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1. INTRODUCCION

La familia de genes NRAMP’S es conocida por su funcion en la captacion y
transporte de protones metalicos y se encuentra presente en todos los reinos de la
naturaleza. Particularmente en plantas, desempefia una funcion de transporte de
cationes fundamentales en la nutricién vegetal como: hierro (Fe?*), zinc (Zn?*),
manganeso (Mn?*), cobre (Cu?*), asi como también permite el ingreso de Cadmio
divalente (Cd?*), que se encuentra de forma natural y antropica en los suelos y
ejerce un efecto toxico en la mayoria de los seres vivos (Ullah et al., 2018).

Por otra parte, la especie Theobroma cacao L., es una planta perenne que
pertenece a la familia de las Malvaceas, la cual contiene 12 géneros con 430
especies, en las que también se destacan el algodon (Gossypium hirsutum) y la
Jamaica (Hibiscus sabdariffa) por su importancia comercial a nivel internacional
(Robles et al., 2022). Ademas, el grano de cacao y sus derivados se han establecido
en el mercado mundial como uno de los commodities de mayor acogida y
crecimiento en los ultimos afios, debido a la exquisitez de su sabor y a que ofrece
una alimentacion saludable, rica en vitaminas, minerales, antioxidantes y calorias
(Mendoza-Lopez et al., 2021).

Aunque los subproductos mas conocidos del cacao en el mercado son los
chocolates y el cocoa en polvo, actualmente también es utilizado para la preparacion
de licores, productos cosméticos y biodiesel, que se producen con el 80% de
biomasa restante del fruto, ya que el chocolate se fabrica iUnicamente con el Nib del
cacao (Pefaloza et al., 2020). Por otra parte, en términos de exportacién de grano
seco, Africa encabeza los listados de participacién, donde los principales
exponentes son los paises de Costa de marfil, Ghana, Nigeria y Camerun
productores del 70% del cacao a nivel mundial. Adicionalmente, el continente
americano cuenta con un 16,6% de participacion en el mercado, seguido de Asia y
Oceania con un 7%(Vega et al., 2024).

En Colombia, el 77% del cacao producido se concentra en seis departamentos:
Santander con un 42,1% de participaciéon, Antioquia con 8,8%, Arauca con 7,6%,
Huila con 6,8%, Tolima con 6,6% y Narifio con 5,5%. Cada departamento cuenta
con granos de caracteristicas organolépticas diferenciales, dadas por el manejo
agrondmico de los cultivos y los materiales vegetales seleccionados en cada region
(Colombia trade, 2020), lo que genera granos de calidades contrastantes (Ruiz,
2023). Adicionalmente, el pais cuenta con aproximadamente 65.341 familias
productoras de cacao, cuya principal fuente de ingresos es la venta de grano seco
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022) y en muchas regiones, como en
el caso de la Sierra Nevada de Santa Marta, constituye una alternativa para la
sustitucion de cultivos ilegales (Guarin et al., 2024).
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Actualmente tanto el cultivo de cacao, como la exportacion de grano seco y sus
derivados se han encontrado en una situacion coyuntural, debido a la entrada en
vigor del reglamento 488 de 2014 impuesto por la Unidon Europea, el cual buscaba
regular los contenidos de cadmio en los alimentos, puesto que se proyectaba un
problema de salud publica a corto plazo (Garcia et al., 2021). Al respecto, el cadmio
(Cd) es considerado un metal toxico para la mayoria de los seres vivos, dando lugar
en el caso de los humanos, a afectaciones en el sistema respiratorio, necrosis del
tejido renal, descalcificacion 6sea e incluso procesos carcinogénicos (Pérez &
Azcona, 2012). Adicionalmente, el cadmio en las plantas genera alteraciones
fisiolégicas, como lo son disminucion en los pigmentos fotosintéticos que afectan la
fotosintesis, el balance hidrico y el metabolismo (Chancay Alcivar et al., 2022).

Por otra parte, el cadmio es un metal que se encuentra de manera natural en los
suelos colombianos en formas biodisponibles, debido al caracter acido de los
mismos y el alto porcentaje de arcillas, caracteristicos del territorio nacional
(Mendoza-Escalona et al., 2021). Sin embargo, se ha determinado que el principal
aporte de cadmio en los suelos colombianos esta dado por actividades humanas
tales como la mineria (refinacion de otros metales como el cobre), fertilizacion con
sustancias fosforadas y quema de combustibles fosiles (Chancay et al., 2022).

Adicionalmente, en Colombia, uno de los materiales de cacao mas usados como
porta injerto es el IMC67 (lquitos Marafon Collection), que junto con PA121 estan
avalados por el Consejo Nacional Cacaotero. Sin embargo, actualmente, ambos
materiales han demostrado una baja tolerancia a la presencia de cadmio y altos
niveles de absorcion en los tejidos radiculares, llegando a absorber entre 40 y 50
mg/kg en la raiz y entre 75 y 85 mg/kg en la lamina foliar, las cuales son cantidades
alarmantes teniendo en cuenta el limite maximo de consumo establecido por la
Union Europea de 2mg/kg de peso corporal(Fernandez, 2022). En contraste, el
material FEC2, ha demostrado una mayor tolerancia, llegando a absorber en la raiz
un promedio de 3,6 mg/kg (Hoogerwerf, 2020), mientras que el comportamiento del
material TCS01 frente al estrés por cadmio (producido por fitomejoradores de
AGROSAVIA), aun es desconocido.

De esta manera, tanto instituciones publicas como privadas del pais, han
demostrado un gran interés en el estudio de la absorcion del cadmio y la respuesta
tanto fisiolégica, como fenolégica y genética del cacao, con la finalidad de proponer
estrategias de mitigacion de la presencia de cadmio en tejidos comestibles del
cacao (Alvarez et al., 2021). De estos, unos de los mas importantes pueden ser
aquellos en donde se analizan los cambios de la expresion de genes especificos,
que estan involucrados en el proceso de asimilacién de cadmio en la planta de
cacao. De dichos genes, la familia de NRAMP’s o Proteinas de macréfagos
asociados a la inmunidad natural, cobran gran relevancia, al estar involucrados en
el transporte de cationes divalentes como el hierro, que son muy similares en
composicidn y estructura al cadmio, por lo que este ingresa a la célula vegetal de la
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raiz de forma diferencial, debido a la proporcion de transcritos presentes en la
membrana (Ullah et al., 2018).

En este sentido, el presente estudio se propone evaluar los diferentes niveles de
expresion del gen NRAMPS en las tres variedades seleccionadas (IMC67, FEC2,
TCSO01) con la finalidad de evidenciar la respuesta de cada uno de ellas en
condiciones de estrés por cadmio. Los resultados permitiran implementar
estrategias de mitigacion del cadmio en tejidos comestibles de cacao, mediante la
sustitucion de las variedades mas utilizadas en la actualidad como portainjerto por
materiales genéticos mas tolerantes. Adicionalmente, esta reduccion del cadmio
presente en el grano seco permitira alcanzar una mayor competitividad comercial
del cacao colombiano en el mercado europeo, cuya demanda es la mas alta del
mundo (Charry et al., 2022)
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2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 Marco conceptual

Origen histoérico y geoqrafico del cacao (Theobroma cacao L.)

La especie Theobroma cacao L. fue descrita por primera vez en el siglo XVIII por el
botanico Carl Von Lineo, quien adjudico el género Theobroma por su significado en
griego “Bebida de los dioses” y el epiteto cacao debido a que asi lo nombraba la
civilizacion Olmeca (Kozicka et al., 2018). La planta, es originaria de la cuenca alta
del rio Amazonas, en donde convergen este y el rio Orinoco, junto con sus
tributarios; cerca a la actual frontera entre Colombia, Brasil y Ecuador (ICCO, 2018).
Desde esta region, la especie fue distribuida hasta llegar a centro América, por
medio de dispersores de semillas como las aves y las comunidades indigenas
némadas, que tenian un rango amplio de distribucion. De esta manera, empez6 a
cultivarse al norte de Colombia, pasando por el Darién hasta llegar a territorio
mexicano.

Descripcidn botanica del cacao

La especie Theobroma cacao L. pertenece a la familia Malvaceae y subfamilia
Sterculioidae, la cual contiene 12 géneros con 430 especies. Se caracterizan por
ser arboles de bajo porte, de tallo lefioso y frutos carnosos indehiscentes (Schwarz,
2020). Actualmente se reconocen dos subespecies que son: Theobroma cacao
cacao, que también es conocido como criollo y Theobroma cacao sphaerocarpum,
conocido como forastero (Alfonso, 2022).

Adicionalmente, se caracteriza por ser un arbol perenne, semicaducifolio que
presenta pubescencias en sus estados inmaduros (plantula). Su corteza es de un
color oscuro (tonalidades de café y gris) y su crecimiento se da de forma apical,
inicialmente alcanzando 1 o 1.5 metros de altura, en donde forman de 3 a 5 ramas
laterales y obteniendo una altura final de 4 a 10 m en su estado maduro (Batista,
2009). Su sistema radicular se compone de una raiz principal que crece hacia abajo,
alcanzando los 2 m de profundidad y raices secundarias que se desprenden de esta
y alcanzan los 30 cm de longitud. Dichas estructuras le dan anclaje a la planta, le
permiten captar nutrientes y agua, asi como recibir estimulos del ambiente (Salvador
etal.,, 2012).

Por otra parte, las hojas de esta especie poseen una forma ovada y asimétrica
angostandose en sus extremos, su textura es coriacea, simpley pubescente
aleatoriamente en ambas caras. Sus inflorescencias son cimosas y caulinares, cada
flor es hermafrodita, pentdmera y actinomorfa, recubierta por sépalos de colores
verdosos a blancos, lanceolados y que se fusionan con la base de la flor.
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Adicionalmente, el color de los pétalos es generalmente blanco o amarillo, con
venas violetas y de forma recurva y apiculada (Caceres, 2023).

El fruto es de tipo baya de gran tamafo, glabro y fusiforme, se caracteriza por poseer
colores desde verde a vino tinto, pasando por violeta y amarillo (dependiendo de la
variedad), también posee de 20 a 50 almendras de forma ovalada ligeramente
aplanadas, las cuales estan recubiertas por mucilago azucarado (Dostert et al.,
2011).

Variedades de cacao

Segun la ICCO (Organizacion Internacional del Cacao) el cacao se clasifica en tres
variedades, las cuales son:

Criollo: Considerado el cacao puro, dominé el mercado internacional hasta el siglo
XVIII. Este se origino en la dispersion por el sur de Venezuela, Colombia y Ecuador,
hasta llegar a México. Dicha variedad comprende arboles delgados y de porte
pequefio, sus frutos también presentan una cubierta mas delgada y de pigmentacion
rojiza. El andlisis de sus diferentes ecotipos sefiala una alta depresién endogamica
y por ende una mayor susceptibilidad a enfermedades. Finalmente, su participacion
en la produccion mundial es del 5 al 10 % y es conocido por su baja concentracion
de taninos, por lo que es el cacao de mayor calidad, reservado para la produccion
de chocolates finos y de aroma (Lopez et al., 2021).

Forastero: Es la variedad mas ampliamente distribuida en el mundo y tuvo sus
origenes cuando se distribuy6 en la zona baja de la Amazonia, en el norte de los
territorios del actual Brasil y Guyanas. Sus frutos son generalmente grandes y
gruesos, teniendo un pericarpo de color verde y mesocarpo con altas cantidades de
lignina. La representacion de cultivares de forastero en la produccion mundial es
cercana al 80%, por lo que es la variedad mas utilizada en el mundo. Sus
caracteristicas organolépticas son de baja calidad por lo que es necesario aumentar
los tiempos de tostado para mejorar su sabor, generalmente se mezcla con granos
de cacao criollo para darle cuerpo y amplitud (Salazar, 2022).

Trinitario: Es el resultado de cruzamientos espontaneos entre las variedades Criollo
y forastero, sus plantas son robustas, con frutos de tonalidades verdosas o
pigmentados, con diferentes tonalidades de violeta en sus semillas. Representan
entre el 10 y el 15% de la produccion mundial (Dostert et al., 2011). Al ser un hibrido
entre cacao criollo y forastero posee la robustez del tallo y las mazorcas del
forastero, pero con parte del fino sabor del cacao criollo (Erazo et al., 2021).

Reqguerimientos agronémicos del cultivo

El cacao (T. cacao) es una planta de origen tropical en la Amazonia del continente
americano, se desarrolla en la sombra de arboles de mayor porte, en suelos con
buen drenaje y con abundante materia organica. Requiere una temperatura minima
de 16°C, precipitaciones anuales iguales o superiores a los 2000 mm y se distribuye
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en un gradiente altitudinal que abarca desde los 0 a los 1000 msnm (Chancay et al.,
2022). Dentro de los principales atributos que caracterizan a una parcela de cacao
productiva, se encuentran los siguientes:

Condiciones climatoldgicas: El rango de temperatura debe encontrarse entre los 16
y 38°C en la noche y en un dia caluroso respectivamente, debido a que, superados
estos limites, la planta comienza a tener problemas fisioldgicos. Las temporadas de
lluvias en el afio deben ser recurrentes, puesto que no pueden excederse los 2
meses de sequia, una buena cantidad de lluvia para el cultivo esté entre los 1.500
y 2.500 mm anuales. Respecto a la humedad relativa, su valor éptimo debera ser
cercano al 80%, aunque se ha determinado que en humedades del 70% puede
desarrollarse bien (Pinzén et al., 2012).

Condiciones edaficas: Al ser un cultivo de gran longevidad, se hace necesario
realizar un andlisis de suelo, que permita identificar si este cumple con los
requerimientos minimos para el desarrollo del cacao. Lo primero que se considera
es la dimension fisica del suelo, en la cual se evalla su estructura, obstaculos para
el crecimiento de las raices, profundidad y nivel freatico (agua subterranea). Por otra
parte, se debera realizar un andlisis quimico del suelo, en el cual se determinara la
fertilidad y permitira corregir condiciones como la acidez o deficiencia de nutrientes.
En los casos en que se establece el cacaotal en suelos apropiados para cultivos
permanentes se requiere: pH de entre 5,6 y 6, de 2,4 a 438 kg/ha de N (dependiendo
del estado de desarrollo de la planta), de 0,6 a 48 kg/ha de P, de 2,4 a 633 kg/ha de
K, de 2,3a373 kgde Cayde 47 al129 kg de Mg + elementos menores. Es necesario
tener en cuenta que suelos con buen drenaje y agregados arcillosos favorecen los
rendimientos del cultivo (CNCh, 2021).

Finalmente, se deben considerar las épocas de cosecha y floracién para evitar la
aparicion y propagaciéon de enfermedades. Una de las mas conocidas es la
moniliasis del cacao causada por el hongo Moniliophthora roreri, para el cual se han
implementado estrategias de control biolégico como el uso de in6culos de
microorganismos como Trichoderma spp. (Pilaloa David et al., 2021).

El cacao en Colombia

En Colombia, el cacao se cultivd a escala comercial entre los afios 1550 y 1810,
iniciando las exportaciones en el afio 1580 y posicionandose como el segundo rubro
de exportacion en la época colonial. Los primeros cultivos presentes en el pais
tuvieron lugar en las vertientes de la cordillera oriental, extendiéndose luego al
occidente, donde comenzd una gran expansion, llegando a establecerse en la
cuenca del Atrato y el Darién (donde se exportaba cacao a Jamaica) y en la Sierra
Nevada de Santa Marta para el ailo 1693. Posteriormente, a inicios del siglo XVIII,
el contexto posindependencia generd alzas en los impuestos, que, en conjuncién
con un periodo de lluvias prolongado, disminuyé la produccién significativamente en
todo el pais. Sin embargo, a finales del mismo siglo el departamento del Huila ya
cantaba con cultivos de cacao en algunos de sus municipios (CNch, 2021).
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De esta manera el cacao actualmente se constituye como una agro-cadena de gran
importancia para la economia colombiana puesto que dicho cultivo esta presente en
29 de los 32 departamentos, siendo los mas representativos: Santander, quienes
producen 22.899 toneladas que representan el 36,8% de la participacion nacional,
Arauca, con 10.520 ton que representan el 16,9%, Antioquia con 5.188 ton y una
de patrticipacion del 98,3%, Tolima con 3.593 ton y participacion del 5,8%, Huila con
3.518 ton y participacion del 5,7% vy por ultimo, Narifio con 3.372 ton y una
participacion del 5,4% (FEDECACAO, 2022). La coyuntura presentada por la
pandemia global COVID-19, tampoco generé grandes repercusiones en la
exportacion del cacao, dado que, en el afio 2021, se rompiéo un récord de
exportacion, llegando a producirse 69.040 toneladas que representaron un
crecimiento en el sector del 8,9% respecto al afio 2020. De estos, el departamento
del Huila se consolidd en el afio 2023 como el cuarto productor de mayor fuerza en
el pais, superando al departamento del Tolima y generando el 6,8% de la produccién
nacional para ese afio. De estos valores el 95% corresponde al trabajo de 2.500
familias pertenecientes a 35 de los 37 municipios del departamento, que ocupan un
area de produccion de mas de 8.000 hectareas (FIC, 2023).

Sin embargo, desde 2014, la Unién Europea establecio el reglamento 488, que
entraria en vigor en el afio 2019 y donde se determind el contenido maximo de
cadmio en los subproductos del cacao, teniendo en cuenta el porcentaje de solidos
de cacao en el producto final (x<30% - 0,1mg*kg, x <50% - 0,3mg*kg, cocoa —
0,6mg*kg, 50% < x — 0,8mg*kg) (UE, 2014). La implementacion de estas
regulaciones generd un impacto negativo en las exportaciones colombianas, debido
a que paises como Holanda, Suiza, Paises bajos, Inglaterra, entre otros, consumen
el 60% del cacao exportado alrededor del mundo (Chancay Alcivar et al., 2022).

Fuentes de cadmio vy su proceso de absorcién en cacao

En la actualidad se reconocen dos fuentes del Cadmio presente en los suelos
colombianos, la primera de ellas es la natural y esta dada por: la actividad volcéanica
(que libera grandes cantidades de Cd2+ a la atmdsfera que luego se precipita a los
suelos) y la deposicion en los suelos dada por mecanismos de erosion como
derrumbes o el curso de afluentes hidricos. Estos ultimos, al formar parte integral
de una gran porcion de los territorios, se encargan de distribuir el Cd llegando a los
cultivos (Fernandez et al., 2020).

Por otra parte, se encuentran las fuentes antropogénicas, las cuales han
demostrado ser el principal aporte de cadmio en Colombia. Estas se dan por
incendios forestales, procesos de refinacion de otros metales en la mineria (como
cobre y zinc), aplicacion de fertilizantes fosforados y la quema de combustibles
fésiles (Chancay Alcivar et al., 2022). Asi mismo, la baja rotacién de los cultivos o
la implementacion de monocultivos de alto rendimiento y gran longevidad,
aumentan la acidez en el suelo (Castellanos, 2016; Vasquez, 2019), lo que da lugar
a la formacion de complejos solubles de Cd facilmente asimilados por las plantas
(Mendoza-Escalona et al., 2021).
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El cacao es un acumulador moderado de cadmio, y en la actualidad sus
mecanismos de asimilacibn no son claros. Algunos autores sugieren que el
mecanismo de translocacion se da de manera diferencial respecto a otras especies
vegetales, dado que, en la mayoria de éstas, los metales pesados se movilizan
gracias a la transpiracion, concentrdndose primero en el tallo, ramas y hojas, para
finalmente movilizarse a las estructuras reproductivas de la planta. Sin embargo, en
cacao, se sugiere que el transporte de cadmio se da unidireccionalmente de la raiz
a los tejidos aéreos (Barraza et al., 2019), acumulandose en hojas, brotes y tallos,
mientras que el suministro a los frutos se da via floema desde depdésitos ubicados
en el cuello del tallo (Barraza et al., 2019). Dichas afirmaciones estan sustentadas
en estudios de la toma y asimilacion de is6topos de Cd2+ en especies de cereales
y cacao, ya que se ha demostrado que los mas ligeros se unen preferencialmente
a las vacuolas en la raiz, mientras que los mas pesados migran a los brotes,
generalmente por el floema (Wiggenhauser et al., 2021).

El mecanismo en mencién supone un problema en cultivos nuevos y viejos, dado
que en los primeros el estrés fisioldgico por la presencia de cadmio puede generar
la muerte de la planta, mientras que en los segundos el metal tiende a acumularse
mayoritariamente en tejidos como la hoja y los frutos, generando problemas en la
salud de quienes los consumen (Moore et al., 2020).

Respuesta fisioldgica del cacao frente al estrés por cadmio

Elingreso de cadmio a la planta de cacao se ve favorecido por condiciones edéficas,
tales como presencia de acidos humicos (que generan enlaces fuertes con el
cadmio por medio de grupos carboxilicos y fendlicos), pH acido (por debajo de 4,5)
y la capacidad de intercambio cationico del suelo (Mendoza et al., 2021). Por otra
parte, las condiciones del desarrollo y fisiologia de la planta también influyen en este
proceso, como lo son una extensa area del sistema radicular secundario (debido a
que la absorcion de cadmio se da principalmente por estas raices), una alta
inespecificidad de las proteinas de transporte de iones metalicos y una eficiente
difusién, movilizando el metal por medio de células parenquimatosas a los haces
vasculares (xilema y floema) y finalmente concentrando el Cd2+ en los 6rganos
aéreos de la planta (Sandoval, 2019).

Segun Charrupi & Martinez (2017), una baja concentracion de cadmio en la planta de
cacao induce la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes
(peroxidasas Il y superéxido dismutasa (SOD)), lo cual reduce drasticamente el
estrés oxidativo. No obstante, como las concentraciones de Cd2+ en los suelos
latinoamericanos son mas altas que en otros lugares del mundo (como algunos
paises de Africa), generalmente este exceso causa importantes problemas
metabalicos en la planta, como lo son la desorganizacion de cloroplastos (bajas
tasas fotosintéticas), disminucion del contenido de clorofilas en las hojas,
deformaciones en los nucleos de las células de las raices, modificaciones en el
proceso de transpiracién y disminucion en el numero de semillas. Respecto al
material genético, el cadmio detiene el ciclo celular por dafios en el ADN nuclear y
genera la degradacion de la membrana celular, generando cambios en la morfologia
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de sus flores y embriones, asi como modificaciones en el metabolismo del nitrdgeno
y el azufre (Chancay et al., 2022).

Finalmente, seguin nuevos postulados tedricos, se ha establecido que el cacao
podria estar sujeto a presiones de seleccidén debido al estrés por cadmio, lo cual
daria lugar a la sintesis de nuevas proteinas especificas para la absorcion y
transporte del metal. Estas hipotesis se soportan con estudios que han evaluado la
funcién del cadmio presente en hojas de cacao, como inhibidor de plagas, tales
como, las orugas ramoneadoras de hoja Spodoptera litura y Lymantria dispar
(Chouhan et al., 2017; Kazemi et al., 2014).

Respuesta bioguimica del cacao al estrés por cadmio

Se han desarrollado estudios en fresa (Fragaria x ananassa Duch) en donde se
evaluo la respuesta bioquimica de la planta frente a diferentes concentraciones de
cadmio en suelos enriquecidos (Martinez, 2014). En este estudio se determiné que
existia una correlacion negativa entre la concentracion de cadmio y los contenidos
de clorofilas a y b, presentando una mayor disminucion en la clorofila b. Se ha
determinado que dichas disminuciones se deben a la interaccion del cadmio con los
sitios sulfidrilo de las enzimas: &acido A-aminolevulinico deshidratasa, la
protoclorofilida reductasa, que generan la inhibicion de estas (Parmar et al., 2013).

Por otra parte, se ha reportado una respuesta ante la formacién de radicales libres
de oxigeno causados por la presencia de cadmio en guisantes (Pisum sativum),
como lo son la formaciéon de complejos antioxidantes. Algunos de estos son:
peréxido dismutasa (SOD), glutatién reductasa (GR) y ascorbato peroxidasa (APX),
que sufren incrementos o disminuciones en su actividad en funcion de la
concentracion de cadmio (Charrupi & Martinez, 2017). De estos, APX cobra gran
relevancia al eliminar H202, reaccionar con radicales hidroxilos (OH) y reducir Oz,
contando con grandes cantidades producidas en la mitocondria y que pueden
exportarse a cualquier organelo de la célula.( Rodriguez, 2007).

Adicionalmente, en experimentos realizados en pimiento (Capsicum annuum) y
brocoli (Brassica oleracea) se determind que en soluciones hidropdnicas la
presencia de Selenio (Se) inhibe la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) al formar complejos con el cadmio sin llegar a generar toxicidad en los tejidos
foliares y radiculares, proponiéndolo como un suplemento de gran importancia para
suelos contaminados con el metal (Pérez-Millan et al., 2021).

Finalmente, se ha evaluado el efecto de diferentes concentraciones de cadmio en
los contenidos de pigmentos fotosintéticos en 4 accesiones de cacao (IMC67,
PA121, IMC67*PA121 y PA121*IMC67) las cuales son actualmente las mas
ampliamente distribuidas en el mercado como portainjertos. En los resultados se
reportd un aumento significativo de los contenidos de clorofila a (Chl a) y b (Chl b)
para el portainjerto IMC67 (42% - 32%) y PA121*IMC67 (28% - 30%
respectivamente) respecto al control. Dicho fendmeno puede estar dado por las
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diferencias en las tasas de sintesis de pigmentos en tejidos foliares jovenes y viejos,
dados por el efecto toxico del cadmio (Fernandez, 2022).

Mecanismos de tolerancia del cacao a toxicidad por cd2+

Segun Gonzales & Zapata, (2008), las plantas poseen tres mecanismos generales de
tolerancia a metales pesados, los cuales se clasifican segin sus asociaciones
simbidticas con hongos micorricicos, procesos fisioldgicos propios de la planta y
reacciones quimicas que neutralizan las moléculas extrafias que ingresan a ellas.
El primero de ellos denominado “mecanismo externo de tolerancia” ha sido evaluado
en cacao, mediante la inoculacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA), los
cuales, demostraron reducir considerablemente las concentraciones de cadmio en
los suelos, ademas de mejorar el tamafio del fruto, la cantidad de almendras y
generar un aumento en el peso de éstas Ultimas (Sisalima et al., 2023). Dichos
resultados concuerdan con el experimento realizado por Coninx et al., (2017), en la
provincia de Zamora Chinchipe — Ecuador, donde describieron que los HMA
presentan un mecanismo de respuesta intracelular en el que producen tioles no
proteicos que se unen al cadmio y lo desplazan a compartimentos intracelulares de
la planta.

Por otra parte, el segundo mecanismo, se denomina “mecanismo interno de
tolerancia”, el cual se fundamenta en la produccién de acidos organicos de bajo
peso molecular, secretados en los exudados de las raices. Dichos compuestos
permiten la solubilizacion, quelacion, precipitacion y oxidorreduccion de elementos
esenciales y no esenciales, como el cadmio. Sin embargo, aunque son numerosos
los estudios que mencionan esta respuesta de tolerancia al cadmio en diferentes
especies de plantas, incluyendo inferencias sobre dichos mecanismos en la planta
de cacao, se desconocen estudios que los evaluen directamente (Patifio & Julca,
2021).

Finalmente, se encuentra el mecanismo de “quelacion de metales en el citosol”, que
es llevado a cabo por diferentes ligandos como acidos organicos y polipéptidos. En
plantas, se ha identificado que las fitoquelatinas cumplen la funcion de secuestrar
iones de cadmio, eliminando asi su movilidad al interior de los haces vasculares
(Davodpour et al., 2019). Del mismo modo, se han realizado ensayos con el objetivo
de disminuir las concentraciones de cadmio en el cotiledon del cacao mediante la
aplicacién de agentes quelantes sintéticos, en los cuales se determind que el mayor
aporte de cadmio a la semilla se da en el proceso de fermentacion y secado
poscosecha, por lo que una mejor estrategia para disminuir las concentraciones de
este metal esta dada por la remocion del mucilago posterior a la recoleccion de la
mazorca (Cedefo, 2020).

Perfil genético del cacao:

El cacao es una planta perenne diploide (2n=2x=20), con dos subespecies
reconocidas de las que se originaron variedades clonales de mayor rendimiento
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agronémico, como las que se conocen actualmente (Atiencia-Cérdova, 2024).Un
claro ejemplo de estos procesos de mejoramiento genético es la diferencia entre los
genomas de la variedad criolla y el clon T. cacao Martina 1-6, puesto que el primero
tiene un tamafo aproximado de 430 Mpb mientras que el segundo un tamafio mayor
a 445 Mpb. Del genoma de la variedad criolla se destaca la presencia de 28.798
genes, que transcriben 682 familias proteicas, las cuales cumplen funciones como:
resistencia a enfermedades, sintesis de pigmentos, compuestos elicitores, entre
otras (Ricafio Rodriguez et al., 2018).

Para la variedad Forastera, distribuida ampliamente en centroamérica, se
reconocen poblaciones al sureste de México que contienen 12 alelos Unicos
agrupados, que se diferencian bastante de los fenotipos domesticados. Estudios
mas recientes de genética poblacional y diferenciacién geografica, indican que
existen diez variedades (Marafion, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana,
Amelonado, Puris, Nacional y Guiana) asi como un subgrupo de 20 ecotipos de
cacaos mexicanos (Motamayor et al., 2008). El genoma del cacao, en su version
mas actualizada del 2018 (99% de cobertura), dando lugar a numerosos ensayos in
silico de gran importancia para ampliar el conocimiento de la genética en la
especie(Ricafo-Rodriguez et al., 2019).

Variedad IMC 67

Es originario de lquitos — Peru, de pedigri forastero del Alto Amazonas, es muy
resistente a enfermedades y su porte es robusto y vigoroso. Normalmente es
utilizado como porta injerto en los diferentes clones puesto que su productividad,
calidad de grano y compatibilidad (Autoincompatible), lo hacen poco competitivo en
el mercado actual. Normalmente se desarrolla en un gradiente altitudinal y climético
flexible, pudiendo cultivarse en alturas que van desde los 0 a los 1.200 msnm a
temperaturas que abarcan desde los 20°C a los 35°C (ECOYUMA, 2024). La
seleccién de esta variedad en el presente estudio estuvo dada por su importancia
como el portainjerto méas utilizado en centro y sur américa, ademas, se ha
demostrado que posee un alto potencial de absorcion de cadmio y la proporcion de
este en los tejidos comestibles también varia dependiendo de la copa, llegando a
identificarse hasta 33 ppm de cadmio en tejido radicular, en suelos contaminados
con 7,49 ppm, 2 meses después de afiadido el metal pesado (Fernandez, 2022)

Variedad FEC 2

Originario de “El Carmen” departamento de Santander — Colombia, su pedigri es de
hibrido trinitario por lo que sus caracteristicas organolépticas son de calidad
intermedia. Posee una resistencia moderada a enfermedades (susceptible a
moniliasis del cacao) y genera rendimientos de 1,64 kg por arbol, que representa un
incremento del 69,87% respecto a la productividad del material IMC67. Su 6ptimo
de desarrollo se alcanza en alturas superiores a los 600 msnm e inferiores a los
1.200, con un promedio de temperatura de 26°C y humedad relativa entre el 70% y
80% (ECOYUMA, 2024). Por otra parte, este material fue seleccionado por su alta
tolerancia al cadmio reportada en un estudio desarrollado por la universidad de Gent
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en Bélgica, en donde se evalud el rol del genotipo en la absorcion de cadmio en
cacao colombiano y se determiné que FEC2 absorbe en promedio 2,73 ppm de Cd
(Hoogerwerf, 2020)

Variedad TCS 01

Theobroma Corpoica la Suiza o TCS01, es un material producido por
fitomejoradores del centro de investigacion La Suiza de la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria AGROSAVIA. Su pedigri es una mezcla de
materiales hibridos de tipo criollo, que generan una alta resistencia a la moniliasis
del cacao (83%) y su rendimiento anual promedio es de 3,3 kg. Su desarrollo 6ptimo
se consigue en alturas que ronden los 600 y 1200 msnm, con una temperatura
media de 26°C y humedades relativas que se encuentren entre el 70% y 80%
(AGROSAVIA, 2024). La informacioén respecto a la absorcion de esta variedad es
desconocida, al tratarse de un material producido en el centro de investigacion La
Suiza (AGROSAVIA, 2024).

Genes involucrados en la absorcion, translocacion y acumulacion de cadmio en
cacao

En la actualidad, la mayor cantidad de informacién disponible sobre los mecanismos
de absorcion, transporte y acumulacion de cadmio en la planta de cacao se debe a
homologias con especies modelo como A. thaliana, Zea mays, Oryza sativa, entre
otras. Dentro de los resultados mas relevantes, se encuentra la identificacion de
ocho familias de genes (Rodriguez et al., 2020) asociadas a estos mecanismos
fisiologicos en diferentes especies de plantas, de las cuales se destacan los
siguientes:

ZAT -1: Fue descubierto en A. thaliana y codifica una proteina de transporte de zinc
y cadmio, su funcion también esta relacionada con el secuestro de cadmio en las
vacuolas celulares (reconocimiento de metales pesados).

OPT3: Descrito en A. thaliana y Arachis hypogaea, codifica para una proteina
intermembrana que transporta hierro y cadmio al citosol. También facilita la
movilizacion de la xilema al floema.

HMAS3: Descrita en O. sativa, A. thaliana. Arabidopsis halleri y Sedum
plumbizincicola, codifica para una proteina de la vacuola que transporta cadmio y
zinc en tejidos de la raiz, asi como impide la translocacion del cadmio a los brotes
y cotiledones en formacion.

HMA4 — HMAZ2: Descritos en A. thaliana, A. halleri y O. sativa, son transportadores
de zinc y de cadmio via xilema, asi como también se encargan de translocar cadmio
desde las raices al tallo.

ABCC1, 2y 3: Descrito en A. thaliana, es una bomba de conjugados para glutation
S. Dicha proteina permite el transporte de cadmio en forma conjugada.
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NRAMP 1: Descrito en A. thaliana y O. sativa, codifica una proteina mediadora en
el proceso de secuestro y acumulacion de cadmio en la raiz. Su funcion principal es
la del transporte de hierro por medio de vacuolas y se encuentra en la membrana
celular (Brenz et al, 2017).

NRAMP 3y 4: Descritos en A. thaliana y Noccaea caerulescens, codifican proteinas
redundantes para el transporte vacuolar de hierro, cadmio y manganeso.

NRAMP 5: Descrito en A. thaliana, A. hypogaea, Z. mays, Brassica juncea, entre
otras especies, es un transportador de hierro y cadmio en la membrana celular de
la raiz, el tallo, las hojas y estructuras reproductivas.

ZIP 2 y 3: Descritos en A. thaliana y O. sativa, se encarga de mediar la absorcion
de cobre, cadmio y zinc.

DTX1: Descrito en A. thaliana, se encarga del proceso de detoxificacion del cadmio,
trasladandolo del citosol al apoplasto (Rodriguez et al., 2020).

De dichos genes se destacan AtNRAMP1 (NRAMP1 en A. thaliana) que se
correspondia con TcNRAMP5 (NRAMPS5 en T. cacao) y OsSNRAMP5 (NRAMPS en
O. sativa) con TcNRAMP6, ambos con un porcentaje de identidad superior al 90%.
Asi mismo, se identific6 que AtZIP3 y OsZIP5, se correspondian con TcZIP5 y
TcZIP1 respectivamente, con un porcentaje de identidad mayor al 50% (Pacheco et
al., 2023). Algunas de estas familias, han sido utilizadas para el analisis de la
expresion genética en condiciones de estrés por cadmio, de las cuales la familia de
NRAMP’s, o proteinas de macréfagos asociadas a la resistencia natural, han
demostrado desempeiiar una funcion fundamental en la absorcion y movilizacion de
Cd en la planta de cacao (Rodriguez et al., 2020).

Familia NRAMPs (Proteinas de macréfagos asociadas a la resistencia natural)

Son una familia de genes presentes en todos los reinos de la naturaleza, cuya
funcién es absorber y transportar iones metalicos (Mn+2, Cu+2, Fe+2, Zn2, Cd+2,
Ni+2, Co+2 y Al+3). En el caso del cacao, este requiere de Mn+2, Fe+2, Zn+2 para
su adecuada nutricién, por lo que el Cd+2, al ser un cation divalente como los
micronutrientes mencionados, es capaz de interactuar con las proteinas Nramps,
quienes lo absorberan por la raiz y lo translocaran a diferentes tejidos de la planta
(Ullah et al., 2018). En la familia de NRAMP’s 1, 2, 3, 4, 5y 6, cada gen codifica una
proteina de entre 510 a 557 aminoacidos, con puntos isoeléctricos que oscilan entre
4,98y 8.29. De estos, NRAMP 1y 5 se encuentran en el cromosoma 8 del cacao y
se expresan predominantemente en la raiz en presencia de cadmio. Del gen
NRAMPS5 en cacao, se ha estudiado su origen evolutivo mediante analisis de
homologias con especies ancestrales como A. thaliana, identificando un evento de
duplicaciéon en tdndem que dio lugar a un proceso de subfuncionalizacion (la
informacion genética extra, estd asociada con nuevos dominios del gen que
complementan la funcion ancestral del mismo) (Ullah et al., 2018).
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Actualmente, gracias a ensayos de homologias para predecir la estructura y funcion
de los genes, se determiné que la familia NRAMP’s, est4 encargada de la absorcion,
transporte y acumulacion de cadmio en la planta de cacao. De esta familia se
destaca el gen NRAMP5, el cual codifica para una proteina integral de la membrana
celular de la raiz, cuya funcién es absorber iones metalicos del suelo por transporte
activo (Ullah et al., 2018). Dicha proteina, permite el ingreso de cadmio a la planta
por su similitud con nutrientes metalicos menores, generando alteraciones en la
homeostasis celular y el metabolismo. Lo anterior se debe a que la planta de cacao
no cuenta con mecanismos eficientes de quelacién y secuestro, que le permitan
neutralizar los efectos del metal en su ingreso y desplazamiento por los haces
vasculares (Fernandez, 2022).

Por otra parte, un estudio realizado en la escuela de agricultura, politica y desarrollo
de la universidad de Reading en Reino Unido, evalud la expresion del gen NRAMP
5, concluyendo que no existe una relacion clara entre la presencia de Cd2+ y un
aumento en la expresion, siendo el tratamiento carente de hierro, el que reporté
mayores niveles de expresiéon del gen (15 veces mayor). Sin embargo, pese a que
no pudo establecerse una relacion clara, se realiz6 un analisis de expresion
heterdloga en levaduras, buscando simplificar la respuesta de expresion en la cepa
Saccharomyces cerevisiae, en la cual, se confirmé la enorme sensibilidad del gen
NRAMP 5 de cacao al cadmio, ya que presentd un 70% de inhibicion en el
crecimiento de las colonias en altas concentraciones de este (Ullah et al., 2018).

Gen NRAMP1: Se encuentra en el cromosoma 8 del cacao y codifica una proteina
integral de membrana que permite el paso de iones metalicos a la célula. Su tamafio
es de 5.681 pb que codifican un péptido de 558 aminoacidos, se conoce como una
isoforma del gen NRAMPS5 por su alto porcentaje de similitud en su secuencia
proteica (92%) y afinidad estructural (13 exones y 12 intrones) (Phytozome, 2024).

Gen NRAMPS5: En cacao, se establecié una secuencia predictiva para el gen el
transportador de metales NRAMP5, la cual posee un tamafio de 5.366 pares de
bases, que codifican un péptido de 557 aminoacidos (NCBI, 2023). Respecto a la
estructura del gen, este posee 13 exones y 12 intrones con 10 dominios
transmembrana y se encuentra en el cromosoma 8 del cacao, muy cerca del gen
NRAMP1. Dicho gen se expresa diferencialmente en los tejidos de la planta,
llegando a encontrarse mayoritariamente en tejidos de la raiz y en menor medida
en botones florales (Sasaki, 2012).

Adicionalmente, se determind por medio de secuenciaciones de ADN genémico del
cacao, la presencia de una variante mas corta del gen NRAMPS5, que codificaba una
proteina de 510 aminoéacidos, debida a deleciones parciales en los exones 10y 12,
asi como una delecion completa del exdén 11. Al evaluar la absorcion de este
material, se identific6 una nula afinidad de la proteina con los iones metalicos, lo
que indica la gran importancia de la region carboxilo terminal en la funcion de ésta
(Ullah et al., 2018).
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Gen NRAMP2: Se encuentra en el cromosoma 1 del cacao, estructuralmente posee
de 3 a4 exonesy se expresa en una mayor proporcion en tejidos de la raiz y botones
florales. Se estima que su funcidén en cacao esté relacionada con la movilizaciéon de
cationes metalicos en lugar de su absorcion (Ullah et al., 2018)

Gen NRAMP3: Se encuentra en el cromosoma 1 del cacao, posee un tamafio de
1.530 pares de bases que codifican un péptido de 510 aminoacidos (InterPro, 2024;
NCBI, 2016). Posee de 3 a 4 exones y se expresa uniformemente en raiz, tallo,
hojas, botones florales, fruto y semillas, es decir, presenta una expresion constitutiva
en la planta. En ensayos de sensibilidad a cationes metélicos esenciales y no
esenciales se determind que NRAMP3 se sobre expresa en raiz en deficiencia de
hierro y manganeso de forma independiente, mientras que, en presencia de cadmio,
sus niveles de expresion permanecen estables. Esto indica que la funcién de la
proteina es transportar cationes metalicos de manera selectiva. Ademas, en
estudios recientes, se ha determinado que dicha proteina esta encargada de la
movilizacion de Fe2+ y Mn2+ al aparato de Golgi para el crecimiento de las raices
en A. thaliana (Gao et al., 2018), lo que, junto con los resultados de la investigacion
de Ullah y colaboradores (2018), indica que la funcion de este gen en cacao esta
asociada a la movilizacion de cadmio en lugar de su absorcion.

Gen NRAMPG6: Se encuentra en el cromosoma 6 del cacao y posee un tamarfo de
1.629 pares de bases que codifican un péptido de 543 aminodacidos (InterPro, 2024;
NCBI, 2016). Se expresa predominantemente en raiz y botones florales y codifica
una proteina de transporte especifico de Mn2+, aunque se ha demostrado que
posee una alta sensibilidad a la absorcién de cadmio.

Gen de referencia: Poliubiquitina (PUB)

La poliubiquitina es un gen que codifica una enzima en las células eucariotas que
se encarga del marcaje de otras proteinas cuyo destino sera la degradacion, debido
a errores en el proceso de traduccion y sintesis, que dan lugar a plegamientos
erraticos de estas (Apolinar et al., 2024). Su estructura esta conformada por 76
residuos, con una cola C-terminal conformada por 7 residuos de lisina que
desempefian la funcién principal del marcaje de proteinas (Kimura & Tanaka,
2010).Este gen fue seleccionado debido a su alta estabilidad ante diferentes
estimulos (niveles de expresion constantes) y su similitud con el amplicén del gen
NRAMPS5, por lo que los pardmetros de corrida en el termociclador fueron iguales
(Pinheiro et al., 2011).

Gen de referencia: Proteina Ribosomal L35 (RPL135)

La proteina ribosomal L35, se encuentra en la estructura de los ribosomas, en donde
se sintetizan las proteinas tanto en células eucariotas como en algunas procariotas
como las bacterias (Helm, 2021). Dicha proteina forma parte del sitio activo del
ribosoma, especificamente en la subunidad mayor de ARN ribosomal, compuesta
por aproximadamente 45 proteinas adicionales en células eucariotas. Su funcion
principal, ademas de permitir la correcta sintesis de proteinas (unida al sitio peptidil
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(P) — unién de aminoacidos), es mantener la integridad estructural del ribosoma
(Sanchez Mora et al., 2024).

2.2 Marco metodoldgico

Seleccién de materiales

Actualmente en Colombia los portainjertos que mas se utilizan en el establecimiento
de cultivos de cacao son los materiales peruano IMC67 (Iquitos Marafion Collection)
y PA121 (Fernandez, 2022), los cuales se caracterizan por absorber grandes
cantidades de cadmio del suelo (entre 50 y 120 ppm) y acumularlo en tejidos como
las hojas y frutos (Fernandez et al., 2021). Por otra parte, el material FEC2 es
conocido por su alta tolerancia a la presencia, llegando a reportar valores promedio
de 3,6 ppm de cadmio en tejido foliar y fruto (Hoogerwerf, 2020).

Seleccién de variables

Moleculares: Se realizé una exhaustiva revision bibliografica con la finalidad de
identificar los valores cuantificables que puede tomar la expresion genética
mediante el analisis de bandas en PCR de punto final. Se determind que las
diferencias en la intensidad de la banda (saturacién por cantidad de pixeles) se
corresponden directamente con la cantidad de ARN mensajero sintetizado y
presente en la célula (Montero, 2016; Stephens-Camacho et al., 2022).

Fisiolégicas: Segun Fernandez (2022), concentraciones altas de cadmio dan lugar
a una importante reduccion en la conductancia estomatica, la transpiracion y fijacion
de carbono en el ciclo de Calvin, por lo tanto, el proceso de fotosintesis también se
ve reducido (umol CO2/m?/s). Gracias a esta informacién, se seleccionaron los
parametros de fotosintesis neta (Pn), conductancia estomatica (gs) y transpiracion

(E).

Bioquimicas: Segun Rodriguez et al. (2024), la prolina es un aminoacido que es
utilizado como marcador quimico ante el estrés en plantas. Su funcién, es la de
conferir proteccion celular mediante la neutralizacibn de especies reactivas de
oxigeno y células redox, asi como aumentar la turgencia en las membranas
celulares ante factores como el estrés hidrico y térmico (Wiebek et al., 2020). Por
otra parte, teniendo en cuenta que el cadmio genera radicales libres de oxigeno
debido a su composicidn quimica y carga eléctrica, se estima que esta respuesta
ante el estrés por cadmio sea apreciable.

Selecciéon de gen objetivo y de referencia

En la revision de literatura, se encontr0 un articulo en el que se realizé un
experimento donde se analizaba la expresion de la familia de genes NRAMP’s (Ullah
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et al., 2018) bajo condiciones de estrés por cadmio en el material PA121. De los 6
genes pertenecientes a esta familia, se destaca el NRAMP 5 cuya funcion esta
directamente relacionada con el transporte de cationes divalentes metalicos, debido
a que la proteina es poco especifica y permite el ingreso de cadmio por su parecido
con elementos nutritivos menores como el hierro, zinc y manganeso.

Por otra parte, los genes basales Poliubiquitina (PUB) y Proteina Ribosomal L135
(RPL135) se seleccionaron teniendo en cuenta su estabilidad, eficiencia de reaccion
y tipo de tejido. Para el caso de PUB su estabilidad fue de 0,3, mientras que para
RPL135 fue de 0,45, convirtiéndolos en el segundo y cuarto mas estables, entre los
mas de 10 genes evaluados (Pinheiro et al., 2011).

Seleccién de método para analisis de expresion

Generalmente los resultados de base para el andlisis de expresion de un gen objeto
de estudio, se realizan por medio de métodos de cuantificacién relativa como la PCR
en tiempo real. En este caso, se optd por ejecutar un procedimiento de PCR
convencional de punto final, para determinar diferencias en las intensidades de las
bandas en los perfiles de bandeo de cada material. La metodologia de analisis se
conoce como analisis densitométrico, el cual se lleva a cabo por medio de
programas de analisis de imagenes como Image J y Gel Analyzer, los cuales
permiten determinar por medio de picos de informacion (agrupacion de pixeles) la
intensidad de banda inherente a cada producto de PCR. Adicionalmente, estos
programas permiten establecer a los marcadores de peso molecular como
referencia para calcular el tamafio del amplicén y por ende corroborar si el producto
PCR corresponde a ADN complementario, ADN gendmico o a errores en la reaccion
como lo son los dimeros (Garboza et al., 2011).

Disefio del sistema hidropdnico

Para reducir los factores de ruido y optimizar el proceso de absorcion de cadmio, se
estableci6 un montaje hidropénico segun las recomendaciones de Ullah y
colaboradores (2018), ubicando las plantas de forma aleatoria y agregando cloruro
de cadmio (CdCl2) en lugar de nitrato de cadmio [Cd(NO3)2.xH20] propuesto por los
autores, debido a que este compuesto debido a su estructura requiere de una mayor
cantidad de tiempo para ser absorbido (lenta liberacion). Asi mismo, segun Bolafio
& Coronado, (2023) un monitoreo constante de las variables fisicoquimicas de la
solucion como el oxigeno disuelto, conductividad eléctrica, pH, entre otras, favorece
la absorcion de los nutrientes y cadmio.

Por otra parte, para mantener la seguridad del equipo de trabajo al manipular los
tejidos contaminados con cadmio, la metodologia propuesta por Nguyen y
colaboradores (2016), permiti6 quelar la mayor proporcion de cadmio en la
superficie que pudiera entrar en contacto con la piel.

Seleccién del protocolo de extraccion de ARN total
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Se tomo6 como referencia el estudio realizado por (Gallego et al., 2018) en el cual
se evalud la produccion de flavonoides en células de cacao, para lo que requerian
obtener muestras de ARN total de alta calidad (concentracion y pureza). En dicho
experimento combinaron dos metodologias de extraccion, tanto la PureLink Plant
RNA Reagent de la casa comercial Thermofisher Scientific y RNeasy Plus Universal
Mini Kit de Qiagen, que les permitieron tener altas purezas en las muestras y
concentraciones adecuadas, sin embargo, teniendo en cuenta que en el momento
se contaba Uunicamente con el kit de Thermofisher Scientific, se realizaron pruebas
independientes en las que al efectuar algunos ajustes de optimizacion, se pudieron
obtener muestras de gran calidad de ARN total.

Seleccién del kit para tratamiento con DNAsas vy sintesis de ADNc

El kit iScropt™ gDNA Clear cDNA Synthesis kit (Biorad) es ampliamente utilizado
en analisis de expresion genética por medio de PCR en tiempo real, debido a la
eficiencia de sus enzimas (ADNasa y Retrotranscriptasa) y que contiene los dos
pasos necesarios para un correcto analisis de expresion (digestion enzimatica y
sintesis de cADN). Dicho protocolo ha sido usado desde inicios de la década
pasada, en donde se realizaron analisis de patogenicidad de biofiims de
Staphylococcus epidermidis y la optimizacion tanto del procedimiento de extraccion
de ARN total como la sintesis de ADNc y posterior Rtq-PCR (Franca et al., 2012).
Por otra parte, articulos mas recientes revelan que dicho protocolo también permite
comparar la eficiencia de la ADNasa al sintetizar ADNc sin la digestion enzimatica
previa, determinando diferencias significativas en la expresion (mayor en muestras
no digeridas) y una baja interferencia en la calidad e integridad del ARN por dicho
tratamiento(Norman et al., 2022)(Norman et al., 2022)(Norman et al., 2022)(Norman
et al., 2022).

Seleccién de método para disefio de primers

Se utiliz6 el programa PRIMER 3 input, sugerido por (Moncayo et al.,
2023)(Moncayo et al., 2023)(Moncayo et al.,, 2023)(Moncayo et al., 2023), para
analisis de deteccién en PCR en tiempo real para el virus de la diarrea epidémica
porcina. Dicho programa resultd ser Gtil al permitir modificar algunos parametros
como los son: tamafio del primer (18 — 20 pb), porcentaje de G/C (>45%) y
temperatura de anelling (50°C, 60°C). Dichos parametros se ajustaron teniendo en
cuenta lo sugerido por De la fuente y colaboradores, (2018)De la fuente y
colaboradores, (2018)De la fuente y colaboradores, (2018)De la fuente y
colaboradores, (2018) pero adaptado a las necesidades del proyecto y
considerando los resultados obtenidos en la estandarizacién de el gen objetivo
NRAMPS5 y los genes de referencia (PUB, RPL135).

Adicionalmente, el esquema de la secuencia completa del gen, en donde se sefiala
la ubicacién de los primers, amplicones y demas secuencias de interés (exones de
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interés, regiones intrénicas, regiones de empalme) se realiz6 por medio del
programa Benchling.

2.3 Estado del arte

Actualmente, se cuenta con diversos estudios que evalUan la respuesta del cacao
ante diferentes estimulos ambientales. La mayoria de estos se enfocan en
condiciones limitantes de los rendimientos o que estan involucrados en la calidad
del producto final (grano seco) y sus derivados. Uno de los estudios mas relevantes
del campo fue publicado por Morillo y colaboradores (2023)Morillo y colaboradores
(2023)Morillo y colaboradores (2023)Morillo y colaboradores (2023), en el cual
evallan la expresion del gen LIS involucrado en conferir las caracteristicas
aromaticas en materiales acriollados de Ecuador.

Sin embargo, la calidad del grano seco de cacao y sus derivados no esta dada
Gnicamente por su sabor y aroma, sino que también su inocuidad para el consumo
humano juega un papel fundamental. Debido a esto, desde principios de los afios
2000, se han realizado diferentes estudios con el objeto de determinar el efecto
fisiologico del cadmio en especies vegetales de interés agronomico. Uno de los
primeros, desarrollado en Oberkochen — Alemania, con el pino escocés (Pinus
sylvestris), determind que este, en concentraciones de 5 a 50 uM, presentaba una
reduccion del 20 a 90% del crecimiento de las raices en las primeras 12 horas de
exposicion al cadmio (Schutzendibel et al., 2001).Por otra parte, estudios
realizados en trigo (Triticum aestivum L.) en el Reino Unido, han demostrado que la
aplicacion de cal en el suelo (tradicionalmente utilizada para control de plagas y
estabilizacion del pH del suelo), influye en un aumento en la absorcién de cadmio
por deficiencias de zinc en el suelo (Chaudri et al., 1995). Partiendo de esta
informacion base sobre el trigo, se realizaron estudios sobre la acumulacién de
cadmio en sus tejidos comestibles, con 8 materiales provenientes de paises como
Alemania, Francia, Rusia, entre otros. En este se determin6é que en un suelo con
valores de pH entre 4,9 y 6,2 con concentraciones medias de Zinc, puede disminuir
hasta cuatro veces la concentracion del metal en los tejidos de la planta, respecto a
otra producida en suelos acidos carentes de elementos menores (Rebeki et al.,
2016).

Debido a una calamidad sanitaria ocurrida en Japon en el afio 1912, donde mas de
200 personas sufrieron sintomas de intoxicacion por cadmio al consumir arroz
contaminado (las plantaciones eran regadas con agua del rio Jinzu, que se
encontraba contaminado con Cd por la actividad de empresas mineras), se
restringié la produccién arrocera en la regién y se invirtieron recursos para la
investigacion clinica y agronémica del proceso de asimilacion del cadmio, en las
plantas y los efectos del consumo de tejidos contaminados en humanos. Algunas
de las especies seleccionadas para dichas investigaciones fueron el trigo, el maiz y
el arroz, siendo este Ultimo uno de los mas estudiados por su importancia
econdmica en el continente asiatico (Jiménez, 2015). De los estudios realizados se
encuentran los siguientes:
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° Silenciamiento génico: un knockout del gen NRAMP5 con la finalidad de
evaluar porcentajes de absorcion de cadmio y micronutrientes, asi como ver los
efectos en la fisiologia de la planta (Tang et al., 2017).

° Analisis de expresion genética: diferentes soluciones de micronutrientes tales
como Zn2+, Cu2+, Mn2+, Fe, asi como suplementacion con Cd2+, para evaluar
proporciones de expresion en comparacion con genes basales (Chen et al., 2018).

° Andlisis insilico: contando con las librerias de anteriores secuenciaciones, se
realizaron comparaciones (homologias) para determinar estructuralmente dominios
de los genes y sus posibles funciones (Sui et al., 2018).

De los resultados obtenidos, se pudo concluir que el arroz, reporté la mayor
capacidad de absorcién y secuestro de cadmio, mientras que el trigo mostro la
absorcién mas baja, pero la mayor translocacion de la raiz a las hojas (Sui et al.,
2018).

Adicionalmente, al detectar la funcion putativa del gen NRAMP5 como transportador
de cationes metélicos inespecificos, que permite el ingreso de cadmio a las células
vegetales, se realizaron estudios para determinar su ubicacién celular y subcelular,
asi como su expresion diferencial en cada tejido de la planta. Dentro de los
resultados mas destacables se encontrd que la mayor expresion del gen se da en
tejidos radiculares y que dentro de estos, la proteina transportadora se ubica en la
membrana celular (Sasaki et al., 2012).(Sasaki et al., 2012).(Sasaki et al.,
2012).(Sasaki et al., 2012).

Posteriormente, se invirtieron esfuerzos en el desarrollo de estrategias para mitigar
la absorcién de cadmio en cacao mediante estudios de su respuesta fisiologica y
genética. Uno de los mas recientes (Fernandez, 2022)(Fernandez,
2022)(Fernandez, 2022)(Fernandez, 2022), concluyd que la absorcion de cadmio
en portainjertos de los materiales IMC67 y PA121 modifican el mecanismo
fotosintético al generarse una sustitucion de magnesio (cofactor de RUBISCO) por
cadmio. Asi mismo, se reportd que ante concentraciones superiores a las 10 uM de
Cd, existe una correlacion negativa fuerte entre la concentracion de cadmio y el uso
eficiente del agua, lo que sugiere un mecanismo de respuesta fisiolégico (menor
apertura de estomas — menor asimilacion de carbono), que conlleva a una reduccién
en las tasas fotosintéticas y a una reduccion en la absorcion de cadmio (Azzi et al.,
2015).(Azzi et al., 2015).(Azzi et al., 2015).(Azzi et al., 2015).

Por otra parte, se realizaron estudios de desarrollo de lineas de cacao editadas
genéticamente para tolerar el cadmio y restringir su acumulacion en sus tejidos.
Dentro de los analisis de homologia desarrollados, se encontraron grandes
similitudes entre la secuencia del gen NRAMP5 para las especies A. thaliana, O.
sativa y T. cacao; dado que en las dos primeras el gen se encuentra estrechamente
relacionado con la absorcion radicular de Cd, fue seleccionado como gen candidato
para edicion genética por la metodologia CRISPR -CAS9 (Marin, 2020).(Marin,
2020).(Marin, 2020).(Marin, 2020).En este estudio también se destaca la seleccion
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del exdn 5 para realizar un knock out, y por consecuencia la pérdida completa de la
funcién de la proteina.

Posteriormente, Ullah y colaboradores (2018), ademas de disefiar un arbol
filogenético de diferentes especies pertenecientes a todos los reinos de la
naturaleza (partiendo de homologias en la familia de genes NRAMPSs), también
realizaron un analisis comparativo en la expresion de genes de la familia NRAMPSs,
en cacao, arroz y A. thaliana., mediante homologias encontradas en las especies.
De esto concluyeron que los genes NRAMP1 y 5 se encontraban en raiz, botones
florales y fruto, siendo el primero de estos, el tejido con mayor proporcion de
expresion génica. Por su parte, el gen NRAMP 6, se encontraba en bajas cantidades
en raiz y botones florales de forma similar a los dos primeros genes. Finalmente,
NRAMP 2y 3 se expresaron uniformemente en todos los tejidos de la planta.

Adicionalmente, en el mismo estudio, se realizaron analisis de expresidén genética
bajo diferentes condiciones de estrés, como lo fueron la ausencia de elementos
menores de forma independiente y la solucion Hoagland enriquecida con Cd. Dentro
de los resultados mas relevantes se determind un proceso de regulacién genética
en ausencia del catién hierro (Fe2*) mucho mayor en relacién con la ausencia de los
demas elementos menores como el Manganeso y Zinc. Sin embargo, la solucién
enriquecida con cadmio y sin elementos menores presentd niveles normales de
expresion (Ullah et al., 2018).

Asi mismo, se evaluaron los comportamientos de levaduras (S. cerevisiae)
transfectadas con la versién normal TcCNRAMPS5 y la version corta TC(NRAMPSs del
gen, frente a diferentes concentraciones de Cd, identificando una alta sensibilidad
de las colonias transfectadas con la versiéon normal del gen, desde concentraciones
de 10 pM de cadmio, percibiendo un modesto crecimiento Unicamente en una
dilucion de levadura de 10?2 Por otra parte, las levaduras con plasmidos
transfectados con la version corta del gen, presentaron un crecimiento normal en
todas las concentraciones (0 uM, 10 uM y 20 uM) y diluciones (102., 10-3., 10*%.)
indicando el posible hallazgo de un alelo que confiere tolerancia al cadmio (Ullah et
al., 2018)

2.4 Marco metodoldgico

Seleccién de variables

Moleculares: Se realizé una exhaustiva revision bibliogréfica con la finalidad de
identificar los valores cuantificables que puede tomar la expresidn genética
mediante el analisis de bandas en PCR de punto final. Se determind que las
diferencias en la intensidad de la banda (saturacion por cantidad de pixeles) se
corresponden directamente con la cantidad de ARN mensajero sintetizado y
presente en la célula (Montero, 2016; Stephens-Camacho et al., 2022).
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Fisiologicas: Segun Fernandez (2022), concentraciones altas de cadmio dan lugar
a una importante reduccion en la conductancia estomatica, la transpiracion y fijacion
de carbono en el ciclo de Calvin, por lo tanto, el proceso de fotosintesis también se
ve reducido (umol CO2/m?/s). Gracias a esta informacién, se seleccionaron los
parametros de fotosintesis neta (Pn), conductancia estomatica (gs) y transpiracion

(E).

Bioquimicas: Segun (D. Rodriguez et al., 2024), la prolina es un aminoacido que es
utilizado como marcador quimico ante el estrés en plantas. Su funcion, es la de
conferir proteccion celular mediante la neutralizacion de especies reactivas de
oxigeno y células redox, asi como aumentar la turgencia en las membranas
celulares ante factores como el estrés hidrico y térmico (Wiebek et al., 2020). Por
otra parte, teniendo en cuenta que el cadmio genera radicales libres de oxigeno
debido a su composicidn quimica y carga eléctrica, se estima que esta respuesta
ante el estrés por cadmio sea apreciable.

Seleccién de gen objetivo vy de referencia

En la revision de literatura, se encontré un articulo en el que se realiz6 un
experimento donde se analizaba la expresion de la familia de genes NRAMP'’s (Ullah
et al., 2018) bajo condiciones de estrés por cadmio en el material PA121. De los 6
genes pertenecientes a esta familia, se destaca el NRAMP 5 cuya funcion esta
directamente relacionada con el transporte de cationes divalentes metalicos, debido
a que la proteina es poco especifica y permite el ingreso de cadmio por su parecido
con elementos nutritivos menores como el hierro, zinc y manganeso.

Por otra parte, los genes basales Poliubiquitina (PUB) y Proteina Ribosomal L135
(RPL135) se seleccionaron teniendo en cuenta su estabilidad, eficiencia de reaccion
y tipo de tejido. Para el caso de PUB su estabilidad fue de 0,3, mientras que para
RPL135 fue de 0,45, convirtiéndolos en el segundo y cuarto mas estables, entre los
mas de 10 genes evaluados (Pinheiro et al., 2011)(Pinheiro et al., 2011)(Pinheiro et
al., 2011)(Pinheiro et al., 2011).

Seleccién de método para analisis de expresion

Generalmente los resultados de base para el analisis de expresion de un gen objeto
de estudio, se realizan por medio de métodos de cuantificacién relativa como la PCR
en tiempo real. En este caso, se optd por ejecutar un procedimiento de PCR
convencional de punto final, para determinar diferencias en las intensidades de las
bandas en los perfiles de bandeo de cada material. La metodologia de analisis se
conoce como analisis densitométrico, el cual se lleva a cabo por medio de
programas de analisis de imagenes como Image J y Gel Analyzer, los cuales
permiten determinar por medio de picos de informacion (agrupacion de pixeles) la
intensidad de banda inherente a cada producto de PCR. Adicionalmente, estos
programas permiten establecer a los marcadores de peso molecular como
referencia para calcular el tamafio del amplicon y por ende corroborar si el producto
PCR corresponde a ADN complementario, ADN gendmico o a errores en la reaccion
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como lo son los dimeros (Garboza et al., 2011).(Garboza et al., 2011).(Garboza et
al., 2011).(Garboza et al., 2011).

Seleccion de materiales

Actualmente en Colombia los portainjertos que mas se utilizan en el establecimiento
de cultivos de cacao son los materiales peruano IMC67 (Iquitos Marafion Collection)
y PA121 (Fernandez, 2022)(Fernandez, 2022)(Fernandez, 2022)(Fernandez,
2022), los cuales se caracterizan por absorber grandes cantidades de cadmio del
suelo (entre 50 y 120 ppm) y acumularlo en tejidos como las hojas y frutos
(Fernandez et al., 2021)(Fernandez et al., 2021)(Fernandez et al., 2021)(Fernandez
et al., 2021). Por otra parte, el material FEC2 es conocido por su alta tolerancia a la
presencia, llegando a reportar valores promedio de 3,6 ppm de cadmio en tejido
foliar 'y  fruto (Hoogerwerf, 2020).(Hoogerwerf, 2020).(Hoogerwerf,
2020).(Hoogerwerf, 2020).

Disefio del sistema hidropdnico

Para reducir los factores de ruido y optimizar el proceso de absorcion de cadmio, se
estableci6 un montaje hidroponico segun las recomendaciones de Ullah y
colaboradores (2018)Ullah y colaboradores (2018)Ullah y colaboradores
(2018)Ullah y colaboradores (2018), ubicando las plantas de forma aleatoria y
agregando cloruro de cadmio (CdCl2) en lugar de nitrato de cadmio [Cd(NO3)2.xH20]
propuesto por los autores, debido a que este compuesto debido a su estructura
requiere de una mayor cantidad de tiempo para ser absorbido (lenta liberacion). Asi
mismo, segun Bolafio & Coronado, (2023)Bolafio & Coronado, (2023)Bolafio &
Coronado, (2023)Bolafio & Coronado, (2023) un monitoreo constante de las variables
fisicoquimicas de la solucién como el oxigeno disuelto, conductividad eléctrica, pH,
entre otras, favorece la absorcion de los nutrientes y cadmio.

Por otra parte, para mantener la seguridad del equipo de trabajo al manipular los
tejidos contaminados con cadmio, la metodologia propuesta por Nguyen y
colaboradores (2016)Nguyen y colaboradores (2016)Nguyen y colaboradores
(2016)Nguyen y colaboradores (2016), permiti6 quelar la mayor proporcion de
cadmio en la superficie que pudiera entrar en contacto con la piel.

Seleccién del protocolo de extraccion de ARN total

Se tomo6 como referencia el estudio realizado por (Gallego et al., 2018)(Gallego et
al., 2018)(Gallego et al.,, 2018)(Gallego et al., 2018) en el cual se evaluo la
produccion de flavonoides en células de cacao, para lo que requerian obtener
muestras de ARN total de alta calidad (concentracion y pureza). En dicho
experimento combinaron dos metodologias de extraccién, tanto la PureLink Plant
RNA Reagent de la casa comercial Thermofisher Scientific y RNeasy Plus Universal
Mini Kit de Qiagen, que les permitieron tener altas purezas en las muestras y
concentraciones adecuadas, sin embargo, teniendo en cuenta que en el momento
se contaba Unicamente con el kit de Thermofisher Scientific, se realizaron pruebas
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independientes en las que al efectuar algunos ajustes de optimizacion, se pudieron
obtener muestras de gran calidad de ARN total.

Seleccion del kit para tratamiento con Dnsas vy sintesis de ADNc

El kit iScropt™ gDNA Clear cDNA Synthesis kit (Biorad) es ampliamente utilizado
en andlisis de expresion genética por medio de PCR en tiempo real, debido a la
eficiencia de sus enzimas (ADNasa y Retrotranscriptasa) y que contiene los dos
pasos necesarios para un correcto andlisis de expresion (digestion enzimética y
sintesis de ADNCc). Dicho protocolo ha sido usado desde inicios de la década
pasada, en donde se realizaron andlisis de patogenicidad de biofilms de
Staphylococcus epidermidis y la optimizacién tanto del procedimiento de extraccion
de ARN total como la sintesis de ADNc y posterior Rtq-PCR (Franca et al.,
2012)(Franca et al., 2012)(Franca et al., 2012)(Franca et al., 2012). Por otra parte,
articulos mas recientes revelan que dicho protocolo también permite comparar la
eficiencia de la ADNasa al sintetizar ADNc sin la digestion enzimatica previa,
determinando diferencias significativas en la expresion (mayor en muestras no
digeridas) y una baja interferencia en la calidad e integridad del ARN por dicho
tratamiento(Norman et al., 2022)(Norman et al., 2022)(Norman et al., 2022)(Norman
et al., 2022).

Seleccién de método para disefio de primers

Se utilizé el programa PRIMER 3 input, sugerido por (Moncayo et al.,
2023)(Moncayo et al., 2023)(Moncayo et al., 2023)(Moncayo et al., 2023), para
analisis de deteccion en PCR en tiempo real para el virus de la diarrea epidémica
porcina. Dicho programa resulté ser util al permitir modificar algunos parametros
como los son: tamafio del primer (18 — 20 pb), porcentaje de G/C (>45%) vy
temperatura de anelling (50°C, 60°C). Dichos parametros se ajustaron teniendo en
cuenta lo sugerido por De la fuente y colaboradores, (2018)De la fuente y
colaboradores, (2018)De la fuente y colaboradores, (2018)De la fuente y
colaboradores, (2018) pero adaptado a las necesidades del proyecto y
considerando los resultados obtenidos en la estandarizacion de el gen objetivo
NRAMPS5 vy los genes de referencia (PUB, RPL135).

Adicionalmente, el esquema de la secuencia completa del gen, en donde se sefiala
la ubicacion de los primers, amplicones y demas secuencias de interés (exones de
interés, regiones intronicas, regiones de empalme) se realizd6 por medio del
programa Benchling.
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3. PROBLEMA O PLAN DE TRABAJO

3.1 Planteamiento del problema

Alrededor del mundo, el cultivo de cacao representa un rubro de gran importancia
en la seguridad alimentaria, que dinamiza las economias locales y se ubica como el
tercer commoditie internacional después del azucar y el café. Sin embargo,
actualmente su comercializacion se rige bajo exigentes estandares de calidad, que
limitan las exportaciones de grano y devaltan el producto a nivel local(Antolinez
Sandoval et al., 2020).

Por otra parte, un factor que determina la calidad del grano es su inocuidad para el
consumo humano, que actualmente se determina mediante la concentracion de
metales pesados como el cadmio (ppm). Dicho metal, ademas de ser toxico tanto
para la planta como para el ser humano, tiene el potencial de bioacumularse durante
prolongados periodos de tiempo, dando lugar a un riesgo mayor proporcional a la
antigiiedad del cultivo (Reyes et al., 2016).

De este modo, para poder determinar las causas de la presencia de cadmio en los
tejidos comestibles del cacao, es necesario examinar las condiciones del cultivo, asi
como las fuentes naturales y antrépicas del cadmio (Garcia et al., 2021). El estudio
de dichas caracteristicas ha determinado que los cultivos cercanos a afluentes
hidricos, asi como aquellos que se encuentran en suelos 4cidos y con gran cantidad
de materia organica, poseen un mayor potencial de absorcién de cadmio debido a
su conformacién quimica disponible (cation divalente) y a su ubicacion en estratos
superficiales del suelo (Llatance et al., 2018).

Los suelos productivos colombianos se caracterizan por tener una composicion
acida, generalmente con altos contenidos de arcillas y poca materia organica, lo que
sumado a la distribucién y deposicion de cadmio en los cultivos (principales fuentes:
procesos de extraccion y refinaciéon de metales como el cobre Cu2+, la combustion
de hidrocarburos, la aplicacion de fertilizantes y plaguicidas quimicos y depdsitos
naturales en los suelos dados por meteorizacion de rocas sedimentarias,
descomposicion de materia organica, entre otros), favorecen los procesos de
asimilacion del cadmio en las plantas de cacao (Durango et al., 2019). De los
departamentos con mayores concentraciones de cadmio en el suelo, se destacan:
Santander con valores superiores a 10 mg/kg, Arauca con 10 mg/kg, Boyaca con 5
mg/kg y Norte de Santander con concentraciones que varian entre los 5 y los
10,g/kg (Charry et al.,, 2022), aunque dichos valores tienen una baja
representatividad estadistica, debido a que corresponden a una muestra pequefia
de algunas unidades productivas que pueden no representar correctamente a todo
el territorio.

Por otra parte, el proceso de absorcion de Cd2+ en las raices del cacao, ocurre
mediante el mismo mecanismo de entrada usado por algunos nutrientes metalicos
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como el hierro (Fe2+), zinc (Zn2+) y manganeso (Mn2+). En este, participan
proteinas integrales poco especificas, que permiten el ingreso del metal téxico,
debido a su gran similitud quimica y afinidad eléctrica (Rodriguez et al., 2020).
Dicho mecanismo le confiere al cacao la clasificacion de acumulador moderado de
cadmio, lo que sumado a la baja eficiencia de los procesos de degradacion natural
del metal (ya sea por procesos quimicos o metabolismo microbiano), dan lugar a la
presencia de altas concentraciones de este en los granos sin procesar (Chavez et
al., 2016).

De esta manera, el consumo de cacao contaminado con cadmio genera grandes
perjuicios a la salud humana, como lo son afectaciones al sistema respiratorio,
necrosis del tejido renal, descalcificacion 6sea e incluso procesos carcinogénicos
(Pérez & Azcona, 2012). Estas alteraciones son generadas principalmente por la
sustitucion de hierro y cobre en proteinas de la membrana celular y el citosol, por
cadmio, dando lugar de forma indirecta a la formacion de radicales libres de oxigeno
(peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo y lipoperéxidos) que, por medio de la
sustraccion de electrones, alteran la funcion de proteinas y del ADN (Montero-
Campos et al., 2024).

Por otra parte, se ha evidenciado que el cadmio también afecta los procesos
fisiologicos de la planta de cacao, tales como la asimilacion de nutrientes y la
fotosintesis; desencadenando disfunciones metabolicas y malformaciones de la raiz
y el fruto. Estos efectos son mas severos en las plantulas, dando lugar a la pérdida
de biomasa en el proceso de desarrollo, y en algunos casos su muerte, generando
pérdidas significativas a los productores (Durango et al., 2019).

Cabe resaltar que debido a la elevada tasa de consumo de cacao en Europa y
Estados Unidos, asi como, la preocupacién que supone la ingesta de cadmio en la
dieta diaria, se celebrd reunion entre el comité mixto de la Organizacion de las
naciones unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO), la organizacién mundial
de la salud (OMS), y el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA), en la
gue se determind por primera vez el limite maximo de consumo de este metal en
los alimentos (25ug * Kg de peso corporal) (Mead, 2011). Asi mismo en el afio 2019
entraria en vigor el reglamento 488 de la Union Europea, en donde se reduce aun
mas el porcentaje maximo permitido de cadmio, determinando que en un
subproducto con un 50% de cacao debe contener una cantidad maxima de 0,3
mg/kg de Cd (Union Europea, 2014).

Sin embargo, aunque se han adelantado investigaciones en las que se proponen
niveles maximos de cadmio en los productos derivados del chocolate mas
consumidos en el pais (INVIMA, 2017, 2021), los esfuerzos aun no se han
manifestado en la forma normativas de obligatorio cumplimiento para el registro y
comercializacion de dichos productos en el territorio nacional. Por otra parte, estas
investigaciones se han concentrado en los productos derivados y no en los granos
secos ni los nibs, por lo que se generarian conclusiones erréneas que descartarian
muestras viables para la preparacion de productos derivados como ocurre en
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Europa. Adicionalmente, la ausencia de regulaciones a nivel nacional de los niveles
de cadmio en productos derivados también implicaria un alto riesgo para la salud
de los consumidores (Florida Rofner, 2021; Meter & Laliberte, 2019).

Por otra parte, el cultivo de cacao en Colombia representa el segundo rubro de
importancia econdmica después del café. Para el afio 2019 (en el cual entré en vigor
el reglamento 488 de la UE) el pais contaba con 183.497 ha cultivadas en cacao y
presentd un incremento en la cantidad de grano exportado del 22,59% (2.060
toneladas adicionales) respecto al afio 2018, sin embargo, se evidencio una gran
disminucién en la demanda del cacao local por parte Holanda y Paises bajos
(40.9%). Posteriormente, se proyectd un crecimiento en el sector cacaotero del 3%
anual hasta 2021 (65.174 ton), que respecto al afio 2023 sufrié una reduccion del
4,87% representando en 3.174 toneladas menos que dicho periodo (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2021;Gutiérrez et al., 2023).

De los 32 departamentos de Colombia, el Huila se establece como la cuarta region
con mayor participacion en la produccion de cacao del pais, disponiendo de un area
cultivada de mas de 8.000 hectareas que producen el 6,8% del cacao nacional
(Feria Internacional de Café, 2023). Dicho producto es cultivado en suelos con
concentraciones bajas y moderadas de cadmio, que van desde los 0 a los 2 mg/kg,
encontrandose los mas altos valores, en la periferia del desierto de la Tatacoa,
segun algunas entrevistas realizadas a los habitantes del sector, esto se debe a que
se emplean aguas residuales para el riego de los cultivos (debido a la escasez de
este recurso), sumado al uso de fertilizantes quimicos derivados de compuestos
cupricos (Charry et al., 2022).

Respecto a los materiales cultivados en la region, se destacan las variedades IMC-
67 (llamado “el patron universal” en los cultivos con injertos clonales) y FEC-2,
(variedad resistente a las enfermedades y tolerante a la contaminacion con metales
pesados), las cuales son contrastantes en la proporcion de cadmio que absorben
del suelo (Fernandez, 2022). Dichas variedades sufren procesos de hibridacion
natural con otros materiales formando ecotipos, cuya respuesta molecular en la
presencia de Cd es desconocida.

Tomando como referencia el contexto que antecede, se plantea la siguiente
pregunta de investigacion:

¢ Existe expresion diferencial del gen Nramp5 en las variedades TCSO01, IMC-67 y
FEC-2, durante el proceso fisioldgico de absorcion de cadmio?
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3.2 Justificacion

El grano de cacao y sus derivados se han establecido en el mercado mundial como
uno de los commodities de mayor acogida y crecimiento en los ultimos afios, debido
a la exquisitez de su sabor y a que ofrece una alimentacion saludable, rica en
vitaminas, minerales, antioxidantes y calorias (Mendoza-Lépez et al., 2021). Dichos
nutrientes generan beneficios para el cuerpo humano, tales como: actividad
antioxidante (impide la formaciéon de ROS), inhibicidbn de procesos inflamatorios
celulares, proteccion contra la radiacion UV, eliminacion de manchas en la piel,
reduccion de arrugas, prevencion de la psoriasis, aumento en la elasticidad de las
venas y arterias, entre otros beneficios (Zamora, 2024), ademas el cacao también
es utilizado como componente activo de algunos productos de la industria
cosmeética, generando una alta demanda del mismo y mejorando la calidad de vida
de productores y consumidores (Ministerio de Ciencia Tecnologia e Innovacion,
2017).

Por otra parte, el cacao constituye un rubro de importancia econémica en América
Latina y el caribe, que permite el sostenimiento de familias campesinas, asi como
el flujo de ingresos y su distribucion homogénea en las economias locales. Debido
a que es una planta originaria de climas tropicales, su rango de distribucién no es
muy extenso en el continente, llegando a cultivarse desde México hasta Brasil, en
un rango altitudinal que comprende los 0 a los 1.000 msnm. De estos paises el 90%
del grano es producido por familias campesinas, generando, en el periodo
comprendido entre los afios 2022 y 2023, 994 mil toneladas, que representaron el
21,2% de la produccion mundial (Durango et al.,, 2019; Food and agriculture
organization of the united nations (FAO), 2020; International Cocoa Organization
(ICCO), 2023).

En este contexto, el grano de cacao colombiano es reconocido internacionalmente
en la categoria de “fino o de sabor” y se menciona que para el afio 2016, el 95% del
cacao producido en Colombia pertenecia a dicha categoria (Rottiers et al., 2019).
La calidad del grano permitié a grandes empresas como la Compafiia Nacional de
Chocolates o Luker chocolate, poder mantener los estandares de calidad de
exportacion en cuanto a carga de cadmio y caracteristicas organolépticas, mediante
la mezcla con granos de menor calidad, amortiguando de esta manera las presiones
econOmicas ejercidas en el sector a causa de las restricciones europeas (Charry et
al., 2022).

Por otra parte, el pais cuenta con aproximadamente 65.341 familias productoras de
cacao, cuya principal fuente de ingresos es la venta de grano seco (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2021) y en muchas regiones, como en el caso de la
Sierra Nevada de Santa Marta, constituye una alternativa para la sustitucion de
cultivos ilegales (Guarin et al., 2024).

Adicionalmente, el valor del cacao colombiano ha presentado incrementos
histéricos desde el mes de noviembre de 2023, sin encontrar un techo estimado
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hasta la fecha, debido a las extremas condiciones climéticas y la falta de
financiacion extranjera, que afectaron negativamente la producciéon del grano y sus
derivados, en paises productores africanos. Dicho contexto facilitd la exportacion
del cacao nacional puesto que existe una alta demanda de este en Europa y
Norteamérica (El Espectador 2024).

Respecto al contexto agrondmico, se ha determinado que el material IMC67 posee
una alta capacidad de absorcién y asimilacion de cadmio, reportando valores de
hasta 50ppm de Cd en la raiz, como patrén de CCN51 y 35ppm en el mismo tejido
como patron de ICS95 posterior a los 4 meses de exposicion con sustrato
contaminado (Fernandez et al., 2021). En contraste, el material FEC2 de origen
colombiano, ha demostrado una mayor tolerancia a la presencia de Cd, reportando
un valor méximo de 11,79 ppm y un promedio de 2,73 ppm, siendo un candidato
ideal para el establecimiento de cultivos nuevos o la renovacién de cultivos antiguos
(Hoogerwerf, 2020). Sin embargo, aunque se cuenta con informacion valiosa sobre
la absorcion de cadmio, obtenida por medio del analisis de la biomasa seca, los
mecanismos moleculares de respuesta de materiales genéticos especificos al
estrés por cadmio aun son desconocidos (Engbersen et al., 2019).

Una consecuencia proporcional al crecimiento del sector fue un incremento en la
inversion de los entes publicos y privados en el cultivo de cacao, lo que posibilito la
puesta en marcha de diferentes proyectos de tipo cientifico, con el objetivo de
ampliar la comprensién de los factores limitantes en la calidad del grano de cacao
(Villar, et al., 2022)Haga clic o pulse aqui para escribir texto.. De estos se destacan los
estudios de los mecanismos moleculares implicados en la absorcién del cadmio en
T. cacao L., que constituyen una estrategia rapida y eficiente para determinar los
procesos clave de asimilacion y asi ofrecer alternativas (silenciamiento génico,
potenciamiento, transgénesis, entre otros) que garanticen la calidad e inocuidad del
grano sin procesar y sus productos derivados (Ullah et al., 2018).

Dentro de los proyectos financiados en el campo de la biologia molecular, se
encuentran algunos analisis de expresion genética, los cuales permiten dilucidar los
mecanismos de respuesta de las plantas ante estimulos como las altas saturaciones
de metales pesados en la matriz suelo. De esta manera se confirma la funcion de
los genes objeto de estudio, para poder formular estrategias que mitiguen las
afectaciones a la salud humana, causadas por el consumo de tejidos contaminados
con metales pesados como el cadmio.

El estudio de la expresion de los genes NRAMP5 y NRAMP1 permitirh comprender
una de las vias de ingreso del cadmio a la planta de cacao y su posterior asimilacion
en tejidos comestibles, asi como facilitara la ejecucion de posteriores estudios al
estandarizar los procedimientos en laboratorio y permitir4 a los productores hacer
una mejor seleccion de materiales al momento de establecer unidades productivas
de cacao. Por otra parte, se determinaran los niveles de expresion de los dos
materiales bajo las condiciones dadas (exposicion a 8ppm de CdCI2) por lo que
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dichos valores podran relacionarse directamente con las proporciones de cadmio
biodisponible en los suelos.

Adicionalmente, el caracter interdisciplinar del presente estudio permite obtener un
enfoque holistico de los resultados, asi como interpretar por medio de analisis de
relaciones, la compleja interaccion entre la respuesta genética y fisiologica a
estimulos fisicoquimicos. Todos estos resultados podran ser extrapolables al
comportamiento real de dichos materiales en un cultivo tradicional y serviran de
base conceptual y metodoldgica para posteriores estudios relacionados con el
campo.
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3.3 OBJETIVOS

3.3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion del gen NRAMP5 de manera semicuantitativa en tres
variedades de cacao (Theobroma cacao L.) bajo condiciones de estrés por cadmio.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar las tendencias generales en la respuesta diferencial entre los
materiales IMC67, FEC2, TCSO01.

- Evaluar la estabilidad del gen de referencia Poliubiquitina (PUB).

- Estandarizar los procedimientos de extraccion de ARN, sintesis de ADNc y
PCR de punto final.
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4. METODOLOGIA

4.1 Descripcidn general del experimento

4.1.1 Area de estudio

La presente investigacion se desarroll6 en las instalaciones del centro de
investigacion Nataima de AGROSAVIA, ubicado en las coordenadas 4°11'28.91"N
y 74°57'38.08"0 a 376 msnm, en el km 9 de la via Chicoral — Espinal (mddulo 3 de
casa de mallas, laboratorio de fitopatologia y laboratorio de biologia molecular). Por
otra parte, las condiciones del microclima durante el experimento fueron registradas
con un termohigrémetro, del cual se destacan temperaturas maximas de 42°C y
humedad relativa minima del 25%, en contraste, se registraron temperaturas
minimas de 23°C y humedad relativa maxima del 99%.

4.1.2 Material vegetal y establecimiento del experimento

Las semillas fueron adquiridas en la unidad productiva “El pecador’ ubicada en la
vereda “Centro” del municipio de Hobo — Huila. Sus frutos fueron producto de
procesos de polinizacion abierta, en una parcela experimental del proyecto de
regalias (Gobernacioén del Huila). Una vez recibidos los frutos (mazorcas) en el
centro de investigacion, se extrajeron entre 40 y 45 semillas por fruto de cada
material, llegando a obtener 125 semillas por cada variedad (IMC67, FEC2 y
TCSO01). Posteriormente, estas fueron enjuagadas en agua destilada por triplicado
sobre un tamiz. Posteriormente, se retird el exceso de agua y se eliminé el mucilago
por medio de friccidon con aserrin, para finalmente conservar las semillas hUumedas
y cubiertas por aserrin en una bolsa Ziplock a la sombra en un cajon de fermentacion
por 2 -3 dias (Maroto et al., 2017).

Transcurridos 3 dias, se seleccionaron las semillas con ganchos hipocotilares
visibles y se sembraron creando una pequefia abertura en la superficie del sustrato,
dejando al descubierto 3 cuartas partes de la semilla y enterrando el gancho
hipocotilar cuidando no desprenderlo (Soto & Torres, 2022). Luego, estas se
sembraron en bolsas de polietileno negro de 12 cm de diametro * 35cm de alto, con
sustrato humedo compuesto por % de turba y 7 de vermiculita, estas bolsas se
ubicaron en el invernadero “Casa de mallas”, del C.I. Nataima, donde
permanecieron bajo condiciones de vivero durante 8 semanas (Soto & Torres, 2022).
Adicionalmente, el control de plagas y enfermedades se realizé por medio de
extractos vegetales como ajo aji y ortiga, asi como trampas adherentes de color y
sustitucion manual de plantas enfermas.

Posteriormente, se seleccionaron las plantulas mas vigorosas, lavando sus raices

con agua destilada y ubicandolas en una tina de 130L con 90L de agua destilada y
solucién Hoagland a mitad de fuerza. Dicha solucién fue renovada semanalmente y
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el pH corregido diariamente (5,5 — 5,8), para favorecer la absorcién tanto de
nutrientes como de Cd.

Un mes posterior a la adaptacion de las plantas en este medio, se retird la solucion
Hoagland a mitad de fuerza (Tabla 1) eliminando los elementos menores (factor de
ruido) sin alterar el volumen final y se disolvieron 720mg de CdCl2 en 90L de agua
(4,9 ppm), manteniendo una saturacion de oxigeno minima de 3,8 ppm.

Tabla 1. Componentes de la solucion Hoagland a mitad de fuerza.

Reactivo Cantidad (g) | Volumen final | Nombre Sin. Cantidad
(mL) Madre (mL) *90 L
KNOs 101,02 1000 A 255
Ca(NO3)2*4H20 236
KH2PO4 + 34,02 500l B 102
MgS0O4*7H20 123,22
HsBOs + 1,3845 500 C 51
ZnS04*7H20 0,1066
CuS04*5 H20 0,03958
MnSO4* H20 0,817
MoOs 0,026 300 D 51
FeS04*7 H20 + 24,9 1000 E 13
Na2EDTA*2 H20 26,1

Los elementos menores como el hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn) y manganeso
(Mn), presentes en las soluciones madre C y E, fueron retirados de la soluciéon para
evitar interferencias en el analisis.

La solucidn en el sistema hidroponico fue oxigenada y sus nutrientes resuspendidos
por medio de un compresor de aire de la marca Pretul Ref. 23065 de 20L de
capacidad. Dicho equipo fue conectado a una red de mangueras con valvulas para
la distribucion homogénea del aire y cuya presion de salida se ajusté a 4 Bares. Asi
mismo, se agrego un filtro para grasas debido a los precipitados que se formaban
por el uso frecuente del equipo, como también se instalé6 un temporizador para
garantizar periodos de reposo de 1 hora y 30 min con periodos de actividad de 30
min.

Por otra parte, los parametros fisicoquimicos de la solucibn como el pH,
conductividad eléctrica y oxigeno disuelto fueron monitoreados diariamente con un
potencidmetro multiparametro marca Hanna Ref. H198194. En el caso del pH, este
fue corregido a un valor de 5,6 cada dos dias para favorecer las captacion de
nutrientes en las raices.

4.1.3 Diseno experimental
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Se selecciono un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3*4, donde el
factor principal son los materiales (N: IMC67, FEC2, TCS01) y el segundo factor, el
tiempo en horas de exposicion al cadmio (N:0, 24, 48, 72), con 3 repeticiones por
variedad y tiempo (Figura 1). Es relevante aclarar que el TO también cumple la
funcién de testigo absoluto debido a las condiciones del experimento (periodo de
tiempo corto para tener un testigo por cada hora). El tamafo de la muestra fue de
36 plantas bajo un tratamiento (4,9ppm de cadmio y solucion Hoagland a mitad de
fuerza sin elementos menores).

2@@@@% DOPPPP

1" TiMce7 FEC2  TCSO1 ¥

s s A

Tiempo 0 24h 48h 72h Parametros
fisiologicos

I
Figura 1. Diserio experimental. Notese una agrupacion de plantulas en el extremo
derecho, las cuales representaban 3 réplicas por material para la toma de datos
fisiologicos (plantulas independientes al experimento de cadmio) asi como en el
extremo izquierdo se encontraba una abertura donde se insertaban los sensores del
potenciometro multiparéametro, para el monitoreo de pH, oxigeno disuelto y
conductividad eléctrica.

4.2 Evaluacién de expresion genética (densitometria)

4.2.1 Muestreo destructivo

Previo a diluir el cadmio, se realizdé el muestreo destructivo correspondiente al
tiempo 0, para lo cual, se hizo uso de toallas de papel estériles (autoclave) en el
secado de las raices, para posteriormente cortar el tejido de las raices secundarias
y almacenarlo en un sobre de aluminio debidamente marcado en tanques de
nitrogeno liquido, agrupando las muestras por material en una malla plastica.

Una vez se debid entrar en contacto con la solucién contaminada con cadmio

(CdCl2) para el muestreo de los tiempos 1, 2y 3 (24, 48 y 72 horas), se ejecuté el
siguiente protocolo:
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1. Se ingres6 al modulo 3 de casa de mallas a las 8 horas de la manana
(evitando las altas temperaturas del medio dia) vistiendo trajes de proteccién
Tyvek, mascarillas con filtro 3M Ref. 2091, y botas de caucho para el uso
exclusivo en el lugar. Adicionalmente, se contdé con guantes de nitrilo
convencionales y de alto calibre.

2. Se ubicaron 3 diferentes Baker de 1L de capacidad, en los cuales se agrego:
agua destilada, TRIS 20mM (pH8) y EDTA 5mM.

3. Se dispuso de un guardian para el descarte de cuchillas, bolsas de riesgo
quimico y biolégico debidamente marcadas y bidones de 20L para el descarte
de liquidos contaminados.

4. Se extrajeron las plantulas con mucho cuidado para evitar derrames, para
posteriormente ubicar cada planta en el primer Baker y agitarlas
vigorosamente por 30 segundos. Luego, se situé cada planta en la solucion
de EDTA 5mM (30 segundos de enjuague) para finalizar en la solucién de
TRIS 20mM.

5. Se ubicé cada planta en una toalla absorbente estéril e inmediatamente se
realizé el corte con cuchillas descartables en la raiz secundaria.

6. La muestra de tejido se situé en sobres de papel aluminio debidamente
marcados y se agruparon por materiales como se menciona en el
procedimiento para el tiempo 0.

7. Diariamente, se realizd el descarte del material vegetal contaminado, asi
como de los implementos que entraron en contacto con la solucion con
cadmio (soluciones para quelar el cadmio, toallas y guantes de nitrilo).

8. Al final del muestreo, los trajes Tyvek guantes de nitrilo, fueron desechados,
reutilizando unicamente las mascarillas y las botas de caucho.

4.2.2 Procesamiento de muestras

Una vez se contd con el tejido conservado en nitrogeno liquido (sobres de aluminio),
se realizé un proceso de macerado de estos, con el objetivo optimizar la duracion
del procesamiento de las muestras (extraccion de acidos nucleicos) y aumentar el
espacio disponible en los contenedores de nitrégeno liquido. Este procedimiento se
llevd a cabo teniendo en cuenta el siguiente procedimiento: primero, se tomaron
morteros y pistilos estériles, en los cuales se agregdé nitrogeno liquido para pre-
enfriar. Posteriormente, se extrajo el tejido y se macero vigorosamente cuidando de
no dejar evaporar el nitrébgeno para evitar la rehidratacion del tejido, para luego
agregar 100 mg de tejido en un tubo eppendor de 1,5 ml y la cantidad restante en
un tubo de 5mL con tapa rosca.

Es necesario aclarar que en el momento de contar con el material macerado en los
respectivos tubos (1,5 mL para la muestra por procesar y 5mL como contramuestra),
estos fueron almacenados en una nevera de lcopor con nitrégeno hasta su posterior
almacenamiento en tanques.
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4.2.3 Seleccion de genes (objetivo y de referencia)

Se realizé una busqueda exhaustiva en bases de datos como NCBI, Scielo, EBSCO,
Science direct, Google académico, entre otras, para encontrar informacién
relacionada con la descripcion de genes asociados a la absorcion de cadmio en
cacao. De estos se seleccionaron 5 articulos recientes, en los que se mencionaba
que tanto en cacao (T. cacao), arroz (Oriza sativa) y maiz (Zea mays) se detecto la
familia de genes NRAMP5 como proteinas de membrana transportadoras de
cationes metalicos. De estos se seleccion6 el gen NRAMPS por los productos PCR
favorables (Ullah et al., 2018) y la confirmacién de su influencia en la absorcién de
cadmio (analisis de expresion heterdloga en levaduras).

Por otra parte, se seleccion6 el gen PUB por su estabilidad (intensidad de banda
homogénea) y alto porcentaje de amplificacion (9 de cada 10 muestras fueron
positivas), segun las consideraciones propuestas por Pinheiro y colaboradores
(2011), respecto a los genes de referencia candidatos para analisis de gPCR.

Posteriormente, se realizé la busqueda de la secuencia del gen NRAMPS en la base
de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se realiz6 un alineamiento
BLAST en el programa Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) el cual
permitié definir la secuencias exonicas, intrénicas y el sitio de unién de los primers,
asi como la ubicacion del amplicon en el gen (Figura 2).
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Secuencia de ADNc
(1674 pb)

TGTGCGATGTTGCACTATAAATACAGTTTAAGTTTCTTAAATATGTGTGTCAATATAGTTGTTGTGAAGAAAGAGAGTGATGGGAAGTTTGCAGCAGCAAGCGAC
TGATCTTGCACTTCCAARATCATGGGGTGGAGGGAGCAACCGTATAGCTGCTGTCAATGTGGAGGGAAGCACCCCGGAATCCTICCCTAGTAACGACAAC
AAAAGCAGTGATCATGATCATGAC CCAGATCATGAGARACCTGGATG GAGARAGTTTTIGTCATTTGTAGGCCCTGETTTCCTTGTCTCATTAGCTTATCTTGAT
CCTGGCAACCTGGARACTGATATGCAAGCAGGAGCCAACCATGGATATGAGCTACTGTGGGTGGTGTTAATTGGATTAGTGTITGCTCTCATAATCCAGTCT
CTTGCTGCTAATCTTGGAGTCAGCACTGGCAAGCACTTATCAGAATTGTGCAAGGCTGAGTACCCAGTATIGATCARATATIGCCTGTGGTTGCTTGCAGAG
CTTGCTGTCATAGCTGCTCATATTCCTGAAGTGATTGGGACAGCCTTTGCATTAAATATACTGTTICATGTCCCAGTTIGGGCTGGGGTTICTCTGCACTGGTTT
AAGCACTCTCCTCCTCCTGAGCCTGCAAAGATATGGGGCACAATCTCTITCTCCACTCTGCTCTCGTGCTCTCCAGAARAGTACCCAACTCTGTTICGTGGC
ATCAATGCTGCGTGTAGATATTTCCTGATGGAGAGCGGCTTCGCCTIGTITGTGGCGTTTITGATCAACGTAGCGGTTGTCTCGGTGACGGGCACCGTICTGE
TTAGCCGATAATCTCTCTAGTGAAGACCAGGATCGTTGCAGCAATCTIACCCTCGACTCTGCTICTITCATGCTCCAGCATGTGCTGGGAAAGTCTAGCTCA
ACCCTTTACGCCGTTGCACTICTIGCCTCGGGECAAAGCTCTACAATTACAGGCACTTATGCAGGACAATTTATCATGCAGGGCTICTTGGATCTTAARATG
AAGAARTGGGTGAGGAACTTAATGACTAGGAGCATTGCCATTACACCCAGTCTTATTGTGTCCATCATTGGTGGATCTCAAGGGGCCGGTAGACTAATCATC
ATTGCATCGATGATTCTATCATTTIGAGCTGCCATTTGCTCTCATCCCACTTCTGAAATTCAGTAGCAGCTCAACCAAGATGGGACCGTACAAGAATTCTATATAT
ATCATTGTGATTTCATGGATACTAGGCCTTGGAATCATCGGTATCAACGTCTATTACTIGAGCACAGCCTTTGTAGGTTIGGTTGATTCACAATGATTTACCAARA
GTCGGAAATGTTTICATCGGARTCATCGTGTTITCCTCTAATGGCCATCTACATCCTGTCAGTCATCTATCTAACCTTICCGAAAGGACACTGTTGTAACATATATC
GAGCCCGACAAGAACGACCCAACTGCCCAAGCTCGGATGGAGAGTGGGCTCAGCAACCTTGACGGGTCCTTCCGGGCAGACAATGTCCCTTACAGGC
AGGATTTAGCTGACATCCCACTGCCAGAGTAGGTGGTTTITAATCTCTCAAATCAAGTCCAATTACCAACTAAGCTGTTAAACTATGATAAAGGAGCTTGTCTG
CTTAGGGAGTIGTACGATGAAGATGTTTCGAAGCCTGTCGGAAGTTAAATTATGACTAGATTCCTTICTGTTTCTCAGGTTTIGATAGTATITGCATGTGTA
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Figura 2. Esquemas de la estructura y ubicacion del gen NRAMPS en cacao criollo
(Theobroma cacao cacao). A. Ubicacion fisica en el genoma, B. Secuencia
codificante (ADN complementario), C. Modelo genémico del gen NRAMPS.

Fuente: Adaptado de (Figueiredo et al., 2013; Hassanin et al., 2022; Phytozome,
2024; Ullah et al., 2018)

4.2.4 Extraccion de ARN total

Para el procedimiento de extracciéon de ARN se utilizd el protocolo PureLink® Plant
RNA Reagent de la casa comercial Thermoficher Scientific, el cual fue adaptado
para cacao (T. cacao L.) segun el procedimiento descrito en el apartado de los
resultados de estandarizacion de metodologias. Dicho procedimiento usado por
Gallego y colaboradores (2018), esta disefiado para el procesamiento de muestras
vegetales ricas en compuestos polifenélicos como en el caso del cacao y cuyo buffer
de extraccion contiene: - mercaptoetanol (desnaturalizante de proteinas), Polietilen
glicol mono(octilofenilo) éter (detergente no iénico) y Azida de Sodio (agente
reductor) (Haz - Map -, 2024; Trejo, 2012)

4.2.5 Tratamiento con ADNasa y sintesis de ADNc

Para poder realizar inferencias sobre la expresién, debe garantizarse la eliminacién
de ADN genomico remanente del proceso de extraccion de ARN. Para esto, se
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realizd un tratamiento con ADNasa segun el protocolo iScript™ Gdna Clear cDNA
Synthesis Kit de la casa comercial Biorad, en el cual se prepara un coctel con 0,5
ML de ADNasay 1,5 pL de buffer. Dicho coctel se agrego a 14 pL de ARN total diluido
por cada reaccion (apartado de optimizacion) y se ubicé en un termociclador donde
se selecciond el programa de corrida corregido, para digestion enzimatica con
ADNasa.

Posterior a la digestion, se prepard un coctel para la reaccion PCR convencional,
como control de dicha digestion mediante el protocolo GoTaq® Flexi DNA
Polymerase de la marca Promega, el cual consiste en un procedimiento paso a paso
que se detallara en el apartado de PCR de punto final. Posterior al revelado del
control, se preparo un coctel con 4 pL (por reaccién) de Rt supermix para el proceso
de retrotranscripcidén que da lugar a la sintesis de ADNc. Los parametros de corrida
se programaron en el termociclador segun las indicaciones del fabricante.

4.2.6 PCR de punto final y electroforesis

Se hizo uso del protocolo paso a paso GoTaq® Flexi DNA Polymerase de la marca
Promega, el cual contiene algunas sugerencias para mejorar la calidad del producto
PCR como el uso de BSA como coadyuvante (Tabla 2). Sin embargo, las cantidades
de cada reactivo no fueron modificadas en la preparacién del coctel y los parametros
de corrida para el gen NRAMPS (Objetivo) y Poliubiquitina — PUB (Referencia) se
disefaron segun las pruebas de optimizacion como los gradientes de temperatura
para la evaluacion de primers.

Tabla 2. Reactivos seleccionados en el proceso de estandarizacion de la PCR de
punto final para los genes NRAMPS5 Y PUB.

Concentracion Concentracion Volumen | volumen

Reactivo nicial Unidades final Unidades | *1 tubo final *
(15 yl) | 15 tubos

Primer F 10 uM 0,2 uM 0,3 4,5
Primer R 10 UM 0,2 MM 0,3 45
dNTP’s 10 Mm 0,2 Mm 0,3 4,5
Buffer
5X 5 X 1 X 3 45
MgClI2 25 mM 2 mM 1,2 18
BSA 5 Mg/uL 0,1 Mg/l 0,3 4,5
Taq pol 5 u/ul 1 u/ul 0,16 2,4
H20 7,44 111,6
ADN 5 pg/ul 3 pg/pL 2 30

Por otra parte, las electroforesis se llevaron a cabo preparando geles de agarosa al
2% para molde grande (1,8 g de agarosa por 90 mL de buffer TBE 1x + 9uL de Buffer
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de carga Sybr safe) y los parametros del programa en la fuente de poder fueron:
90mV, 90mA, por 60 minutos.

4.2.7 Andlisis de datos de expresién genética

Se prepararon geles de agarosa al 2% a razén de 1,8 g de agarosa por 90 ml de
buffer TBE 1x mas 9 uL de Sybr Safe, en estos, se agregaron 5 yL de marcador de
peso molecular Quick-Load Purple 1kb Plus DNA Ladder de la casa comercial New
Englands Biolabs. Dicho marcador se agregé en dos pozos para obtener dos carriles
de fragmentos para comparar.

Posteriormente, el gel producto de la electroforesis, fue irradiado durante 18
segundos y 35 milisegundos con luz ultravioleta en el foto documentador ENDURO
GDS II. Consecuentemente, se realizaron ajustes en la exposicién de la imagen,
modificando los parametros: B (black)= 10763, W (White)= 24274 y V (volume)= 1.
Finalmente, se invirtio el contraste de la imagen para que las bandas se tornaran de
una coloracién oscura y el fondo de color claro y asi facilitar el posterior analisis en
el programa Gel Analyzer version 23.1.1.

Una vez se abri6 la imagen en el programa Gel Analyzer, se seleccionaron carriles
de longitudes iguales que incluyeran cada pozo informativo del gel (marcadores de
peso molecular y productos PCR) y se seleccionaron los picos para cada fragmento
de los marcadores de peso y asi construir una curva de calibracion de pesos
moleculares (Figura 3). Luego, se seleccioné cada banda correspondiente a los
productos PCR y se registré tanto el valor del peso molecular como la intensidad
(Peak value) para cada réplica y gen en una matriz de Excel.

Figura 3. Interfaz del programa Gel Analyzer version 23.1.1. A. Seleccion de carriles
en el gel. B. Seleccion de picos automatica y corregida para el marcador de peso
molecular. C. Deteccion de la banda del producto PCR. D. Curva de calibracion para
el peso molecular en pares de bases (pb).
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Posteriormente, los datos brutos (intensidad de banda) fueron registrados en una
matriz de columnas con variables sencillas agrupadas y mediante esta, se
calcularon medidas de tendencia central y dispersion de datos. Por otra parte, se
realizo la respectiva verificacion de supuestos, mediante la prueba grafica Q-Q Plot
y F de Fisher.

Una vez se confirmd que los datos procedian de una distribucion normal, se realizé
un analisis de varianza ANAVA para dos factores con una sola muestra por grupo,
en el programa Microsoft Excel como ejercicio preliminar, el cual se confirmé con un
ANAVA ejecutado en InfoStat/L. Asi mismo, se realizé una comparacion de medias
LSD de Fisher.

Luego, se calcularon los niveles de expresion del gen NRAMPS mediante una
relacion entre el gen de referencia PUB y el gen Target NRAMPS asi como se
comparé dicho promedio de expresion relativa respecto a la media del control
absoluto en el tiempo 0. Dichas relaciones se detallaran a profundidad en los
resultados.

4.2 Evaluacion fisiolégica

4.2.1 Muestreo no destructivo

Se hizo uso del analizador de gases portatil de sistema abierto LI 6400/XT de la
casa comercial LI-COR, en simultaneo al muestreo destructivo. Dicho equipo fue
manipulado por el operario Mauricio Gémez, quien contdé con el equipo de
bioseguridad descrito en el numeral 4.2.1 y el apoyo de los investigadores para el
registro de datos.
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Adicionalmente, se tomaron 3 datos por cada planta, seleccionando hojas jovenes
y sanas que se encontraban a 4 p 5 hojas de distancia del apice de la planta. Cabe
aclarar que los datos se registraron en horas de la manana (8:00 a.m y 10:00 a.m)
buscando evitar afectaciones en la salud del operario debidas al calor, asi como
variaciones en los datos debidas a las altas temperaturas en las instalaciones.

4.2.2 Andlisis de datos fisiolégicos

Se realizé una seleccion de datos segun la precision del registro en el equipo LI-
COR, medido con el parametro de estabilidad F (valores cercanos o iguales a 1).
Una vez seleccionados los datos por planta, en el programa Microsoft Excel se
disei6 un grafico dinamico a modo de resumen de la informacion, asi como por
medio del programa InfoStat/L versién del 29/09/2020, se realizé un grafico de cajas
y bigotes por cada variable fisiologica.

Se realizo la verificacion de supuestos de forma independiente por cada variable,
mediante las pruebas de Shapiro Wilks (Normalidad), Q-Q-Plot de residuales
(Normalidad) y grafico de dispersion de residuales Vs Valores predichos.

Para aquellos parametros que cumplieron los supuestos de homocedasticidad y
distribucion normal, se realiz6 un analisis de varianza ANAVA con su respectiva
comparacion de medias LSD. Sin embargo, para aquellas variables que no son
normales, se realizo la prueba Kruskas wallis con comparacién de medias.
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5. RESULTADOS

5.1 Manejo del cultivo hidropénico y estandarizacion de procedimientos en
laboratorio.

5.1.1 Parametros fisicoquimicos de la solucion hidropoénica

Los valores registrados del oxigeno disuelto (O2) en la solucién, se encontraron
entre los 3,8 ppm y 5 ppm, con periodos de actividad del compresor de 30 minutos
en intervalos de 1 hora y 30 minutos. Lo cual resulté ser éptimo para garantizar el
vigor y la correcta nutricién de las plantas segun la curva de agotamiento de O:2
(Figura 4) disefiada a partir de periodos prolongados de inactividad del compresor
en diferentes horas del dia.

Figura 4. Grafico del modelo de regresion polinomial de tercer grado para estimar
los tiempos de actividad del compresor. Realizado en CurveExpert Professional.
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Partiendo del modelo, se determind la minima concentracion de oxigeno aceptable
en 3,8 ppm para una temperatura de solucién de 38,6°C que fue el valor maximo
registrado durante el experimento y el cual permitié seleccionar los periodos de
actividad y apagado del compresor.

Por otra parte, el promedio de conductividad eléctrica en solucion se estim6 en un
valor promedio de 1377,78 uS/cm, lo que se considera como un valor aceptable
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para el crecimiento de tejidos vegetales en otras especies comerciales como la
espinaca baby (Spinacia oleracea L.) (Castillo et al., 2019).

5.1.2 Extraccion de ARN

Se realizaron extracciones preliminares segun el protocolo paso a paso PureLink®
Plant RNA Reagent de la casa comercial Ambion. Sin embargo, al notar que
existieron diferencias en los resultados (geles de calidad con presencia y ausencia
de bandas), se realizaron las siguientes modificaciones al protocolo (los pasos
adicionales o ajustes se resaltan en color amarillo):

1. Extraer 100mg de tejido (aprox.) y agregar 500uL del reactivo PureLink® RNA
Plant Reagent a 4°C y mezclar en Disruptor por 30 segundos. Posteriormente
dejar incubar a temperatura ambiente por 5 minutos y centrifugar a 120009 *
2 minutos a 2°C. La manipulacion de las muestras a partir de este punto se
realizara en Cooler el cual se refrigerara entre cada ciclo de centrifugacion.

2. Extraer el sobrenadante (400 uL aprox.) y ubicarlo en un tuvo nuevo libre de
Rnasas. Luego, agregar 100 yL de NaCl 5M enfriada a 4°C y mezclar en
Disruptor por 10 segundos. Posteriormente agregar 300 uL de cloroformo y
mezclar en Disruptor por 30 segundos.

3. Centrifugar a 12000 g * 10 minutos a 2°C (separacion de fases 1).

4. Extraer el sobrenadante (350 uL aprox.) en tubos libres de Rnasas y agregar
el mismo volumen (350 uL) en cloroformo. Luego se mezclara en Disruptor
por 30 segundos y se centrifugara 12000g * 10 minutos a 2°C.

5. Extraer el sobrenadante (300 pL) y ubicarlo en un tuvo nuevo libre de Rnasas
y agregar un volumen igual (300 uL) de isopropanol enfriado a 4°C. Luego
mezclar por inversion por unos minutos y dejar incubando a -10°C por 1 hora.

6. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos a 2°C.

7. Descartar el sobrenadante cuidando no eliminar el pellet y agregar 1000 uL
de etanol al 75%, enfriado a 4°C. Luego centrifugar a 13000 rpm * 1 minuto
a2°C

8. Descartar el etanol evitando eliminar el pellet y agregar 1000 L de etanol al
75%. Luego centrifugar a 13000 rpm * 1 minuto a 2°C.

9. Descartar nuevamente el etanol y ubicar los tubos abiertos de cabeza para
su secado final.

10.Agregar de 30 a 50 yL de agua de grado molecular y resuspender la muestra.

Extraer un alicuota de 10 pL para las pruebas de calidad.

Posterior a la extraccion, se cuantific6 cada muestra en el espectrofotometro
NanoDrop One de la casa comercial Thermo Fisher Scientific y se prepard un gel
de agarosa al 2% que se revelo en el foto-documentador (Anexo 1, 2, 3, 4). Luego,
al seleccionar 3 muestras por material (las de mejor calidad), estas fueron diluidas
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en agua de grado molecular a una concentracion de 10 ng/uL, que se determiné
como la concentracion maxima en la que la DNasa funciona adecuadamente. Asi
mismo, se completaron los 2 pL extraidos para el control de la DNasa (Anexo 5),
con agua de grado molecular, dando lugar a una concentracién final de ARN de 8,75
ng/uL.

5.1.3 Estandarizacion de primers y PCR de punto final

Se realiz6 la cuantificacion de los acidos nucleicos desde los productos de la
extraccion de ARN total hasta los productos PCR de punto final en muestras no
diluidas (Tabla 3), obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 3. Concentraciones y relaciones de absorbancias de ARN total, ARN tratado
y ADNc

ARN TOTAL
Muestra Concentracion (ng/ul) A260/A280 A260/A230
IMC67-t2-R1 334,481 1,473 0,846
IMC67-t2-R3 397,49 1,122 0,618
IMC67-t2-R5 36,033 1,649 1,03
FEC2-t2-R1 40,758 1,694 1,161
FEC2-t2-R2 44,95 1,828 1,486
FEC2-t2-R5 50,064 1,86 1,497
ARN TRATADO
IMC67-t2-R1 28,937 1,272 0,412
IMC67-t2-R3 19,295 0,919 0,265
IMC67-t2-R5 21,718 0,92 0,231
FEC2-t2-R1 16,353 0,808 0,205
FEC2-t2-R2 23,072 0,752 0,179
FEC2-t2-R5 19,662 0,743 0,175
ADNc
IMC67-t2-R1 1189,516 1,794 1,936
IMC67-t2-R3 1329,759 1,729 1,697
IMC67-t2-R5 1272,497 1,752 1,732
FEC2-t12-R1 993,081 1,682 1,436
FEC2-t2-R2 1254,805 1,703 1,496
FEC2-t2-R5 1109,599 1,664 1,314

En la tabla se destaca una considerable disminucion en la concentracion de los
acidos nucleicos para las tres variedades de cacao, posterior al tratamiento con
ADNasa, reportando una reduccioén de entre el 39,7% y 91,3%. Por otra parte, se
evidencia un gran incremento en la concentracién de acidos nucleicos en el proceso
de sintesis de ADNc, aumentando hasta 60 veces su concentracion inicial.
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Por otra parte, se realizaron gradientes de temperatura para los genes NRAMPS5,
PUB y RPL135 con la finalidad de determinar la temperatura 6ptima de anillamiento
de los primers, asi como seleccionar el gen de referencia con mayor estabilidad
para el experimento. Las temperaturas del gradiente se seleccionaron segun la
informacion del inserto de los primers y la temperatura de anillamiento calculada
(Figura 5), permitiendo que el programa del termociclador agregara temperaturas
por encima y debajo de las mencionadas (Tabla 4).

Figura 5. Formula para determinar la temperatura y tiempo de anillamiento. Donde
Ta es la temperatura de anillamiento calculada y Ti es la temperatura sugerida en
el inserto.

Ta(°C) =4(G+C)+2(A+T) —Ti

(Longitud de amplicén por defecto (1000pb))/(Longitud de NRAMP5 (125pb) —
(Tiempo del ciclo por defecto (60 s))/M(Tiempo estimado)

Fuente: Tomada de (Barboza et al., 2019)

Tabla 4. Gradientes de temperatura seleccionados para los genes NRAMP5 y PUB.

Subrayadas se encuentran las columnas del termociclador en las que se ubicaron
las muestras y resaltadas aquellas en las que se presenté amplificacion.

# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1
Columna 2
T (°C) 5158, |58 |59 |59 |59 |60 |60 |60 | 61|61 |6
NRAMP | 8 4 7 1 5 8 2 5 9 3 6 2
5

T (°C) 5158 |58 |59 |59 |59 |60 |60 |60 | 61|61 |6
PUB 8 4 7 1 5 8 2 5 9 3 6 2

Posteriormente, por medio de los resultados de la electroforesis, se seleccionoé la
temperatura de 61°C como la 6ptima para el anillamiento tanto para NRAMP5 como
PUB (Tabla 5), mientras que la temperatura para el gen RPL135 fue de 59°C con
bandas muy opacas, por lo tanto, se descarté como gen de referencia.

Tabla 5. Pardmetros de configuracién del termociclador para PCR de punto final de
los genes NRAMP5 Y PUB.

Proceso Temperatura en Tiempo en Ciclos
°C minutos
Desnaturalizacion 94 05:00 1
Activacion E 94 00:40 35
Anillamiento P. 61 00:40
Extension 72 00:20
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Desactivacion E. 72 10:00 1
Mantenimiento 8 0 1

Asi mismo, se determiné que aumentar el tiempo de trabajo de la ADNasa de 5
minutos a 10, aumentd considerablemente la cantidad de muestras negativas en el
respectivo control por medio de PCR convencional de RUBISCO.

Posteriormente, se realizaron diferentes ensayos con los reactivos del kit GoTaq®
Flexi DNA Polymerase (Promega), para la PCR de punto final, teniendo en cuenta
la baja definicion en la cual se revelaban las bandas y la probable presencia de
inhibidores. Para esto se aumento6 la concentracion de MgClz de 1mM a 2,5mM
segun el rango permitido en el protocolo, asi como se agregé BSA (0,1ug/uL) como
coadyuvante para restringir el efecto de inhibidores como los fenoles.

5.2 Analisis de expresion genética

Los pardmetros de exposicion del gel de agarosa a la radiacion UV previos a la toma
de la imagen, asi como las modificaciones posteriores en el foto-documentador,
permitieron definir claramente las bandas y los fragmentos de los marcadores de
peso molecular (Figura 6, Anexo 10), facilitando la calibracibn de los pesos
moleculares en pb e intensidades de banda en pixeles/mm?. Adicionalmente, al
trabajar con el negativo de la foto, se obtuvo una mayor precision en los datos.

Figura 6. Resultados de PCR de punto final para los genes NRAMP5 y PUB en gel
de agarosa al 2%.
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En las imagenes se identifica una tendencia homogénea de intensidad de banda
(>90%) para el gen PUB, lo que confirma su idoneidad como gen de referencia. En
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contraste, el gen NRAMP5 evidencia una clara expresion diferencial entre los
materiales y tiempos, inclusive presentandose entre réplicas.

Una vez se conto con los resultados de la intensidad de banda para el negativo de
los geles en el programa Gel Analyzer, se disefié un gréafico de cajas y bigotes
(Anexo 6) para identificar la presencia de datos atipicos que afectaran la precision
de los indices descriptores, de esta manera, se establecio que aproximadamente el
10% de los datos totales por material, correspondia con esta caracteristica. Por lo
tanto, se realizé una regresion lineal, generando los residuales estudientizados y
una gréfica de distribucién de los estos (control del error en el modelo), para realizar
un ajuste en los datos atipicos, asi como disminuir su dispersion (Anexo 6).

Al revisar la columna de valores de residuales estudientizados, ninguno de ellos fue
superior a 2, indicando que la variacién en los datos respecto al promedio no es
significativa.

Por otra parte, los valores de las intensidades de banda (PxI/mm?) se registraron en
una matriz de Microsoft Excel, para disefiar graficas de dispersion de los patrones
de expresion en genes NRAMP5 y PUB (Figura 7) y determinar los comportamientos
de estos en los distintos materiales.

Figura 7. Patrones de expresion de los genes NRAMP5 y PUB para los materiales
IMC67, FEC2 y TCS01. A Expresion de IMC67, B. Expresion de FEC2 y C.
Expresion de TCS01

A Expresion IMC67 Expresion FEC2
250 300+
.g -o- NRAMPS .g
© 200 = PUB © [ - - u
© & 200
g 150+ =3
< 3 L
i i
o 100- S W
b= T 100
£ £
5 °7 S
o o
] 1 I I 1 0 I I I 1
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
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Fuente: graficos realizados con el programa Graph pad — Prism 8.0.1

En las graficas se identifica una gran estabilidad del gen de referencia PUB,
representada en una tendencia de los datos casi constante, por el contrario, la
distribucion de los promedios en la intensidad de la banda para el gen NRAMP5
aparenta una tendencia sinusoidal.

Posteriormente, se calculo la expresion relativa de NRAMP5 mediante un factor de
conversion sencillo, determinando una proporcion de expresion en donde los
valores inferiores a 1 indican la regulacion del gen y valores superiores a este, su
sobre expresion. Contando con estos datos, se realiz6 una tabla de resumen para
determinar la dispersion de los datos, asi como se disefié una grafica comparativa
de la expresion relativa de cada material en los tiempos de evaluacion (Figura 8).

Figura 8. Patrones de expresion relativa en los materiales IMC67, FEC2 y TCSO1.

A. Grafico de picos con barras de error de los patrones de expresion relativa. B. Gel
de agarosa con el contraste entre NRAMP5 y PUB a las 24 horas y 72 horas.
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En la grafica se destaca la predominancia en cada tiempo del material IMC67,
afadiendo que de los 3 materiales es el Unico que llega a sobre expresarse respecto
al gen de referencia. Por otra parte, el material FEC2 exhibe caracteristicas
intermedias de expresién mientras que el material TCS01 presenta los niveles mas
bajos de expresion relativa, posterior a la exposicion a CdCla.

Posteriormente, se calcularon los niveles de expresion, como la relacion entre el
promedio de la expresion relativa en cada tiempo de exposicién al cadmio, respecto
a la condicion inicial de expresion denominada como control absoluto (tiempo 0)
(Figura 9).

Figura 9. Formula para calcular los niveles de expresion del gen NRAMP5 en los
materiales IMC67, FEC 2 Y TCSO1.

Nivel de expresiéon (fold change)
= ((xmed(t1,2,3) — Xmed(t0))/xmed(t0) ) x 100
Fuente: tomado de (Kelmansky, 2006)

Una vez se cont6 con la matriz de los niveles de expresién se realiz6 una grafica de

picos y barras de error para determinar las diferencias entre los materiales (Figura
10)
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Figura 10. Niveles de expresion de NRAMP5 en los materiales IMC67, FEC2 y
TCSO01 en respuesta a estrés por Cd.
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En el gréfico se distinguen diferencias entre el patrén para cada material respecto a
la expresion relativa y los niveles de expresion, una de las diferencias mas
relevantes es el comportamiento del material IMC67 en las 48 horas del
experimento, puesto que decrece mas visiblemente respecto a su condicion inicial
sus niveles de expresion, inclusive, llegando a ser menores que el material FEC2
en casi todos los tiempos evaluados. Por otra parte, el material TCS01 exhibe
procesos de subexpresion y sus niveles son estables a lo largo del experimento,
indicando que fue mas tolerante al estimulo por cadmio que FEC2 e IMC67.

Por otra parte, se realizdé un analisis de varianza no paramétrico Kruskal Wallis
(Fuentes et al.,, 2019) y una comparacion de medias, ambas pruebas con una
significancia a=0,05 (Anexo 7). Como el valor p (0,443) es menor que H (1,87), se
concluye que los niveles de expresion entre los materiales son diferentes, sin
embargo, la comparacion entre medias no identifica una diferencia minima
significativa para los materiales evaluados.

5.3 Respuesta fisiolégica

Teniendo en cuenta los promedios por material (6 réplicas), se disefié un grafico de
dispersion (Figura 11) para comparar los patrones de los datos por material, en cada
parametro fisiologico (Pn, gs, E, Ciy UEAI).

Figura 11. Graficos de dispersibn de parametros fisiolégicos. A. Grafico de
fotosintesis neta, B. Grafico de conductancia estomatica, C. Grafico de carbono
intercelular, D. Grafico de transpiracion, E. Grafico de UEA..
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En el grafico se distingue una clara disminucion de la fotosintesiis neta, entre las 0
y 24 horas para los 3 materiales. Sin embargo, mientras que los materiales IMC67
y FEC2 continuan presentando una tendencia de decrecimiento hasta las 48 horas,
TCSO01 exhibe un comportamiento de crecimiento. Adicionalmente, a las 72 horas,
los 3 materiales alcanzan un valor cercano a los 3,35 ymol CO2/m?/s, con una baja
desviacion de los datos respecto al promedio.

En cuanto al parametro C.I., se presentdé una distribucion en forma de arco para
todos los materiales, indicando que los mayores valores para C.I. se reportaron a
las 24 y 48 horas, lo que se interpreta como una respuesta sensible al estimulo con
cadmio. Sin embargo el material TCS01 fue el que presenté una menor variacion en
los valores, manteniendo sus nieveles de carbono intercelular estables, hasta
llegadas las 48 horas después de dar inicio al experimento.

Adicionalmente, se presentd una disminucion en la conductancia estomatica para
los materiales IMC67 y FEC2 con un pico en las 48 horas y su posterior
decrecimiento; mientras que el material TCS01 presenta un leve crecimiento hasta
las 48 horas, que se incrementa exponencialmente entre esta y las 72 horas. Dicho
patrén entre materiales fue similar al observado en la transpiracion, lo cual indica la
relacion positiva creciente, entre la apertura del estoma y las tasas de transpiracion.

Por otra parte, la diferencia en la transpiracion fue significativamente menor a la de
la fotosintesis neta, indicando que aunque ambos mecanismos se ven influenciados
por el estrés generado por el cadmio, el aparato fotosintetico es mas sensible y por
consecuencia se ve mayormente afectado.

Posteriormente, se realizO una verificacion de supuestos (normalidad vy
homocedasticidad) para las variables, por medio de las pruebas: Shapiro Wilks
(Anexo 8), Q-Q Plot y gréafico de residuales vs valores esperados (Figura 11). El

68



valor p en la prueba Shapiro Wilks fue de 0,2556 para fotosintesis, 0,0765 para
carbono interno, con un valor a= 0,05. Por lo tanto, se concluye que existen
diferencias en los valores de fotosintesis neta entre los materiales.

Adicionalmente, el valor p para la variable: Transpiracion, fue inferior a la
significancia (p valor= 0,002< a= 0,05). Sin embargo, en las pruebas gréaficas se
verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad (Figura 11).

Figura 11. Verificacion de supuestos por pruebas graficas para los pardmetros:

fotosintesis neta, C.l.y Transpiracion. A, C, E, . Q-Q- Plot de los residuales, B, D, F,.
Gréfico de residuales vs valores esperados.
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Fuente: elaborado en el programa InfoStat version 20201

En las 3 gréaficas Q-Q- Plot, se evidencia una clara tendencia de los residuales a
agruparse segun el patron de la funcién identidad, por lo tanto, se puede concluir
que los datos provienen de una distribucion normal. Por otra parte, la nube de
puntos erratica en las graficas de residuales vs valores predichos, indica que los
datos son insesgados y homocedasticos (igualdad de varianzas).

Por otra parte, la prueba Shapiro Wilks para la variable conductancia estomatica y
UEA., presentaron valores entre (0,0001 y 0,002) <a= 0,05, lo que indica que los
datos no son normales. Dicha informacién se corrobord con las pruebas graficas
correspondientes (Figura 12).

Figura 12. Pruebas graficas para las variables Conduc. E. y UEAI. Ay C. Q-Q Plot
para datos normales, B y D. Grafico de residuales vs valores predichos.
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En las gréficas Q-Q Plot, se pueden apreciar valores atipicos (Outlayers), asi como
su patrén sesgado a la izquierda, dado por los segmentos de los extremos que se
distancian de la identidad. Por lo tanto, se considera que los datos no son normales.
Por otra parte, los patrones de agrupacion en forma de campana de las gréficas de
residuales vs valores predichos indican que los datos son imparciales y
heterocedasticos (Ferrero, 2019); por lo tanto, no se cumple la igualdad de
varianzas).

Una vez se contd con la fiabilidad de los supuestos, se realizé un analisis de
varianza ANOVA para dos factores con 3 niveles, asi como se realiz6 una diferencia
minima significativa, ambas con una significancia a=0,05. Sin embargo, para el caso
de las variables conductancia estomética y UEAI, se realizé una prueba no
paramétrica Kruskal Wallis (a=0,05) y su respectiva comparacion de medias (Tabla
6).

Tabla 6. Resultados del andlisis de varianza paramétrico y no paramétrico para las
variables estudiadas, asi como los resultados de la comparacién de medias.

Variable Resultado Conclusion Resultado
ANAVA ANAVA comparacién de
medias
Fotosintesis neta Valor p= Las medias son | TCS01=FEC2=IMC67
0,0214< a0=0,05 diferentes
Carbono interno Valor p= Las medias son | TCS01=FEC2=IMC67
0,0313< a=0,05 diferentes
Transpiracion Valor p= Las medias son | TCSO01=FEC2=IMC67
0,0077< a=0,05 diferentes
UEAI Valor p= Las medianas | TCSO01>FEC2=IMC67
0,0024< H son diferentes
=12,02
Conductancia Valor p= 0,506< Las medianas | TCS01=FEC2=IMC67
estomatica H=1,36 son diferentes
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Contando con estos resultados, se puede inferir que hubo diferencias entre las
medidas de tendencia central para cada material de cacao en todos los parametros.
Sin embargo, solo las diferencias entre medias para el UEAIi son significativas,
indicando que el material TCS01 posee la mejor relacion entre fotosintesis y
conductancia estomética, mientras que FEC2 e IMC67 poseen una menor relacion
y no son diferentes entre si.

Adicionalmente, se disefiaron regresiones no lineales e independientes para cada
material, seleccionando aquellos modelos con los mayores coeficientes de
determinacion r? (Tabla 7).

Tabla 7. Modelos de regresion no lineal para cada material.

Variable Material | Modelo Formula R? Xmax Y min
(horas)
Fotosintesis | IMC67 | Polinomial |y= 0,97 |96 0,564
neta FEC2 3° a+tbx+cx?+dx® | 0,98 | 96 5,195
TCS01 0,97 |96 5,2
Conductancia | IMC67 | Truncado y= a*cos(x+d) | 0.95 | 80 0,36
estomatica FEC2 Fourier +b*cos(2x+d) | 0.98 | 80 0,396
TCS01 +c*cos (3x+d) | 0.98 | 80 0,391
Carbono IMC67 | Exponencial | Y= a+b'+c*x 0,97 |94 224,67
intercelular FEC2 Plus linear 0,91 |94 114,11
TCSO01 0,94 |94 175,72
Transpiracion | IMC67 | Polinomial | y= 0,99 |90 1,303
FEC2 3° a+bx+cx?+dx3 | 0,97 |90 0,341
TCS01 0,98 |90 1,408
UEAI IMC67 | Sinusoidal |y= 0,96 |90 0,546
FEC2 a+b*cos(cx+d) | 0,99 |90 4,662
TCS01 0,98 |90 3,034

De los modelos, se destaca que, luego de transcurridas 96 horas de exposicion del
material IMC67 a 4,9ppm de Cd, el valor de la fotosintesis neta sera de 0,56 pmol
CO2/m?/s, el cual es aproximadamente 1/10, de la fotosintesis proyectada para los
materiales FEC2 y TCSO. Por otra parte, se determiné que, transcurridas 94 horas,
la transpiracion para el material FEC2 sera de aproximadamente 0,34 mol H20/m?/s,
lo cual es aproximadamente Y. parte de la transpiracion proyectada para los
materiales TCSO1 e IMC67. Finalmente, se identifico que el material IMC67 podria
presentar el valor mas bajo para el UEAI, que es hasta 8,5 veces menor que FEC2
y 5,5 veces menor que TCSO1.

5.4 Contenido de Cd en lamina foliar
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Los analisis de contenido de cadmio en hojas sanas, se elabor6 con muestras
correspondientes al tiempo inicial (0O horas) y final (72 horas) (Figura 13). Luego, se
realizd la respectiva verificacion de supuestos con la prueba de D’Agostino &
Pearson (normalidad) y prueba F (homocedasticidad) (Anexo 8 — 9), determinando
que los datos son normales y homocedasticos.

Figura 13. Grafico de barras del contenido de cadmio en tejido foliar.
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En la gréfica se describe un aumento considerable en los contenidos de cadmio en
la lamina foliar de los tres materiales. Sin embargo, el material IMC67 presenta la
mayor acumulacién de cadmio en hoja, seguido de FEC2 y finalmente TCS01 con
el valor mas bajo.

Posteriormente, para realizar la respectiva prueba de hipotesis, se hizo una prueba
T (dos tratamientos) y comparacion de medias LSD con un a = 0,05, obteniendo
que: como el valor p (0,0001) es menor que la significancia (0,05) los contenidos de
cadmio en lamina foliar son diferentes entre los materiales (Anexo 11). Por otra
parte, en la comparacion de medias, se determiné que el material con la mayor
media de contenido de cadmio en hoja fue IMC67 (A), una media intermedia dada
por el material FEC2 (AB) y la menor media respectiva al material TCS01 (B).

5.5 Analisis de correlacion de Spearman y componentes principales (PCA)’
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Se realizaron analisis multivariantes para la determinacion de las interacciones entre
las variables. El primero de ellos fue un analisis de correlacion de Spearman
teniendo en cuenta las diferencias en la naturaleza de los datos (Figura 14).

Figura 14. Grafico de correlacion de Spearman de los tiempos 0 (0 horas - control)
y 3 (72 horas de exposicion a cd), para las variables evaluadas (respuesta
fisiologica, genética y contenidos de cadmio foliar) en los materiales: A. IMC67, B.
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En las graficas se destacan correlaciones positivas y negativas fuertes entre las
variables estudiadas. En primer lugar, la correlacion de mayor interés es la de las
variables: expresion relativa (Exp. R.) y cadmio foliar (Cd Foliar), la cual fue positiva
y fuerte (x20.9) en los dos tiempos contrastantes (0 y 72 horas) para todos los
materiales, indicando una relacion directa de proporcionalidad entre estas.

Por otra parte, se evidencido una correlaciéon negativa fuerte (x=-1), para los
materiales IMC67 y TCS01 y moderada para FEC2 (x=-0,5), entre las variables Exp.
R. y UEAI para el tiempo 0. Posteriormente, a las 72 horas, dicha correlacion fue
moderadamente positiva para IMC67 y FEC2, mientras que para el material TCS01
fue positiva y fuerte (x=1).

Adicionalmente, se identifica una correlacion positiva entre la Ex. R y transpiracion
(E) parael T3 enIMC67 y TCS01(x20,9), mientras que FEC2 exhibidé una correlacion
moderada positiva. Dichas correlaciones son relevantes teniendo en cuenta que en
el tiempo 0 no se detectaron correlaciones en IMC67 y TCS01, mientras que en
FEC2 se determind una correlacion positiva débil.

Respecto al cadmio foliar (Cd. Foliar), este posee una correlacion negativa fuerte
(x=-9), con la fotosintesis neta (Pn) en el material FEC2, negativa débil (x=-0,5) en
TCSO01, mientras que en IMC67 es una correlaciéon positiva débil (x=0,5). Asi mismo,
el Cd. Foliar posee una correlacion negativa fuerte con E (x=-0,9) (72 h) y con Ci
(x=-0.9) en los tres materiales. Finalmente, el Cd. Foliar, posee una correlacion
negativa fuerte con el UEA/ (x=-0,9) para los materiales IMC67 y FEC2, mientras
que para TCS01 reporta una correlacion positiva fuerte (x=1).

Por otra parte, se realizé un analisis de componentes principales, del cual se obtuvo
el aporte de cada componente a la variabilidad de los datos y por cada variable, asi
como los vectores y distribuciones de los datos respecto a estos (Figura 15).

Figura 15. Graficas descriptivas del PCA. A. Porcentajes de varianza explicados por
los componentes, B. Contribucion de las variables al modelo, C. PCA con vectores
por cada variable y la respectiva agrupacion de los datos.
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En los resultados, se destaca la gran importancia de la variable “fotosintesis neta”
dada por una contribucion del 34,8% al modelo, dentro de los 2 principales
componentes (PC1, PC2) que a su vez describen el 68,6% de la varianza explicada.
Por otra parte, las variables: transpiracion, carbono intercelular y expresion relativa
aportan el 31%, 29,5% y el 10,5% respectivamente.

Adicionalmente, se corrobora la estrecha relacidn entre las variables “expresion
relativa” y “fotosintesis neta”, al agruparse los vectores de estas variables en el
mismo cuadrante. Por otra parte, las variables “expresion relativa” y “Carbono
intercelular” son opuestas respecto a su direccion, lo que confirma su fuerte
correlacion negativa vista en el analisis de correlacion de Spearman.

Por otra parte, la transpiracién y conductancia estomatica se agrupan en el
cuadrante 4 indicando una correlacion fuerte, mientras que el uso eficiente del agua
intrinseco se proyecta en direccién opuesta a estos y es la variable con la menor
contribucion al modelo.
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6. DISCUSION

6.1 Manejo del cultivo hidropénico y estandarizacion de procedimientos en
laboratorio

El ajuste de los parametros fisicoquimicos como el oxigeno disuelto y conductividad
eléctrica, influyen directamente en el correcto desarrollo de las plantas en sistemas
hidroponicos. De esta manera, un cultivo como la lechuga (Lactuca sativa) requiere
una cantidad de entre 4 y 5,6 mg/L o ppm de O2 para el correcto desarrollo de raices
y estructuras vegetativas. Adicionalmente, se indica, que un valor de C.E.=1,8
mS/cm, garantiza la correcta resuspension de los minerales en la solucidn nutritiva
(Manqueros, 2015). Teniendo en cuenta que los valores estandarizados para el
experimento con cacao fueron inferiores a los recomendados en otras especies (3,8
ppm de Oz y 1,1 mS/cm), es posible inferir que el cacao en cultivo hidroponico se
desarrolla correctamente en condiciones inferiores a los limites minimos permitidos
para hortalizas y vegetales. Dicha afirmacién se sustenta en la ausencia de
deficiencias nutricionales en mas del 90% de las plantas durante todo el
experimento.

El protocolo para la extraccion de ARN PureLink® Plant RNA Reagent — Ambion fue
seleccionado debido a su alta eficiencia en el procesamiento de muestras con altos
contenidos poli fendlicos (como los tejidos del cacao) y almidon (Ambion, 2012).
Dicha eficiencia, se debe a los contenidos del buffer de extraccion, tales como azida
sbédica, que previene la contaminacibn con ARNasas Yy microorganismos
suspendidos en el ambiente (QIAGEN, 2021), asi como también contiene (-
mercaptoetanol cuya funcion principal es la de eliminar ribonucleasas que se liberan
en el proceso de lisis celular (Castillo, 2019).

En las pruebas de cuantificacion, al identificar valores de absorbancias A260/A280
menores a 1,8 (Mubarak et al., 2020), se determin6 que dichos resultados estaban
relacionados con un bajo tiempo de precipitaciéon de los acidos nucleicos y la
presencia natural de compuestos fendlicos en los tejidos del cacao (Quifiones et
al., 2016), por lo tanto, se ajusto el tiempo de incubacion con isopropanol a 1 hora,
se aumentaron las revoluciones y temperatura en la centrifuga (Michel-Lopez et al.,
2018). Dichos ajustes se realizaron, ademas, con el objetivo de visualizar mas
facilmente el pellet, evitando descartarlo en los lavados con etanol al 75%.

Por otra parte, la temperatura de anillamiento de los primers result6 ser la indicada
para ambos genes, debido a que los tamafios de amplicon son muy similares
(NRAMP5= 125pb, PUB= 121pb) y que se realizaron los calculos segun la formula
tradicional para amplicones de 100 pb o mas, teniendo en cuenta el valor en el
inserto del pedido de primers y considerando valores cercanos a 5°C bajo la
temperatura de fusion (Tm) (Asif et al., 2021). Dicho valor permitio la obtencion de
productos PCR de gran calidad debido a la aplicacién de correcciones en el
algoritmo del programa Pimer3 que consideran la formacion de cationes en la
reaccion y corrigen el enmascaramiento por defecto de secuencias repetitivas, o
gue aumenta la precision de los cebadores (Koressaar & Remm, 2007).
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Finalmente, las modificaciones realizadas en los reactivos de la PCR de punto final,
como aumentar la concentracion de MgClz de 1 mM a 2Mm y agregar BSA como
coadyuvante, se realizaron teniendo en cuenta las consideraciones del fabricante.
En el caso del MgClz, la baja eficiencia de reaccion podia deberse a la disminucion
de magnesio libre por la presencia de los acidos nucleicos, por lo tanto, se aumento
empiricamente su concentracion hasta observar bandas definidas sin formacion de
dimeros (Dorado, 2019). Por otra parte, la funcion de la seroalbimina bovina (BSA),
es estabilizar la reaccion al inhibir la reaccién de nucleasas y evitar la adherencia
de la polimerasa al tubo y a las puntas de micropipeta (Thermo Fisher Scientific,
2024)

6.2 Expresion del gen NRAMPS5 en respuesta al estrés por Cadmio

Como la enzima Poliubiquitina (PUB) cumple la funciéon de regular la expresion
genética, generando modificaciones en el proceso de transcripcion y en las
proteinas sintetizadas (Zamudio et al., 2012), la intensidad diferencial de algunas
bandas puede responder precisamente a un mecanismo de regulacién por la
respuesta al cadmio. Sin embargo, como dichos datos representaron menos del
10% del total, la correccion por medio del modelo satisface la premisa de una alta
estabilidad de dicho gen (Pinheiro et al., 2011).

Por otra parte, la expresion diferencial en el gen NRAMP5 ha sido evaluada en
condiciones de deficiencia de cationes metalicos nutritivos y en presencia de cadmio
(en conjunto y por separado), con el objetivo de identificar su especificidad, asi como
la interferencia de estos nutrientes en la respuesta genética a la presencia de
cadmio (Ullah et al., 2018). Dentro de las conclusiones més importantes del estudio,
se encuentra que la mayor regulacion del gen NRAMP5 en cacao, se dio ante la
deficiencia de Fe?, indicando que es un transportador de cationes metalicos muy
sensible al hierro y por lo tanto puede ser un factor que generé ruido en los
resultados de expresion.

Adicionalmente, en la misma investigacion (Ullah et al., 2018) se hizo una
comparacién entre un tratamiento con solucion Hoagland a mitad de fuerza sin
elementos menores y sin cadmio (T1) vs solucion Hoagland sin elementos menores
suplementada con 20 uM de Cd (T2), donde se encontraron niveles de expresion
significativamente altos del gen en el T1, mientras que el T2 exhibié un proceso de
normalizacion en los niveles de expresion, similar a las condiciones del control
(solucién Hoagland completa). De esta manera, al comparar los materiales de cacao
evaluados, se evidencid un patrén de subexpresion en todos ellos, lo cual puede
estar relacionado con una abundante oferta de cadmio que sustituy6 al hierro en la
planta y fue menguando a medida que dicho elemento se agotaba en la solucion.
Muy probablemente debido a esta sustitucién, no hubo diferencias significativas
entre los materiales, asi como hubo un comportamiento muy similar entre los
materiales IMC67 y FEC2, que segun la literatura son contrastantes en la absorcion
de cadmio (Fernandez-Paz et al., 2021; Hoogerwerf, 2020). Cabe aclarar que, al
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aumentar la significancia a=0,1, en la prueba de comparacion de medias, se
determind que los materiales IMC67 y FEC2 son iguales, mientras que TCSO01 es
diferente, indicando el potencial de este Ultimo como material promisorio para
establecimiento de cultivos tolerantes al cadmio (Anexo 8).

Este argumento se sustenta con los analisis de nutrientes realizados en tejido foliar
de cacao por Fernandez (2022), que indican que la cantidad promedio de hierro en
la hoja del material IMC67 es de 209,75 ppm 5 meses después de la exposicion sin
adicion de cadmio (0.7ppm de Cd), mientras que en el mismo suelo enriquecido con
cadmio (40,36 ppm) es de 175,5 ppm. Estos resultados explican los altos
requerimientos de hierro por parte de la planta (de edad similar a las del
experimento) y un posible comportamiento de competencia entre Cd y Fe por el
ingreso en la célula, por consecuencia, es muy probable que el metal pesado pueda
sustituir temporalmente al hierro en la misma, causando irregularidades en su
metabolismo (Viehweger, 2014).

Asi mismo, un estudio en el que se realizaron homologias entre las secuencias de
NRAMPS5 en arroz (OsNRAMP5) y cacao (TcNRAMPS5), sugiri6 una posible
alternativa para limitar la absorcion de cadmio en cacao, generando un
silenciamiento del ex6n 5 mediante técnicas de CRISPR -CAS9, que funcioné al
reducir hasta un 98% del cadmio en las raices del arroz (J. Rodriguez & Marin, 2020).
Estos resultados validan la hipétesis de la importancia de cada fragmento
codificante en la funciébn gen (segun la estructura visualizada en los analisis
bioinforméticos), aunque puede resultar mas efectivo un silenciamiento del exén 11,
gue no comprometeria la funcion de la proteina permitiendo el transporte de hierro
y no de cadmio.

Por otra parte, las correlaciones positivas y fuertes entre los valores de Change Fold
y contenidos de cadmio foliar para los tres materiales, dan cuenta de la funcién de
la proteina NRAMP5 en el transporte del cation Cd?*. Sin embargo, se debe
considerar un mayor volumen de datos a nivel transcriptomico, para comprender
apropiadamente el contexto global de la respuesta genética de los materiales objeto
de estudio, frente al estrés por cadmio (Osorio, 2021)

6.3 Respuesta fisiolégica del cacao al Cd

En los materiales evaluados, se identificaron patrones diferenciales en la respuesta
fisiol6gica ante el estrés por cadmio. Uno de los parametros mas relevantes fue la
fotosintesis neta, entendida como la capacidad de fijacion de carbono por unidad de
area y tiempo. En este caso, se presentd una disminucién en todos los materiales
desde una condicion inicial sin cadmio, hasta las 72 horas de exposicion. Esta
disminucién, se debe a los dafios producidos en el fotosistema por las altas
concentraciones de Cd, puesto que se ha determinado que en algunos materiales
de cacao como la progenie A2, la concentracion del metal es inversamente
proporcional a la tasa fotosintética y biomasa (Alvarez, 2023). Adicionalmente, se
determiné que el material TCS01 presenta una mayor tolerancia al cadmio que
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IMC67 y FEC2, determinada por una disminucion progresiva de la fotosintesis en
lugar de un cambio abrupto respectivamente.

En cuanto a la conductancia estomatica y transpiracion, los materiales se
comportaron de forma sinuosa, es decir, presentaron picos y valles indicando la
activacion de mecanismos de regulacion fisioldgica. Segun (Alvarez, 2023), una
reduccion en la transpiracién y conductancia estomética, dan lugar a procesos
regulatorios en la entrada y translocacion del cadmio en los tejidos de la planta de
cacao. Asi mismo, se ha demostrado en otras especies, como la fresa (Fragaria *
Ananassa Duch), que el cadmio tiene un efecto regulatorio en la apertura estomatica
gue a su vez ocasiona reducciones en la toma de CO2 disminuyendo la tasa
fotosintética (Martinez, 2014).

Por otra parte, el carbono intercelular incrementé en todos los materiales posterior
a la exposicion al cadmio, presentando una ligera diminucién entre las 48 'y 72 horas
para todos los materiales. Esto puede estar relacionado con alteraciones en la
actividad enzimatica de RUBISCO dado que se ha demostrado, que los iones libres
de cadmio (Cd?*) sustituyen al magnesio (Mg) que es un cofactor en la reaccion de
carboxilacién, generando interacciones con los grupos tiol de la proteina
(Fernandez, 2022).

Ademas, se encontraron diferencias significativas en el uso eficiente del agua
intrinseco (UEAI), indicando que el material TCS01 fue el que obtuvo la media mas
alta, seguido del material FEC2 y finalmente IMC67. Esto se puede relacionar con
los resultados obtenidos por (Fernandez, 2022), en donde obtuvo una reduccion
significativa (40,6%) en el UEAI, para el portainjerto PA121, previo a la injertacién,
lo que indica que la capacidad de absorcién de cadmio esta dada en mayor medida
por el sistema radicular, mas que el aéreo o copa. En el caso de los materiales
evaluados, todos presentan un decrecimiento para las 72 horas después de la
exposicién al cadmio, lo que indica una constriccion cada vez mayor en los estomas
y por ende, una menor captacion de CO2 que causa la pérdida de biomasa. La
marcada diferencia del material TCS01 en el UEAI, se confirma con los valores del
indice de correlacion de Spearman, que indica una correlacién negativa débil entre
los contenidos de cadmio foliar y la Pn, pero una correlacion negativa fuerte entre la
primeray la E. lo cual puede dar cuenta de una respuesta fisiolégica que otorga una
proteccion temporal del aparato fotosintético mediante la disminucion rapida de la
transpiracion y mecanismos de respuesta genética desconocidos (Alvarez, 2023).

Un factor para considerar, que permite interpretar los mecanismos de tolerancia del
cacao al estrés por cadmio es el estado de desarrollo de la planta, ya que se ha
determinado que las plantas adultas poseen mejores mecanismos de detoxificacion
y exclusion de metales pesados, aunque la demanda en kg/ha en un cultivo de
elementos menores como el hierro y manganeso sean mayores (Meter et al., 2019).
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6.5 Analisis de componentes principales y correlacion de Spearman

Los resultados del experimento demostraron que las variedades de cacao IMC67,
FEC2 y TCS01 manifiestan diferentes respuestas a una concentracion de Cd de
0,436mmol/L (4,9 mg/L). La variable que tiene mas correlaciones fuertes negativas
en todos los materiales fue el contenido de Cd en lamina foliar. Dicho resultado
concuerda con lo descrito por Milldn & colaboradores (2022), donde, en evaluaciones
hechas en pimiento y brécoli, determinaron que el efecto téxico del cadmio en la
planta del pimiento fue mayor en tejido foliar que en el radicular, sin embargo, en
dichas especies el cadmio se concentra en una mayor proporcion en raices respecto
a las hojas, mientras que en variedades de cacao como IMC67, se ha evidenciado
una mayor proporcion en las hojas que en raices, lo que puede incrementar dicho
efecto toxico en la especie (Fernandez, 2022).

Asi mismo, al considerar las interacciones independientes de los contenidos de
cadmio en hoja con las demas variables, se determiné que la correlacién negativa
fuerte entre esta y la fotosintesis neta, puede estar relacionada con el efecto
degradativo en el aparato fotosintético dado por los radicales libres de oxigeno
generados por cadmio. Dicha correlacion negativa también fue descrita por Martinez
(2014)Martinez (2014)Martinez (2014)Martinez (2014) en plantas de fresa (Fragaria
x ananassa Duch.) donde indicé que otro factor influyente en la disminucion de las
tasas fotosintéticas fue la correspondiente disminucion de la conductancia
estomatica. Sin embargo, dicho patrén se mantuvo en los materiales IMC67 y FEC2
mientras que en TCSO01 fue una correlacion positiva fuerte, lo que indicaria un
mecanismo de tolerancia fisioldgico de este material al estrés por cadmio.

Por otra parte Fernandez (2022)Fernandez (2022)Fernandez (2022)Fernandez
(2022) quien realizé estudios de la respuesta fisioldgica de portainjertos (IMC67 y
PA121), corrobora la correlacion negativa entre contenidos de cadmio en tejidos
foliares y la tasa fotosintética, indicando ademas una relacidn inversamente
proporcional entre la concentracién de cadmio y el UEAi. Sin embargo, en los
materiales evaluados, dicha correlacion negativa entre los contenidos de cadmio
foliar y UEAI o bien no se presenté (TCS01) o exhibié una correlacion positiva fuerte
entre ambas (FEC2 e IMC67). Esto puede deberse a que en el experimento se
trabajo con un sustrato enriquecido con 7,49 ppm de CdCI2, mientras que en el
presente estudio se aplicaron 8ppm de CdCI2 en solucién hidroponica (4,9 ppm de
Cd), por lo que la absorcién del catién divalente se dio con una mayor eficiencia en
este ultimo, alterando los patrones de respuesta.

6.5 Implicaciones practicas de los resultados en el campo de las ciencias
biolégicas

La confirmacion de la funcién del gen NRAMPS en las 2 variedades nacionales
estudiadas (FEC2 y TCS01) y su proporcion de expresion relativa, fundamentan las
bases para la ejecucién de posteriores estudios, al proveer una fuente primaria de
informacion sobre la respuesta genética de estas variedades frente a 5 ppm de
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cadmio molecular. Por otra parte, la estandarizacion de los procedimientos como:
extraccion de acidos nucleicos, estandarizacion de primers, PCR de punto final y el
establecimiento del sistema hidropénico; aportan informacién novedosa vy
procedimientos reproducibles que ahorraran tiempo y recursos en futuros estudios.

Adicionalmente, el descubrimiento de una variedad de cacao tolerante al cadmio
como TCS01, permitira disefar nuevas practicas de injertacion y establecimiento de
cultivos, que permitan seleccionar mejores materiales portainjerto, resistentes a
enfermedades y que absorban bajas cantidades de cadmio.

En cuanto al conocimiento de la respuesta genética del cacao frente al estrés por
cadmio, el presente estudio revela importantes premisas mediante el método
semicuantitativo de densitometria, por lo tanto, en proximas investigaciones en
donde se apliquen técnicas como la secuenciacion del ADN y PCR en tiempo real,
se puede llegar a definir claramente la conformacién estructural del gen en las tres
variedades y como esta afecta el plegamiento de la proteina y su funcion.
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7. CONCLUSIONES

El cadmio genera una subexpresion del gen NRAMPS en los tres materiales de
cacao evaluados, bajo condiciones de deficiencia de elementos menores.

Una menor expresion relativa en el material TCS01 respecto a FEC2 e IMC67,
puede indicar una mayor tolerancia al estrés por cadmio de este material (menor
cantidad de copias de ARNm).

La exposicion de las plantas de cacao a 5 ppm de cadmio molecular da lugar a
efectos tdxicos sobre el aparato fotosintético y por consecuencia en la fotosintesis
neta, transpiracion y conductancia estomatica.

El material IMC67 demostrd ser el mayor acumulador de cadmio en tejido foliar
entre los tres materiales evaluados, dicho resultado revela la importancia del uso
de nuevos materiales para patronaje en el cultivo de cacao.

El material TCS01 se puede considerar como promisorio para su uso Como
portainjerto en el establecimiento de nuevos cultivos, aunque debe considerarse
su resistencia a enfermedades y compatibilidad con otros materiales.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un andlisis cuantitativo de qPCR para aumentar la representatividad
e impacto de los resultados, utilizando las muestras previamente seleccionadas por medio
de la confirmacién por PCR de punto final.

Se sugiere utilizar clones de una sola planta como unidad experimental, o controlar la
polinizacion por autofecundacién, puesto que la variabilidad genética dada por la obtencion
de plantulas a partir de semillas genera ruido en los resultados.

Se recomienda analizar la respuesta de los materiales frente a distintas concentraciones de
cadmio, puesto que se han demostrado correlaciones negativas fuertes en concentraciones
superiores a 60 ppm en suelo enriquecido. Por lo tanto, es relevante evaluar qué proporcion
de cadmio en solucién es equivalente a dicho valor.

Adicionalmente, se sugiere evaluar la expresion del gen NRAMP5 durante un dia adicional,
puesto que la tendencia de los materiales entre el tiempo 2 (48 h) y tiempo 3 (72) indicé un
punto de inflexién, por lo que las conclusiones sobre la influencia de la expresién del gen
en la absorcién de cadmio podrian ser diferentes entre materiales.

Se recomienda hacer un andlisis quimico de la solucién nutritiva al inicio y final del
experimento (posterior a disolver el cadmio), con la intencién de identificar la cantidad de
cadmio absorbido durante la ejecucion de este.

Se sugiere secuenciar el gen NRAMP5 en materiales tolerantes y susceptibles al estrés por
cadmio, con la finalidad de identificar diferencias en la secuencia (deleciones parciales o
completas en los exones 10, 11y 12) que puedan dar cuenta de los alelos implicados en la
herencia de dichos atributos.

Se recomienda realizar un analisis a nivel de transcriptomica para identificar
copias de ARNmM, correspondientes a genes desconocidos que estén
involucrados en la absorcion radicular de cadmio y la respuesta al estrés causado
por el metal.
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Anexo 1. Geles de calidad de ARN y cuantificacion en NanoDrop One del tiempo 0.
Resaltadas en color verde se encuentran las muestras seleccionadas para los
procedimientos posteriores

2 3 4 5 6 7 8 91111213 M

Cddigo de Numero Concentracién A260/A280 A260/A230
muestra (ng/uL)
IMC67_T1_t0_R1 1 97,198 1,882 2,215

FEC2 T1 t0_R2 1,793 ,

D) o foorf=ufion| o

TCS01 T1 t0 R1 1,962
TCSO01 T1 t0_R3 11 1,418

Anexo 2. Geles de calidad de ARN y cuantificacion en NanoDrop One del tiempo 1
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M 1

2 3 4 5 6 7 8

910 11 12 13 14

Cddigo de Numero Concentracién A260/A280 A260/A230

muestra (ng/uL)

IMC67_T1_t1_R4 4 67,37 1,827 1,251
IMC67_T1 t1 R5 5 1,426
FEC2 T1_t1_R4 9 30,631 1,829 1,875
FEC2 T1 t1_R5 10 33,542 1,756
TCS01_T1_t1_R3 13 88,747 1,945 1,646
TCS01_T1 t1_R4 14 32,559 1,893 1,151

Anexo 3. Geles de calidad de ARN y cuantificacion en NanoDrop One del tiempo 2
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7

8

9 1011 12 13 M

Cddigo de Numero Concentracién A260/A280 A260/A230
muestra (ng/uL)
IMC67_T1_t3_R1 1 52,156 1,904 1,899
IMC67_T1_t3_R2 2 64,078 1,777 1,148
IMC67_T1_t3_R3 3 98,887 1,962 2,055
IMC67_T1_t3_ R4 4 12,781 1,861 2,089
IMC67_T1 t3 R5 5 240,703 1,382 0,673
FEC2 T1_t3_R1 6 39,862 1,88 1,578
FEC2_T1_t3_R2 7 92,055 1,882 1,579
FEC2_T1_t3_R3 8 50,657 2,041 1,653
FEC2 T1 t3_ R4 9 68,316 1,955 1,735
FEC2 T1 t3_R5 10 61,606 1,945 1,509
TCS01_T1_t3_R1 11 100,427 1,834 1,584
TCS01_T1_t3_R2 12 100,299 1,95 1,798
TCS01_T1_t3_R3 13 68,333 1,871 1,701
TCS01_T1 t3_ R4 14 43,754 1,89 1,69
TCS01_T1_t3_R5 15 106,625 1,877 1,095

Anexo 4. Geles de calidad de ARN y cuantificacion en NanoDrop One del tiempo 3
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6

7

8 910 11 12 13 14

Cddigo de Numero Concentracién A260/A280 A260/A230

muestra (ng/ulL)

IMC67_T1 t3 R4 4 12,781 2,089
IMC67 T1 t3 R5 5 240,703 0,673
FEC2 T1 t3_ R4 9 68,316 1,735
FEC2 T1 t3_R5 10 1,509
TCS01_T1 t3_ R4 14 43,754 1,89 1,69
TCS01_T1_t3_R5 15 106,625 1,877 1,095

Anexo 5. Control de digestion enzimatica con Dnasas. El control positivo
corresponde a una muestra de ADN de hoja de cacao con primers del gen

RUBISCO.
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M1 2.3 4 5 67 8 9 1011 12 13 C+

Anexo 6. Gréficos para la normalizacion de datos de intensidad de banda para PUB.
A. Gréfico de dispersion de los residuales estudientizados, B. Grafico de cajas y
bigotes para los valores de intensidad de banda del gen PUB.

A g B 25955 .
/'

£ .
o 078 212,53 ==
£ +*
P * m L]
5 * E 16: I:|:|

n [ ] 5,204 —
E 0,10 & = . %
& I=
@ p’
"% -
o -0,987 o 118,481
a &
[l L ]

o T
4,81 ; . ; . 71,45 T . T .
1,87 0,59 0,11 0,76 154 IMCET FEC2 TCSO0
Res. estudentizados Material

Fuente: elaborado en el programa InfoStat version 20201

Anexo 7 . Analisis de varianza Kruskal Wallis y comparacion de medias para los
niveles de expresion del gen NRAMPS5.

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Material N Medias D.E. Medianas H P
Niveles_Expresién FEC2 3 0,89 0,19 0,91 1,87 00,4393
Niveles Expresidén IMCé67 3 0,89 0,29 0,90
Niveles Expresidén TCSO1l 5 0,66 0,08 0,63
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Haterial MNiveles Expréesicon n

TS0l U, 66 3 A
IMCET 0,85 3 A
FEC2 2% 3 A
Mzdias con una l=tra comin no son significativamsnte difersntss (p > 0,05)

Fuente: elaborado en el programa InfoStat version 20201

Anexo 8. Diferentes pruebas de normalidad para todas las variables objeto de
estudio

i Mormality and Lognormality Tests B B E v E B B
Tabular resuits Fotosintesis neta Conductancia estomatica Carbono intercelular Transpiracidn UEAI Expresidn R.| C. Cd Foliar

|

1 Test for normal distribution

2 Anderson-Darling test

3 A2® 0.3675 1.149 0.8140 2.651 0.5046 0.8273 0.9116
4 P value 0.4126 0.0046 0.0319 =0.0001 0.1906 0.0295 0.0158
5 Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Mo No Mo Yes Mo Mo

G P value summary ns = * i ns * *

[

& DAgostino & Pearson test

9 K2 0.04534 5.784 10.76 22.56 1.936 2.907 2.6M

10 P value 0.9776 0.0555 0.0046 =0.0001 0.3799 0.2338 0.2604

1 Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes No Mo Yes Yes Yes

12 P value summary ns ns = i ns ns ns

13

14 Shapiro-Wilk test

15 w 0.9699 0.9020 0.9246 0.7959 0.9580 0.9322 0.8667

16 P value 0.4223 0.0039 0.0172 =0.0001 0.1862 0.0291 0.0157

17 Passed normality test {alpha=0.05)7 Yes Mo Mo Mo Yes Mo Mo

18 P value summary ns - * hiiad ns * ®

Anexo 9. Prueba de igualdad de varianzas F

Prucba F para ignaldad de wvarianzas

Variable Grupo(l) Grupo{2) n{l) n(2) Var(l) Var(2) F js] pruceba
Fotosintesis {FEC2} {IMC&T} 12 12 2,29 0,78 2,%4 0,0870 Bilateral
Fotosintesis {FECZ2} {TC501} 12 12 2,29 0,25 9,00 0,0010 Bilateral
Fotosintesis {IMC&7T} {TCS01} 12 12 0,78 0,25 3,06 0,0768 Bilateral
Conductancia estomética {FECZ2} {IMC&T7} 12 iz 2,0E-04 1,5E-04 1,26 00,7088 Bilateral
Conductancia estomatica {FECZ2} {TC501} 12 12 2,0E-04 5,1E-04 0,38 0,1275 Bilateral
Conductancia estomatica {IMC&7} {TCSCl} 12 12 1,5E-04 5,1E-04 0,30 00,0605 Bilateral
Carbono intercelular {FEC2} {IMC&T7} 12 12 2500,72 1488,10 1,63 0,4026 Bilateral
Carbono_intercelular {FECZ2} {TC501} 12 12 2500,72 1154,37 2,17 0,2156¢ Bilateral
Carbono_intercelular {IMCe7}: {TCS01} 12 12 1488,10 1154,37 1,29 0,6810 Bilateral
Transpiracidn {FEC2} {IMC&T} 12 12 0,30 0,02 15,34 0,0001 Bilateral
Transpiracidn {FEC2} {TC501} 12 12 0,30 0,11 2,75 0,1080 Bilateral
Transpiracion {IMCe7}: {TCS01} 12 12 0,02 2,11 ©,18% 00,0082 Bilateral
Uso eficiente del agua {FECZ} {IMC&T7} 12 12 0,60 0,79 0,75 0,6458 Bilateral
Uso eficiente del agua {FEC2} {TC501} 12 12 0,60 1,16 0,51 0,2830 Bilateral
Uso eficiente del agua {IMCe7} {TCS501} 12 12 0,759 1,1 0,68 00,5345 Bilateral
Expresion R. {FECZ2} {IMC&T} 12 12 n,02 0,04 0,39 0,1365 Bilateral
Expresion R. {FEC2} {TC501} 12 12 0,02 0,02 0,50 0,8603 Bilateral
Expresidn R. {IMCeT} {TCS50L1l} 12 12 0,04 0,02 2,28 0,1866 Bilateral
Cd foliar {FECZ2} {IMC&T} @ & 0,18 0,3% 0,48 0,4340 Bilateral
Cd foliar {FEC2} {TC501} 6 6 0,18 0,06 3,24 0,2234 Bilateral
Cd foliar {IMC&7} {TC501} 6 6 0,39 0,06 &,80 0,0553 Bilateral
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Anexo 10. Geles de PCR de punto final de los 4 tiempos evaluados en los materiales
IMC67, FEC2 y TCSO1

Tiempo 0 (0 horas)

Consecutivo Consecutivo
TONRAMP 5 TOPUB

IMCB7_R1 1 10
IMC67_R2 2 1
IMC67_R3 3 12
FEC2 R1 4 13
FEC2_R2 5 14
FEC2 R3 6 15
TCS01_R1 7 16
TCS01_R2 8 17
TCS01_R3 ) 18

Tiempo 1 (24 horas)

Consecutivo Consecutivo
T1NRAMP 5 T1PUB

IMC67_R1 1 10

IMC67_R2 2 1

IMC67_R3 3 12

FEC2 R1 4 13

FEC2 R2 5 14

FEC2 R3 6 15

TCS01_R1 7 16

TCS01_R2 8 17

TCS01_R3 g 18

Tiempo 2 (48 horas)

108



Muestra Consecutivo Consecutivo
T2NRAMP 5 T2PUB

IMC67_R1 1 10
IMC67_R2 2 1
IMC67_R3 3 12
FEC2_R1 4 13
FEC2_R2 5 14
FEC2_R3 6 15
TCS01_R1 7 18
TCS01_R2 8 17
TCS01_R3 B 18

Tiempo 3 (72 horas)

Muestra Consecutivo Consecutivo
T3 NRAMP 5 T3PUB

IMC67_R1 1 10

IMCB7_R2 2 1
IMC67_R3 3 12
FEC2 R1 4 13
FEC2_R2 5 14
FEC2_R3 3 15
TCS01_R1 7 16
TCS01_R2 E 17

TCS01_R3 8 18

Anexo 11. Pruebat y comparacion de medias para contenidos de cadmio (ppm) en
la lamina foliar de los 3 materiales de cacao.

Prueha t para una media

Valor de la media bajo la hipotesis nula: 0

Variable n Media DE LI({55) L5(95) T pl(Bilateral)
C. Cd Foliar 18 0,62 0,44 0,40 0,84 5,97 <0,0001
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Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,22170

Error: 0,0452 gl: 20
Material Medias n E.E.

IMCE7T 0,80 8 0,08
FEC2 0,62 8 0,08
TCS501 0,53 8 0,08

Medias con una letra comun

no son significativamentes diferentes
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ip > 0,05}
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