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RESUMEN

Los metales pesados como el cadmio representan un problema ambiental
principalmente para las plantas, debido a que estos organismos tienen la capacidad de
bioacumularlos. En la presente investigacion se evaludé al Theobroma cacao L como
bioindicador sedentario, por lo que se utilizé cultivo de tejido de vegetales in vitro para la
induccién de callogénesis en explantes de tallo y hoja; obteniendo como resultado la
formacion completa de callo de explante de tallo a los 45 dias de su introduccién, mientras
que en los explantes de hoja no se formo el callo. Mediante espectroscopia de absorcion
atdmica se obtuvo que las células de Theobroma cacao L son capaces de retener cadmio. Sin
embargo, no se puedo determinar el punto de saturacion de cadmio en las células, ya que su
comportamiento en respuesta a las diferentes concentraciones de cadmio vario bajo las

mismas condiciones.

Palabras clave: Cadmio, cultivo in vitro, suspensiones celulares, espectroscopia de

absorcion atdmica.

ABSTRACT

Heavy metals such as cadmium pose an environmental problem mainly for plants, as
these organisms have the capacity to bioaccumulate these compounds. In the present
research, Theobroma cacao L was evaluated as a sedentary bioindicator, using in vitro tissue
culture to induce callus formation in stem and leaf explants. The complete formation of stem
explant callus was observed 45 days after its introduction, while no callus formation
occurred in leaf explants. By flame atomic absorption spectroscopy, revealing that
Theobroma cacao L cells can retain cadmium. However, the saturation point of cadmium in
the cells could not be determined, as their behavior in response to different concentrations

of cadmium standard varied under the same conditions.



Keywords: Cadmium, in vitro culture, cell suspensions, atomic absorption spectroscopy.

1. INTRODUCCION

La contaminacion por metales pesados es un problema ambiental que afecta a las
plantas. Generalmente, estos organismos son capaces de absorber metales en su sistema,
ademas, de crecer y sobrevivir en suelos contaminados, sin embargo, esto Ultimo depende de
la especie vegetal y de las caracteristicas de los metales presentes en el suelo (Llugany et al.,
2007).

En los suelos, los metales se hallan presentes como parte de los minerales, dado que
algunos de estos metales son necesarios para la nutricion de las plantas. Sin embargo, en
concentraciones elevadas, pueden volverse perjudiciales para los organismos vivos ya que
resultan toxicos. El grado de toxicidad de los metales no solo depende de su concentracion,
sino también de su disponibilidad, movilidad y reactividad dentro de todo el ecosistema.

Los metales pesados pueden encontrarse en los suelos en diferentes formas, como
iones libres o disponibles, compuestos de sales metalicas, compuestos insolubles y solubles
como oOxidos, carbonatos e hidréxidos (Méndez et al., 2009). Diversos factores influyen en
la movilidad de los metales pesados en el suelo, como el pH, materia organica, composicion
ionica de la solucion del suelo, arcillas, textura y otros mas (Romero-Estévez et al., 2023).

Los metales pesados no son degradables y no pueden ser destruidos facilmente ni
quimica ni bioldgicamente por lo que se bioacumulan (Méndez et al., 2009). Las plantas han
desarrollado mecanismos de defensa a través de los cuales toleran la presencia de
contaminantes para asi evitar que sus células se oxiden. Por ejemplo, en presencia de metales
pesados las hojas producen una clase especifica de quelantes denominados fitoquelatinas
(Zenk, 1996), (Clemens, 2001), (lannelli et al., 2002) en las raices se activa un sistema de
defensa que suprime o elimina especies reactivas de oxigeno o la generacién de enzimas

antioxidantes, como la superdxido dismutasa, catalasa y la ascorbato peroxidasa, que se
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encargan de regular igualmente las especies reactivas del oxigeno molecular (Dixit et al.,
2001).

Tomando en cuenta que se puede considerar bioindicador a aquel organismo cuya
existencia, caracteristicas estructurales, funcionamiento y reacciones sufren modificaciones
debido a las perturbaciones externas ejecutadas sobre él por el medio en que se desarrollan,
las plantas pueden considerarse como biomarcadores sedentarios, especialmente, como
herramienta de diagndstico ambiental (Gil Vargas, 2015).

El Theobroma cacao L, es uno de los productos de mayor exportacion y tiene una
gran relevancia en la economia del Ecuador debido a que sus caracteristicas de sabor y aroma
lo convierten en el mejor cacao del mundo, por lo que, es utilizado para la preparacion de
varios subproductos de interés internacional (Morales Intriago et al., 2018). Las plantas de
Theobroma cacao L pueden absorber metales que se encuentran presentes en el suelo de
cultivo de forma natural por erupciones volcanicas (Mite et al., 2010), pero también por la
accion de actividades antropogénicas debido a la explotacion minera, quema de desechos,
uso de fertilizantes y riego con agua contaminada (Catalina Gonzales, 2019). Por lo expuesto
y, ademas, por la ubicacién y cantidad de las plantaciones de Theobroma cacao L en el
Ecuador, se ha considerado en la presente investigacion la evaluacion de esta planta como
potencial bioindicador de contaminacion por cadmio (Cd).

Particularmente, debido a su naturaleza no biodegradable y persistente, el Cd dafia
recursos naturales como el suelo y el agua (Kumar et al., 2021) ya que en forma de Cd (l1)
se disuelve en agua, incorporandose facilmente a los sistemas bioldgicos de plantas y
humanos (Hussain & Kecili, 2020). El cadmio puede llegar a los sistemas antes mencionados
a través de compostaje urbano, riego de aguas residuales, desechos de industrias
metallrgicas, fertilizantes a base de fosfatos, meteorizacidn de rocas e incendios forestales
(Masindi & Muedi, 2018) (Hanmugaraj et al., 2018). Anualmente, se liberan a la atmésfera
unas 30 000 toneladas de cadmio, de las cuales entre 4 000 y 13 000 toneladas son

provocadas por actividades humanas (Méndez-Armenta & Rios, 2007), por lo que el Cd esta
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incluido en la Lista de Prioridades de Sustancias Peligrosas proporcionada por la Agencia de
Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR) (Bhalla & Pannu, 2022).

En la presente propuesta, la acumulacion de cadmio se cuantificé en células de
Theobroma cacao L cultivadas in vitro y expuestas a niveles citotoxicos de este metal bajo
condiciones controladas de laboratorio. Los cultivos se obtuvieron a partir de explantes de
tallo y hoja de la planta de cacao con la finalidad de identificar cual explante posee mayor
capacidad de acumular cadmio. Se utiliz6 el cultivo in vitro ya que, el crecimiento normal
de la planta demanda demasiado tiempo.

El cultivo in vitro es la clonacion de plantas en reactores de vidrio con un medio
estéril y condiciones ambientales controladas para optimizar la micropropagacion del tejido
vegetal, generalmente llamada explante (Castillo, 2008). Este método exige un control fisico
y quimico del ambiente de crecimiento del explante, por lo que, es necesario identificar el
protocolo de desinfeccion, medio de cultivo y reguladores de crecimiento y asi obtener un
callo, es decir, el material diferenciado (Lallana & Lallana, 2003) y posteriormente una
suspension celular.

Existen varios métodos para la deteccion de metales pesados incluyendo los analisis
fisicoquimicos (Acosta, 2007). En la presente investigacion se utilizé espectroscopia de
absorcion atomica para la cuantificacién de cadmio ya que es una técnica analitica selectiva
que permite cuantificar un determinado analito que generalmente se encuentra en forma de
vapor atémico y absorbe luz a una longitud de onda especifica para cada metal (Cahuasqui,

2011).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de acumulacion de cadmio en células de Theobroma Cacao L

para ser utilizado como biomarcador de contaminacion ambiental por metales pesados.
2.2 Objetivos especificos

Optimizar las mejores condiciones para obtener células madre a partir de
explantes de tallo y hoja de plantas de Theobroma cacao L cultivadas in vitro.

Cuantificar por espectroscopia de absorcion atdmica cadmio en suspensiones
celulares de explantes de tallo y hoja de Theobroma cacao L cultivadas in vitro.

Interpretar los resultados para definir si la planta de Theobroma cacao L puede

ser utilizada como biomarcador sedentario.
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Recolecciéon de la muestra

Las plantas de cacao fino de aroma de mazorca amarilla fueron adquiridas en la
institucion INIAP en la ciudad de Santo Domingo de los Tsachilas y trasladadas al
laboratorio de cultivos vegetales de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE. Se

utilizaron plantas jévenes de 80 cm de altura.

3.2 Seleccion del explante

Se selecciono el tallo de las plantas de cacao de color verde ya que era mas facil de
cortar e introducir. Las hojas de cacao seleccionadas se limpiaron con papel toalla para quitar
el polvo y suciedad, después, se procedio a cortar, con tijeras asépticas el péndulo de la hoja
para separarla del tallo. Posteriormente, se introdujeron las hojas y tallos de cacao en vasos

de precipitacion separados para continuar con el protocolo de desinfeccién.
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3.3 Protocolos de desinfeccion de explantes

Desinfeccién de hojas de cacao

Se utilizé el protocolo de desinfeccion detallado por Fernandez (2018); sin embargo,
se realizé algunas modificaciones ya que se presentd contaminacion por hongo. La hoja se
lavo durante 2 minutos con agua de grifo para eliminar cualquier residuo, luego, se coloco
en detergente al 1 % (p/v) y se lavo por 10 minutos con agitacién constante; transcurrido el
tiempo se enjuagd 3 veces con agua destilada y se retir6 completamente el detergente. A
continuacion, la hoja se colocé en alcohol al 70 % (v/v) por 10 segundos y se realiz6 3
lavados con agua destilada estéril. Posteriormente, los explantes se sumergieron en una
solucion de fungicida-bactericida NATURAM al 3 % (v/v) durante 15 minutos en agitacion
constante y se enjuagé 3 veces con agua destilada. Luego se utiliz6 una solucion de
hipoclorito de sodio al 1 % mas 10 gotas de Tween 20, durante 5 minutos y se enjuago 3
veces dentro de camara de flujo laminar con agua destilada estéril. Finalmente, cada hoja se
sumergio en una solucion de cloruro de mercurio al 0,5 % (p/v) durante 10 segundos y se
enjuagd con agua destilada. Nuevamente, se volvio a sumergir en una solucién de &cido
nitrico al 1 % (v/v) por otros 10 segundos para evitar la oxidacion del explante y luego se

lavé con agua destilada dentro de la cdmara de flujo laminar.
Desinfeccion de tallo de cacao

Se utilizé el protocolo de desinfeccion reportado por (Roca & Mroginski, 1993), sin
embargo, se realizé algunas modificaciones ya que se presentd contaminacion por hongo. El
tallo se lavo durante 2 minutos con agua corriente para eliminar cualquier residuo, después,
se coloco en detergente al 1 % (p/v) y se lavd por 10 minutos con agitacion constante,
transcurrido el tiempo se enjuagd 3 veces con agua destilada y se retir6 completamente el

detergente. A continuacion, el tallo se coloc6 en alcohol al 70 % (v/v) por 10 segundos y se

14



realiz6 3 lavados con agua destilada estéril. Posteriormente, los explantes se sumergieron en
una solucién de fungicida-bactericida NATURAM al 3 % (v/v) durante 15 minutos en
agitacion constante y se enjuago 3 veces con agua destilada. Luego se utilizd una solucién
de hipoclorito de sodio al 1 % mas 10 gotas de Tween 80, durante 5 minutos y se enjuago 3
veces dentro de cadmara de flujo laminar con agua destilada estéril. Después, cada tallo se
sumergi6 en una solucién de cloruro de mercurio al 0,5 % (p/v) durante 10 segundos y se
enjuagd con agua destilada. Finalmente, se volvi6 a sumergir en una solucion de acido nitrico
al 1 % (v/v) por otros 10 segundos para evitar la oxidacion del explante y luego se lavo con

agua destilada dentro de la cAmara de flujo laminar.

3.4 Induccion a la callogénesis

Una vez terminados los protocolos de desinfeccion, en una camara de flujo laminar
marca ESCO modelo SHC-4A2 la cual fue previamente desinfectada con etanol al 70 % y
esterilizada con radiacion ultravioleta durante 1 hora, se realizo la introduccion del material

vegetal.
Explantes de hoja

Con pinza y bisturi estériles se cortd los bordes de la hoja ya que estos se oxidaron
por efecto del alcohol, luego se cortd el resto de la hoja en pequefios cuadrados los cuales
fueron sumergidos en la solucién de cloruro de mercurio y acido nitrico como se indico
anteriormente. A continuacion, cada explante fue introducido en medios de cultivo
Murashige and Skoog (MS) completo (Tabla 1), suplementado con 7,5 g/L agar, y como
regulador de crecimiento 0,002 mg/L de Tidiazurén (TDZ) (Fernandez, 2018). El medio

de cultivo se ajusté a un pH de 5,7 — 5,8 y auto clavado por 120 minutos a 115 °C.

Posteriormente, los explantes introducidos se colocaron en el banco de
germoplasma a temperatura ambiente y luz natural. Cada ocho dias se evaluaba el estado
de los explantes para determinar el porcentaje de contaminacion por hongo o bacteria y la

formacién de callo. Una vez que los explantes produjeron callo, se realizé una
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multiplicacion de brotes, para lo cual se realizé subcultivos bajo las mismas condiciones

que la siembra de las muestras.

Tabla 1. Medio de cultivo Murashige y Skoog usado para la induccién de

callogénesis para explantes de tallo y hoja de cacao (Theobroma cacao L).

Componentes Formula Nombre comun mg/L
Macroelementos NHzNO3 Nitrato de amonio 1650,000
KNO; Nitrato de potasio 1900,000
MgS0.7H20 Sulfato de magnesio 370,000
CaCl,.2H,0 heptahidratado
Cloruro de calcio 440,000
bihidratado
170,000
KH2PO4 Sulfato de potasio
Microelementos H3BO3 Acido borico 6,200
Cloruro de cobalto 0.025
CoCl,.6H20 hexahidratado ’
CuS04.5H,0 Sulfato de cobre 0,025
pentahidratado
Kl Yoduro de potasio 0,830
Sulfato de manganeso 22,300
MnO4.4H,0 tetrahidratado
Molibdato de sodio 0,250
NaxMo004.2H,0 bihidratado
Sulfato de zinc
ZnS04.7H20 heptahidratado 8,600
Sal férrica sodica de
FeNaEDTA acido 50,000
etilendiaminotetraacético
Vitaminas
Inositol 100,000
Tiamina 0,100
Piridoxina 0,500
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Acido nicotinico 0,500

Carbohidratos Sacarosa 30000,000

Nota: (Ortega, 2022)

Explantes de tallo

Con pinza y bisturi estériles se cortd los extremos del tallo ya que estos estaban
necrosados por efecto del alcohol, después, se dividio el tallo en pequefias partes las cuales
fueron cortadas transversalmente para luego ser sumergidas en la solucion de cloruro de
mercurio y &cido nitrico como se indic6 anteriormente. A continuacion, cada explante fue
introducido en medios de cultivo Murashige and Skoog (MS) completo (Tabla 1),
suplementado con 20 g/L de sacarosa 'y 7,5 g/L agar, y como regulador de crecimiento para
la induccion de callo 3 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Roca & Mroginski,
1993). El medio de cultivo se ajusté a un pH de 5,7 — 5,8 y auto clavado por 120 minutos

a 115 °C.

Posteriormente, los explantes introducidos se colocaron en el banco de
germoplasma a temperatura ambiente y completa oscuridad ya que el regulador de
crecimiento es fotosensible. Cada ocho dias se evaluaba el estado de los explantes para
determinar el porcentaje de contaminacion por hongo o bacteria y la formacion de callo.
Una vez que los explantes produjeron callo, se realizd una multiplicacién de brotes, para

lo cual se realiz6 subcultivos bajo las mismas condiciones que la siembra de las muestras.
3.5 Suspensiones celulares

Los callos obtenidos de los explantes de tallo se colocaron en medio liquido MS
(Tabla 1) suplementado con la sacarosa y auxinas de crecimiento en las mismas
condiciones en las que se produce el callogénesis (Figura 1) y fueron expuestos a agitacion

orbital. Para formar la suspensién celular se pes6 un gramo de callo friable y se coloco en
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el medio de cultivo liquido. Finalmente, las suspensiones se contaminaron con estandar de

cadmio (Certipur, 1000 mg L?).

Figura 1. Suspensiones celulares de callo de explante de tallo

3.6 Contaminacién de suspensiones celulares

Al igual que en la introduccién de explantes se utilizé una camara de flujo laminar
la cual fue previamente desinfectada con etanol al 70 % y esterilizada con radiacion
ultravioleta durante 1 hora. Se pes6 un gramo de callo friable y se colocé dentro de un tubo
falcon estéril con un determinado volumen de estandar de cadmio (Tabla 2) y medio de
cultivo liquido MS suplementado con sacarosa y 2,4-D en agitacion orbital (Figura 2). El

estrés se realiz6 a diferentes concentraciones de estandar de cadmio, Tabla 2.

El volumen de aforo fue de 25 mL con medio de cultivo MS liquido. La
contaminacion a partir de una solucion madre de 50 mg L, la cual fue preparada con el
estandar de cadmio en un volumen de 100 mL. La agitacién orbital se mantuvo durante
diferentes rangos de tiempo, como 24, 48, 96 y 120 horas para evaluar como acttan las

células madre (Figura 2).
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Tabla 2. Concentraciones y volumen de estandar de cadmio

Cd (mg/L) Cd (mL)
0,50 0,25
2,0 1,0
5,0 2,5
11,0 5,5

Figura 2. Suspensiones celulares contaminadas con estandar de cadmio

3.7 Cuantificacion de cadmio por espectroscopia de absorcion atémica

por llama

Para cuantificar el cadmio retenido en los explantes de tallo de cacao se uso el método
de espectroscopia de absorcion atdmica por llama. La muestra fue previamente centrifugada
para asegurar que el medio liquido se haya separado totalmente del callo y obtener datos
confiables de la retencién de cadmio. La muestra que se analiza es liquida por lo que es

absorbida por el tubo capilar y llevada al nebulizador donde se transforma en pequefias gotas
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como una especie de aerosol, estas gotas se dirigen hacia la flama donde los &tomos absorben
la radiacion emitida por una ldmpara a una longitud de onda determinada, la cantidad de
radiacion absorbida es proporcional a la concentracion del metal presente en cada muestra

(Vega, 2022).
Preparacién de muestras

Después del tiempo de contaminacion transcurrido las suspensiones celulares se
centrifugaron a 5000 rpm para separar el callo del medio liquido (Figura 2); medio que fue
analizado mediante espectroscopia de absorcion atémica por llama en las instalaciones del
CESAQ-PUCE donde se sigui6 la metodologia establecida por (Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, 2012) para determinar la cantidad de cadmio

retenido en las células madre del explante de tallo.
Preparacion del equipo

El Equipo utilizado fue un espectrofotometro modelo AAnalyst 400, marca Perkin
Elmer (Figura 3). Se abren las valvulas del gas acetileno, luego se enciende el equipo y el
monitor para abrir el software WinLab 32 y se selecciona el modo Flame. Después, se
colocan las ldmparas de cobre y cadmio. Con la lampara de cobre se aline6 el quemador,
mientras que con la lampara de cadmio de catodo hueco se leyeron las muestras a una

longitud de onda de 288,800 nm y una energia de 43.

HETSEEINLE
:!‘E#’xh'Pv?!’

Figura 3. Espectrofotometro de absorcién atdmica
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Preparacion de curva de calibracion

Los estadndares para la construccion de la curva de calibracién (Tabla 3) se prepararon

en balones aforados de 50 mL a partir de la solucién madre de 50 mg L™ de estandar de

cadmio. En cada solucion se afiadié una gota de acido nitrico antes de aforar ya que se

obtiene mayor sensibilidad a pH &cidos. Los célculos de los volimenes a tomar de la

solucion madre se determinaron mediante la formula:

C1V1=CyV;, Ec. 1

Donde:

C1 = Concentracion de la soluciéon madre, 50 mg L™.

V1 = Volumen a tomar de la solucién madre.

C. = Concentracion de cada punto de la curva de calibracion (Tabla 3).

V> = VVolumen de aforo de la disolucion, 50 mL.

Tabla 3. Datos para la curva de calibracion

Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Desviacion
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,03 0,0158 0,0047 0,0083 0,0069 0,0048
0,05 0,0251 0,0099 0,0145 0,0139 0,0065
0,10 0,0538 0,0229 0,033 0,0322 0,0130
0,30 0,1705 0,1142 0,1232 0,1257 0,0252
1,00 0,5539 0,4409 0,4085 0,4152 0,0676

El limite de cuantificacion es el primer estandar de la curva de calibracion (Tabla 3) y

rango lineal de determinacion es de 0,03 — 10 mg L™, sin embargo, cuando la concentracion

de la solucién sobrenadante obtenida después de la centrifugacion de las suspensiones

celulares estuvo fuera del maximo punto del rango lineal se procedi6 hacer una dilucion

méaxima de 10 veces. Por otro lado, también fue necesario preparar un estandar de

sensibilidad y estandares de control para asegurar la veracidad de los datos, por lo que se

leyeron cada 10 lecturas verificando que la linealidad de la recta de calibracion se
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mantuviera. A continuacion, en la Tabla 4 se detallan las concentraciones del estandar de
sensibilidad y de control los cuales fueron preparados a partir de la solucion madre de 50

mg L de estandar de cadmio.

Tabla 4. Concentraciones de estandar de sensibilidad y de control

Metal Estandar de sensibilidad Estandar de control
mg L* mg L
Cadmio 0,50 Bajo: 0,07
Alto: 0,50

4, RESULTADOS
4.1 Desinfeccion de Explantes

Tallo

En la primera etapa de desinfeccion de los tallos de Theobroma Cacao L se aplicé el
protocolo de desinfeccion sugerido por (Roca & Mroginski, 1993) y el porcentaje de
contaminacién que presentaron los explantes fue del 100 % debido a que todo el material
introducido fue contaminado por hongo (Figura 4). La contaminacion se pudo observar
desde el tercer dia después de la introduccion, por lo que se modifico el protocolo y se uso6
fungicida al 3 % (v/v), cloruro de mercurio al 0,5 % (p/v) y &cido nitrico al 1 % (v/v).
Después de estas modificaciones se obtuvo un porcentaje de contaminacion del 25 %
mediante hongo (20 %) y bacteria (5 %) como se muestra en las Figuras 5 y 6; mientras que
el 75 % de los explantes fueron viables para continuar con la induccion a callogénesis ya que

los explantes no presentaron necrosamiento ni oxidacion al ejecutar el protocolo modificado.
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Figura 4. Explantes de tallo contaminados por hongo

Porcentaje de contaminacion

= Hongo
= Bacteria
= Viable

e

Figura 5. Porcentajes de contaminacion presentes en el protocolo de
desinfeccion de los explantes de tallo de cacao.
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Figura 6. Explantes de tallo contaminados

a) Explantes de tallo contaminados por hongo, b) explantes de tallo contaminados por
bacteria.

Hoja

En la primera etapa de desinfeccion de las hojas de Theobroma Cacao L se aplico el
protocolo de desinfeccion sugerido por (Fernandez, 2018) y el porcentaje de contaminacién
que presentaron los explantes fue del 100 % debido a que todo el material introducido fue
contaminado por hongo (Figura 7). La contaminacion se pudo observar desde el tercer dia
después de la introduccién, por lo que al igual que con el explante de tallo se modifico el
protocolo y se usé fungicida al 3 % (v/v), cloruro de mercurio al 0,5 % (p/v) y acido nitrico
al 1 % (v/v). Después de estas modificaciones se obtuvo un porcentaje de contaminacion del
20 % mediante hongo (15 %) y bacteria (5 %) como se muestra en la Figura 8 y 9; mientras
que el 80 % de los explantes fueron viables para continuar con la induccién a callogénesis
ya que los explantes no presentaron necrosamiento ni oxidacion al ejecutar el protocolo

modificado.

Figura 7. Explante de hoja contaminado por hongo
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Porcentaje de contaminacion

=

= Hongo
= Bacteria
= Viable

Figura 8. Porcentajes de contaminacion presentes en el protocolo de
desinfeccion de los explantes de hoja de cacao

Figura 9. Explantes de hoja contaminados

a) explantes de hoja contaminados por hongo, b) explantes de hoja contaminados por
bacteria ya que se observa un halo lechoso.
b)

4.2 Induccion a Callogénesis in vitro
Tallo

El medio de cultivo MS suplementado con sacarosa y 2,4-D como regulador de
crecimiento indujo la formacion de callo friable en los explantes de tallo de Theobroma
Cacao L. La formacion de callo se observo a partir de los 15 dias (Figura 10a), mientras se

realizaba el cambio de medio de cultivo cada 30 dias el tamafio del callo aumento (Figura
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10b) y se produjo callo nuevo el cual presenta un color cremoso a diferencia del callo viejo

que presenta color café oscuro (Figura 10c).

Figura 10. Callogénesis en explantes de tallo

a) Formacion de callo en explantes de tallo después de 15 dias, b) crecimiento de
nuevo callo friable el cual presenta un color cremoso, c) callo viejo el cual presenta
un color café oscuro y necesita cambio de medio de cultivo.

Hoja

A diferencia de los explantes de tallo el medio de cultivo MS suplementado con
Tidiazuron como regulador de crecimiento no fue efectivo para la induccion de callo en
explantes de hoja. Los explantes mantuvieron su estado inicial sin necrosamiento (Figura

11) y aun cuando se hicieron cambios regulares del medio de cultivo durante 6 meses no

hubo formacién de callo.
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Figura 11. Explantes de hoja sin formacion de callo

4.3 Cuantificacion de cadmio en callo in vitro mediante el método de
espectroscopia de absorcién atomica por llama
Para la cuantificacién de cadmio se contamind el callo de Theobroma Cacao L formado
a partir del explante de tallo. Se construy6 una curva de calibracion a partir de la solucion
madre de estandar de cadmio de 50 mg L™ con los puntos establecidos en la Tabla 3. La

curva de calibracion presento un R? de 0,9999 como se observa en la Figura 12.

Curva de Calibracion

0,7
06 y = 0,5555x - 0,0005
o5 Re = 0,9999

Absorbancia

0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentracion Cd (mg/L)

Figura 12. Curva de calibracion
Durante este proceso algunas variables de control fueron cambiando para establecer las

condiciones de trabajo optimas, sin embargo, no se pudo fijar un comportamiento
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equivalente en las células ya que a pesar de estar bajo las mismas condiciones el porcentaje
de masa de cadmio retenido fue muy variable, es decir, no presenté una tendencia
representativa que permitiera establecer una relacion. En la Tabla 5, 7 y 9 se presentan los
datos obtenidos después de analizar el sobrenadante obtenido después de la centrifugacion
de las suspensiones celulares contaminadas bajo las diferentes condiciones, mientras que en
la Tabla 6 y 8 se presentan la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de la masa de

cadmio retenido a diferente pH y tiempo.

Tabla 5. Masa de cadmio retenido en callo de explantes de tallo contaminado
con 0,5 mg L de Cd a diferentes pH, agitacion y tiempo

pH  Agitacion Tiempo  Cd inicial Cdno Cd retenido %
(h) (ng) retenido (ng) Retenido
(Lg)
4 Horizontal 24 12,5 8,5 4,00 32,0
4 Vertical 96 12,5 10,825 1,675 13,4
5,7  Horizontal 24 12,5 11,15 1,35 10,8
5,7  Horizontal 96 12,5 10,5 2 16
5,7  Horizontal 504 12,5 8,05 4,45 35,6

Tabla 6. Desviacion estandar y coeficiente de variacion de explantes de tallo

contaminado con 0,5 mg L de Cd a diferente pH y tiempo

pH Tiempo (h) Desviacion CcV
4.0

57 24 1,8738 70,050
4,0

: 96 0,2298 12,507
5,7
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Tabla 7. Masa de cadmio retenido en callo de explantes de tallo contaminado
con 2 mg L de Cd a diferentes pH, agitacion y tiempo

pH Agitacion  Tiempo Cd inicial Cd no Cd retenido %
(h) (ng) retenido (ng) Retenido
(L9)

4 Vertical 24 50 38,70 11,30 22,6
4 Horizontal 48 50 38,90 11,10 22,2
4 Horizontal 96 50 41,00 9,00 18
4 Vertical 120 50 43,80 6,20 12,4
4 Horizontal 120 50 47,05 2,95 59
5,7 Horizontal 24 50 37,90 12,10 24,2
5,7 Horizontal 24 50 41,20 8,80 17,6
5,7 Horizontal 48 50 47,45 2,55 51
5,7 Horizontal 96 50 47,90 2,10 4,2
5,7 Vertical 120 50 48,00 2,00 4

5,7 Horizontal 120 50 48,05 1,95 3,9
5,7 Horizontal 504 50 48,75 1,25 2,5

Tabla 8. Desviacion estandar y coeficiente de variacion de explantes de tallo

contaminado con 2 mg L de Cd a diferente pH y tiempo

i Desviacién

pH Tiempo (h) estandar CcVv

4
5.7 24 1,721 16,03
5.7

4 48 6,046 88,583
5.7 ' ’

4 96 4,879 87,911
5.7 ' ’

4 120 2,004 61,177
5.7 ' ’
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Tabla 9. Masa de cadmio retenido en callo de explantes de tallo contaminado

con 5 mg L de Cd a diferentes pH, agitacion y tiempo

pH Agitacion  Tiempo Cd inicial Cd no Cd retenido %
(h) (ng) retenido (ng) Retenido
(H9)
4 Horizontal 96 125 97,2 27,8 22,24

5. DISCUSION

Las especies bioindicadoras presentan sensibilidad a las perturbaciones ambientales
y a la disponibilidad de los estresores, por lo que son usadas como estimadoras de las
condiciones de otras especies ya que representa un método mas sencillo y menos costoso
(Pernia et al., 2008). Existen diferentes tipos de bioindicadores, pero en este caso nos
centraremos en los acumuladores. Estos son organismos que presentan resistencia a ciertos
contaminantes ya que son capaces de acumular concentraciones considerables en sus tejidos
provocando cambios fisiologicos y morfologicos en su estructura (César Gonzéles et al.,

2014).

La necesidad de estudiar el comportamiento del cacao Theobroma cacao L como
bioindicador y evaluar su capacidad de acumulacién frente a estresores como el cadmio a
impulsado a implementar técnicas como el cultivo in vitro de células vegetales de diferentes
explantes como el tallo y hoja. En la presente investigacion, se establecieron protocolos de

desinfeccidon y medios de cultivo para optimizar el crecimiento de callogénesis in vitro.
Desinfeccién de explantes de cacao (Theobroma cacao L)

La desinfeccidn de los explantes es el primer paso para la introduccion de material
vegetal en cultivo in vitro ya que al no tener un protocolo de desinfeccién eficiente la
proliferacién de microorganismos como hongos y bacterias puede aumentar, lo que da paso
a la destruccion de los cultivos ya que los microorgansimos compiten con los explantes por

el medio de cultivo (Mroginski & Roca, 1991).

30



Explante de tallo

Es dificil obtener cultivos totalmente estériles por lo que es necesario desinfectar
superficialmente los explantes evitando causarles dafio. Existe diferentes compuestos
quimicos que se pueden usar como desinfectantes, lo mas comudn es usar etanol e hipoclorito
de sodio, aunque en algunas ocasiones se usa cloruro de mercurio (Mroginski & Roca, 1991).
Después de la aplicacion del protocolo de desinfeccion de los explantes de tallo se obtuvo
un porcentaje de contaminacion del 25 % mediante hongo (20 %) y bacteria (5 %) (Figura
5). Existe poca informacion referente a la micro propagacion de cacao a partir de explantes
de tallo, sin embargo, al aplicar el protocolo de desinfeccién establecido por (Roca &
Mroginski, 1993) se presentaron tasas de infeccion més altas (Figura 4), posiblemente
debido a la existencia de hongos y bacterias enddgenas por lo que se modificé el protocolo
afiadiendo soluciones de fungicida-bactericida al 3 %(v/v) , cloruro de mercurio al 0,5 %

(p/v) y acido nitrico al 1 % (v/v).

Explante de hoja

Al aplicar el protocolo de desinfeccidn establecido por Fernandez (2018) se obtuvo
un porcentaje de contaminacion alto (Figura 7) por la presencia de hongo, por lo que se
modifico el protocolo afiadiendo soluciones de fungicida-bactericida al 3 % (v/v), cloruro de
mercurio al 0,5 % (p/v) y acido nitrico al 1 % (v/v), disminuyendo el porcentaje de infeccion

al 20 % (Figura 8) y haciendo viable el protocolo de desinfeccion.

El uso de cloruro de mercurio logré la desinfeccion de los explantes, segln
Abdelnour et al. (2004) al usar hipoclorito de sodio seguido de cloruro de mercurio se
observa un menor porcentaje de contaminacion. Por otro lado, Azofeifa (2009) establece que
el uso de este compuesto previene el oscurecimiento de los tejidos. Ademas, indica que la
oxidacion que sufren los explantes, suele estar potenciada por el uso de reguladores de
crecimiento como las auxinas por lo que es necesario usar antioxidantes, en este caso se usd

acido nitrico para inhibir la oxidacion. Finalmente, el fungicida-bactericida permitio
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eliminar bacterias y hongos que la planta puedo adquirir en los invernaderos y asi disminuir

la contaminacion por estos microorganismos.
Induccion a la callogénesis

Al establecer protocolos de desinfeccidn eficientes la introduccién de los explantes
se vuelve viable y estéan listos para ser inoculados en medios de cultivo semisolidos con los
nutrientes apropiados para promover su desarrollo. Ademas, el medio de cultivo fue
suplementado con auxinas como reguladores de crecimiento debido a que tienen capacidades
mutagénicas capaces de formar agrupamientos de células conocidos como callo (Ubidia,
2019). Por otro lado, la incubacidn se realizé bajo condiciones ambientales controladas con

el fin de proporcionar un ambiente similar a un ambiente natural (Llorente, 2005).
Explante de tallo

Después de aplicar el protocolo de desinfeccidn se obtuvo un porcentaje de material
viable del 75 % (Figura 5). La formacidn de callo se observo a partir del dia 15 (Figura 10a)
con medio de cultivo MS suplementado con sacarosa y 2,4-D; por otro lado, la formacion
completa del callo hasta el dia 45 se puede observar en la Figura 10. Los callos se cambiaron
de medio de cultivo bajo las mismas condiciones y suplementos cada 30 dias lo que permitid

que su tamafio aumente (Figura 10b) y se pudiera multiplicar.
Explante de hoja

Después de aplicar el protocolo de desinfeccidn se obtuvo un porcentaje de material
viable del 80 % (Figura 8). Sin embargo, el medio de cultivo MS suplementado con TDZ
establecido por Fernandez (2018) no fue efectivo ya que no se observé la formacién de callo
después de 6 meses de incubacion a condiciones ambientales controladas. Como segundo
recurso se modific el medio de cultivo cambiando el TDZ por 2,4D, sin embargo, tampoco
se indujo la callogénesis (Figura 11), pero los explantes se oscurecieron debido a la accién

del 2,4-D y los compuestos fendlicos (Azofeifa, 2009). Segun Fajardo et al., (2020), la
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formacion de callo puede ser interrumpida por la presencia de flavonoides en las hojas de
cacao Yya que estos compuestos son inhibidores del transporte de auxinas. Existen diferentes
estudios donde se obtuvo callo a partir de explantes de hoja de cacao, pero con otra especie
de cacao. Ortega (2022), establece el cultivo in vitro a partir del cacao hibrido CCN-51 en
medio de cultivo MS suplementado con TDZ; sin embargo, a los 30 dias se realiza un cambio
de medio de cultivo a WPM (Tabla 8) y 2,4-D como regulador de crecimiento y se obtuvo

un a formacion de callo del 73 %.

Tabla 10. Medio de cultivo WPM usado por Ortega (2022)

Componentes Férmula Nombre comun mg/L
Macroelementos NH:NOs Nitrato de amonio 400,000
CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio 96,000
dihidratado
MgS0s4.7H20 Sulfato de magnesio 370,000
heptahidratado
KH2PO4 Sulfato de potasio 170.000
Ca . .
Nitrato de calcio 556,000
[NOs]2.4H20 tetrahidratado
K,SOx Fosfato de potasio 990,000
Microelementos H3BO3 Acido borico 6,200
Sulfato de manganeso
MnSQO4.4H,0 tetrahidratado 22,300
Sulfato de zinc
ZnS04.7H20 heptahidratado 8,600
Molibdato de sodio
NaMo0O4.2H,0 bihidratado 0,025
Sulfato de cobre
CuS04.5H20 pentahidratado 0,025
Sulfato de hierro
FeS0O4.7H,0 heptahidratado 27,800
Sal férrica sodica de
FeNaEDTA acido 37,300
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Vitaminas Inositol 0,100

Tiamina 10,000

Piridoxina 0,500

Acido nicotinico 0,500

Agua de coco 50,000

2,4-D Acido 2,4- 1,980

diclorofenoxiacético

Carbohidratos KIN Kinetina 0,300

Glucosa 20000,000

Cuantificacion de cadmio retenido en callo de Theobroma cacao L.

Para la determinacion de cadmio se usé una longitud de onda de 288.800 nm vy la
lampara con una energia de 43. Se construyo una curva de calibracion a partir de la solucion
madre realizada con estandar de cadmio de grado analitico (Tabla 3) donde estadigrafo R?
indica que el modelo ajustado explica el 99,99 % de la variabilidad en la absorbancia (Figura
12). Segun Quero et al., (2017), el coeficiente de correlacion indica que existe una relacion

lineal entre la absorbancia y la concentracion, es decir, la linealidad es adecuada.

La primera concentracién de estandar de cadmio con la que se estreso el callo del
explante de tallo fue 0,5 mg L* (Tabla 2), a diferentes condiciones (Tabla 5), por lo que se
pudo observar que la agitacion no representa una variable de alto impacto ya que al
determinar el porcentaje de masa de cadmio retenido no presenta valores variables (Tabla
5). Por otro lado, al analizar el comportamiento de las células frente a dos tipos de pH se
considera que esta es una variable de alto impacto ya que al trabajar con un pH menos acido
el porcentaje de masa de cadmio retenido por el callo aumenté (Tabla 5). Romero-Estévez

et al., (2023) estable que la acumulacion de cadmio esta influenciada por el pH ya que este
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influye en la forma quimica del metal como ion libre o complejo soluble. Ademas, a pH
acido existe menor contenido de materia orgénica por lo que existe mayor biodisponibilidad
de cadmio ya que este se encuentra como cation (Cd?*) y es soluble, siendo facil de absorber
ya que en esta forma quimica presenta un comportamiento similar a los elementos esenciales
como Ca?*, Fe?* y Zn?* (Vega, 2022). Finalmente, el tiempo de agitacion de contacto de la
solucion de cadmio con el callo es otra variable importante ya que a mayor tiempo existe un
mayor porcentaje de retencion de la masa de cadmio; en un tiempo de 504 horas el porcentaje
de retencién es de 35,6 %, mientras que el porcentaje de retencion a las 24 horas es de 10,8
% (Tabla 5), Ademas, a medida que aumenta el tiempo la variabilidad de la masa de cadmio
retenida por el callo es menor (Tabla 6), mientras que a 24 horas la dispersion de los datos

es considerable.

La segunda concentracion de estandar de cadmio con la que se estresé el callo del
explante de tallo fue con 2 mg L (Tabla 2), a diferentes condiciones (Tabla 7), por lo que
se pudo determinar que la agitacion no representa una variable de alto impacto ya que el
porcentaje de masa de cadmio retenido por el callo no presenta valores variables. Por otro
lado, el pH se considera una variable de alto impacto ya que al trabajar con un pH menos
acido el porcentaje de masa de cadmio retenido aumento (Tabla 7), sin embargo, a diferencia
del primer caso a medida que el tiempo de agitacién aumenta el porcentaje de masa de
cadmio retenido disminuye por lo que es dificil determinar cémo interacttan las células
frente al cadmio. En la Tabla 8 se puede observar que la variabilidad de la masa de cadmio
retenida cambia con el tiempo, sin embargo, a las 48 horas los datos de cadmio retenido
estan mas dispersos que aun mayor rango de tiempo, mientras que en 24 horas la dispersion
es menor. El porcentaje de retencidon maximo es de 24,2 % en un tiempo de 24 horas,

mientras que el porcentaje minimo de retencion es de 2,5 % en un tiempo de 504 horas.

La tercera concentracion de estandar de cadmio con la que se estreso el callo del

explante de tallo fue con 5 mg L™ (Tabla 2), a pH 4, agitacion horizontal y un tiempo de 96
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horas (Tabla 7). Se determind que el porcentaje de retencidn es 22,24 %, por otro lado, al
contaminar con concentraciones mas altas como se indica en la Tabla 2, la cantidad de

cadmio retenido fue nula (Tabla 9).

Tabla 11. Masa de cadmio retenido en callo de explantes de tallo contaminado

con 11 mg L™ de Cd a diferentes pH, agitacion y tiempo.

pH Agitacion  Tiempo  Cd inicial Cdno Cd retenido

(h) (H9) retenido (M9)
(1))
4 Horizontal 504 275 286,2 -11,2
5,7 Horizontal 96 275 293.1 -18,10

6. CONCLUSIONES

Los protocolos de desinfeccion establecidos para explantes de tallo y hoja fueron
eficientes ya que se obtuvo el 75 y 80 % de material viable, respectivamente, para inducir a
la callogénesis y posteriormente establecer las suspensiones celulares. Por otro lado, el
medio de cultivo establecido para tallo fue optimo debido a que se formé callo a partir del
dia 15 y se completd su formacion al dia 45; mientras que el medio de cultivo establecido
para explantes de hoja no fue el adecuado ya que no se indujo a callogénesis y los explantes

introducidos no presentaron cambios durante seis meses.

El cadmio retenido en las muestras de callo del explante de tallo fue cuantificado
mediante espectroscopia de absorcion atomica, bajo el método validado por Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (2012). El explante es capaz de
acumular cadmio, sin embargo, los porcentajes de masa del metal retenido varian con
concentracion, presentando un comportamiento diferente a concentraciones bajas y altas.
Trabajos de investigacion en la literatura, reportan al cacao como un bioacumulador de
metales pesados, sin embargo, existen poca informacion acerca del cacao como

bioacumulador a nivel celular. Después de realizar este trabajo de investigacion se concluye
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que el cadmio es capaz de alojarse en células de tallos de cacao, pero no se pudo determinar
el punto de saturacion de cadmio en las células, ya que su comportamiento en respuesta a las
diferentes concentraciones del metal varié bajo las mismas condiciones; por lo que es

necesario seguir realizando investigacion al respecto.

1. RECOMENDACIONES

Establecer un nuevo medio de cultivo para explantes de hoja siguiendo la
metodologia establecida por Ortega, (2022) y determinar si influye de alguna manera el tipo

de cacao con el que se realiza la introduccion de explantes.

Estresar las plantas con callo nuevo, de color cremoso ya que al ser un callo joven
necesita mas nutrientes por lo que va a retener mayor cantidad de cadmio y se podra conocer

cOmo actiian realmente las células de Theobroma cacao L frente al cadmio.
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9. ANEXOS
Anexo 1

Formula para determinar el porcentaje de masa de cadmio retenido en las células de

Theobroma cacao L.

. Cd inicial-Cd no retenido
% retenido = * 100 Ec. 2

Cd inicial
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