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ARTICULO DE INVESTIGACION

Caracterizacion bioquimica de hojas de clones de Theobroma
cacao y su relacion con los tricomas

Biochemical characterization of leaves in Theobroma cacao
clones and its relation with trichomes
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Resumen

Theobroma cacao L. es un cultivo de gran importancia por sus posibles aplicaciones en la farmacia y la agricultura. Contiene
metabolitos que resultan de gran interés por sus funciones bioldgicas naturales en la respuesta de la planta a los diferentes
tipos de estrés, tanto biéticos como abidticos. La presencia, tipo y concentracion de los metabolitos (primarios y secunda-
rios) pueden variar de acuerdo al genotipo analizado y se pueden acumular en estructuras asociadas a la arquitectura de la
hoja como son los tricomas. El objetivo de este trabajo fue caracterizar 26 clones del banco de germoplasma de Padrén,
INIA-Miranda, Estado Miranda, Venezuela y estudiar la relacion existente entre los indicadores bioquimicos y el nimero
de tricomas. Se determiné el contenido de compuestos fendlicos, proteinas solubles, prolina libre, carbohidratos totales,
ligninas, el nimero de tricomas y la relacién existente entre ellos. Los resultados mostraron que en el espacio bidimensio-
nal que explica el 46,68% de la variabilidad total, se definieron cinco grupos homogéneos: diez clones se asociaron con
el maximo gradiente de prolina, carbohidratos totales y contenido de ligninas, nueve con alto contenido de proteinas y
fenoles y siete con mayor ndmero de tricomas en hojas. Se comprobd que el nimero de tricomas no se relacioné con la
concentracion de compuestos fendlicos. Los clones de cacao del tipo forastero mostraron mayor concentracion de fenoles
totales y carbohidratos, en tanto que los trinitarios presentaron mayor concentracién de proteinas y prolina.

Key words: andlisis de componentes principales; fenoles; prolina; proteinas; carbohidratos.

Abstract

Theobroma cacao L. is a crop of major importance for their potential applications in pharmacy and agriculture. It contains
metabolites that are of great interest for its natural biological functions in plant response to different types of stress, both
biotic and abiotic. The presence, type and concentration of both primary and secondary metabolites may vary depending
on the genotype analyzed and these compounds can accumulate in the architecture associated structures such as leaf
trichomes. The aim of this study was to characterize 26 clones of the germplasm bank of Padrén, INIA-Miranda, Miranda
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State, Venezuela and study the relationship between biochemical indicators assessed and the number of trichomes. The
content of phenolic compounds, soluble protein, free proline, total carbohydrates, lignins, the number of trichomes and the
relationship between all traits was determined. The results showed that in the two dimensional space explained 46.68% of
the variability, five homogeneous groups were defined: 10 clones were associated with the maximum gradient of proline,
total carbohydrate and lignin content. Nine clones were associated with high content of phenols and a group of seven
clones with the highest number of trichomes on leaves. It was found that the number of trichomes was not related to the
concentration of phenolic compounds. The clones of Forastero cocoa type showed higher concentration of total phenols
and carbohydrates, meanwhile the Trinitario type presented higher concentration of proteins and prolina.

Key words: principal components analysis; phenols; proline; proteins; carbohydrates.

Recibido: febrero 18 de 2015

Introduccién

Los metabolitos son los responsables de muchos
fenémenos y funciones indispensables para el cre-
cimiento y desarrollo de plantas, asi como de su
interaccion con el medio ambiente que las rodea.
Dentro de ellos, se encuentran compuestos de gran
importancia para el crecimiento y supervivencia de
las plantas como fenoles, proteinas, prolina y carbo-
hidratos (Petti y Scully, 2009; Yooyongwech et al.,
2012; Mulekar y Huq, 2014; Van den Ende, 2014).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secunda-
rios de naturaleza compleja en las plantas, se relacio-
nan con los procesos de maduraciéon, mecanismos
de defensa, respuesta a estrés bidtico y abidtico, y
a su vez tienen gran influencia en las propiedades
organolépticas de los productos alimenticios deriva-
dos de plantas (Kubo y Matsumoto, 1984; Cimato et
al., 1990; Niemenak et al., 2006). Mientras que las
proteinas, la prolina y los carbohidratos son meta-
bolitos primarios que pueden estar involucrados, al
igual que los fenoles, en mecanismos de resistencia
a estrés bidtico y abidtico, como es el caso de las
proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Mar-
tinez-Esteso et al., 2009), la prolina que se relaciona
con la respuesta a sequia en algunas plantas (Wag-
ner et al., 2003), los carbohidratos de la superficie de
la hoja tienen un papel importante en la colonizacién
temprana y crecimiento de hongos, asi como la sa-
carosa favorece la formaciéon de biopeliculas de bac-
terias en medio de cultivo (Lindow y Brandl, 2003;
Tomihama et al., 2006).

El Theobroma cacao L. (T. cacao L.) se cultiva a lo
largo de las zonas tropicales del planeta (Elwers et
al., 2009) aunque es una planta nativa de la regién
tropical de las Américas (Rusconi y Conti, 2010).
Se utiliza en la medicina popular como antiséptico,
diurético y parasiticida (Edwards et al., 2005) y tales
propiedades se asocian a los variados metabolitos
que contiene. Los mismos pueden encontrarse en
diferentes 6rganos de la planta (hojas, tallos, raices,
flores, semillas, tricomas) de acuerdo a su ruta bio-
sintética y su funcion biolégica (Avalos y Pérez-Urria,
2009). Actualmente existen estudios encaminados
al andlisis de la calidad y sabor del chocolate por la
caracterizacion de los cambios en la composicion de
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proteinas y fenoles durante la maduracion de los fru-
tos de cacao, la fermentacion de las semillas y pasos
claves en la produccién industrial del chocolate (Pi-
rovani et al., 2008; Guehi et al., 2010; Afoakwa et al.,
2012a; Afoakwa et al., 2012b).

Las plantas con mayores concentraciones de pro-
teinas revisten gran interés debido a su importancia
para el desarrollo de las plantas, asi como para el
beneficio humano. Mientras que los fenoles se co-
nocen también por su beneficio a la salud humana
y se les han encontrado diversas actividades, entre
las que se encuentran: moduladores de la absorcion
de grasas, anti-inflamatorios, en la reduccién de en-
fermedades cardiovasculares al reducir la sintesis de
lipidos y como antioxidantes (Guerrero et al.,, 2013;
Gu et al, 2014; Sarria et al., 2014). Por otra parte
se les conoce por su actividad antimicrobiana con-
tra patdgenos que afectan a las plantas y al hombre
(Godard et al., 2009; Li et al., 2009; Vivot et al., 2009;
Mishra et al., 2010; Pandey y Mishra 2010).

La superficie de hojas de la mayoria de las plantas
estd cubierta por células modificadas de la epider-
mis que se denominan tricomas (Peter y Shanower,
1998). Los compuestos que se encuentran en los
tricomas de la superficie foliar, pueden estar involu-
crados fundamentalmente en la defensa a diferentes
condiciones de iluminacién y ataque de patégenos
e insectos (Wagner, 1991; Peter y Shanower, 1998;
Wagner et al., 2004; Ishida et al.,, 2008). En plantas
de cacao, se encontré que los tricomas grandulares
pueden proveer el punto de entrada de especies de
Tricoderma en el tallo, contribuyendo a una coloniza-
cion sistémica del tejido y al establecimiento de una
asociacion endofitica (Bailey et al., 2009).

Por todo lo anterior, y hasta donde tenemos conoci-
miento, falta informacién en cuanto a las similitudes
y diferencias bioquimicas, asi como la relacién que
existe entre los tricomas y la composicion quimica
de los clones de T. cacao L. que se encuentran en
el banco de germoplasma de Padrén, INIA-Miranda,
Venezuela. En este sentido, el objetivo de esta inves-
tigacion fue estudiar la relacion existente entre los
indicadores bioquimicos (contenido de compuestos
fendlicos, proteinas solubles, prolina libre, carbohi-
dratos totales, ligninas) y el nimero de tricomas, para
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caracterizar el comportamiento en 26 clones de dicho
banco.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las muestras se colectaron en el Banco de Germoplas-
ma de la Estacion Experimental de Padrén, INIA-Miran-
da, Estado Miranda, Venezuela (tabla 1).

Las muestras de T. cacao se colectaron en el Banco de
Germoplasma de la Estacion Experimental de Padron,
INIA-Miranda, Estado Miranda, Venezuela. Ubicado
a4l ms.nm., a 10213’'14.1"N y 66°17'57.5"W. Las
plantas muestreadas tenian 12 anos de plantadas en
bosque himedo tropical, en un suelo franco-arcilloso,
con pH 5,3, topografia plana y sin irrigacion. La den-
sidad de plantacién fue de 1600 plantas.ha' y la fer-
tilizacion con 100 g NPK (12-12-17) + 50 g urea. La
humedad oscil6 entre 72-89%, con un promedio de
lluvias de 2441 mm.

Para los andlisis bioquimicos y el conteo de tricomas,
se tomaron las cuatro hojas verdes mas jovenes, de
ramas plagiotrépicas de edad media de acuerdo al
ndmero de ramas, de tres plantas de cada clon eva-
luado de T. cacao L., inmediatamente se colocaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta la
realizacion de las extracciones.

Compuestos fendlicos

La extraccion y determinacion de fenoles se desarrollo
de acuerdo al método de Friend, (1992) con modifica-

ciones. Para ello, las hojas (limbos foliares, sin peciolo
ni nervio central) se maceraron en nitrégeno liquido
hasta polvo fino (0,1 g por triplicado de la mezcla de
hojas de cada material vegetal) y se extrajeron tres
veces con metanol hasta volumen final TmL (fenoles
solubles). Los residuos se secaron y se hidrolizaron con
0,25 mL de NaOH 2 mol.L", 16 h a 70 °C. Posterior-
mente se adicion6 0,25 mL HCI 2 mol.L". La mezcla se
centrifugé a 15 000 g por 5 min y se colecto el sobre-
nadante (fenoles ligados a la pared). El residuo se lavo
con 7 mL de agua destilada, se ajusté a pH 7,5 (con
NaOH/HCI) y se enrazé a 10 mL con agua destilada
(ligninas).

Los fenoles solubles y ligados a la pared se determi-
naron con el reactivo Folin-Ciocalteu. Una alicuota de
cada extracto se diluy6é a T mL con agua destilada y se
adicion6 0,1 mL de reactivo Folin-Ciocalteu. Después
de 5 min se adicioné 0,6 mL de Na,COs saturado en
NaOH 1 mol.L". Se incub6é 60 min en la oscuridad. La
medicion de la coloracién desarrollada se realizé en
espectrofotometro a 725 nm. La concentracién de fe-
noles se expresé en mg. g' de masa fresca (MF), equi-
valente a una curva patron de acido clorogénico. Los
fenoles totales se calcularon con la sumatoria de los
fenoles solubles y los ligados a la pared.

Para la cuantificacién de ligninas se anadiéo 4 mL de
NaOH 0,1 mol.L'" (pH 12) en 1T mL de cada extracto
y 4 mL de buffer fosfato (pH 7) en otro mL. La absor-
bancia se midié 350 nm, extracto a pH 12 contra el de
pH 7. Los resultados se expresaron como unidades de
absorbancia (UA) por 0,1 g MF.

Tabla 1. Clasificacién de los 26 clones de T. cacao L. colectados en el Banco de Germoplasma de la Estacién Experimental de
Padrén, INIA-Miranda, Estado Miranda, Venezuela. Tipos Forastero (F) y Trinitario (T).

No Clon Tipo No Clon Tipo
1 Torno 3 T 14 PLA- 1 F
2 Concepcion 164 T 15 PLA- 2 F
3 Cuira 32 T 16 PLA- 3 F
4 IMC-67 F 17 PLA- 4 F
5 Ocumare 61 T 18 PLA-1 x SC-10 T
6 Ocumare 67 T 19 EEM-003 T
7 Panaquirito 75 T 20 EEM-001 T
8 Peniche 158 T 21 Cumbo-177 T
9 UF 12 T 22 EET-250 T
10 SCA 6 F 23 PV-1 x IMC-11 T
11 SC-6 T 24 OC-61 x PLA-159 T
12 SC- 8 T 25 IMC-67 x SC-10 T
13 SC-10 T 26 IMC 67x Ocu 61 T

Caracterizacién bioquimica de hojas de clones de Theobroma cacao
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Proteinas solubles

Para la extraccion de las proteinas solubles, se partio
de hojas maceradas de igual forma que para los fe-
noles. Se anadio 1 mL de buffer de extraccion (Urea:
6 mmol.L", EDTA: 10 mmol.L", NaH,PO.: 0,1 mol.L",
B-mercaptoetanol: 14 mmol.L', Tween-20 (0,05 %),
Tris HCl: 10 mmol.L" pH= 8) a 0,1 g de material vege-
tal (triplicado de la mezcla de hojas de cada material
vegetal). La mezcla se homogenizo y se centrifugé en
frio a 4°C por 10 min. El sobrenadante se colecté para
la cuantificacion. La concentracion de PST se determi-
né de acuerdo a Bradford, (1976) y la medicién de la
coloracion desarrollada se realizé en espectrofotome-
tro a 595 nm. La concentracion se expresé en mg.g’
MF, equivalente a una curva patréon de albimina de
suero bovino.

Carbohidratos totales y prolina libre

La extraccion de carbohidratos y prolina libre se rea-
liz6 a hojas maceradas con el procedimiento de los
fenoles. Se agregd 10 mL de metanol: agua 80% (v:v)
a 1 g de material vegetal (triplicado de la mezcla de
hojas de cada material vegetal). La mezcla se agito
con vértex y se centrifugé a temperatura ambiente
a 4000 g por 8 min. La extraccion se repitié 2 veces.
Los sobrenadantes se colectaron, unificaron y filtraron
con papel de filtro. La fase etandlica se eliminé a vacio
en roto-evaporador. La fase acuosa se colecto para las
cuantificaciones.

La concentracion de carbohidratos se determind de
acuerdo al método de Dubois et al., (1956). A T mL
de extracto, se adicion6 0,5 mL de mezcla fenol: agua
5% (v:v) y 2,5 mL de H.SOs4 concentrado cuidadosa-
mente. Se incubd por 30 min a temperatura ambiente.
La medicion de la coloracion desarrollada se realizé en
espectrofotémetro a 492 nm. La concentracion de car-
bohidratos totales se expresé en ug.g' MF, equivalente
a una curva patron de glucosa.

La concentracion de prolina libre se determiné de
acuerdo a Bates et al., (1973). A 0,5 mL del extrac-
to vegetal se adicioné 0,5 mL de ninhidrina y 0,5 mL
de acido acético. Posteriormente se agitd y coloco en
bano de maria a 100°C por 1h. Se agregé 1 mL de to-
lueno y se agitd fuertemente. La absorbancia se deter-
mind a la fase organica a 520 nm. La concentracion se
expreso en pug.g' MF, equivalente a una curva patrén
de L-prolina.

Conteo de tricomas

El nimero y tipo de tricomas por campo visual se con-
t6 directamente en microscopio Optico, partiendo de
la lamina epidérmica de la cara abaxial de las hojas de
los 26 clones (seis réplicas del total de hojas de cada
material vegetal). Las evaluaciones se realizaron en mi-
croscopio LEICA DM 3000 con lente 20x.

Andlisis estadistico

El procesamiento estadistico de los resultados se reali-
z6 con el utilitario Statistical Package for Social Scien-
ces (SPSS) (version 20 para Windows, SPSS Inc.). Se
realizaron pruebas paramétricas (ANOVA de un factor
y bifactorial, Tuckey). Para estudiar la relacién entre el
ndmero de tricomas y la composicion bioquimica de
las hojas, se utilizé el Analisis de Componentes Princi-
pales (ACP). Este andlisis se realizé con InfoStat (ver-
sion 2011, Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional
de Cordoba, Argentina). Los detalles del tratamiento
estadistico aparecen en cada figura o tabla de resulta-
dos y discusion.

Resultados y discusién

La concentracion de fenoles solubles, fenoles ligados
a la pared, lignina, proteinas solubles y prolina libre en
26 clones de T. cacao se muestra en la tabla 2.

Para los fenoles solubles, los clones 16 y 22 mostra-
ron, sin diferencias significativas, los mayores valores
con 9,92 y 9,71 mg.g-' MF respectivamente y el clon
17 la menor, con 4,98 mg.g' MF. Mientras que en los
clones 9, 14 y 25 se encontraron la mayor concentra-
cion de fenoles ligados a la pared, con 13,71; 14,17
y 13,99 mg.g' MF respectivamente y sin diferencias
significativas, el menor valor se encontré en el clon 22.
Al analizar los fenoles totales, los clones 9y 25 fueron
los superiores, sin diferencias significativas entre ellos
y con una concentracion de 22,69y 23,37 mg.g-' MF,
le siguen los clones 2 y 16 con 21,87 y 21,27 mg.g-'
MF 'y posteriormente el 6, 14y 18, con 19,73; 20,27
y 20,07 respectivamente.

Se puede apreciar ademas, que para las ligninas fue
el clon 1, con 0,35 UA, el de mayor contenido de lig-
ninas y los menores valores estuvieron en los clones:
2,3,9,20y 26, con 0,10; 0,10; 0,10; 0,10 y 0,09 UA
respectivamente y sin diferencias significativas. Estos
resultados indican una mayor concentracion de com-
puestos fendlicos ligados a la pared que los solubles
y no coinciden los clones que tienen mayor concen-
tracion de ambos tipos de fenoles. Los compuestos
fendlicos son parte importante de la defensa activa
de plantas. Estos compuestos se pueden sintetizar y
movilizar en condiciones de estrés y en ocasiones se
esterifican para formar parte de la pared celular y de
lignina (Fry, 1987; Nicholson y Hammerschmidt, 1992;
Cabrera-Soto et al., 2009). En este caso, todas las plan-
tas estaban expuestas a condiciones similares de culti-
vo y sin sintomas de enfermedades, por lo que no se
puede afirmar que las diferencias en la composicién
de fenoles estén asociadas a respuesta a un determi-
nado tipo de estrés.

Se puede apreciar que para el caso de las proteinas
solubles los clones: 3, 5 y 18 mostraron las mayores
concentraciones, con 5,84; 5,86 y 8,84 mg.g' MF,
los menores se encontraron para el clon 4, con 1,12
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Tabla 2. Concentracién de fenoles solubles (Fs), fenoles ligados a la pared (Fie), fenoles totales (Fr), lignina (L;), proteinas solubles
(Ps), carbohidratos totales (Cr) y prolina libre (P.) en 26 clones de T. cacao L.

Clon Fs Fie Fr Lg Ps Cr P.
(mg.g"MF) | (mg.g"MF) | (mg.g" MF) (UA) (mg.g" MF) (Mg.g" MF) (Mg.g" MF)

1 7,30 fg 11,55 cde 18,84 ef 0,34 a 1,64 de 23,88 bc 20,55 abcde
2 8,68 de 13,19 b 21,87 b 0,101 4,24 bede 19,11 def 19,94 abcde
3 7,25 fg 10,66 ghij 17,91gh 0,10 5,84 ab 10,52 ijk 437 g
4 7,42 fg 10,42 hijk 17,85 h 0,15 efg 1,12 e 23,79 ¢ 594 g
5 7,26 fg 11,49 cdef 18,75 ef 0,21 bc 5,86 ab 12,27 hij 10,59 cdefg
6 7,46 f 12,28 ¢ 19,73 cd 0,12 ghi 1,78 de 11,59 ijk 14,98 abcdef
7 9,31 bc 10,09 jk 19,39 de 0,21 b 2,12 de 28,13 ab 15,17 abcdef
8 5,20 jk 8,84 | 14,04 o 0,16 def 4,29 bede 30,73 a 14,12 bcdefg
9 8,98 cd 13,71 ab 22,69 a 0,10 3,48 bede | 14,19 ghi 22,74 abc
10 | 7,54f 11,07 defgh 18,61 fg 0,16 def 2,76 bede 7,75 k 7,32 efg
11 5,55 ij 10,25 ijk 15,80 kI 0,14 efgh 2,22 cde 17,62 efg 21,34 abcd
12 | 513k 7,49 m 12,62 p 0,12 ghi 4,74 bed 17,92 efg 21,88 abc
13 6,95 g 8,33 1 15,28 Im 0,22 b 2,38 b 22,27 cd 21,33 abcd
14 | 6,10h 14,17 a 20,27 ¢ 0,13 fghi 2,05 fghi 31,17 a 13,74 bedefg
15 | 6,16 h 9,87 k 16,04 jk 0,19 bed 3,91 bed 23,77 ¢ 14,76 bedefg
16 9,92 a 11,36 defg 21,27 b 0,14 fgh 1,62 fgh 21,45 cde 16,33 abcdef
17 4,98 k 11,64 cde 16,61 jj 0,11 ghi 4,51 ghi 21,52 cde 19,63 abcde
18 | 831e 11,77 cd 20,07 cd 0,12 fghi 8,84 fghi 10,69 ijk 8,10 defg
19 5,83 hi 8,15 Im 13,98 o 0,18 cde 3,57 cde 18,71 def 28,21 a
20 | 5,82 hi 11,02 defgh 16,84 i 0,10 3,251 10,40 ijk 17,35 abcdefg
21 5,86 hi 8,56 | 14,41 no 0,11 hi 5,38 hi 19,44 def 23,49 abc
22 9,71 ab 513 n 14,83 mn 0,12 ghi 2,66 ghi 16,44 fgh 6,34 fg
23 5,97 hi 8,301 14,26 no 0,13 fghi 2,49 fghi 15,95 fgh 15,12 abccdefg
24 | 597hi 10,79 fghij 16,77 ij 0,14 fgh 2,95 fgh 8,48 jk 26,30 ab
25 9,39 bc 13,99 a 23,37 a 0,14 fgh 3,26 fgh 8,88 jk 19,53 abcdef
26 | 5,80 hi 10,91 efghi 16,71 ij 0,09 i 2,90 i 24,82 be 21,29 abcd
ET | 0,13 0,20 0,19 0,01 0,84 1,11 3,42

*  Valores en cada columna representan la media de cada tratamiento. Medias con letras distintas difieren significativamente segtin pruebas para-

métricas de ANOVA simple, Tukey, p < 0,05, Error Tipico (ET).

mg.g' MF. En los carbohidratos totales las mayores
concentraciones se encontraron en los clones: 7, 8
y 14, con 28,13; 30,73 y 31,17 pg.g' MF respectiva-
mente, mientras que la menor concentracion fue para
el clon 10, con 7,75 ug.g' MF. Al analizar la prolina
libre, los clones 19 y 24 fueron superiores, con 28,22
y 26, 29 pg.g' MF, mientras que los clones: 3, 4y 22
mostraron menores concentraciones con 4, 37; 5,94 y
6,34 pg.g' MF.

En cuanto al nimero y tipo de tricomas, en la figura 1
se puede observar que se encontraron tricomas glan-
dulares (senalados en figura 1 a, g, h, i), no glandulares
estrellados (senalados en figura 1 a, b, ¢, i) y no glandu-
lares simples (sefalados en figura 1 d, e, f).

No hubo diferencias en el tipo de tricomas para los 26
los clones evaluados, se observé un comportamiento
similar en todos los casos, con tricomas glandulares,
no glandulares estrellados y no glandulares simples,
aunque el tipo mas frecuente fue el no glandular es-
trellado.

Como se puede observar en la figura 1 (a-i), los tri-
comas de cacao mostraron diversidad en cuanto a
ndmero y tipo, asi como en las ramificaciones de los
no glandulares estrellados. Se encontré ademas, la
acumulacion de compuestos coloreados dentro de las
mismas, los cuales pueden ser fendlicos u otros meta-
bolitos de interés como terpenos, entre otros (Tattini
etal., 2000, McDowell et al., 2011). No obstante, para
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corroborar el tipo de compuestos presente es necesa-
rio recurrir a otros tipos de microscopia.

El nimero de tricomas varié en dependencia del clon,
aunque la mayoria de los clones no mostraron diferen-
cias significativas. La mayor cantidad de tricomas se en-
contr6 en los clones 5, 23 y 26, con 45, 40 y 40 tricomas.
mm?, sin diferencias significativas, y la menor en el clon
10, con 15 tricomas mm?. En hojas de papa y toma-
te, los tricomas contienen fenoles y enzimas oxidadoras
de fenoles (polifenol oxidasas) que pueden matar insec-
tos, dentro de los que se encuentran los afidos (Peter y
Shanower, 1998). Es por ello que resulta de gran interés
agrupar los clones por sus compuestos mayoritarios, asi
como evaluar si existe relacion entre el nimero de trico-
mas y los compuestos quimicos de las hojas de T. cacao.

En la figura 2 se muestra el andlisis de la relacién entre
los 26 clones estudiados de T. cacao, su contenido de
prolina libre, proteinas solubles, carbohidratos totales,
ligninas, fenoles solubles, fenoles ligados a la pared y
el ndmero de tricomas.

Los resultados muestran que en el espacio bidimen-
sional, que explica el 46,68% de la variabilidad total,
se definieron cinco grupos homogéneos. El grupo 1
(1), formado por los clones: 4, 16, 7, 10, 1, asociados
a la maxima concentracion de ligninas. El grupo 2 (Il)
formado por los clones 17, 12, 15, 26, 21, 23 y 24,
asociado a plantas con hojas con el mayor nimero de
tricomas. Los grupos 3 (lll) y 4 (IV) formados por los
clones: 2, 5, 6,9, 20, 22, 25; y 3, 18 respectivamen-
te, asociados a altos contenidos de proteinas solubles,
fenoles solubles y ligados a la pared y el grupo 5 (V),
formado por los clones: 14, 8, 13, 11, 19 respectiva-
mente, asociados al gradiente de maximo contenido
de prolina libre y carbohidratos totales.

Al comparar los tipos de cacao (forastero y trinitario),
en cuanto a la concentracion de fenoles totales, ligni-
na, proteinas solubles y prolina libre (tabla 3) se encon-
tr6 que los clones trinitarios tienen mayor contenido
de proteinas solubles y prolina libre que los forasteros.
Mientras que estos ultimos superan a los trinitarios en

Figura 1. Tipos de tricomas identificados en superficie de hojas adultas de T cacao L., clon 5 (Ocumare 61). Tricomas no glandu-
lares estrellados complejos (a, b, ¢, i). Tricomas no glandulares simples (d, e, f). Tricomas glandulares (a, g, h, i). Barra escala: 50

pm.
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Figura 2. Relacion entre clones de T. cacao L. Grupos formados por el componente principal 1 en prolina libre,
proteinas solubles, carbohidratos totales, ligninas, fenoles solubles, fenoles ligados a la pared y ndmero de tricomas.
Grupos: | (clones 4, 16, 7, 10, 1), Il (clones 17, 12, 15, 26, 21, 23 y 24), lll (clones 2, 5, 6, 9, 20, 22, 25), IV (3, 18)

y V (clones: 14, 8, 13, 11, 19).

fenoles totales (fenoles solubles + fenoles ligados a la
pared) y carbohidratos.

Es interesante sefalar que: las sustancias producidas
por las partes aéreas de las plantas pueden ser car-
bohidratos, aminoacidos organicos, fenoles y otros
compuestos, dentro de los fenoles estan los taninos,
que generalmente son toxinas por su capacidad de
unirse a proteinas y actdan como repelentes alimenti-
cios de muchos animales que pueden ser daninos a las
plantas, sin embargo pueden tener efecto positivo en
la salud humana (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Para el
caso de los fenoles totales (tabla 3), su concentracién
superior en clones forasteros puede estar relacionado
con que este tipo de cacao es mas resistente y de me-
nor calidad para la industria por su alto contenido de
fenoles, dentro de los que se encuentran los taninos,

con una mayor concentracion en estos clones (Figuei-
ra et al., 1997).

Las diferencias cuantitativas encontradas en el conte-
nido de fenoles (tabla 2) entre los clones, se asocian
mayormente al genotipo, debido a que las plantas te-
nian igual edad y estaban cultivadas en similares con-
diciones, lo que coincide con lo planteado por Zapata
et al. (2000) que demostrd, en tabaco, que los fenoles
dependen de la edad, el estado de desarrollo y el ge-
notipo. Niemenak et al., (2006) encontraron que los
fenoles totales, catequina, epicatequina y antocianina
en semillas frescas y fermentadas de T. cacao L., fue-
ron dependientes del genotipo pero no observaron
diferencias cualitativas en el contenido de polifenoles
en relacion con su origen genético, las diferencias se
relacionaron mas con las condiciones de crecimiento.
Sin embargo, en el presente trabajo se encontré dife-
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Tabla 3. Concentracién de fenoles totales, lignina, proteinas solubles, carbohidratos y prolina libre entre

clones trinitarios (T) y forasteros (F) de T. cacao L.

Fenoles .. Proteinas Carbohidratos .

. Lignina Prolina libre
Tipo Totales (UA) solubles totales (g2 MF)
(mg.g" MF) (mg.g" MF) (ng.g" MF) i

T 17,41 b 0,15 a 3,69 a 17,10 b 17,64 a
ET 0,40 0,01 0,25 0,83 0,92
F 18,44 a 0,14 a 2,66 b 21,58 a 12,95 b
ET 0,46 0,01 0,30 1,70 1,55

Valores en cada columna representan la media de cada tratamiento. Medias con letras distintas difieren significativamente segin pruebas paramé-

tricas de ANOVA bifactorial, Tukey, p < 0,05, Error Tipico (ET).

rencias en la concentracion de fenoles, carbohidratos,
proteinas y prolina asociadas al genotipo y también al
origen genético, ya que en los forasteros la concen-
tracion de fenoles totales y carbohidratos totales fue
superior a los trinitarios (tabla 4), en tanto que los tri-
nitarios fueron mayoritarios en proteinas solubles y la
prolina libre. Ademas, todos los indicadores evaluados
variaron entre los diferentes clones (tabla 3).

Coincidiendo con Chen et al., (2005) plantean que las
proteinas solubles, la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxila-
sa/oxigenasa (Rubisco) vy su contenido activasa, asi
como la actividad de la sacarosa fosfato sintasa, de-
crecen significativamente, mientras que el contenido
de azdcares solubles, fosfato inorgénico, clorofilas y el
complejo Il de la fotosintesis incrementaron en hojas
de arroz aclimatizadas con aire enriquecido con COx.
En la actualidad se conoce que las proteinas se en-
cuentran en baja concentracion en los tejidos vegeta-
les en comparacion con animales y bacterias, ademas
en plantas maduras son mas dificiles de extraer por
el espesor de la pared celular (Islam et al., 2004). Por
otra parte, los compuestos fenolicos combinan con las
proteinas por condensaciones covalentes (Carpentier
et al., 2005) y las proteinas como la Rubisco son muy
abundantes, lo que puede dificultar la deteccion de las
que estan en menor abundancia (Neilson et al., 2010;
Balbuena et al., 2011).

Matt et al., (2002) transformaron plantas de tabaco con
una construccién antisentido de Rubisco para estudiar
las consecuencias de una lesion en el metabolismo del
carbono fotosintético en el metabolismo del nitrégeno
y el metabolismo secundario. Ellos demostraron que
la inhibicion de la fotosintesis y el decrecimiento del
contenido de azdcares conllevan a la inhibicién del
metabolismo de nitr6geno y a cambios dramaticos en
la composicion de los metabolitos secundarios de las
hojas, como &cido clorogénico y nicotina, que son ri-
cos en carbono y nitrégeno en su estructura, respec-
tivamente. Demostraron ademds que los cambios en
la razén aminodcido: azicares se relacionaron con
cambios en la razén nicotina: dcido clorogénico. Estos

resultados se corresponden con los presentados en la
tabla 4, donde en el grupo que presenté mayor con-
centracion de fenoles (clones forasteros), se encontré
también mayor concentracion de carbohidratos.

Por otra parte, las proteinas, carbohidratos y prolina
juegan papeles importantes en la respuesta al estrés,
donde se ha demostrado que en hojas infectadas por
C. perniciosa decrecen las proteinas solubles (Frias et
al, 1991). También se ha encontrado que en hojas
de plantas de T. grandiflorum infectadas por hongo, se
afecta el contenido de clorofilas y por lo tanto se afec-
ta también la fotosintesis y la sintesis de carbohidratos,
asi como se producen variaciones en las concentracio-
nes de fenoles (Oliveira et al., 1997).

Como se puede observar, los grupos que se forman
con el ACP no se relacionan con el tipo de cacao, pues
los clones forasteros y trinitarios quedan mezclados
dentro de los diferentes grupos (figura 2). En la tabla
3, el grupo de los clones forasteros mostraron mayor
concentracion de carbohidratos y fenoles, los trinita-
rios en prolina y proteinas, y no existieron diferencias
entre los dos grupos para ligninas. Sin embargo, en el
ACP los clones se agruparon de otra manera: cinco
clones, se asociaron por su alto contenido de ligninas
(tres forasteros y dos trinitarios), otros cinco por la alta
concentracion de prolina y carbohidratos totales (dos
forasteros y tres trinitarios), nueve por su alto conte-
nido de proteinas y fenoles (todos trinitarios) y siete
con mayor ndmero de tricomas (un forastero y seis
trinitarios). Contrario a lo esperado, en el andlisis de
ACP, el mayor nimero de estructuras acumuladoras de
metabolitos (tricomas) se relacion6 mas con la mayor
concentracion de proteinas solubles y la prolina libre
que con el resto de los parametros evaluados.

En el caso de los tricomas, se conoce que la combina-
cion de tricomas glandulares y no glandulares confiere
resistencia a diferentes plagas, debido a que los glan-
dulares contienen o secretan mezclas de compuestos
quimicos y los no glandulares sirven de barrera meca-
nica sobre todo para los insectos (Peter y Shanower,
1998). Los clones con mayor ndmero de fenoles no
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resultaron asociados a los mayores contenidos de tri-
comas. Lo cual no descarta el hecho de que existan
tipos de fenoles que se encuentren en los tricomas, o
secretados por ellos y que sean de importancia por su
actividad bioldgica, lo que los haria interesantes para
la farmacia, control de patégenos y obtencion de pig-
mentos o aromatizantes. No obstante, para seleccio-
nar clones por la produccion de compuestos en los
tricomas habria que evaluar no solo cuéles son los de
mayor nimero, sino el perfil de metabolitos presentes
en los tricomas de cada clon y el valor de los mismos
por su actividad.

En plantas del género Solanum existen seis tipos de
tricomas y en todos los de tipo 1, 4 y 6 se encontraron
genes para la biosintesis de metabolitos como flavo-
noides, azucares acetilados y terpenoides (McDowell
et al., 2011). Hasta ahora en cacao no se ha descrito
que tipo de compuestos pueden estar en los tricomas,
pero si se conoce que hay tricomas glandulares y no
glandulares (Bailey et al., 2009) y que ademas hay un
alto contenido de fenoles, por lo que también podria
existir sintesis y secreciéon de compuestos similares a
los descritos para Solanum.

Finalmente, los clones analizados en la presente in-
vestigaciéon no estaban visiblemente infectados por
ningln patégeno, no obstante, dentro de los 26 clo-
nes existen algunos con mayor resistencia a patoge-
nos que otros. Por lo que las concentraciones de los
compuestos analizados pueden estar apuntando a ma-
yor cantidad de ellos en clones resistentes que en los
susceptibles a enfermedades fungosas. Por ejemplo,
en investigaciones previas realizadas en el banco de
germoplasma del que se seleccion6 el material evalua-
do, el clon 3 (alto contenido de proteinas y fenoles)
es resistente a P. palmivora y a C. frimbriata, el clon
8 (alto contenido de carbohidratos y prolina) es mo-
deradamente resistente a P. palmivora, el clon 4 (alto
contenido de ligninas) es resistente a C. frimbriata y
tiene baja incidencia de M. roreri, el clon 24 (mayor
ndmero de tricomas) es resistente a P. palmivora (Re-
yes et al., 1973; Gonzadlez et al., 2009; Gonzalez et
al, 2011; Morillo et al., 2012). Ademas, cuando el 19
(alto contenido de carbohidratos y prolina) fue utiliza-
do como madre en dos cruces (19 x 4y 19 x 22), la
descendencia de ambos mostraron baja incidencia de
P. palmivora en frutos cosechados y baja incidencia de
M. perniciosa como escobas vegetativas y en cojines
florales. Estos cruces presentaron buenos indices de
productividad, valores de indice de almendra > 1,3 y
de indice de mazorca < 22 (Gonzalez et al, 2011).
Lo que corrobora que cada grupo obtenido ofrece la
posibilidad del manejo de sus clones en dependencia
de su composicién quimica vy el futuro uso.

Conclusiones

Este estudio demostré que existen cinco grupos, de
acuerdo a la relacion existente entre la concentracion

de compuestos bioquimicos y los tricomas de hojas de
26 clones de T. cacao. Cinco clones, se asociaron por
su alto contenido de ligninas, otros cinco por la alta
concentracion de prolina y carbohidratos totales, nue-
ve por su alto contenido de proteinas y fenoles y siete
con mayor ndmero de tricomas, de acuerdo al ACP
que explica el 46,68% de la variabilidad total. Ademas,
el grupo de los clones forasteros mostré mayor con-
centracion de fenoles totales y carbohidratos, en tanto
que los trinitarios presentaron mayor concentracion de
proteinas y prolina. Los resultados obtenidos pueden
servir de base para la seleccion de clones, teniendo
en cuenta el contenido de los diferentes parametros
evaluados, en dependencia del interés de las futuras
investigaciones.
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