelo. Alteraciones nutricionales en cebollin (Li et al.,, 2016); arveja
(Metwally et al., 2005) soya (Zhi et al., 2015) y tomate (Carvalho, Gabriel, et al.,
2012) han sido también observados como resultado de la exposicion a diferentes
concentraciones de Cd.

La asimilacién de nitrégeno se ha visto también afectada por la absorcién de Cd
en muchas especies, ya sea inhibiendo la absorcion de nitratos o afectando la
actividad de enzimas encargadas de su asimilacion, como es el caso de nitrato
reductasa (Chang et al., 2013; Gill & Tuteja, 2010).



XV

Efecto del Cd en el crecimiento y fisiologia de
combinaciones copa x portainjerto de cacao.

1.1 Introduccidén

El cadmio (Cd) es un elemento no esencial para el apropiado metabolismo de las
plantas y ademas es altamente toxico en la mayoria de los seres vivos
(Sterckeman & Thomine, 2020; He et al., 2020; Rodriguez et al., 2008). La
acumulacion de Cd en tejidos vegetales resulta en efectos téxicos sobre la
fisiologia de las plantas afectando parametros como el balance hidrico, la
concentracion de pigmentos fotosintéticos, la asimilacion de elementos
nutricionales y la fotosintesis (Martinez, 2014; He et al., 2008; Hussain et al.,
2019; Qin et al., 2020; Chang et al., 2013; Pereira de Araujo et al., 2017).

El cacao es una planta que tiene la capacidad de absorber, acumular y translocar
Cd a los diferentes érganos vy tejidos (Pereira de Araujo et al., 2017; Rodriguez,
2017; Sandoval, 2019; Jacome, 2017). Cambios en parametros fisiolégicos
bioquimicos, moleculares y ultra estructurales han sido observados en plantas de

cacao sometidas a estrés por Cd (Pereira de Araujo et al., 2017).

En Colombia, la propagacion de T. cacao se realiza principalmente a través de la
técnica de injertacion, combinando de este modo atributos agronomicos de
interés y de importancia econOmica de los portainjertos, como resistencia a
plagas y enfermedades y tolerancia a factores de estrés abidtico, con
caracteristicas de productividad y de calidad de grano en los materiales utilizados
como copas. La injertacion es una técnica de propagacion de plantas que permite

unir dos materiales genéticos en un solo arbol, e influye en los caracteres de



productividad y desempefio favorable bajo diferentes condiciones de estrés
biético y abidtico (Rasool et al., 2020). La técnica de injertacion ha sido utilizada

durante muchos afios en cultivos perennes y hortalizas (Goldschmidt, 2014).

Un efecto del portainjerto ha sido observado en la acumulacion de Cd y otros
minerales en algunas especies de cultivo tales como Solanum melongena (Yuan
et al., 2019 & Arao et al., 2008), Cucumber (Rouphael et al., 2008) y especies
frutales (Savvas et al., 2010). En cacao no hay estudios, hasta la fecha, que

evaluen el efecto del portainjerto en la acumulacién de Cd.

Diferencias en la absorcibn y acumulacion de Cd en diferentes materiales
genéticos de cacao han sido observadas (Lewis et al., 2018) sugiriendo un efecto
del genotipo en la acumulacion de Cd. A pesar de que en Colombia el cacao se
siembra en combinaciones copa x portainjerto, no se cuenta con suficiente
informacion de la acumulacion de Cd en las combinaciones cultivadas en el pais,
ni del efecto del elemento pesado en su crecimiento y fisiologia. Los materiales
genéticos IMC67 y PA121 constituyen dos de los portainjertos mas ampliamente
utilizados en el pais, avalados por el Consejo Nacional Cacaotero mencionado
anteriormente. Por otra parte, dentro de los cultivares comerciales mas
ampliamente cultivados en Colombia se encuentran el ICS95 y CCN51
(Fedecacao, 2012). El cultivar 1ICS95 (Imperial College Selection 95) fue
seleccionado en Trinidad y sobresale por su resistencia a Moniliophtora roreri,
una de las principales limitantes fitosanitarias del cacao en el pais (Jaimes &
Aranzazu, 2010). En el caso de CCN51 (Colecciéon Castro Naranjal 51), se
destaca por ser muy productivo y adaptado a varias condiciones edafoclimaticas,

su limitante es la susceptibilidad a Phytophthora sp (Aranzazu et al., 2009).
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Este estudio permitio evaluar el efecto de la acumulacion de Cd sobre variables
de crecimiento y parametros fisiologicos de dos de los portainjertos de cacao mas
ampliamente cultivados en Colombia, IMC67 y PA121, asi como de
combinaciones copa x portainjerto con dos cultivares comerciales de amplia
difusion en el pais, ICS95 y CCN51, utilizados como copa. Los resultados
mostraron un efecto del Cd sobre el crecimiento de la planta, tasa de fotosintesis,
uso eficiente del agua, toma de elementos nutricionales y pérdida de electrolitos.
Ademas, se observaron diferencias en el efecto toxico del Cd entre

combinaciones copa x portainjerto.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Localizacion del experimento

El experimento se llevo a cabo bajo condiciones de vivero, ubicado en el Centro
de Investigacion (C.I) Palmira de la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria  AGROSAVIA, Centro de Investigacion (CI) Palmira, con
coordenadas geograficas N 03° 30' 56,2" W 76° 08' 56,2", una altitud de 1001
m.s.n.m, temperatura media anual de 23.8 ° C y humedad relativa anual entre 70
y 76 %. Las condiciones ambientales, durante el desarrollo del experimento,
fueron registradas con una estacion meteorolégica WatchDog 1000 series Micro

Station.

1.2.2 Establecimiento del experimento y material vegetal

Material vegetal

En el banco de germoplasma de cacao, del C.I Palmira, se colectaron frutos
obtenidos de polinizacion abierta de IMC67 y PA121, materiales genéticos
avalados por el Consejo Nacional Cacaotero para ser utilizados como
portainjertos en el pais. Ademas de los frutos obtenidos de libre polinizacion, se
llevaron a cabo cruzamientos dirigidos entre IMC67 y PA121 siguiendo
la metodologia descrita por Royaert et al. (2011) (Figura 1).



Los botones florales de arboles escogidos como parentales fueron cubiertos con
tubos plasticos transparentes, conteniendo plastilina en el extremo adherido al
arbol mientras que el otro extremo fue sellado con muselina para evitar la entrada
de insectos. Las flores seleccionadas como madre o receptoras se identificaron
por su aspecto abultado indicando que estaban préximas a abrir. Al dia siguiente,
entre las 7 y 10 de la mafiana, se procedié a emascular las flores del genotipo
materno para lo cual se retiraron los estambres de la flor seleccionada como
receptora, ademas de dos o tres estaminodios para facilitar el acceso al estilo. La
preparacion de la flor seleccionada como donadora o padre consistié en la
remocion de los pétalos dejando de este modo libre los estambres con sus

anteras.

La coloracién blanca del polen, indicativo de su viabilidad, fue confirmada antes
de la polinizacién. Finalmente, se procedi6 a frotar las anteras sobre el estigma y
se cubri6 nuevamente la flor receptora o madre. Las flores polinizadas se
marcaron con laminas plasticas indicando la fecha de polinizaciéon y el
cruzamiento dirigido. También fueron evaluadas progenies de los mismos

genotipos obtenidas a partir de polinizacion libre.

Una vez obtenidos los frutos, tanto de cruzamientos dirigidos como de libre
polinizacion (LP), las almendras se extrajeron de las mazorcas, se eliminé el
mucilago con arena y se sembraron en bolsas de polietilieno de 20 cm de
diametro x 30 cm de alto, conteniendo arena lavada de rio donde permanecieron

por dos meses.
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Figura 1. Procedimiento de polinizacién dirigida realizado en flores de cacao siguiendo la metodologia de
Royaert et al. (2011). A) Seleccion de flores receptoras de polen y cubrimiento de flores con tubos plasticos
transparentes, plastilina y muselina en uno de los extremos. B y C) Eliminacién de pétalos en flor donadora
de polen. D) Flor lista para ser polinizada y procedimiento de frotar las anteras con polen viable en el estigma
de la flor receptora. E) Flor recién polinizada y cubierta con tubo de plastico para impedir la entrada de
insectos. F) Flor rotulada donde se indica la fecha de la polinizacién y cruzamiento dirigido realizado. G y H)
Pepinillo de cacao indicativo de polinizacién exitosa.

El fertirriego del material vegetal experimental se llevd a cabo con solucion
nutritiva Hoagland con la siguiente composicién: 2.5 mM KNOs, 2.5 mM Ca
(NO3)2.4H20, 1.0 mM MgS0a4.7H20, 0.5 mM KH2PO4, y elementos menores: 1.01
ppm Fe, 0.5 ppm B, 0.5 ppm Mn, 0.05 ppm Zn, 0.02 ppm Cu, 0.01 ppm Mo. La
solucién nutritiva fue preparada con agua destilada.

Establecimiento del experimento en vivero

Para el establecimiento del experimento se utilizé suelo colectado en el norte del
departamento del Valle del Cauca, Colombia, en zona productora de cacao. El
suelo presentaba un pH de 4,48. El suelo colectado fue secado al aire y
posteriormente pasado por un tamiz de 2mm mesh. Una vez tamizado, fue
dividido en dos grupos, uno de los cuales se enriquecié con una solucion de
nitrato de cadmio Cd (NOs)2 seguido de incubacién durante un mes en
condiciones de vivero. Durante el tiempo de incubacién el suelo fue mezclado

constantemente. Tanto el suelo sin adiciéon de Cd, como el suelo enriquecido con



el metal pesado, fueron utilizados para la preparacion de sustrato en vivero en

una mezcla con arena lavada de rio y cascarilla de arroz en una relacion 3:1:1.

La concentracion final de Cd en el sustrato preparado con el suelo sin adicion de
Cd fue de 0,43 mg.kg' y de 7,49 mg.kg? en el caso del sustrato preparado con
suelo enriquecido con el metal pesado. Plantas jovenes, bien desarrolladas, de
aproximadamente 2 meses de edad, fueron trasplantadas a bolsas de polietileno
de 25 cm de didmetro x 45 cm de alto, calibre 4, con capacidad de 12 kg de

sustrato.

1.2.3 Disefio experimental

Portainjerto

La distribucion de las plantas se realizé bajo un disefio en bloques completos al

azar con cuatro repeticiones y dos factores (Figura 2):
Factor A. Concentracion de Cd en suelo con dos niveles (0,43 y 7,49 mg. Kg).

Factor B. Portainjertos de cacao con cuatro niveles (IMC67 LP, PA121 LP, IMC67
x PA121 y PA121 x IMC67).

El tamafio de la unidad experimental fue de 10 plantas. Los tratamientos se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Listado de tratamientos utilizados en la evaluacién de los portainjertos

Tratamiento

Z
o

IMC67 x PA121 Cd

IMC67 x PA121

PA121

PA121 x IMC67 Cd

IMC67

PA121

IMC67 Cd

0O NOOOIARWIN(F

PA121 x IMC67
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Repeticion |

Repeticion Il

Repeticion Il

Repeticion IV

IMC67 x PA121

:L__ _ Suelo sin adiccion de Cd 62 PA121xIMC67  G=genotipo

‘\Plantas cacao ; :
t o3 | PAL21 Unidad experimental 10 plantas

IMC67

Figura 2. Disefio experimental utilizado en vivero para la evaluacién del efecto del cadmio sobre
plantas de cacao. Diez plantas por unidad experimental y cuatro portainjertos, dos obtenidos
mediante libre polinizacion y dos a partir de polinizacion dirigida, establecidos en sustrato
conteniendo suelo enriguecido con cadmio y en suelo sin adicion del metal pesado.

. Suelo enriquecido con Cd

Cinco (5) meses después del establecimiento de las plantas en sustrato con los
dos niveles de Cd, se realizé la evaluacion de variables fisiol6gicas seguido de un
muestreo destructivo tomando dos (2) plantas por unidad experimental por
tratamiento, por repeticion (n=8). A fin de lavar el Cd adherido a la superficie de la
raiz para evitar cuantificarlo en los analisis como si hubiera sido absorbido por la
planta, una vez extraidas las plantas de las bolsas de vivero y retirado el suelo
adherido a las raices, estas fueron sumergidas en una solucién de 5 mM EDTA y
20 mM TRIS (pH 8.0) durante 3 minutos con agitacion manual, seguido de tres
lavados con agua destilada durante tres minutos cada uno (Nguyen et al., 2016).
Las plantas fueron divididas en raices, tallo y hojas. El peso fresco y seco de

cada 6rgano, longitud de raiz y parte aérea y area foliar fueron determinados.



1.2.4 Parametros evaluados

A continuacion, se relacionan los pardmetros evaluados.

-Area foliar (cm?): Fue determinada utilizando un medidor digital de area foliar de
laboratorio marca LICOR-3000.

-Crecimiento (g): El peso fresco de raices, tallos y hojas fue determinado
utiizando una balanza analitica marca Mettler Toledo referencia PM4600.
Posteriormente, las muestras fueron dispuestas en bolsas de papel debidamente
rotuladas y secadas en horno a 60 °C durante 72 horas, después de este periodo
de tiempo, el peso seco de cada muestra fue determinado nuevamente en
balanza analitica. La longitud de raiz y parte aérea fue determinada con la ayuda

de una cinta métrica.

-Fluorescencia de la clorofila: La fluorescencia de la clorofila se determino
mediante un fluorometro portatil de pulsos modulares marca Opti-Sciences OS
P30+. Dos mediciones se tomaron con la ayuda de un clip en una hoja joven,
completamente expandida, sana y fotosintéticamente activa de las plantas
evaluadas, las hojas fueron inicialmente adaptadas a la oscuridad durante un
periodo de 30 minutos (Pereira et al., 2017), entre las 7 a.m. y 12 p.m. El tejido de
la hoja se iluminé con un haz de luz actinica de 3500 umol de fotones m=2 s, con
el objetivo de conseguir una saturacién completa en los centros de reaccion de
fotosistema Il (PSIl). Se midi6 el rendimiento fotoquimico maximo del PSII (Fv/Fm),

fluorescencia inicial (Fo) y fluorescencia maxima (Fm).

-Intercambio de gases: Las mediciones de fotosintesis neta (Pn) (umol CO2 m™
s1), transpiracion (E) (mmol H20 m* s71), conductancia estomatica (gs) (mol m~
s'1), y carbono interno (Ci) (umol mol?), se realizaron mediante un analizador de
gases portatil de sistema abierto, marca ADC modelo LCpro+, entre las 8:00 a.m.
y 11 a.m., las medidas se tomaron sin control de CO2z y con luz natural de 250 a
450 ymol/m?/s. En la misma hoja usada para la evaluacién de la fluorescencia de

la clorofila, se registraron dos mediciones por planta, las cuales se promediaron.
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También se calculé mediante la siguiente férmula el uso eficiente del agua (WUE
por sus siglas en ingles).

_Tasa de fotosintesis (PN)
Tasa de transpiracion (E)

WUE

-Pigmentos fotosintéticos: El contenido de pigmentos fotosintéticos (mg/g)
(Clorofila a, clorofila b, clorofila total (a+b) y carotenoides totales), se determin6
en las mismas hojas seleccionadas para la medicién de intercambio de gases y
fluorescencia de la clorofila, siguiendo la metodologia descrita por Melgarejo
(2010), previa modificacion (Informacién anexa 1) y basada en extracciones con
acetona al 80% previamente enfriada a -10°C. La absorbancia de los extractos se
determind con un espectrofotometro marca Perkin Elmer Lambda 25/35/45,
utilizando las siguientes longitudes de onda: 663 nm, 647 nm y 470 nm para Chl

a, Chl b y carotenoides respectivamente.

La concentracion de pigmentos fue calculada a partir de las siguientes
ecuaciones segun Lichtenthaler, (1987).

Ca = 12,25 Aes3-2.79 Aesa7

Cb = 21,5 Ags7-5.1 Asss

Ca+b=7,15 Assz+is7 Asaz
Cx + ¢ = 1000 As70-182 Ca — 85, 02 Cb/198

-Pérdida de electrolitos (PE): La pérdida de electrolitos se determiné en la
misma hoja usada para la evaluacion del contenido de pigmentos fotosintéticos,
de la cual se extrajeron, al momento del muestreo, tres discos de 1 cm de
didmetro, que fueron lavados con agua desionizada, para eliminar los electrolitos
adheridos a la superficie de la hoja. Los discos foliares fueron dispuestos en
tubos de reaccion tipo falcon de 15 mL conteniendo 3 mL de agua desionizada.
Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente (+/- 22°C) durante cinco
horas, después de este periodo de tiempo, los discos foliares fueron calentados
en bafio Maria a 80°C durante diez minutos. Se registro la conductividad eléctrica
mediante un conductimetro marcar Consort C5020 cada hora durante las cinco



horas de incubacién a temperatura ambiente y después de calentar a 80°C. La
pérdida de electrolitos se calcul6 usando la siguiente formula.

PE CEL 100
= *
CE2

*CE1: medicion realizada antes de calentar
*CEZ2: medicion realizada después de calentar

-Proteina total soluble: Para la extraccion de proteina total se utiliz6 una hoja
sana, completamente expandida y fotosintéticamente activa, la hoja colectada se
almacend en nevera a -80°C hasta su posterior analisis. La muestra colectada fue
macerada en nitrégeno liquido. La extraccion de proteina total se realizd
siguiendo el protocolo descrito por Bradford (1976) y la cuantificaciéon de la
coloracion en lector de microplacas marca BioTek EPOCH 2 a 595 nm. La
concentracion se expresé en mg/g de material fresco equivalente a una curva de

patron de BSA (albumin estandar bovine) de la marca Thermo Scientific.

-Contenido de cadmio y nutrientes en tejido vegetal: La determinacién del
contenido de Cd en tejido foliar y raices se realizé cinco (5) meses después del
establecimiento de los portainjertos en sustrato conteniendo suelo enriquecido
con Cd, y dos (2) y cuatro (4) meses después de la injertacion mediante
espectrofotometria de emision optica de plasma acoplado inductivamente (ICP
OES). La determinacion de elementos nutricionales se realizé en tejido foliar
cinco (5) meses después de establecimiento y dos (2) meses después de
injertaciéon, en el mismo niumero de muestras anteriormente descritas para Cd asi
el nitrégeno (N) fue cuantificado mediante técnica volumétrica, fosforo (P), azufre
(S) y boro (B) por técnica colorimétrica, potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg),
hierro (Fe), manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn) y sodio (Na) por técnica de
Espectroscopia de Absorciéon Atébmica (EAA). Las muestras colectadas fueron

secadas en horno a 60°C durante 72 horas,
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previamente rotuladas y fueron analizadas por el laboratorio de servicios
ambientales y agricolas AGRILAB. La tabla anexa 1 muestra las técnicas
utilizadas por AGRILAB para cada uno de los elementos cuantificados en las

muestras de tejido.

1.2.5 Injertacion

Una vez evaluadas las variables de respuesta de los portainjertos, ramas
portayemas de los cultivares comerciales de cacao ICS95 y CCN51, procedentes
del banco de germoplasma localizado en el C.I Palmira, fueron injertadas
mediante la técnica de pua terminal en los portainjertos de cacao evaluados y
conservados bajo condiciones de vivero (Figura 3) y (Tabla 2). Cuatro plantas por
unidad experimental fueron injertadas con ICS95 y las otras cuatro con
CCNb51(Figura 4). Dos (2) y cuatro (4) meses después de la injertacion (ddi), las

combinaciones copa X portainjerto fueron evaluadas a partir de las mismas

variables de crecimiento y parametros fisioldgicos indicados anteriormente.

Figura 3. Procedimiento de injertacion mediante la técnica de pua terminal. A.
Eliminacion de hojas del portainjerto a una altura aproximada de 40 cm desde la base del
tallo. B. Incision del tallo con navaja. C. Vareta portayemas preparada para injertacion. D.
Vareta portayemas injertada en el patrén. E. Injerto de cacao en pla terminal con cinta
de adhesién. F. Injerto de cacao cubierto con bolsa de plastico trasparente, necesaria
para contener humedad. G. Bolsa plastica con sujetador, necesaria para ayudar a
contener humedad en el injerto. H. Injerto pda terminal listo.



Tabla 2. Listado de tratamientos utilizados en la evaluacion de las combinaciones copa x
portainjerto

No. |Tratamiento*

IMC67 x PA121/1CS95

IMC67 x PA121 Cd/ICS95

IMC67 x PA121/CCN51

IMC67 x PA121 Cd/CCN51

PA121 x IMC67/1CS95

PA121 x IMC67 Cd/ICS95

PA121 x IMC67/CCN51

PA121 x IMC67 Cd/CCN51

OO N|O|OTA|WIN|F

IMC 67/1CS95

10| IMC67 Cd/ICS95

11 | IMC67/CCN51

12 | IMC67 Cd/CCN51

13| PA121/1ICS95

14 | PA121 Cd/ICS95

15| PA121/CCN51

16 | PA121 Cd/CCN51

*Los tratamientos son indicados asi: portainjerto / copa.

Repeticién |

= 0nZ0o

Repeticion Il

I G
C C
S N
& 5
5 1
G3

,

|

|

Repeticién IIl

125 —
‘

il c
e C
iIs N
o 5
:5 1

)
]

Repeticién IV

Tooo -],
[Fu=zoo

61 IMC67 x PA121
______ PA121 x IMC67

2 Plantas caca =
« Plantas cacao N ;
- Suelo enriquecido con Cd t G3 PA121 Emgenotipo
| IMcs7

E Suelo sin adicién de Cd

Figura 4. Representacion esquematica de las combinaciones copa x portainjerto utilizadas en el presente
estudio.



26 Efecto fisioldgico de la absorcién de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao
(Theobroma cacao L.).

1.2.6 Practicas agrondémicas

Durante el desarrollo del experimento se llevaron a cabo practicas agronémicas
gue incluyeron deshierbes manuales, aplicacion de insecticidas siguiendo
recomendacion de ficha técnica, tales como Engeo (Tiametoxam
+Lambdacihalotrina) o Lorsban (Clorpirifos) para el control de insectos
defoliadores, aplicacion de fertirriego segun indicaciones anteriores, aplicacion de
riego segun necesidad de la planta, manteniendo el sustrato a capacidad de

campo y monitoreo del estado fitosanitario.

1.2.7 Andlisis de datos

En primer lugar, se comprob6 el cumplimiento de supuesto de normalidad
mediante el método de Shapiro y Wilk. Una vez revisado el cumplimiento del
supuesto de normalidad de los residuos de las variables, los datos obtenidos,
tanto en el muestreo de portainjertos como en el de combinaciones copa x

portainjerto, fueron analizados mediante un Modelo Lineal mixto (MLM).

El procesamiento de los datos se realizé mediante el programa estadistico R

Studio version 3.6.3.



1.3 Resultados

Las tablas anexas 1, 2 y 3 muestran los resultados obtenidos del MLM para los
portainjertos y las combinaciones copa x portainjerto establecidas en dos

concentraciones contrastantes de Cd en suelo.

1.3.1 Acumulacién de cadmio

La acumulacién de Cd en raices de PA121 x IMC67 fue significativamente
(p<0.05) mayor que la observada en IMC67 e IMC67 x PA121 (Figura 5). No se
observaron diferencias significativas en la acumulacion de Cd en tejido foliar entre
los diferentes portainjertos sometidos a estrés por Cd en suelo. Las plantas de los
cuatro (4) portainjertos establecidos en suelo con adicion del metal pesado
acumularon la mayor cantidad de Cd en las hojas en su orden asi IMC67 x PA121
(54,28 %), IMC67 (52,6 %), PA121 x IMC67 (42,3%) y PA121 (33,8%), respecto a
la acumulacion de Cd en raices (Figura anexa 1).
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Figura 5. Acumulacién de cadmio en portainjertos de cacao cinco meses después de
establecidos en sustrato enriquecido con cadmio. A) Acumulacién de cadmio en raices. B)
Acumulacién de cadmio en tejido foliar. Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).

De acuerdo con los resultados obtenidos, dos (2) meses después de la injertacion
(ddi), se observé una menor acumulacion de Cd en tejido foliar de ICS95 injertado
sobre IMC67 obtenido de libre polinizacion (LP) (Figura 6A). Por otra parte, no se
observaron diferencias significativas en la acumulacion de Cd en las raices de

ninguno de los portainjertos sobre los cuales fue injertado ICS95 dos meses ddi
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(Figura 6C). Cuatro meses ddi, se observd una mayor acumulacion de Cd en
tejido foliar de ICS95 injertado sobre PA121 x IMC67 (Figura 6A). Ademas, la
acumulacion de Cd en los portainjertos IMC67 (LP) e IMC67 x PA121 fue menor a
de los otros dos portainjertos utilizados en el estudio cuando se injertaron con
ICS95 cuatro meses ddi (Figura 6C).

A diferencia de ICS95, dos meses ddi no se observaron diferencias significativas
en la acumulacién de Cd de CCN51 injertado sobre ninguno de los portainjertos
utilizados en el estudio (Figura 6B). Por otra parte, una mayor acumulacion de Cd
fue observada en el portainjerto PA121 x IMC67 dos meses ddi con
CCNb51(Figura 6D). Cuatro meses ddi, una mayor acumulacién de Cd fue
observada en tejido foliar de CCN51 injertado sobre IMC67 x PA121 y el
cruzamiento reciproco (Figura 6B). Esta vez no se observaron diferencias
significativas en la acumulacion de Cd entre los portainjertos injertados con
CCNb51 (Figura 6D).

ICS95 - CCN51

Y

Acumulacion de Cd en tejido foliar (mg kg!

Acumulacion de Cd en tejido foliar (mg kg™')

IMC67 PA121 IMCB7 x PA121 x
IMC67 PA121 IMCB7 x PA121 x
PA121 IMCB7 PA121 IMC6E7

04 ¢

I

50

70

60

A

40

40

30 4
30

20
20

N
Acumulacién de Cd en raices (mg kg™')

Acumulacion de Cd en raices (mg kg™')

IMC67 PA121 IMC&7 x PA121 x
IMC&7 PA121 IMC67 x PA121 x
PA121 IMC67 PA121 IMC67

BODos meses despues de injertacion ODos meses después de injertacion
B Cuatro meses después de injertacion OCuatro meses después de injertacion



Figura 6. Acumulacion de cadmio en combinaciones copa x portainjerto dos y cuatro meses
después de la injertacion. Barras azules corresponden a injertos con ICS95 como copa. Barras
verdes corresponden a injertos con CCN51 como copa. Barras de color uniforme corresponden a
la acumulacion de cadmio dos meses después de la injertacién. Barras con rayas diagonales
corresponden a la acumulacion de cadmio cuatro meses después de la injertacién. Los datos

corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).

La acumulacion de Cd en tejido foliar de CCN51, injertado sobre IMC67 LP, dos y
cuatro meses ddi, fue significativamente mayor que la observada en ICS95
injertado sobre el mismo portainjerto (Figura 7). Es de resaltar que en Colombia
uno de los portainjertos mas comunmente utilizados por los productores de cacao
es IMC67 LP. Una significativa mayor acumulacién de Cd en CCN51 fue también
observada cuatro meses ddi cuando se injertd sobre IMC67 x PA121. No se
observaron diferencias significativas en la acumulaciéon de Cd, entre los dos
cultivares utilizados como copa, cuando se injertaron sobre los otros portainjertos

utilizados en el estudio (Figura 7).
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Figura 7. Acumulacién de Cd en combinaciones copa x portainjerto dos y cuatro meses después
de la injertacion. Barras azules corresponden a injertos con ICS95 como copa. Barras verdes
corresponden a injertos con CCN51 como copa. Barras de color uniforme corresponden a la
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acumulacion de cadmio dos meses después de la injertacion. Barras con rayas diagonales
corresponden a la acumulacion de cadmio cuatro meses después de la injertacién. Los datos
corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).

Una vez mas se observd mayor acumulacion del metal pesado en el tejido foliar
de las dos copas injertadas sobre los cuatro portainjertos. Diferencias
significativas entre la acumulacion de Cd, entre los diferentes 6rganos, fueron
observada para cada combinacion, excepto para la copa ICS95 injertada con
PA121, tanto a los dos meses después de injertacion, como a los cuatro (Figuras

anexas 2y 3).

1.3.2Crecimiento

Una significativa disminucion en biomasa, en la longitud de parte aérea y en el
area foliar, fue observada cinco meses después del establecimiento de los
portainjertos en sustrato enriquecido con Cd. El peso fresco del tallo disminuyo
13.7%, 37.6%, 8.3% y 13.2% para IMC67 LP, PA121 LP, IMC67 x PA121 y
PA121 x IMCG67, respectivamente, comparado con los portainjertos establecidos
en suelo sin adicion de Cd (Figura 8A). Igualmente se observé una mayor
disminucién del peso seco de tallos (37.4%) y raices (19.5%) de PA121 LP
establecido en suelo enriquecido con Cd (Figura 8B y D). El peso fresco de hojas
se vio reducido significativamente en los portainjertos IMC67 (19%), PA121 (20%)
y PA121 x IMC67 (13%) (Figura 8C), respecto al control. En cuanto a la longitud
de la parte aérea, se observo una disminucion del 15.8%, 32%, 13.6% y 2.8%
para IMC67, PA121, IMC67 x PA121 y PA121 x IMCG67, respectivamente,
comparado con los portainjertos establecidos en suelo sin adicién de Cd (Figura
8E). Una disminucidn significativa del area foliar del 20,5%, 23,72% y 15,92% fue
observada para IMC67 LP, PA121 LP y PA121 x IMC67, respectivamente
comparado con los portainjertos establecidos en sustrato conteniendo suelo sin
adicion de Cd (Figura 8F).
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Figura 8. Crecimiento de cuatro familias de portainjertos establecidos en suelo bajo dos
concentraciones de cadmio. Barras blancas representan el crecimiento de los portainjertos
establecidos en sustrato conteniendo suelo sin adicion de cadmio. Barras grises representan el
crecimiento de los portainjertos establecidos en sustrato conteniendo suelo enriquecido con
cadmio. A) Peso fresco del tallo. B) Peso seco del tallo. C) Peso fresco de tejido foliar. D) Peso

seco de la raiz. E) Longitud de parte aérea. F) Area foliar. Los datos corresponden a promedios
de 8 plantas (+ SE).

Dos meses después de la injertacion, se observaron cambios significativos en la
biomasa de la raiz de las combinaciones copa x portainjerto que tenian como
copa tanto a CCN51 como a ICS95 (Figura 9). El peso fresco y seco de las raices
de PA121 injertado tanto con CCN51 como con ICS95 disminuyo
significativamente, es asi como una disminucion del peso fresco y seco de la raiz
correspondiente al 25.5% y al 24.6%, respectivamente, fue observada cuando

PA121 se injertd con ICS95 bajo condiciones de estrés por cadmio
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(Figura 9A y C), por otra parte, una disminucion del peso fresco y seco de la raiz
correspondiente al 35.13% y 36.15%, respectivamente, comparado con el control,
fue observada cuando PA121 fue injertado con CCN51 (Figura 9B y D).
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Figura 9. Crecimiento de combinaciones copa x portainjerto dos meses después de la injertacion.
Barras blancas representan el crecimiento de combinaciones copa x portainjerto establecidas en
sustrato conteniendo suelo sin adicion de cadmio. Barras azules corresponden a combinaciones
copa x portainjerto con ICS95 como copa establecidos en sustrato conteniendo suelo enriquecido
con cadmio. Barras verdes corresponden a combinaciones copa x portainjerto con CCN51 como
copa establecidos en sustrato conteniendo suelo enriquecido con cadmio. A) y B) Peso fresco de
raiz. C) y D) Peso seco de raiz. Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).

La disminucion en la biomasa de las raices se observd también cuatro meses
después de la injertacion con ICS95 (Figura 10 A y C). En el caso de las
combinaciones que tenian CCN51 como copa, cuatro meses después de la
injertacion, ademas de observar cambios significativos en el crecimiento del
portainjerto, también se observaron cambios en el crecimiento de la copa

comparados con el control. Es asi como se observé una disminucion significativa



en el area foliar (Figura anexa 4) y en el peso fresco y seco del tejido foliar de
CCNb51 injertado sobre todos los portainjertos utilizados en el estudio, excepto
cuando se injertd sobre PA121 x IMC67 (Figura 10 By D).
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Figura 10. Crecimiento de combinaciones copa x portainjerto cuatro meses después de la
injertacién. Barras blancas representan el crecimiento de combinaciones copa X injerto
establecidas en sustrato conteniendo suelo sin adiciéon de cadmio. Barras azules corresponden a
combinaciones con ICS95 como copa establecidos en suelo enriquecido con cadmio. Barras
verdes corresponden a combinaciones con CCN51 como copa establecidos en suelo enriquecido
con cadmio. A) Peso fresco de raiz, B) Peso fresco de hojas C) Peso seco de raices y D) Peso
seco de hojas. Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (= SE).

1.3.3Fluorescencia de la clorofila

No se observaron diferencias significativas en las variables asociadas a la
fluorescencia de la clorofila entre portainjertos establecidos en sustrato

conteniendo suelo con o sin adicion de Cd antes de la injertacion (Tabla anexa 1).

Dos meses después de la injertacidn, se observé una significativa disminucién en
Fm evaluada en ICS95 injertado sobre todos los portainjertos utilizados en el
estudio, excepto cuando se injertd en PA121 x IMC67 (Figura 11A). El efecto del
Cd sobre la Fm resulté en un cambio sobre la relacion Fv/Fm, es asi como una

significativa disminucion de Fv/Fmfue observada en ICS95 injertado en PA121 LP
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y en IMC67 x PA121 (Figura 11B). A diferencia de los anteriores, un incremento en
la relacion Fv/Fm fue observada en ICS95 injertado en PA121 x IMC67 dos meses
después de la injertacion (Figura 11B). Este incremento fue observado
nuevamente en la misma combinacion copa x portainjerto cuatro meses después
de la injertacion (Figura 11C). Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas en las variables de la fluorescencia de la clorofila de CCN51,
injertado sobre ninguno de los portainjertos utilizados en el estudio, dos o cuatro
meses después de la injertacion (Tablas anexa 2 y 3). Estos resultados sugieren
un mayor efecto del Cd sobre ICS95 a través del tiempo de exposicion al metal
pesado. Lo que pone en evidencia la sensibilidad de la copa ICS95 al metal

pesado a través del tiempo de exposicion.
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Figura 11. Fluorescencia de la clorofila evaluada en ICS95 injertada en cuatro familias de
portainjertos de cacao establecidos en sustrato conteniendo suelo con dos concentraciones
diferentes de Cd, bajo condiciones de invernadero. A) Fm dos meses después de la injertacion. B)
Fv/Fm dos meses después de la injertacion. C) Fv/Fm cuatro meses después de la injertacion. Las
barras blancas representan combinaciones copa X portainjerto establecidas en sustrato
conteniendo suelo sin adicion de Cd (0,43 mg.kg ). Las barras azules representan
combinaciones copa x portainjerto establecidas en sustrato conteniendo suelo enriquecido con Cd
(7,49 mg.kg 1). Los datos corresponden al promedio de 8 plantas + SE (n = 8).

1.3.4Intercambio de gases

En el presente estudio se observd una disminucion en la tasa de fotosintesis neta

(Pnyy en el uso eficiente del agua (WUE) en portainjertos establecidos en sustrato



conteniendo suelo con adicion de Cd antes de la injertacién. Una significativa
disminucién del 40.09% en Pn y del 40.6% en WUE fue observada en PA121 LP
comparado con el control (sustrato conteniendo suelo sin adicion de Cd) (Figura
12). No se observaron diferencias significativas en las variables de intercambio
gaseoso evaluadas en ICS95 o en CCN51, en ninguna de las combinaciones con
los portainjertos utilizados en este estudio, a los dos o a los cuatro meses

después de la injertacion (Tablas anexas 2y 3).
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Figura 12. Variables de Intercambio de gases evaluadas en portainjertos sometidos a dos
concentraciones diferentes de cadmio en suelo bajo condiciones de invernadero cinco meses
después del tratamiento con Cd. A) tasa fotosintética (Pn) y B) uso eficiente del agua (WUE). Las
barras blancas representan portainjertos establecidos en suelo sin adicion de Cd (0,43 mg kg ).
Las barras grises representan portainjertos establecidos en suelo enriquecido con Cd (7,49 mg kg
1), Los datos corresponden a promedio de 8 plantas + SE (n = 8).

1.3.5Pigmentos fotosintéticos

En el presente estudio, el cambio en el contenido de pigmentos cloroplasticos fue
un indicador del efecto téxico del Cd sobre los portainjertos. Un aumento
significativo en el contenido de Chl a se observé para las progenies de IMC 67 LP
y PA121 x IMC67, correspondiente a 42% y 28%, respectivamente, en
comparacion con el control (Figura 13A). En el caso de la Chl b se observo un
comportamiento similar en IMC67 y PA121 x IMC67, observandose un incremento

del 32% y 30%, en Chl b respectivamente, en comparacion con el control
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(Figura 13B). Como resultado de lo anterior, incrementos significativos en Chl
total (a + b) fueron observados para IMC 67 y PA121 x IMC67 correspondientes a
39% y 28% en comparacion con el control. Las otras progenies de portainjertos
mostraron disminuciones en el contenido de Chl total (a + b); sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas (Figura 13C). La concentracion de
carotenoides disminuy6 en todos los portainjertos sometidos a estrés por Cd,
excepto en IMC67 LP, en el cual, el contenido de carotenoides incrementd en

17% comparado con el control (Figura 13D).
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Figura 13. Concentracion de pigmentos fotosintéticos en portainjertos sin injertar sometidos a dos
concentraciones diferentes de Cd en suelo bajo condiciones de invernadero cinco meses después
tratamiento con Cd. A) Concentracion de clorofila a. B) Concentracion de clorofila b. C)
Concentracion de clorofila total. D) Concentracion de carotenoides. Las barras blancas
representan las plantas cultivadas en suelo sin adicién de Cd (0,43 mg kg?). Las barras grises
representan las plantas establecidas en suelo enriquecido con Cd (7,49 mg kg?). Los datos
corresponden a promedio de 8 plantas + SE (n = 8).

Diferencias significativas fueron observadas en ICS95 y CCN51, injertadas sobre
diferentes genotipos, para las variables Chl a, Chl b, Chl total (a+b) dos meses
ddi; sin embargo, estas diferencias fueron observadas tanto en plantas
establecidas en suelo enriquecido con Cd como en plantas que no fueron

sometidas a estrés por el metal pesado.



No se puede atribuir un efecto de la acumulacion de Cd en las copas evaluadas
para las variables Chl a, Chl b y Chl total, ya que las diferencias mencionadas, se
observaron tanto en las plantas establecidas en sustrato conteniendo suelo con
adicion de Cd, como en plantas establecidas en sustrato sin adicion del metal

pesado (Tabla anexa 2).

1.3.6Concentracion de elementos nutricionales

Diferencias en la concentracion de elementos nutricionales en tejido foliar
evaluada cinco meses después del establecimiento de las familias de
portainjertos en los tratamientos de Cd fueron observados para N, Zn, Na, B y Mn
(Tabla 3). Diferencias en la concentracion de P, K, Mg, Fe y Cu fueron también
observadas entre portainjertos; sin embargo, estas diferencias fueron observadas

a las dos concentraciones contrastantes de Cd.

La evaluacién realizada dos meses ddi mostré diferencias en las plantas
establecidas en suelo enriquecido con Cd y cuya copa era ICS95 para los
nutrientes N, K, Mg, Cu, Zn y Na. Cuando se analizé la concentracion de
nutrientes en las plantas cuya copa era CCN51 se evidencio que las diferencias
para N, K, Cu y B solo fueron en las combinaciones copa x portainjerto sometidas
a sustrato conteniendo suelo enriquecido con Cd, mientras que Mg presento
diferencias en ambas concentraciones contrastantes de Cd en suelo (Tabla 4).
Por otro lado, la concentracion foliar de P, Zn y Na mostré diferencia en la copa

CCNS51 solo cuanto esta crecia en sustrato conteniendo suelo sin adicion de Cd.



38 Efecto fisioldgico de la absorcién de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao
(Theobroma cacao L.).

Tabla 3. Concentracion de nutrientes minerales en el tejido foliar de portainjertos no
injertados cinco meses después del tratamiento con Cd. Letras minuUsculas diferentes
indican diferencias significativas en la concentracién de elementos minerales entre
portainjertos sometidos a una misma concentracion de Cd segun Duncan (p<0.005).
Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas en la concentracion de
elementos minerales para un mismo portainjerto sometido a dos concentraciones de Cd
en suelo segun Duncan (p<0,05). Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (+
SE).

Concentracion de Portainjertos

Cd en suelo IMC67 PA121 IMC67 X PA121 PA121 X IMC67
(mg.kg?) Macronutrientes
N (%)
0,43 2,08+0,05aA 2,09+0,05a A 2,2+0,03aA 2,14+0,08a A
7,49 1,99 +0,09ab A 1,93+0,07ab A 1,88+ 0,05b B 2,08+0,06a A
P (%)
0,43 0,13+0,00a A 0,13+0,00a A 0,12+0,00a A 0,10+0,00b A
7,49 0,12 +0,00 ab A 0,12+0,00a A 0,10+0,00b B 0,11 +£+0,00 ab A
K (%)
0,43 1,52+0,04a A 1,50+0,02aB 1,46 +0,04a A 1,33+0,02b B
7,49 1,57 +0,02b A 1,72+0,06a A 1,48 +0,02b A 1,56 +0,04b A
Ca (%)
0,43 1,03+0,05a A 1,02+0,03aA 1,06 £0,04a A 1,07 £0,06a A
7,49 0,98+0,03aA 1,01+0,04a A 1,07 +0,04a A 1,08 +0,02a A
Mg (%)
0,43 0,44+0,01aA 0,38+0,01b A 0,39+0,00bB 0,39+0,01b A
7,49 0,48+0,02aA 0,39+0,01bA 0,43+0,01ab A 0,39+0,01b A
Micronutrientes
Fe (mg kg)
0,43 209,75 +16,22a A 141,3+8,32cA 166,87 £9,67 bc A 177,62 £ 16,56 ab A
7,49 175,5+6,51aB 134,75+5,96 b A 171,87 +£4,17a A 182,5+6,31a A
Zn (mg kg?)
0,43 70,02+3,93aA 70,68+5,28aA 67,9+5,43aA 64,98 +3,31aA
7,49 68,01+3,18a A 52,4+3,69cB 59,03 +3,79 bc A 64,45+ 3,22 ab A
S (%)
0,43 0,19+0,00a A 0,19+0,00a A 0,19+0,00a A 0,18+0,00a A
7,49 0,18 +0,00a A 0,19+0,00a A 0,17+0,01aA 0,19+0,00a A
Na (mg kg*)
0,43 152,37 +8,79aB 142,75 + 10,06 a A 149,5+7,43a A 151+9,05a A
7,49 177,62 £9,58a A 147,62 £+ 6,00 b A 150,75+8,87b A 167,12 +6,51a A
Cu (mg kg?)
0,43 11,96 + 0,83 ab A 12,45+0,75a A 11,87 £+ 0,56 ab A 10,78 +0,42b A
7,49 10,30+ 0,65 b A 11,68 £+ 0,68 a A 9,41+0,29b B 10,04 £+ 0,66 b A
B (mg kg)
0,43 58,41+4,16 a A 54,97 £6,14a A 53,4+2,35aA 56,83+5,45a A
7,49 67,77 +7,73aA 48,73 +2,26 b A 56,87 £2,20ab A 53,42+2,30bA
Mn (mg kg?)
0,43 647,37 £+45,87 a A 639,12+21,93aA 713,5+24,28a A 707,12 +44,74a A
7,49 489,12 +19,35b B 568,87 +22,93aB 559,87 +32,03aB 625,37 +22,13a A



Tabla 4. Concentracion de nutrientes minerales en tejido foliar de clones de cacao dos meses
después de la injertacion en cuatro portainjertos. Diferentes letras mindsculas indican diferencias
significativas en la concentracion de elementos minerales en el tejido foliar de ICS95 o CCN51
injertados en portainjertos establecidos en la misma concentracién Cd en suelo segin Duncan (P
<0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas en la concentracion de
elementos minerales de ICS95 o CCN51 sometidos a dos concentraciones de cadmio en suelo
segln Duncan (p<0,05). Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).

Portainjertos

Copa

Concentracién de
Cd en suelo (mg

k) IMmCe67 PA121 IMC67 X PA121 PA121 X IMC67
Macronutrientes t
N (%)
0,43 1,95+0,06a A 1,95+0,14a A 1,92+0,11a A 1,83 +0,12a A
16593 7,49 1,54 +0,06 b B 1,59+0,07b B 1,50+ 0,10 b B 1,81 +0,05a A
0,43 2,09+0,11a A 2,07+0,12a A 2,04 +0,09 a A 1,89+0,13a A
const 7,49 1,67 + 0,05 bc B 1,73 +0,10ab B 1,52+0,09cB 1,90+ 0,08 a A
P (%)
0,43 0,18+ 0,01a A 0,18+ 0,01a A 0,17+0,01a A 0,17 +0,02a A
16593 7,49 0,14+0,01aB 0,17+0,01a A 0,14+0,01aB 0,14+0,01a A
0,43 0,20+0,01a A 0,17+0,01 b A 0,19+0,01ab A 0,17+ 0,01 b A
censt 7,49 0,18 +0,01aA 0,16 +0,01ab A 0,15+0,01bB 0,16 + 0,01 ab A
K (%)
0,43 1,76 £ 0,06 a A 1,70+ 0,08 a B 1,74 £0,09 a A 1,74 +0,10a A
16593 7,49 1,76 £+ 0,06 b A 2,07 +£0,10a A 1,83+0,08b A 1,78+ 0,07 b A
0,43 1,83 +0,06a A 1,68 +0,08b B 1,84 +0,08a A 1,77 £+0,05 ab A
const 7,49 1,72+0,09 b A 1,91 +0,09a A 1,97 +0,08a A 1,86 +0,08a A
Ca (%)
0,43 0,68+0,03aB 0,76 £0,05a B 0,69+0,05aB 0,73+0,05aB
16598 7,49 0,83+0,08a A 0,89+0,04a A 0,91+0,05a A 0,88 +0,06a A
0,43 0,70+0,03aB 0,80+0,06a A 0,68 +0,05aB 0,78 0,06 a A
const 7,49 0,92+0,07a A 0,90+0,06a A 0,98+ 0,09a A 0,79+*0,05a A
Mg (%)
0,43 0,53+0,03aB 0,49+0,04aB 0,50+0,03aB 0,52+0,03aA
16593 7,49 0,71+0,04a A 0,60+0,02b A 0,70+0,02a A 0,61 +0,04 ab A
0,43 0,54+0,02aB 0,48 +0,02b B 0,52+0,03abB 0,57+0,03a A
CCN51

7,49

0,75+0,04a A

0,61 +0,03bA

0,76+ 0,05a A

0,57+0,03b A
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Continuacioén

Copa

1CS95

CCN51

1CS95

CCN51

1CS95

CCN51

1ICS95

CCN51

1CS95

CCN51

1CS95

CCN51

1CS95

CCN51

Efecto fisioldgico de la absorcién de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao

Concentracién de
Cd en suelo (mg
kg?)

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43
7,49

0,43

7,49

77,04 £5,52aA
87,68 +4,30a A

88,35+7,33aA
91,16 £5,89a A

0,23+0,01aA
0,23+0,01aA

0,23+0,01aA
0,24+0,01a A

115,60 £5,31a A
113,10 £5,76 b A

114,99 + 7,45 ab A
107,49 £ 6,06 ab A

11,89+0,63aA
8,12+0,40b 8B

13,31+0,76 a A
9,98+ 0,71 bc B

40,79 +4,21aA
44,66 +6,99a A

44,85 + 4,28 ab A
48,74 + 4,24 ab A

486,75 +41,66 a A
482,00 +57,38a A

516,50 + 32,28 a A
527,50 + 70,39 a A

65,14+ 3,32b A

63,73 +6,02ab A

69,23+1,65bA

66,45 +1,88a A

Micronutrientes

Fe (mg kg-1)
91,38+9,09a A
103,85 +10,94a A

100,21 +9,12a A
97,81+9,51a A

S (%)
0,23+0,001aA
0,23+0,01aA

0,21+0,004aB
0,23+0,01aA
Na (mg kg™*)
115,00 +9,01a A
125,63 + 6,58 ab A

93,71+5,89cA
102,49 6,55 b A
Cu (mg kg?)
13,89+0,91aA
11,84+0,80a A

11,57+0,82aA
13,18+ 1,32aA
B (mg kg™)
45,50+ 5,03a A
37,61+3,85aA

40,60 +4,58 b A
39,10+5,87bA
Mn (mg kg)
489,00 +35,51a A
483,00 +24,03a A

594,63 + 50,32 a A
504,50 + 19,57 a B

Zn (mg kg™)
73,35+4,79 ab A

48,93 +4,38bB

65,88 +2,76 b A

52,63+3,46a8B

76,85+ 6,67 a B
106,45 £ 9,152 A

88,19+6,00a B
104,99 +4,53a A

0,22+0,01aB
0,24+0,01aA

0,22+0,01aA
0,23+0,01aA

121,86 +12,96 a A
134,38 £9,56a A

131,25+10,17a A
129,99 +9,78a A

12,11+0,98a A
9,23+1,20ab B

13,23+0,78a A
8,38+ 0,66 c B

49,30+7,32aA
44,90+4,65a A

53,41+5,48aA
59,34+6,73aA

487,88 + 46,26 a A
563,50+ 72,51aA

561,50 + 46,90 a A
626,25 + 49,85 a A

68,23+3,34b A
68,24 +3,65aA

69,14 +£3,15b A

66,49 +7,61aA

(Theobroma cacao L.).

79,23+5,45a A
90,88 +9,93a A

101,18 £8,87a A
93,53+12,35aA

0,23+0,01aA
0,23+0,0aA

0,22+0,01aA
0,22 +0,004a A

103,11+6,95a A
107,46 £ 6,76 b A

112,5+6,88b A
109,98 + 7,80 ab A

12,38 +1,11aA
10,45+ 1,12 ab A

11,50+0,79a A
12,39+0,79 ab A

47,18+ 7,44a A
45,91+6,23aA

42,18 £5,86 ab A
43,73+5,23b A

541,75 +53,29a A
621,38+78,10a A

576,63 57,53 a A
590,88 + 87,93 a A

82,81+6,61aA
72,43+6,59a A

79,28 £4,68a A

66,15+4,21aA




1.3.7 Pérdida de electrolitos

La pérdida de electrolitos fue significativamente diferente entre los portainjertos
evaluados en suelo enriquecido con Cd cinco meses después de establecimiento
experimental (Figura 14). Un incremento significativo del 24.7% y 30.6% en
pérdida de electrolitos fue observado en IMC67 LP y PA121 LP establecidos en
sustrato conteniendo suelo con adicion de Cd. Contrario a lo anterior, no se
observaron diferencias significativas en pérdida de electrolitos ni para ICS95 ni

para CCN51 injertadas en portainjertos sometidos a estrés por Cd dos meses ddi.
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Figura 14. Pérdida de electrolitos en portainjertos sometidos a dos concentraciones
diferentes de cadmio en suelo bajo condiciones de invernadero cinco meses después del
tratamiento con Cd. Las barras blancas representan portainjertos establecidos en suelo sin
adicion de cadmio (0,43 mg.kg ). Las barras grises representan portainjertos establecidos en
suelo enriquecido con Cd (7,49 mg.kg -1). Los datos corresponden a promedios de 8 plantas
(= SE).

1.3.8 Proteina total soluble.

La concentracion de proteina total soluble en las hojas de los portainjertos
evaluados 5 meses después del establecimiento experimental, mostré diferencias
significativas cuando las plantas fueron sometidas a suelo enriquecido con Cd
(Figura 15 A).

Dos meses después de la injertacion, una disminucion significativa en el

contenido de proteina total soluble del 39.5% y el 38.5% fue observada en ICS95
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injertado en IMC67 LP e IMC67 x PA121, respectivamente, comparado con el
control (sustrato con suelo sin adicion de Cd) (Figura 15B). Dos meses después
de la injertacion, también se observd una disminucion significativa del 31% en
CCN51 injertado en IMC67 LP comparado con el control (Figura 15C). Sin
embargo, las diferencias encontradas en la copa CCN51, injertada sobre las
cuatro familias de portainjertos, fueron observadas en ambas concentraciones de

Cd en suelo, lo que una vez mas no puede asociarse directamente a un efecto del
Cd en las plantas (Figura 15C).
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Figura 15. Contenido de proteina total soluble en tejido foliar de portainjertos y combinaciones
copa x portainjertos sometidos a dos concentraciones diferentes de cadmio en suelo bajo
condiciones de invernadero. A) Contenido de proteina en el tejido foliar de portainjertos sin injertar
cinco meses después del tratamiento con Cd. B) Contenido de proteina en el tejido foliar de ICS95
dos meses después de la injertacion en cuatro portainjertos diferentes. C) Contenido de proteina
en el tejido foliar de CCN51 dos meses después de la injertacion en cuatro portainjertos
diferentes. Las barras blancas representan portainjerto o combinaciones copa x portainjertos
establecidos en suelo sin adiciébn de cadmio (0,43 mg kg -1). Las barras grises representan
portainjertos establecidos en suelo enriquecido con cadmio (7,49 mg kg ). Las barras azules
representan ICS95 injertado sobre portainjertos establecidos en suelo enriquecido con cadmio
(7,49 mg kg 1). Las barras verdes representan CCN51 injertado sobre portainjertos establecidos

en suelo enriquecido con cadmio (7,49 mg kg -1). Los datos corresponden a promedios de 8
plantas (x SE).



1.4 Discusioén

El presente estudio permitio evaluar el efecto del Cd sobre el crecimiento y
parametros fisiolégicos de portainjertos de cacao ampliamente cultivados en
Colombia, ademas del efecto sobre combinaciones copa x portainjerto comun en
el pais. Los resultados contribuyen al conocimiento del efecto que genera la
absorcion y acumulacion de Cd en portainjertos y combinaciones copa x
portainjerto de cacao utilizando genotipos ampliamente cultivados en el pais. Una
mayor acumulacion de Cd en tejido foliar fue observada, sugiriendo una eficiente
traslocacion del metal pesado a los 6rganos aéreos de la planta. La mayor
acumulacion de metales pesados en partes aéreas es una caracteristica de
plantas tolerantes al metal pesado (Sterckeman & Thomine, 2020),mientras que
retencion de metales pesados en las raices sugiere intolerancia a elementos
toxicos por parte de las plantas (Choppala et al., 2014). La traslocacion de esos
elementos desde la raiz a la parte aérea ha evolucionado de manera mas
eficiente en plantas hiperacumuladoras (Verbruggen et al., 2009 & Reichman,
2002). En estudios realizados en cacao, bajo condiciones de vivero, se encontrd
un patron similar de acumulacion de Cd al observado en el presente estudio
(Sandoval 2019). Es asi como, Jacome (2017) cuando evalué en vivero la
acumulacion de Cd en el portainjerto IMC67, establecido en suelo enriquecido
con Cd y con adicion de hongos formadores de micorrizas, observd mayor
acumulaciéon de Cd en la parte aérea. Por el contrario, Pereira de Araujo et al.,
(2017), no observaron diferencias en la acumulacion de Cd entre diferentes

organos de plantas jovenes de CCN51.

1.4.1 Crecimiento

Un efecto del metal pesado sobre el crecimiento de las plantas de cacao
establecidas en sustrato conteniendo suelo con adicion de Cd fue observado,
tanto en los portainjertos como en las combinaciones copa x portainjerto, los

cuales redujeron significativamente el
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crecimiento de sus 6érganos. Variables como area foliar mostraron una
disminucion significativa como resultado del efecto toxico del Cd. Resultados
similares fueron encontrados en Brassica oleracea L. (Jinadasa et al., 2016),
cacao (Sandoval, 2019) y Prunus dulcis (Nada et al., 2007). La biomasa radical
también se vio significativamente reducida en las plantas establecidas en suelo
enriquecido con Cd. Estos resultados son similares a otros estudios en los que la
biomasa de raices se vio reducida al someter las plantas a estrés por Cd, tanto en
condiciones hidroponicas como medios de cultivo en suelo (Jacome, 2017; Huang
et al.,, 2015; Nada et al., 2007 & Liu et al., 2020). Cabe destacar que algunas
investigaciones han observado efectos adversos en el crecimiento de las plantas
sometidas a estrés por Cd Unicamente en concentraciones altas del metal
pesado. Jacome, (2017) solo evidencio diferencias significativas en el peso seco
de raiz, tallo y hojas de plantulas de IMC67, evaluadas en vivero, cuando estas
crecian en las concentraciones mas altas de Cd: 12 y 24 mg.kg* suelo.

Las reducciones en el crecimiento de las plantas, debido a la acumulacién del
metal pesado, en los diferentes 6rganos, pueden estar asociadas con aumentos
en las actividades de las especies reactivas del oxigeno (ROS), ya que estas
ocasionan dafios irreversibles en varias biomoléculas e impiden el normal
desarrollo vegetal (Gill & Tuteja, 2010). Los iones libres de Cd?* no participan en
proceso redox, como si lo hacen otros metales, como el Fe?* y Cu?". Sin
embargo, si pueden actuar como generadores de ROS, al reducir el contenido de
glutation, necesario para la produccién de fitoquelatinas, disminuyendo asi la
magquinaria antioxidante de las células (Rodriguez et al., 2009 & Pinto et al.,
2003).

1.4.2 Fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia de la clorofila ha sido utilizada como un indicativo de estrés en
las plantas (Baker, 2008). El valor Fv/Fm se asocia al rendimiento cuéntico de PSII

en las plantas y se relaciona con el potencial de transporte de electrones que



tiene el aparato fotosintético (Gonzélez et al., 2008). En el presente estudio, no se
observaron diferencias, en las variables asociadas a la fluorescencia de la
clorofila, para los portainjertos evaluados, las diferencias encontradas solo fueron
observadas en ICS95 evaluada dos y cuatro meses ddi. La medicion directa de la
fluorescencia de la clorofila brinda informacién sobre los procesos fotoquimicos
ocurridos durante la etapa de fotoabsorcion (Azcon & Talon, 2008) debido a que
varios estreses, incluido la presencia de metales pesados, pueden alterar la
optima funcionalidad en la cadena de transporte de electrones. El Cd puede influir
en la cadena de transporte de electrones del PSII, especialmente en el sistema
multiproteico, ya sea en el lado donador o aceptor de electrones reemplazando
elementos importantes como el Mn, Ca y CI (Novakova et al., 2004) ya que
compite con otros elementos en los canales de entrada y proteinas trasportadoras
en la célula (Clemens et al., 2002). Cambios significativos en las variables
asociadas a la fluorescencia de la clorofila también han sido observados en
Taxodium (Ma et al., 2018), Abelmoschus esculentus (Sharma et al., 2010) y
Populus (Jiao et al., 2015) lo que sugiere efectos del Cd en los procesos
fotoquimicos. En cacao, Pereira de Araujo et al., (2017) observaron diferencias
significativas en todas las variables de fluorescencia evaluadas; sin embargo,
para los valores de Fm las diferencias encontradas solo fueron observadas con el
tiempo de exposicion del metal pesado, sugiriendo que la exposicién prolongada
al Cd afect6 aun mas el PSII. La concentracion de Cd en suelo también juega un
papel importante en las respuestas de las plantas al metal pesado. En los
estudios conducidos por Sandoval, (2019) y Jacome, (2017) Unicamente las
concentraciones altas del metal pesado en suelo evidenciaron dafios del aparato

fotosintético.

1.4.3 Intercambio de gases

Los resultados del presente estudio mostraron diferencias significativas en los
valores de Pn de los cuatro portainjertos establecidos en suelo con adicion de Cd.

Esto concuerda con lo observado en plantas de fresa (Martinez, 2014), cacao
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(Pereira de Araujo et al., 2017), Abelmoschus esculentus (Sharma et al., 2010)
arroz (He et al., 2008) y trigo (Paunov et al., 2018). Segun lo informado por Fuhrer
(1982) los efectos nocivos del Cd se pueden observar en los procesos de
carboxilacion de la fotosintesis, principalmente cuando altera la funcionalidad de
las enzimas, por medio de las reacciones en sus grupos tiol, entre ellas la
RuBisCo y la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC). Los iones libres de Cd?*
pueden dafar la estructura nativa de la RuBisCo al sustituir los iones de Mg, que
sirven como cofactores en las reacciones de carboxilacion (Novakova et al.,
2004). Sin embargo, en las evaluaciones realizadas en ICS95 y CCN51, no se
evidenci6 un cambio significativo en ninguna de las variables de intercambio
gaseoso en combinaciones copa X portainjerto establecidas en sustrato
conteniendo suelo con adicion de Cd. Plantas de lechuga sometidas a 1uM Cd en
cultivo hidroponico mostraron valores de Pn, gs Yy E similares al control; sin
embargo, incrementos en el contenido de Cd, superiores a 10 uM Cd, resultaron

en una disminucion de estos valores (Dias et al., 2013).

1.4.4 Pigmentos fotosintéticos

La concentracion de pigmentos fotosintéticos fue otro indicador de estrés por
parte de las plantas expuestas al metal pesado. Un efecto del Cd sobre el
contenido de pigmentos cloroplasticos ha sido observado en Phragmites australis
(Pietrini et al., 2003) algodon (Farooq et al., 2016) Helianthus annuus (Saidi et al.,
2014), fresa (Martinez, 2014) y lechuga (Dias et al., 2013). Los resultados del
presente estudio mostraron solo aumentos significativos en el contenido de
clorofila en los portainjertos sometidos a suelo enriquecido con Cd antes de
injertar, si bien en las combinaciones copa x portainjerto también hubo diferencias
significativas, estas no pueden asociarse directamente al efecto del metal pesado,
ya que como se menciond anteriormente, esas diferencias fueron también
observadas en combinaciones establecidas en suelo sin adicion de Cd. Un
incremento en el contenido de clorofilas durante los primeros dias de estrés por el

metal pesado, seguido por una significativa disminucién a medida que el tiempo



de exposicion al Cd aumento ha sido observado en Populus (Jiao et al., 2015; Ge
et al., 2015). Resultados contrastantes fueron observados en un estudio
conducido por Pereira de Araujo et al., (2017) quienes encontraron disminuciones
significativas en el contenido de pigmentos fotosintéticos de plantas jovenes de
cacao, CCN51, sometidas a estrés por Cd en suelo. Efectos toxicos del Cd
pueden variar segun las especies e incluso dentro de variedades de la misma

especie (Rodriguez et al., 2008).

El Cd puede distorsionar la ultraestructura de la clorofila, tanto en su composicion
como en su produccién. En el presente estudio solo se observé aumentos
significativos de pigmentos fotosintéticos en portainjertos, seguido de una
disminuciébn en combinaciones copa x portainjerto en ambas concentraciones
contrastante de Cd en suelo. Se puede considerar que segun lo observado por
Parmar et al., (2013), el metal pesado puedo generar disminucién en el nUmero
de cloroplastos y en el contenido de almidén de la organela, ademas, de alterar el
apilamiento de las granas, esta ausencia o perturbacion de los cloroplastos
ocasiona disminucién en los complejos captadores de luz, como lo son las Chlay
b. Por otro lado, la sintesis de pigmentos en hojas nuevas y su degradacion en
hojas viejas, puede también ser una consecuencia toxica de la presencia del
metal pesado en las células. ElI aminolevulinato (ALA) es un compuesto
encargado de producir los pigmentos fotosintéticos, el Cd puede inhibir la sintesis
de ALA en los sitios celulares de disponibilidad del glutamato y perturbar en el
grupo sulfhidrico de la enzima &-aminolevulinico deshidratasa acida (Mysliwa-
Kurdziel & Strzatka, 2002) y en la porfobilinbgeno deaminasa (Skrebsky et al.,
2008). Ademas, que al disminuir la absorcion de Mn, Fe y Mg, y aumentar la
concentracion de Cd celular, este interfiere en la insercion del Mg en
protoporfirigeno o puede causar sustitucién del Mg y destruccion de la molécula
de clorofila (Gillet et al., 2006).
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1.4.5 Concentracion de elementos nutricionales

La presencia de Cd en el suelo puede alterar la absorciéon y acumulacion de
nutrientes minerales en las plantas (Liu et al., 2003; Nazar et al., 2012; Pereira de
Araujo et al., 2017; Carvalho, et al., 2012; Li et al., 2016; Metwally et al., 2005; Zhi
et al., 2015; Nedjimi & Daoud, 2009). En el presente estudio se observé diferencia
significativa en la acumulacion N, K, Mg, Mn, Cu, Zn, B y Na. En un estudio
conducido por Pereira de Aradjo et al, (2017) se observaron cambios
significativos en la concentracion foliar de N, P, Ca, Mg, Fe y Mn de plantas
jovenes de CCN51 sometidas a suelo con 0.05 g. Cd kgt y 0.1 g. Cd kg*
respecto al control. Estos mismos autores no evidenciaron cambios en la
acumulacion en tejido foliar de Cu y Zn. Los resultados de este estudio mostraron
disminuciones en la concentracion de Mn de los portainjertos sometidos a suelo
enriquecido con Cd comparados con el control. En contrastaste, Ramos et al.,
(2002) informaron aumentos en la absorcion y translocacion de Mn en brotes de
plantas de lechuga (Lactuca sp.) con aumentos en la concentracion de Cd,
mientras que Liu et al., (2011), reportaron disminuciones leves en la
concentracion de Mn como resultado del incremento en el contenido de Cd en
hojas de Lonicera japonica, indicando que ocurre interaccion durante la absorciéon
y translocacién entre Cd y Mn. Por otra parte, se ha reportado que el Cd compite
con el Ca en sitios de intercambio catiénico en suelo y en canales de entrada a la
planta (Perfus et al., 2002). Si bien hay otros estudios que corroboran una posible
competencia de esos dos elementos, en el presente estudio no se puede afirmar

un efecto en la absorcién de Ca causado por la presencia de Cd en suelo.

1.4.6 Pérdida de electrolitos

En este estudio se observo un incremento en la pérdida de electrolitos en las
plantas establecidas en suelo enriquecido con Cd. Un incremento en la pérdida
de electrolitos ha sido también observado en fresa (Martinez, 2014), Vicia faba
(Ahmad et al., 2017) y Brassica juncea (Mobin & Khan, 2007) a causa de la
exposicion de las plantas al Cd. El incremento en el porcentaje de pérdida de



electrolitos por parte de las plantas es un indicativo de una posible ruptura de la
membrana plasmatica, como consecuencia de la peroxidacién de lipidos causada
por las ROS en las células (Gill & Tuteja, 2010), alteraciones en los lipidos de
membrana y su grado de saturacion o inhibicién de la H+ATPasa que producen
un cambio en la fluidez de la membrana plasméatica y modifican sus estabilidad
(Astolfi et al., 2003).

1.4.7 Proteina total soluble

Los resultados mostraron diferencias significativas en la concentracion de
proteina total soluble en los portainjertos evaluados en suelo con adiciéon de Cd,
mientras que en las combinaciones copa x portainjerto solo se presentaron
diferencias significativas en ICS95. La proteina total es un indicador importante de
cambios en el metabolismo de las plantas causados por una variedad de estreses
(Singh & Tewari, 2003). Cambios significativos en la concentracion de proteina
total han sido reportados en varias especies de plantas expuestas a estrés por
Cd, tanto en experimentos utilizando suelo como medio de cultivo como bajo
condiciones hidropoénicas (Martinez, 2014; Jiao et al., 2015; Pena et al., 2006 &
Zhang et al., 2009). Una reduccion en la concentracion de proteina causada por
el Cd puede estar relacionada con la inhibicibn de la sintesis de enzimas
involucradas en los procesos fotosintéticos (Krantev et al., 2008 & Wang et al.,
2009). Mientras que un aumento podria deberse a la sintesis de enzimas
relacionados con los mecanismos antioxidantes, para contrarrestar el efecto de
las ROS (Leodn et al., 2002 & Gill & Tuteja, 2010). El estrés oxidativo causado por
la presencia de Cd en el metabolismo aumenta la produccién de ROS afectando
la integridad de algunas biomoléculas, incluidas las proteinas (Gill & Tuteja,
2010). Asimismo, mayores actividades de enzimas proteasas, pueden ser la
causa de la disminucion del contenido de proteina total, estas inducidas por la
modificacion oxidativa que se genera como consecuencia de la presencia de Cd,

convirtiéndose en el sustrato ideal para las proteasas (Sandalio et al., 2001).
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1.4.8 Interaccion copa x portainjerto

La utilizacion de genotipos con baja acumulacion de Cd es una alternativa para
disminuir los efectos toxicos del metal pesado en las plantas, tanto en
portainjertos como en combinaciones copa x portainjerto (Savvas et al., 2010 &
Lin et al., 2016). En el presente estudio se encontr6 menor acumulacién de Cd en
la copa ICS95 injertada sobre el portainjerto IMC67 y comparada con CCN51
injertada sobre el mismo portainjerto. Investigaciones recientes, en diferentes
especies, han observado que algunos portainjertos pueden restringir la absorcion
de metales pesados hacia la copa (Arao et al., 2008; Rouphael et al., 2008; Mori
et al., 2009). En el estudio conducido por Arao et al., (2008) se encontr6 menor
acumulacién de Cd en frutos, hojas y tallos de berenjena injertada sobre Solanum
torvum, comparada con la acumulacion de Cd de plantas injertadas sobre
Solanum melongena y Solanum integrifolium. Una posible relacion entre la
acumulacion de Cd entre la copa y el portainjerto podria resultar en avances
significativos para mitigar la toxicidad del metal pesado en las plantas. El injerto
no solo funciona para propagar las plantas, sino que también ayuda a
contrarrestar los efectos causados por condiciones adversas, como la

acumulacion de Cd (Savvas et al., 2010).



1.5 Conclusiones

e EI Cd genera efectos toxicos en la fisiologia de las plantas como
disminucién en la biomasa de hojas, raices y area foliar, alteracién en la
concentracion de pigmentos fotosintéticos, disminucién en las tasas de
fotosintesis y uso eficiente del agua, alteraciones en la concentracion de
nutrientes minerales, disminucién en la concentracion de proteina total
soluble y aumento en la perdida de electrolitos.

e La presencia de cadmio en el suelo generd un efecto diferencial sobre los
parametros evaluados, tanto en los portainjertos como en las
combinaciones copa x portainjerto utilizadas en el estudio.

e Diferencias en los resultados obtenidos en la evaluacion realizada a los
portainjertos sin injertar con los observados después de la injertacién
pueden atribuirse a tiempos de exposicion del metal pesado y a la relacion
gue existe entre la copa y el portainjerto.

e La acumulacién de Cd en la planta parece estar determinada por la
combinacién copa x portainjerto

e Este estudio puede contribuir, en los programas de mejoramiento genético,

a la seleccion de genotipos que acumulen menos cadmio.

1.6 Recomendaciones

e Se recomienda seguir con el estudio del efecto de la acumulacion de
cadmio en plantaciones adultas de cacao.

e Se recomienda realizar investigaciones que conduzcan a establecer los
mecanismos de absorcion y acumulacion de cadmio por parte de las
plantas de cacao, ya que la informacién obtenida, hasta el momento, es
escasa. Si bien se postulé al cacao como una especie hiperacumuladora
del metal pesado, es necesario establecer estudios sobre los mecanismos
de absorcion, traslocacién, trasporte, almacenamiento y detoxificacion de

metales pesados por parte de plantas de cacao.
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Es recomendable estudiar la acumulacién de Cd en combinaciones copa x
portainjerto utilizando un mayor numero tanto de copas como de

portainjertos.
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A. Tablas anexas

Tabla anexa 1. Técnicas de andlisis quimico de material vegetal mas metales pesados

ANALISIS QUIMICO DE MATERIAL VEGETAL MAS METALES PESADOS
Variable Expresion | Unidad Extractante/Técnica/Referencia
ISigla

Nitrégeno N % Micro-Kjeldahl / Violumétrico / NTC 370

Organico

Fosforo P % MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / Colorimétrico / NTC
234

Potasio K % MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA / P.AP.

Calcio Ca % MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA | P.AP.

Magnesio Mg % MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA / P.AP.

Azufre S % MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / Colorimétrico / NTC
1154

Hierro Fe mg.kg' | MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA | P.AP.

Manganeso Mn mg.kg"' | MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA / P.AP.

Cobre Cu mg.kg' | MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA /| P.AP.

Zinc Zn mg.kg"' | MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA /| P.AP.

Boro B mg.kg' | MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / Colorimétrico / NTC
1860

Sodio Na mg.kg® | MVH Ac. Nitrico:Ac. Perclérico / EAA/ P.AP.

Cadmio cd mg.kg' | EAM HNO3. H202 Hansen / ICP OES / EPA 6010D

Espectroscopia de Absorcion Atomica/EAA. Espectroscopia de Emision Atomica/EEA. Especiroscopia de Plasma
Acopladof EPA. Mineralizacion Via HimedaMVH.



66 Efecto fisioldgico de la absorcién de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao
(Theobroma cacao L.).

Tabla anexa 2. Analisis del modelo lineal mixto realizado a los portainjertos de cacao cinco meses
después de establecimiento en suelo con adiciéon de cadmio. Los valores de F son datos arrojados
por la prueba de Fisher, los valores de p corresponden a la significancia de los residuos para cada
variable y los valores de cada portainjerto en cada variable corresponden al intercepto con IMC67.
Significancia del (p<0,05).

Suelo con adicién de Cd Suelo sin adicion de Cd
Tipo de .

variable Variables F p IMC67 PA121 IMCE7 x PA121 x F p IMC67 PA121 IMCE7 x PA121 x
PA121 IMC67 PA121 IMC67
- Cd en tejido foliar 1.80 0.174 85.20 -6.71 2.05 18.54 10.58 0.635 0.86 0.02 -0.16 -0.30
© Cd en raices 335 0.035 40.36 11.59 -0.39 1948 (0.27 0.848 071 007 -0.16 -0.08
N 196 0.146 2.00 -0.06 -0.12 0.09 |[0.81 0.499 2.09 0.01 0.12 0.05
P 243 0089 012 001 -0.01  -0.01 (5.06 0.007 0.13 0.00 -0.01  -0.02
K 556 0.005 157 015 -009  -0.01 |480 0009 152 :0.01 -0.06 -0.19
Ca 1.36 0.276 0.99 0.03 0.08 0.09 |0.19 0.903 1.04 -0.01 0.03 0.04
] Mg 533 0.006 048 -0.08 -0.04 -0.08 (6.06 0.003 0.45 :0.06 :-0.05 -0.06
g S 1.64 0.206 0.18 0.01 -0.01 0.01 |0.64 0599 0.19 0.00 0.00 -0.01
£ Fe 17.05 0.000 17550 -40.75 -3.63 7.00 |6.02 0.003 209.75 -68.45 -42.88 -32.13
z Mn 5.32 0.006 489.13 79.75 70.75 136.25 (1.18 0.338 647.38 -8.25 66.13  59.75
cu 416 0.016 1031 1.37 -090 -0.26 [2.19 0.114 11.96 049 -009  -1.18
Zn 564 0.004 68.01 -15.61 -8.98 -3.56 |0.31 0.815 70.03 0.66 -2.13 -5.04
B 4.03 0.018 67.78 -19.04 -10.90 -14.35 (0.33 0.804 5841 -3.44 -501  -158
Na 8.09 0.001 177.63 -30.00 -26.88 -10.50 |0.53 0.666 152.38 -9.63 -2.88 -1.38
Peso fresco de hojas (g) 7.53 0.001 4655 155 11.01 478 [0.33 0.806 5754 311  0.78 1.96
Peso fresco de tallos (g) 16.53 0.000 34.95 -11.38 0.68 -0.61 |0.62 0.607 40.53 -2.76 -166  -0.95
Peso fresco de raices (g) 2.79 0.061 40.01 -11.25 3.25 -0.53 |0.71 0.553 38.76 -3.83 -1.75 2.55
2 Longitud de raices (cm) 1.27 0.307 53.96 1.78 1.73 -2.58 10.39 0.758 52.30 3.09 -2.38 0.50
E Longitud aerea (cm) 3.89 0.021 5640 -7.15 -0.05 431 |2.69 0068 67.00 543 -1.78  -4.49
o Area foliar (sz) 12.19 0.000 3217.31 -47.31 1018.14 488.41 (0.67 0.579 4048.64 107.25 220.75 358.36

Peso secode hojas (g) 2.71 0.066 14.53 -1.25 1.21 1.13 |0.66 0.581 17.66 -0.52 0.29 0.74
Pesosecodetallo (g) 1450 0.000 9.26 -3.04 0.54 -0.09 (1.24 0.315 10.60 -0.66 -0.04 0.76
Peso seco de raices (g) 4.06 0.018 11.81 -3.68 0.81 -0.07 |2.36 0.096 12.14 -2.04 -0.56 0.93

© Fo 137 0275 99.19 581 6.06 4.13 ]1.17 0.341 102.06 -2.56 2.75 3.31
g Fm 2.60 0.074 40431 29.38 25.31 18.06 |1.77 0.179 418.88 -4.56 24.06 2.50
©
g Fv/IFm 0.22 0.885 0.75 0.01 0.00 0.00 [1.19 0.335 0.76 0.00 0.01 -0.01
°

Pérdida de electrolitos (%) 3.10 0.045 23.93 .17 -1.00 -3.89 [2.35 0.097 19.20 232 1.16 6.09

Intercambio de| Pérdida de | Fluorescencia
electrolitos

Ci 143 0258 355.75 -1.63 -9.00 -12.69 |0.96 0.426 343.63 -556 -11.38 -8.38

" E 1.95 0147 528 054 -010 051 |275 0.064 501 062  1.01 0.21

9 gs 033 0.801 058 0.05  0.00 012 |2.32 0100 046 020 012  -0.01
= Pu 3.38 0.034 521 -004 161 301 (258 0076 651 212 251 0.72
WUE 423 0015 090 0.02 040 051 [1.38 0272 129 027 015 0.05

" 8 Chl A (mg/g) 1153 0.000 4.49 -1.62 -1.66 -097 |1.18 0.339 3.17 -001 -0.16  -0.41
% 923 Chl B (mg/g) 11.42 0000 1.65 -0.60 -059  -027 |1.74 0185 1.25 003 -001  -0.18
E < Total chl A (mg/g) 1152 0.000 6.4 222 225  -123 |1.30 0297 442 002 -017  -0.59
a ;% Carotenoides 1352 0000 137 -048 -036 -036 |1.41 0262 117 -014 -011  -0.03

Proteina total soluble 5.85 0.004 .57  -0.07 0.17 0.35 [1.87 0.160 0.54 0.09 0.30 0.10

Proteina
total
soluble




Tabla anexa 3. Andlisis del modelo lineal mixto realizado a las combinaciones copa x portainjerto
de cacao establecidas en suelo con adicion de cadmio dos meses después de injertacion. Los
valores de F son datos arrojados por la prueba de Fisher, los valores de p corresponden a la
significancia de los residuos para cada variable y los valores de cada portainjerto en cada variable
corresponden al intercepto con IMC67. Significancia del (p<0,05).

1CS95
TinJ de Variable Suelo con adicién de Cd Suelo sin adicion de Cd
variable IMC67 x PA121 x IMC67 x PAL21 x
F P IMC67 PAL2L o Sl F P IMCE7 PAL2L oAl
5 Cd en tejido foliar 538 0.006 81.39 14.29 19.40 2958 |0.81 0.499 045 008  0.06 0.05
© Cd en raices 0.26 0.856 33.65 0.76 -1.54 144 |[1.91 0156 077 011 -041  -0.30
N 531 0.006 154 0.05 -0.04 027 |047 0704 195 000 -0.04  -0.12
P 2.01 0.138 0.14 0.03 0.00 0.00 |0.37 0.775 0.18 0.00 -0.01 -0.01
K 569 0004 176 031 0.8 002 |046 0712 176 -0.07 -0.02  -0.03
Ca 0.36 0.779 0.83 0.06 0.08 0.05 |0.53 0.666 0.68 0.08 0.02 0.05
@ Mg 317 0042 071 -011 -001 -009 |0.30 0.825 053 -0.04 -0.03  -0.01
= S 0.66 0585 0.23 0.01 001 0.00 |0.29 0.835 0.23 0.00 -0.01 0.00
E Fe 1.82 0.170 87.68 16.18 18.78  3.20 |1.02 0.399 77.04 1434 -0.19 2.19
= Mn 124 0318 482.00 100 8150 139.38 |0.36 0.779 486.75 225  1.13 55.00
Cu 304 0048 812 373 111 2.33 [1.64 0204 1189 200 0.22 0.49
Zn 374 0.024 63.73 -1480 451 870 |2.80 0.061 65.14 821  3.09 17.68
B 1.72 0188 4466 -7.05 0.24 125 |055 0.654 40.79 471 851 6.39
Na 318 0.041 11310 12,53 21.28 -564 |1.26 0.309 11560 -0.60 626  -12.49
Peso fresco de hojas (g) 1.24 0.315 21.95 3.83 1.20 550 [0.45 0721 39.93 128  0.96 -3.59
« Peso fresco de raices (g) 9.12 0.000 39.68 -12.74 1.51 133 |0.59 0.630 3790 -1.73 -0.35 3.15
é Longitud de raices (cm) 2.11 0.124 63.36 -4.88 -10.59 -9.05 |1.65 0.203 5458 -3.11 -3.14 4.93
8 Area foliar (cn?) 1.64 0.204 1036.99 267.55 38.03 348.88 [0.97 0.423 2215.77 -93.13 13.20 -430.29
Peso seco de hojas (g) 1.20 0.329 557 033  -0.37 113 [0.49 0693 1049 -0.79  0.29 -0.91
Peso seco de raices (g) 11.08 0.000 16.65 -5.88 1.16 -0.16 |1.63 0.209 15.15 -0.87 1.11 2.54
-§ 8 Fo 228 0.103 8538 569 -1.69 1.88 [1.70 0.194 92.88 -3.06  0.00 2.44
%% Fm 3.03 0.048 377.56 -7.56 -33.63 22.75 |1.96 0.146 432.69 -31.81 -594 -17.38
I__gl_ § Fv/Fm 450 0012 077 -002 -0.02 001 [1.29 0299 078 -0.01  0.00 -0.01
28
ég Pérdida de electrolitos (%) 0.83 0491 2359 215 283 325 (097 0423 2276 357 342 1.95
&3
§ Ci 0.75 0.532 360.00 -13.00 -10.06 0.81 |2.45 0.087 337.81 22.38 3.25 -4.00
;‘;’ E 053 0.669 545 019 -0.28 -047 |1.28 0.304 531 -059 -0.20 0.40
é gs 2.72 0.066 0.82 -0.34 -0.05 0.20 |2.63 0.072 0.78 -0.06 -0.14 -0.38
% Py 0.83 0491 6.16 -1.12 027 116 |[2.62 0073 757 -214 029 -2.19
£ WUE 156 0224 110 -021 026 0.35 [3.24 0039 144 -029 021 -0.50
w 3 Chl A (mg/g) 401 0019 153 003 -0.35 025 |7.20 0.001 253 -0.09 -0.04 -093
= Chl B (mg/g) 444 0012 059 010 011 012 |425 0015 103 002 015  -0.37
5% Total chl A (mg/g) 413 0017 212 012 -046 037 |552 0.005 355 -0.06 037  -1.30
* g Carotenoides 531 0.006 0.64 -0.04 -0.14 010 |454 0011 090 -006 -001 -024
g_o
g g % Proteina total soluble ~ 13.87 0.000 0.46 045  0.13 022 |0.84 0484 076 005  0.20 0.07
o 2]




68 Efecto fisioldgico de la absorcién de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao
(Theobroma cacao L.).

Continuacioén

CCN51
\-/r;?i:\tc)ilz Variable Suelo con adicién de Cd Suelo sin adicién de Cd

E b IMC67 PA121 IMC67 x PA121 x E b IMC67 PA121 IMC67 x PA121 x

PA121 IMC67 PA121 IMC67

- Cd en tejido foliar 0.55 0.653 121.13 -17.61 -5.95 -3.44 [0.39 0.764 0.50 0.04 0.03 0.04
© Cd en raices 423 0.016 37.37 -3.42 1.33 11.54 |0.90 0.457 0.35 0.06 0.00 0.01
N 633 0002 167 006 -015 024 |135 0280 209 -002 -005 -020

P 2.40 0091 018 -002 -0.04 -003 [329 0037 020 003 001 -0.04

K 655 0002 172 019 025 014 |255 0079 183 -015 001  -0.06

Ca 1.26 0.309 0.92 -0.02 0.06 -0.13 (1.99 0.141 0.70 0.10 -0.02 0.08

9 Mg 6.59 0.002 075 :013 0.01 :0.17 (4.24 0.015 0.54 006 -0.02 0.04
g S 1.24 0.316 0.24 0.00 -0.01 -0.02 [0.97 0421 0.23 -0.02 -0.01 -0.01
§ Fe 0.92 0.444 91.16 6.65 13.83 2.36 1.08 0.374 88.35 11.86 -0.16 12.83
= Mn 0.85 0.479 527.50 -23.00 98.75 63.38 |0.59 0.629 516.50 78.13 45.00 60.13
cu 6.87 0.002 9.98 319 -161 240 |253 0080 1331 -1.75 -0.08  -181

Zn 2.07 0130 66.45 -13.83 004 -0.30 |324 0039 69.23 -3.35 -0.09  10.05

B 486 0.008 4874 -9.64 10.60 -5.01 |2.37 0.095 44.85 -425 856  -2.68

Na 2.66 0.070 107.49 -500 2250 249 |6.87 0.002 114.99 -21.28 1626  -2.49

Peso fresco de hojas (g) | 2.93 0.053 23.00 1.79 -1.05 9.93 |[2.32 0.100 39.24 -6.48 -2.29 -7.55
Peso fresco de raices (g) | 5.23 0.006 36.39 -10.38  2.60 -0.59 (1.19 0.334 37.21 2.89 3.85 9.30

g Longitud de raices (cm) | 1.88 0.158 58.61 -459 -654  -8.73 |0.06 0.979 5455 -0.91 -1.48  0.08
g Area foliar (cm?) 2.45 0.087 1186.64 151.68 -17.01 65538 |1.48 0.244 2381.22 -520.51 -171.92 -399.50
Peso seco de hojas (g) | 2.45 0.087 545 049 -013 270 |0.81 0498 979 -0.89 -0.17  -1.39
Peso seco deraices (g) | 4.71 0.010 15.53 -4.58 1.05 -0.84 ]0.94 0.435 15.38 1.77 2.69 3.65
e Fo 157 0.222 9044 525 -106 350 |2.66 0070 9463 -538 125 500
%% Fm 151 0238 37050 -4.81 -12.38 20.88 |173 0.187 434.44 -3125 -13.60 -23.31
% § Fv/Fm 174 0185 076 -003 -00L 001 |259 0075 078 000 -0.01  -0.03
s 8
§§ Pérdida de electrolitos (%)| 1.03 0.395 2544 276  -095 271 [2.89 0055 2194 225 653  3.87
&3
8 Gi 059 0.625 36175 -356 -9.94 163 |2.37 0.095 33819 1750 944  -13.94
% E 0.84 0485 555 -067 -0.62 -068 |0.77 0.52L 540 -0.14 016  0.68
§ gs 141 0265 064 -003 -017 003 |3.18 0041 062 018 025  -015
§ Py 040 0752 474 061 002 098 |0.05 0986 685 044 058  0.62
= WUE 079 0512 088 022 012 032 |017 0913 129 006 004  -0.14
28 Cchi A (mgig) 580 0004 144 011 -044 009 |408 0017 329 -060 079  -1.07
£ 8 chl B (mglg) 1105 0000 064 058 004 004 (547 0005 140 026 045 049
c%@ Total chl A (mg/g) 731 0.001 208 069 -048 005 |454 0.011 468 -0.86 -124  -156
& Carotenoides 441 0013 063 011 -013 003 |286 0057 105 -0.10 015  -0.22

Proteina total soluble 7.04 0.001
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Tabla anexa 4. Andlisis del modelo lineal mixto realizado a las combinaciones copa x portainjerto
de cacao establecidas en suelo con adicion de cadmio cuatro meses después de injertacion. Los
valores de F son datos arrojados por la prueba de Fisher, los valores de p corresponden a la
significancia de los residuos para cada variable y los valores de cada portainjerto en cada variable
corresponden al intercepto con IMC67. Significancia del (p<0,05).

ICS95
\2?%:@ Variable Suelo con adicién de Cd Suelo sin adicién de Cd
F p IMC67 PA121 ”\;Eglx Plﬁllléé; F p IMce7 PA121 ”;:;f;lx PI”:AIE;;
- Cd en tejido foliar 3.96 0.021 66.97 6.70 16.73 4048 |4.19 0.018 1.01 -0.34 -0.24 -0.51
© Cd en raices 7.08 0.002 3545 21.24 -4.21 21.30 | 0.29 0.834 0.78 -0.23 -0.18 -0.11
Peso fresco de hojas (g) 1.76 0.183 69.38 -7.30 -3.18 3.45 0.15 0.930 73.51 1.66 1.11 3.23
Peso fresco de raices (g) 3.98 0.020 41.34 -4.64 8.91 7.70 6.22 0.003 50.24 2.94 14.30 8.28
(é Longitud de raices (cm)  1.63 0.210 63.55 -8.25 -10.36 -3.78 2.74 0.065 5446 -6.49 -0.08 1.37
-§ Area foliar (cm2) 1.34 0.286 4022.02 -324.64 -74.60 293.20 | 0.12 0.946 4538.64 -91.43 -186.03 -148.20
Peso seco de hojas (g) 2.37 0.097 20.85 -2.95 0.55 2.54 1.77 0.180 23.09 1.61 1.23 3.15
Peso seco de raices (g) 5.48 0.005 14.68 -2.00 4.89 3.51 |14.44 0.000 16.79 4.20 8.89 591
‘g g Fo 0.88 0.466 89.00 0.75 331 -1.69 1.13 0.358 87.75 4.06 6.00 1.04
% é Fm 1.82 0.172 408.84 -11.27 -21.09 13.79 1.17 0.342 40456 -9.56 14.06 -2.90
L_% § Fv/Fm 330 0.038 078 -0.01  -0.02 001 |173 0187 078 -002 -00L  -0.01
8 Ci 1.04 0392 368.83 -127  7.23 2085 |3.61 0.028 358.06 869 -531 -22.70
?';’ E 107 0381 506 -027  -059 102 |570 0004 503 -110 015  0.12
E gs 0.29 0.834 0.58 0.09 0.00 0.03 1.26 0.310 0.47 0.04 0.08 -0.03
§ Py 0.23 0.871 541 0.20 -0.85 -0.69 0.90 0.455 5,59 1.60 1.63 2.20
% WUE 0.18 0.908 1.05 0.06 -0.05 0.11 1.75 0183 1.11 0.75 0.35 0.42
Continuacion
CCN51
\-/r;?icl)aglz Variable Suelo con adicién de Cd Suelo sin adicién de Cd
F p IMC67 PA121 ”\F")/ff;lx F’l’:ﬂléé; F p IMC67 PA121 '“S/ff;lx F’I’:Algéx
- Cd en tejido foliar 494 0.009 84.10 -5.19 33.07 35.24 [3.20 0.044 0.99 -0.41 -0.38 -0.17
© Cd en raices 0.33 0.803 50.55 -5.33 -8.64 -7.79 12.75 0.069 0.58 -0.23 -0.26 -0.13
Peso fresco de hojas (g) 7.65 0.001 61.61 -2.03 -8.83 1196 |1.12 0.364 77.68 -8.43 -6.90 -6.39
Peso fresco de raices (g) 2.30 0.102 46.11 -7.96 5.16 0.24 |0.87 0.474 5536 -1.51 6.49 1.20
% Longitud de raices (cm) 1.01 0.406 58.85 -8.14 -3.88 -4.13 |1.23 0.325 54.48 -3.55 -2.64 3.58
é Area foliar (cm2) 3.50 0.030 3925.93 -100.12 -121.21 843.41 |0.99 0.419 5237.36 -697.12 -480.68 -477.63

Peso seco de hojas (g)  7.74 0.001 18.22 0.28 -1.66 519 [0.06 0.981 23.00 0.36 -0.05 -0.37
Peso seco deraices (g) 4.93 0.008 16.61 -2.56 6.30 0.60 ([1.11 0.366 21.72 0.65 3.34 -1.44

-8 S Fo 1.39 0.269 93.44 2.94 -4.81 294 (0.71 0.556 90.94 -0.44 4.13 5.54

$ ©

é S Fm 0.48 0.700 413.06 -24.75 -3.31 -21.50 |1.43 0.263 399.38 -4.73 17.31 4.03

$ o

]

L_gl_ g Fv/Fm 1.06 0.383 0.77 -0.05 0.01 -0.02 |0.23 0.877 0.77 0.00 0.00 -0.01
§ Ci 1.67 0.200 385.88 -1.19 -21.19 556 [1.74 0.191 356.69 21.73 -4.81 -2.91
<
3 E 0.53 0.664 4.44 0.56 0.04 -0.04 |2.49 0.088 4.98 -0.93 0.42 0.32
°
-_g gs 222 0110 051 0.21 0.04 029 ([1.77 0.184 0.44 0.18 0.05 0.09
£
8 Py 0.43 0.735 3.82 0.43 1.38 0.82 |(0.46 0.710 4.70 0.93 1.34 1.77
[}
£ WUE 0.99 0412 0.83 0.09 0.44 0.23 [0.73 0.545 0.95 0.41 0.19 0.23
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B. Figuras anexas
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Figura anexa 1. Acumulacion de cadmio en tejido foliar y raices de portainjertos evaluados cinco
meses después de establecidos en suelo con adicion de cadmio. Las letras diferentes indican
diferencia significativa entre la acumulaciéon de cadmio en tejido foliar y raices para un mismo
portainjerto por Duncan (p<0,05). Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).



Acumulacionde Cd (mg.kg™")

Figura anexa 2. Acumulacién de cadmio en tejido foliar y raices en combinaciones copa X
portainjerto del clon ICS95 de cacao dos y cuatro meses después de injertacion y establecidas
en suelo enriquecido con cadmio. Letras diferentes mindsculas en un mismo portainjerto
indican diferencia significativa entre la acumulaciéon de cadmio en tejido foliar y raices por
Duncan (p<0,05) dos meses después de injertacion. Letras diferentes mayudsculas en un
mismo portainjerto indican diferencia significativa entre la acumulacion de cadmio en tejido
foliar y raices por Duncan (p<0,05) cuatro meses después de injertacion. Los datos
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corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).
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(Theobroma cacao L.).
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Figura anexa 3. Acumulacién de cadmio en tejido foliar y raices en combinaciones copa
X portainjerto del clon CCN51 de cacao dos y cuatro meses después de injertacion y
establecidas en suelo enriquecido con cadmio. Letras diferentes mindsculas en un mismo
portainjerto indican diferencia significativa entre la acumulacién de cadmio en tejido foliar
y raices por Duncan (p<0,05) dos meses después de injertacion. Letras diferentes
mayusculas en un mismo portainjerto indican diferencia significativa entre la acumulaciéon
de cadmio en tejido foliar y raices por Duncan (p<0,05) cuatro meses después de
injertacion. Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (+ SE).
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Figura anexa 4. Area foliar de las copas CCN51 cuatro meses después de injertadas sobre los
cuatro portainjertos y establecidas en suelo con adicién de cadmio. Las letras indican diferencias
significativas por Duncan (p<0,05) entre las diferentes combinaciones copa x portainjerto
establecidas en suelo con concentraciones contrastantes de cadmio. La barra color blanco son las
combinaciones establecidas en suelo con 0,43 mg.kg! y las barras grises son las combinaciones
establecidas en suelo con 7,49 mg.kg. Los datos corresponden a promedios de 8 plantas (= SE).
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C. Contenido anexo

Informacion anexa 1. La metodologia de Melgarejo (2010), fue previamente adaptada. No
se tomaron 500 mg, de tejido foliar de cacao macerado, para la extraccion de pigmentos
fotosintéticos, debido a la escasez del material vegetal para el andlisis. Se utiliz6 una
masa de 50 mg de tejido foliar de cacao macerado y se realizaron las respectivas
diluciones de acuerdo con la metodologia citada por el autor. La masa del material
vegetal fue tenida en cuenta en el calculo de cada pigmento fotosintético. Los demas
procedimientos fueron seguidos al pie de la letra.

A continuacién, se anexa los analisis quimicos de los diferentes elementos nutricionales y
del metal pesado realizado a los sustratos, tanto sustrato conteniendo suelo enriquecido
con Cd como sin enriquecer.
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Variable Expresion | Resultados | Unidades Rango Medio Extractante/Técnica/Referencia
/Sigla
pH pH 4.90 pH_unit 5.50 6.50 ggﬁ;?tgigﬁ(tﬁ;gign / Conductimétrico / USDA
Conductividad Eléctrica CE 0.80 dS/m N.R. N.R. ggﬁﬁgi;ﬁg;ﬁgn / Conductimétrico / USDA
ggﬁgﬁ:ggd;:c't?\}:rcambio CICE 4.58 meq/100g | N.R. | N.R. |Calculo
I\S/laetchJiI:mién de Humedad NA 251 % 20.0 40.0 Z:ﬁ:\?t;/j?_;ﬁ(tﬂﬁgir?/n / Gravimétrico / USDA
giirggglergénico COOx 4.88 % 2.00 4.00 ﬁll_lr_1.CI35i£cch;mve\a/te(l)lkc|1:y|:—>§|t;\;i(o / Colorimétrico /
Materia Orgéanica MO 8.41 % N.R. N.R. [Célculo
Nitroégeno Total N Total 0.407 % N.R. N.R. [Célculo
Densidad Aparente d.a. 0.971 g/cm3 N.R. N.R. |Calculo
Determinacion de Textura

Arcilla Tex. 10.0 % Andlisis directo / Método de Bouyoucos
Arena Tex. 44.0 % Andlisis directo / Método de Bouyoucos
Limo Tex. 46.0 % Andlisis directo / Método de Bouyoucos
Textura Tex. Franco Adimensional [ Andlisis directo / Método de Bouyoucos

Variable Expresion R(e;:l/t::)o (:125:/';2(:’:) Rango medio Extractante / Técnica / Referencia
Potasio Intercambiable K 184 0.471 0.30 0.60 | SIn. Acetato de Amonio / EEA / NTC 5349
Calcio Intercambiable Ca 480 2.40 3.00 6.00 [ SIn. Acetato de Amonio / EAA/ NTC 5349
Magnesio Intercambiable Mg 99.0 0.814 1.50 3.00 | SIn. Acetato de Amonio/EAA/NTC 5349
Sodio Intercambiable Na 56.0 0.243 0.04 0.48 | SIn. Acetato de Amonio / EEA / NTC 5349
Acidez Intercambiable Ac. Inter. 59.0 0.655 0.20 0.40 | SIn. KCI 1N/ Volumétrico / NTC 5263
Hierro Fe 32.7 N.A. N.R. N.R. | SIn. Acida Mehlich | / ICP-OES / NTC 5526
Manganeso Mn 41.2 N.A. N.R. N.R. | SIn. Acida Mehlich I / ICP-OES / NTC 5526
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Efecto fisioldgico de la absorcion de cadmio (Cd?*) sobre accesiones de cacao
(Theobroma cacao L.).

Variable Expresion R:;:';::)o (:12?/“1?)‘(])2) Rango medio Extractante / Técnica / Referencia
Cobre Cu 1.51 N.A. N.R. N.R. |SIn. Acida Mehlich | / ICP-OES / NTC 5526
Zinc Zn 2.34 N.A. N.R. N.R. [SIn. Acida Mehlich I/ ICP-OES / NTC 5526
Boro B 0.230 NA._ | 050 | 100 | Coorimético Método memo.
Fosforo P 14.2 N.A. 15.0 30.0 | SIn. Bray Il / Colorimétrico / NTC 5350
Azufre s 443 NA._ | 300 | 60.0 | Tubidmérico/ Método memo

RELACIONES MATEMATICAS

Variable Expresién Resultado Unidades Extractante / Técnica / Referencia
Saturacioén de Magnesio Sat. Mg 17.8 % Calculo
Saturacion de Sodio Sat. Na 5.31 % Célculo
Saturacion de Aluminio Sat. Al 14.3 % Célculo
Saturacion de Potasio Sat. K 10.3 % Célculo
Saturacion de Calcio Sat. Ca 52.4 % Célculo
Relacion Calcio/Magnesio Ca/Mg 2.95 Adimensional | Relacién matematica
Relacién Calcio/Potasio Ca/K 5.10 Adimensional | Relacién matematica
Relacion Magnesio/Potasio Mg/K 1.73 Adimensional | Relacién matematica
Relacion (Ca+Mg)/K (Ca+Mg)/K 6.82 Adimensional | Relacién matematica

METALES PESADOS

Variable Expresion Resultado Unidades Extractante / Técnica / Referencia
Cadmio cd 436 ug/kg Eé'lxl éﬂol\igg:HCl ISO DIS 54321:2020/ ICP OES /
Observaciones a los resultados: Convenciones:
NINGUNO N.R. No registra / N.A. No Aplica / SIn. Solucién / N.S. No Suministrada / N.D.No Detectado /

MVH Mineralizacién Via Himeda / M.1. Muestra Insuficiente
EAA Espectroscopia de Absorcién Atémica / EAA Espectroscopia de Emision Atomica

Notas:

1. El presente informe registra fielmente los resultados de las variables solicitadas por el cliente y corresponden exclusivamente a la muestra enviada y analizada en
las fechas indicadas.

2. Elinforme solo tiene validez si esta firmado por el personal autorizado por AGRILAB LABORATORIOS S.A.S.

3. El presente informe no puede ser reproducido parcial o totalmente, salvo autorizacién expresa por parte del laboratorio AGRILAB S.A.S.

4. La fecha de ejecucion de los ensayos corresponde al periodo comprendido entre la fecha de ingreso y la fecha de emisién del presente informe de resultados.

5. AGRILAB LABORATORIOS S.A.S. no presta los servicios de muestreo en campo, por lo tanto, la idoneidad y representatividad de la muestra analizada y por ende
de sus resultados, es responsabilidad del remitente de esta.

6. En el caso de andlisis subcontratados, AGRILAB LABORATORIOS S.A.S. es responsable frente al cliente del trabajo realizado por el subcontratista, siempre y
cuando este haya sido aprobado y contratado por el laboratorio y aceptado por el cliente.

7. La verificacion de resultados mediante ensayos de laboratorio se realizard maximo 15 dias habiles luego de emitido el presente informe de resultados, siempre y
cuando las condiciones de estabilidad del analito en la muestra permitan su reproducibilidad.

8. Los valores de los Niveles Medios corresponden a los reportados en las siguientes referencias: "Fertilizaciéon de cultivos en clima frio (1998), Fertilizacién de cultivos
en clima medio (1995) y Fertilizacién de cultivos en clima célido, editados por Guerrero R. y publicados por Monémeros Colombo Venezolanos S.A." Su interpretacion
y aplicacion es responsabilidad del profesional de campo responsable de la muestra.

9. En Agrilab estamos interesados en la satisfaccion de nuestros clientes. Para conocer sus Peticiones, Quejas, Reclamos o Sugerencias (PQRS) sobre los resultados
emitidos y/o los servicios prestados, hemos dispuesto el siguiente correo electronico: servicioalcliente@agrilab.com.co, por favor comuniguese con nosotros a través
de este medio y con gusto le brindaremos una respuesta clara y oportuna a su solicitud.

Autorizado por: Revisado por:

—(’Q"t‘)& o\ C. Coceo -ﬁ
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Informacion del Cliente

. LA CORPORACION COLOMBIANA DE
Remitente INVESTIGACION AGROPECUARIA - AGROSAVIA Responsable ING. CAREN RODRIGUEZ
Propietario AGROSAVIA C.I PALMIRA email contacto cdrodriguez@agrosavia.co
Fecha Ingreso 30-09-2020 Fecha Emision 22-10-2020

Informacion de la Muestra enviada por el cliente

Cultivo / Variedad CACAO - NO ESPECIFICADO Lote / Bloque S2: VIVERO CACAO
Municipio/Departame | PALMIRA - VALLE DEL o
nto/Finca CAUCA C.I PALMIRA N° Contrato N.A.

Informacion adicional | SUELO VIVERO DE THEOBROMA CACAO Condiciones recepcion| CONFORME
ANALISIS FISCOQUiMICO DE SUELOS MAS METALES PESADOS

Variable Expresion | Resultados | Unidades Rango Medio Extractante/Técnica/Referencia
/Sigla
. Pasta de saturacién / Conductimétrico / USDA

pH pH 4.80 pH_unit 5.50 6.50 Salinity Laboratory

. L, Pasta de saturacién / Conductimétrico / USDA
Conductividad Eléctrica CE 1.41 dS/m N.R. N.R. Salinity Laboratory
Capacidad de Intercambio .
Cationica Efectiva CICE 6.08 meq/100g N.R. N.R. | Célculo
Saturacion de Humedad Pasta de saturacion / Gravimétrico / USDA
Media N.A. 25.7 % 20.0 40.0 Salinity Laboratory
Carbono Organico SIn. Dicromato de Potasio / Colorimétrico /
Oxidable COOx 6.17 % 2.00 4.00 NTC 5403 Walkley-Black
Materia Orgéanica MO 10.6 % N.R. N.R. [Célculo
Nitrégeno Total N Total 0.514 % N.R. N.R. |Calculo
Densidad Aparente d.a. 0.861 g/cm3 N.R. N.R. |Calculo

Determinacion de Textura
Arcilla Tex. 8.00 % Andlisis directo / Método de Bouyoucos
Arena Tex. 42.0 % Andlisis directo / Método de Bouyoucos
Limo Tex. 50.0 % Andlisis directo / Método de Bouyoucos
Textura Tex. Franco Adimensional [ Andlisis directo / Método de Bouyoucos
Resultado | Resultado
Variable Expresion Rango medio Extractante / Técnica / Referencia
P (mg/kg) | (meq/100g) 8

Potasio Intercambiable K 198 0.506 0.30 0.60 | SIn. Acetato de Amonio / EEA / NTC 5349
Calcio Intercambiable Ca 710 3.54 3.00 6.00 | SIn. Acetato de Amonio / EAA / NTC 5349
Magnesio Intercambiable Mg 128 1.05 1.50 3.00 | SIn. Acetato de Amonio/EAA/NTC 5349
Sodio Intercambiable Na 68.0 0.296 0.04 0.48 | SIn. Acetato de Amonio / EEA / NTC 5349
Acidez Intercambiable Ac. Inter. 62.2 0.692 0.20 0.40 | SIn. KCI 1N/ Volumétrico/ NTC 5263
Hierro Fe 16.3 N.A. N.R. N.R. Sin. Acida Mehlich | / ICP-OES / NTC 5526
Manganeso Mn 48.1 N.A. N.R. N.R. | SIn. Acida Mehlich | / ICP-OES / NTC 5526
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Variable Expresién LRI L DN P EED Rango medio Extractante / Técnica / Referencia
(mg/kg) | (meq/100g)
Cobre Cu 1.37 N.A. N.R. N.R. | SIn. Acida Mehlich I / ICP-OES / NTC 5526
Zinc Zn 4.17 N.A. N.R. N.R. | SIn. Acida Mehlich I / ICP-OES / NTC 5526
Boro B 0.178 NA | 050 | 100 | Colorimético ! Métoco imermo
Fosforo P 15.2 N.A. 15.0 30.0 [ SIn. Bray Il / Colorimétrico / NTC 5350
Azufre S 285 NA | 300 | 600 |Turbicmetico/ método mermo.
RELACIONES MATEMATICAS
Variable Expresion Resultado Unidades Extractante / Técnica / Referencia

Saturacién de Magnesio Sat. Mg 17.3 % Célculo

Saturacion de Sodio Sat. Na 4.87 % Calculo

Saturacion de Aluminio Sat. Al 11.4 % Calculo

Saturacion de Potasio Sat. K 8.32 % Calculo

Saturacion de Calcio Sat. Ca 58.2 % Calculo

Relacion Calcio/Magnesio Ca/Mg 3.37 Adimensional | Relacién matematica

Relacién Calcio/Potasio Ca/K 7.00 Adimensional | Relaci6én matematica

Relacion Magnesio/Potasio Mg/K 2.08 Adimensional | Relacién matematica

Relacion (Ca+Mg)/K (Ca+Mg)/K 9.07 Adimensional | Relacién matematica

METALES PESADOS
Variable Expresion Resultado Unidades Extractante / Técnica / Referencia

Cadmio cd 7490 ug/kg EQ'IA/I(IS-IOI\JISS:HCI ISO DIS 54321:2020/ ICP OES /
Observaciones a los resultados: Convenciones:

NINGUNO N.R. No registra / N.A. No Aplica / SIn. Solucion / N.S. No Suministrada / N.D.No Detectado /

MVH Mineralizacién Via Himeda / M.I. Muestra Insuficiente
EAA Espectroscopia de Absorcion Atémica / EAA Espectroscopia de Emision Atémica

Notas:

1. El presente informe registra fielmente los resultados de las variables solicitadas por el cliente y corresponden exclusivamente a la muestra enviada y analizada en
las fechas indicadas.

2. Elinforme solo tiene validez si esta firmado por el personal autorizado por AGRILAB LABORATORIOS S.A.S.

3. El presente informe no puede ser reproducido parcial o totalmente, salvo autorizacién expresa por parte del laboratorio AGRILAB S.A.S.

4. La fecha de ejecucion de los ensayos corresponde al periodo comprendido entre la fecha de ingreso y la fecha de emision del presente informe de resultados.

5. AGRILAB LABORATORIOS S.A.S. no presta los servicios de muestreo en campo, por lo tanto, la idoneidad y representatividad de la muestra analizada y por ende
de sus resultados, es responsabilidad del remitente de esta.

6. En el caso de andlisis subcontratados, AGRILAB LABORATORIOS S.A.S. es responsable frente al cliente del trabajo realizado por el subcontratista, siempre y
cuando este haya sido aprobado y contratado por el laboratorio y aceptado por el cliente.

7. La verificacion de resultados mediante ensayos de laboratorio se realizarda maximo 15 dias habiles luego de emitido el presente informe de resultados, siempre y
cuando las condiciones de estabilidad del analito en la muestra permitan su reproducibilidad.

8. Los valores de los Niveles Medios corresponden a los reportados en las siguientes referencias: "Fertilizacion de cultivos en clima frio (1998), Fertilizacién de cultivos
en clima medio (1995) y Fertilizacion de cultivos en clima calido, editados por Guerrero R. y publicados por Mondmeros Colombo Venezolanos S.A." Su interpretacion
y aplicacién es responsabilidad del profesional de campo responsable de la muestra.

9. En Agrilab estamos interesados en la satisfaccion de nuestros clientes. Para conocer sus Peticiones, Quejas, Reclamos o Sugerencias (PQRS) sobre los resultados
emitidos y/o los servicios prestados, hemos dispuesto el siguiente correo electrénico: servicioalcliente@agrilab.com.co, por favor comuniquese con nosotros a través
de este medio y con gusto le brindaremos una respuesta clara y oportuna a su solicitud.

Autorizado por: Revisado por:
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