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RESUMEN

En este Trabajo Especial de Grado se determiné el contenido compuestos fendlicos,
ligninas, aminoacidos y carbohidratos en seis (6) clones de Theobroma cacao L.
procedentes de tres localidades distintas: Padron (bosque humedo tropical), Tesoro
(bosque semi-humedo tropical) y Tacariguita (bosque seco tropical), con el fin de

evaluar la influencia ambiental sobre la produccion de dichos compuestos.

Se realizé una recoleccion del material foliar de los seis clones de cacao procedentes
de cada ambiente, luego de esto se procedid a realizar una extraccion utilizando una
solucion de metanol para extraer los compuestos fendélicos solubles y una etandlica
para aminoacidos y carbohidratos, mientras que para los fenoles ligados y ligninas se
realizd una hidrélisis basica del material foliar que queddé como residuo. La
cuantificacion se llevo a cabo utilizando la técnica de fotocolorimetria, usando un
espectrofotometro TECAN modelo InfiniteM200 (intervalo de barrido: 190-900nm).

Luego de ser procesada la data se analiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA).

Después de cuantificar los metabolitos contenidos en el material foliar se encontré que
para los compuestos fendlicos, no existen diferencias entre los clones estudiados.
También se evidencio que la biosintesis de las ligninas en material foliar fue mayor en
los clones procedentes de Padron (bosque humedo tropical) en comparacién con las
otras localidades. En el caso de los carbohidratos no estructurales se encontré una
mayor acumulacion de estos en los clones procedentes de Tacariguita (bosque seco
tropical), mientras que la acumulacion de prolina libre fue mayor en los clones

procedentes del bosque humedo tropical.

El analisis cualitativo de los extractos foliares obtenidos de los clones de cacao, se

realizé utilizando la técnica de cromatografia en capa fina.
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1. INTRODUCCION

1.1-RESENA HISTORICA DE LAS CARACTERISTICAS BOTANIC AS Y USO DE
THEOBROMA CACAO L.

Theobroma cacao L. (Figura 1), es un arbol tropical nativo de Centro y Suramérica,
ligado como ningun otro cultivo a nuestro continente tanto por su historia como por
su importancia comercial. Desde tiempos ancestrales, los mayas aseveraban el
origen divino de la planta, denominando a la bebida obtenida de su fruto, “bebida de
los dioses”. Por esta razon, Carlos Linneo clasificé el género como Theobroma que
se deriva de las palabras griegas Theos: Dios y broma: bebida. A partir de la semilla
del cacao después de aplicar tratamientos post-cosecha de fermentacion, secado y
torrefaccion'?, se obtiene chocolate y manteca. El &rbol se cultiva comercialmente en
agro-ecosistemas tipicos de los bosques humedos tropicales, concentrandose su
produccién mundial en una banda estrecha no mayor de 20° norte y 20°sur a partir

de la linea ecuatorial®.

Las semillas, fermentadas y secas, constituyen la materia prima para obtener
chocolate, las mismas son gruesas, de forma oblonga, ovada, eliptica o irregular y
su color puede ser blanco cremoso, castafio o violeta. Esta planta fue cultivada por
los mayas hace mas de 3.000 afios, para utilizarla en una bebida llamada xchocalt, y

alcanzo tal valor que se utilizaba como moneda de intercambio.

En el cacao no existen variedades, pero si dos grupos morfogenéticamente
diferenciados y un tercero, que corresponde al cruce entre ambos. Los términos
Criollo, Forastero y Trinitario surgen, segin Motamayor®, del vocabulario
venezolano, usado mundialmente para distinguir los cacaos nativos,
tradicionalmente cultivados, de los cacaos extranjeros. Los Trinitarios son producto
del cruzamiento, en Trinidad, entre Amazonicos (Forasteros) y Criollos buscando
resistencia a las enfermedades. Los Amazdnicos son los cacaos provenientes de las
Cuencas del Orinoco y Amazonas. El término Criollo se asocia al cacao de alto valor

organoléptico por su aroma y gusto, proveniente de almendras gruesas arométicas
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de color claro; también se utiliza para designar los cacaos provenientes de
Centroamérica (Nicaragua y México), los cuales tienen igual calidad, aroma y

origent.,

1.2-CLASIFICACION TAXONOMICA.

La clasificacion taxonémica de Theobroma cacao L. (NCBI, 2010) es la siguiente:
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Theobroma

Especie: Theobroma cacao L.

cedida por Daynet Sosa)

La morfologia y el origen geografico han sido los parametros determinantes en la
descripcién de los grupos genéticos de cacao®. En el 2002 y 2003 se publicaron dos
trabajos que confirmaron el origen hibrido del cacao tipo Trinitario y teniendo en
cuenta la gran variabilidad genética entre y dentro de los grupos de Criollos y
Forasteros se propuso una nueva clasificacion en: Criollo Antiguo, Criollo Moderno,

Forastero Alto Amaz6nico y Forastero Bajo Amaz6nico'®.

Tradicionalmente, desde el punto de vista botanico, el cacao (Theobroma cacao L.)

se clasifica como:

a. Cacao Criollo : El grupo criollo (palabra que significa nativo pero de ascendencia

extranjera), se origin6 también en Sudamérica, pero sus variedades fueron
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domesticadas en México y Centro América y son conocidas también como hibridos
de cacao dulce. Son plantas de poco vigor, susceptibles a enfermedades y de bajo
rendimiento, destacandose la alta calidad de sus semillas. Este tipo de cacao posee
un cotiledén de color entre marfil y castafio muy claro, con un olor de cacao dulce
unido a un aroma delicado caracteristico. Se cultivan principalmente en América

Central, México, Colombia y parte de Venezuela.

b. Cacao Forastero : su centro de origen es la parte alta de la cuenca del Amazonas
en el area comprendida entre los rios Napo, Putumayo y Caquetd, sus frutos son de
cascara dura y leflosa, de superficie relativamente tersa y de granos aplanados,
pequefios de color morado y sabor amargo; dentro de estos se destacan los tipo
Cundeamor, Amelonado, Sambito, Calabacillo y Angoleta. Representa un 85% de la
produccion mundial, proveniente de los paises de Africa Occidental y Brasil. Aunque
el cacao tipo Forastero se caracteriza por poseer mayor vigor, rendimiento y
resistencia a las enfermedades, en términos de calidad son denominados cacaos
ordinarios; no asi los cacaos tipo Criollo, considerados, por la alta calidad de sus

semillas en el mercado mundial, como Cacao Fino o de aromal”,

c. Cacao Trinitario : Este grupo aparentemente se origin6 cuando un genotipo criollo
se cruzo naturalmente con un genotipo amelonado del Brasil. Por esta razén, estos
materiales presentan caracteristicas morfoldgicas y genéticas de ambas razas. Es
mas resistente y productivo que el cacao “Criollo” pero de inferior calidad. Presentan
granos de tamafio mediano a grande y cotiledones de color castaiio. Ocupan del 10
al 15% de la produccién mundial y es producido en Granada, Jamaica, Trinidad y

Tobago, Colombia, Venezuela y América Central®l®!,

Sin embargo, actualmente se maneja una nueva clasificacion del cacao, en
reemplazo de estos 3 grupos que se mencionan (Trinitarios, Criollos y Forasteros),

derivada del estudio realizado en 1241 accesiones de cacao con marcadores

Evaluacion de de compuestos fendlicos, ligninas, aminoacidos y carbohidratos en Theobroma cacao L. procedentes de tres
ambientes distintos: bosque himedo tropical, bosque semi-himedo tropical y bosque seco. UCV 2012.



moleculares con vistas a determinar la diversidad genética del mismo. Asi tenemos
gue los 10 grupos propuestos son: Marafién, Curaray, Criollo, lquitos, Nanay,

Contamana, Amelonado, Puris, Nacional y Guiana®.

1.3-PRODUCCION MUNDIAL Y NACIONAL DE CACAO.

La produccion mundial de plantas de cacao se concentra en los paises tropicales,
principalmente en Africa y América, tipicamente en minifundios o bajo sistemas de
agricultura de subsistencia (casi el 90% de la produccion de cacao corresponde a
pequefios agricultores con menos de 5 hectéreas); mientras que la produccion de
bienes intermedios y finales se centra en los paises desarrollados (Europa y América
del Norte). La produccion mundial de cacao estéa fuertemente concentrada en Africa
(alrededor del 70% de la produccion mundial). Para el afio cacaotero 2009/10, el
primer pais productor a nivel mundial fue Costa de Marfil, con 1,24 millones de
toneladas, después le siguen Ghana (632.000 tn), Indonesia (550.000 tn), Nigeria
(240.000 tn), Camerun (205.000 tn) y el Brasil (161.000 tn). Luego vienen, Ecuador
(160.000 tn) y Nueva Guinea (47.000 tn)\*°!,

Esta produccién mundial mantuvo una tendencia creciente a lo largo de los 90's,
creciendo a un ritmo anual de 0,5%, pero desde 2001 se ha visto afectada por los
problemas politicos imperantes en Costa de Marfil, la disminucién en la produccion
de Indonesia y Ghana, la sustitucién de cultivos hacia otros con mayores ventajas de

comercializacion en Malasia y el descenso del area cultivada de cacao en Brasil.

El Convenio Internacional del Cacao, firmado en 1995, reconoce solamente a 17
paises como productores de cacao fino de aroma. América Latina y el Caribe
suministra el 80%, Asia el 18% y Africa el 2% En el continente americano, Ecuador
es el mayor abastecedor con 115.000T en 2006, le siguen Colombia (30.000T) y
Santo Domingo (42.000T), segtn el Informe de ICCO (2006)1**.

La importancia de Latinoamérica en el cultivo de cacao viene cayendo,

representando alrededor del 14% en el afio 2010 (21,9% en el 1990). En

Sudameérica la produccién es liderada por Brasil y Ecuador?.
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El consumo del cacao esta intimamente ligado a la produccion de chocolate en el
mundo, por lo que las tendencias que se dan en este mercado marcan las

tendencias de consumo y produccién para el cacao*?.

La produccién y la comercializacion de chocolate en el mundo esta dominada por
aproximadamente 10 trasnacionales. Holanda es el principal centro de comercio y de
molienda en la Unién Europea. Alemania y Francia (en ese orden) son los
principales transformadores y consumidores de chocolate. Asimismo, ha surgido un
mercado de alto dinamismo en el consumo de preparados de chocolate en los

Gltimos cinco afios formado por Canadé, México, Brasil, Italia, Japén y Espafia™?.

La presencia venezolana en el mercado internacional del cacao se caracteriza mas
por su alta calidad que por el volumen comercializado, contribuyendo actualmente
con el 0,64% de la produccion (un estimado de 15.000 toneladas) vy
aproximadamente el 0,32% de las exportaciones mundiales. Estos materiales

producidos en el pais son denominados como “finos de aroma+¢l

Tabla 1. Produccion nacional de cacao!*”.

Afo Produccién (ton) Rendimiento Area cosechada (Ha)
Cosecha (Hg/Ha)

2007 18911 3322 56927

2008 20457 4076 50194

2009 20000 4000 50000

2010 21300 4401 48400

La produccién nacional, mostrada en la Tabla 1 esta distribuida en tres zonas
geograficas y se concentra en algunos estados costeros, llaneros y andinos. Cada
region productora del pais se caracteriza por presentar condiciones propias en

cuanto a tamafio de la unidad de produccion, condiciones geocliméticas, genética
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del material de siembra, manejo de la plantacion, tratamientos post-cosecha, etc.

gue le permiten producir un tipo de cacao especifico.

La region nororiental, conformada por los estados Sucre, Monagas y Delta Amacuro
aporta cerca del 49% a la produccion de cacao seco nacional, con mayor produccion
de forasteros e hibridos; la zona central conformada por los estados Miranda,
Aragua, Carabobo y Yaracuy que produce un 27%, fundamentalmente de Trinitarios
y Criollos; y la zona suroccidental compuesta por los estados Mérida, Zulia, Tachira,
Apure, Barinas y Portuguesa, que produce el 24% del cacao prevaleciendo los

Criollos puros, invalorables por su calidad, especialmente el cacao Porcelanal™®*.

En los dltimos afios la produccién y la calidad del cacao venezolano se ha visto
afectada por numerosos factores como son: progresiva disminucién del genotipo
criollo como consecuencia de hibridaciones naturales con materiales trinitarios y
forasteros introducidos, causando una gran variabilidad genética y pérdida de la
calidad, ademas de la susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades que han
causado grandes pérdidas en las cosechas, aproximadamente el 20% de acuerdo
con las estimaciones de los especialistas'®’. A esta situacién se suma, las precarias
politicas de mercadeo, carencia de estrategias para premiar la eficiencia y calidad y
de las tecnologias post-cosechas empleadas en las zonas de produccion de cacao
del pais, insuficiente organizacién de los productores y la carencia de programas
integrales de extension. Todos estos factores han provocado una caida de la calidad
y de poco estimulo hacia el productor y de la falta de una politica seria y consona

con la realidad del sector cacaotero del pais®Y.

1.4-CULTIVO DE CACAO EN VENEZUELA.

En nuestro pais el cultivo del cacao se encuentra distribuido en diferentes regiones
(oriental, central y occidental) y bajo distintos sistemas de explotacién; registrandose
en cada una de estas regiones, la existencia de materiales con caracteristicas

asociadas a una calidad intrinseca diferencial, lo que ha conllevado a que se pueda
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tener una diversidad de cultivares con respuestas o tolerancia a variaciones y
fluctuaciones de los parametros climaticos similar a la que existe en el mundo
(desde México hasta el Amazonas), lo que ha propiciado una alta cantidad de tipos o
cultivares, producto de procesos de domesticacion y adaptacién a condiciones

climaticas muy particulares.

Tenemos por tanto que la region oriental se caracteriza por la mayor produccién de
los tipos Forasteros e Hibridos, en la Zona Central conseguimos los tipos Trinitarios
y Criollos y en la region occidental existen los Criollos puros, invalorables por su
calidad, especialmente el cacao tipo Porcelana (CAPEC, Cadmara Venezolana del
Cacao, 2007).

A pesar de la pérdida de importancia relativa dentro de la economia nacional y los
bajos rendimientos, alrededor de 310 Kg/ha'?®; el cacao criollo venezolano sigue
siendo un representante del cacao fino, capaz de producir chocolate de la mejor
calidad y proporcionando una almendra con aroma afrutado y un sabor caracteristico

demostrado por Sukha y Buttler’®®

, quiénes afirman: “Los cacaos criollos
venezolanos son organolépticamente distintos al resto de los cacaos probados en el
experimento (Trinidad, Ghana y Ecuador)”. Por lo tanto el papel de Venezuela en el
mercado internacional se destaca mas por la calidad del producto que por los

volimenes comercializados??.

La calidad del chocolate depende fundamentalmente de la calidad de la almendra; y
segun Reyes et al. (1999), la calidad de la misma esta influenciada por los siguientes
factores: genotipo (cultivar o grupo de cacao), el clima, los suelos donde se cultiva,
el manejo agronémico vy fitosanitario que se ofrezca a la plantacion y la tecnologia
que se emplee para el beneficiol?®.

Existe una escasa e inconsistente informacién técnica sobre los efectos reales de
los factores ambientales en la calidad organoléptica del cacao. Sin embargo,
algunos investigadores concluyen que su efecto es bajo si se compara con el efecto

del genotipo y el tratamiento de postcosecha. No obstante, los efectos individuales
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ylo sinérgicos de estos factores, podrian estar afectando (favorable y/o
desfavorablemente), los atributos organolépticos de la almendra del cacao, por lo
que no se podria descartar la influencia de estos factores en la calidad final del

producto!?®.

Sin embargo, Reyes et al. (1999) mencionan que por ejemplo, el clon Ocumare 61
sembrado en los valles litorales de Aragua (bosque seco tropical) presenta un indice
de almendra inferior, que cuando crece en la zona de Barlovento (bosque humedo
tropical). Y Quiroz (2012) menciona que la deficiencia de agua y nutrientes en el
suelo, trae como consecuencia una reduccién en el tamafio de las almendras, por
tanto, de las mazorcas; y que ademas origina variaciones significativas en la
composicién bioguimica de los cotiledones; el metabolismo del nitrégeno de la planta
es sensible al medio ambiente!®?7),

En consecuencia, garantizar la calidad del cacao venezolano es de vital importancia
para el mantenimiento de los estandares requeridos en la exportacion de este rubro.
Por esta razon, se hace imperativa la adecuacién y mejora de nuestros cultivares
ante la presencia de factores en el medio ambiente que comprometen el acervo
genético de nuestro cacao, el cual histéricamente ha sido reconocido como uno de

los de mas alta calidad culinaria a nivel mundial.

Las plantas, al igual que otros organismos, estan sometidas a diferentes tipos de
estrés ambiental, lo que causa importantes pérdidas en las cosechas y en la calidad
de los productos obtenidos; y estos efectos son a menudo especificos de un lugar o
de un cultivo. Los desencadenantes son numerosos Yy abarcan desde el aumento de
radiacion UV, déficit hidrico, alta salinidad, toxicidad de los metales, de herbicidas,
de fungicidas, de los contaminantes del aire, incrementos de la radiacion UV, la
temperatura, la topografia y la hipoxia (bajo suministro de oxigeno en suelos
anegados y compactados). Adema4s, en la naturaleza las plantas estdn expuestas a
un gran numero de organismos patdbgenos como insectos, hongos, bacterias y virus.
Esto hace pensar que los mecanismos de defensa de las células vegetales, tanto

aquellos constitutivos como aquellos inducidos por la presencia de un estrés bidtico
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o abiético, son muy efectivos para detener o contrarrestar los mismos!?®l. Ademas, se
ha comprobado que las plantas son capaces de reaccionar ante estimulos externos,
como puede ser la intensidad de luz, la cantidad de agua o la presencia de algunas
sustancias en los alrededores. Las plantas poseen un patron de conducta lineal,
segun el cual actian de forma directa ante cualquier estimulo. La agresion o estrés
ambiental que sufre la planta desencadena una serie de reacciones bioquimicas por
las que se liberan sustancias conocidas como metabolitos secundarios®®. Teniendo
en cuenta el efecto combinado de la interaccion genotipo-ambiente, se hace
imprescindible entender los componentes de esta interaccion para su aplicacion en
programas de mejoramiento genético con vistas a obtener plantas mas adaptadas a

ambientes determinados.

En lo que respecta a Venezuela, se hace indispensable entender las diferencias
(bioquimicas, fisiolégicas y moleculares) como respuesta de los diferentes genotipos
a varias condiciones agroclimaticas; teniendo en cuenta, por ejemplo, que el
contenido de C, N, ligninas y polifenoles varia ampliamente a nivel inter e intra
especifico®™; dependiendo de la especie, parte de la planta, fertilidad del suelo y

disponibilidad de agua®®".

1.5- METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS.

Se llama metabolismo primario de las plantas a los procesos bioquimicos esenciales
que intervienen en forma directa en su supervivencia (crecimiento y desarrollo). A
través de los mismos se sintetizan y degradan compuestos que participan en estos
procesos o0 son parte estructural de las plantas, tales como: carbohidratos, acidos

grasos, aminoacidos, polimeros (polisacéaridos, proteinas, lipidos, ADN y ARN) etc.

Los carbohidratos son moléculas organicas compuestas por carbono, hidrégeno y
oxigeno. Son solubles en agua y se clasifican de acuerdo a la cantidad de carbonos
o por el grupo funcional aldehido. Son la forma biolégica primaria de
almacenamiento y consumo de energia. Otras biomoléculas energéticas son

las grasas y en menor medida, las proteinas.
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Un aminoécido es una molécula orgéanica con un grupo amino (-NHz) y un grupo
carboxilico (-COOH; acido). Los aminoacidos mas frecuentes y de mayor interés son
aquellos que forman parte de las proteinas. Dos aminoacidos se combinan en una
reaccion de condensacion que libera agua formando un enlace peptidico. Estos dos
“residuos" aminoacidicos forman un dipéptido. Si se une un tercer amino4cido se
forma un tripéptido y asi, sucesivamente, para formar un polipéptido. Esta reaccion
ocurre de manera natural en losribosomas, tanto los que estan libres en el

citosol como los asociados al reticulo endoplasmaético.

Todos los aminoacidos componentes de las proteinas son alfa-aminoacidos. Por lo
tanto, estan formados por un carbono alfa unido a un grupo carboxilo, a un grupo
amino, a un hidrégenoy a una cadena (habitualmente denominada Radical) de
estructura variable, que determina la identidad y las propiedades de los diferentes
aminoacidos; existen cientos de cadenas R por lo que se conocen cientos de
aminoécidos diferentes, pero so6lo 20 forman parte de las proteinas y tienen codones

especificos en el cédigo genético.

Debido a su caracter universal en el reino de las plantas, los procesos que
intervienen en el metabolismo primario y sus metabolitos, se encuentran en todas las

plantas sin excepcion 7,

Sin embargo, durante el metabolismo secundario se sintetizan y degradan ciertos
compuestos (metabolitos secundarios) como: Terpenos, Alcaloides, Compuestos
fendlicos y glicosidos (saponinas, alcaloides glicosilados etc.) que estan restringidos
a estados especificos del desarrollo del organismo y células especializadas; como
respuesta al estrés biotico y abidtico y estdn usualmente asociados a un genotipo o

grupo taxonémico determinado.

Los tipos de metabolismo (primario y secundario) estan fuertemente
interconectados, por lo que se hace dificil el establecimiento de una divisién entre
ambos. El hecho de que la expresion del metabolismo secundario sea una
caracteristica de la especializacion, indica que la formacion del compuesto
secundario, en contraste con el compuesto primario, no tiene una importancia directa

para la célula productora. Sin embargo el compuesto secundario puede tener
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significacion para el organismo productor como un todo. Los metabolitos
secundarios estan implicados en las interacciones ecoldgicas de la planta productora
con el medio ambiente que la rodea. También se diferencian de los metabolitos
primarios en que cada uno de ellos tiene una distribucion restringida en las plantas,
a veces en so6lo una especie o un grupo de ellas, por lo que muchos de ellos son

Gtiles en Botanica Sistematical?®.

En estudios bioldgicos mas recientes se determind que la mayoria de los metabolitos
secundarios cumplen funciones de defensa contra predadores y patégenos, actian
como agentes alelopéaticos (que son liberados para ejercer efectos sobre otras
plantas), o para atraer a los polinizadores o0 a los dispersores de las semillas. El
reconocimiento de propiedades bioldgicas de muchos metabolitos secundarios ha
alentado el desarrollo en este campo; por ejemplo en la blsqueda de nuevas
drogas, antibi6ticos, insecticidas y herbicidas. Ademas, la creciente apreciacién de
los diversos efectos bioldgicos de los metabolitos secundarios ha llevado a reevaluar
los diferentes roles que poseen en las plantas, especialmente, en el contexto de las

interacciones ecoldgicas 1¥234,

Los metabolitos secundarios en las plantas pueden ser divididos en 3 grandes

grupos, en base a sus origenes biosintéticos:

A. Terpenoides. Todos los terpenoides, tanto los que participan del
metabolismo primario como los mas de 25.000 metabolitos secundarios, son
derivados de los radicales IPP (Isopentenildifosfato) y DMAPP
(dimetilalilpirofosfato) su biosintesis transcurre a través de la via del acido
mevaldnico. Es un extenso grupo de metabolitos que han mostrado diversas
e interesantes actividades biolégicas como antihipoglicemiantes,
antitumorales, etc®®. Estan distribuidos ampliamente en las plantas y muchos
de ellos tienen funciones fisiolégicas primarias. Unos pocos, como los que
forman los aceites esenciales, estan restringidos a solo algunas plantas.

B. Compuestos nitrogenados o alcaloides . Se conocen alrededor de 12.000
alcaloides, que contienen uno o méas atomos de nitrdgeno, biosintetizados

principalmente, a partir de aminoacidos. Los alcaloides poseen una gran
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381 y son fisiolégicamente activos en los

diversidad de estructuras quimicas
animales aun en bajas concentraciones, por lo que son muy usados en
medicina. Ejemplos conocidos son la cocaina, la morfina, la atropina, la
colchicina, la quinina, y la estricninal®”.

C. Compuestos fendlicos: fenilpropanoides y sus deriva dos. Los mas de
8.000 compuestos fendlicos que se conocen son sintetizados por las plantas

o bien por la via del acido shikimico o bien por la via del malonato/acetato.

Dentro de la amplia familia de los compuestos fendlicos que comprende
fenoles simples, acidos benzoicos y sus derivados, &cidos cinamicos y
cumarinas entre otros, destacan los flavonoides que son sustancias naturales
que poseen un esqueleto basico de 15 atomos de carbono C6-C3-C6,
constituido por dos anillos aroméaticos unidos mediante una cadena de 3
atomos de carbono. El anillo A es derivado de la cadena policética, el B es
derivado del acido Shikimico, con sustitucion orto, y los 3 atomos de carbono
gue se unen a estos anillos, corresponden a la parte alquilica del

fenilpropanot®”.

n

5 4

Figura 2. Esqueleto Flavano.

Los flavonoides estan presentes en todas las partes de las plantas: raices,

troncos, hojas, frutos, flores y semillas. El estado de oxidacion del anillo
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central determina varios grupos estructurales. La proporcion de oxigenacion
varia y puede presentarse como -OH, -OMe y/o formando glicésidos. La
hidroxilacion de los anillos aromaticos ocurre frecuentemente en las
posiciones 7 y 47, algunas veces en 5 y 3°, pocas veces en 5 y 8,
escasamente en 6 y 2°. Por lo general, los flavonoides son polares y esta
propiedad se aprovecha para su aislamiento. La extraccibn con agua o
solventes acuosos puede presentar algunas desventajas como lo es la

posible coextraccién de otros compuestost®”,

Entre los tipos de flavonoides resaltan las flavanonas , presentando casi
siempre las de origen natural una configuracion 2S, que dispone al anillo B
ecuatorial. Esta estereoquimica estd asociada a las propiedades
levorrotatorias de tales moléculas. Las flavanonas pueden presentarse como
O- y C- glicésidos y también pueden observarse O- y C- metilaciones o
alquilaciones superiores. El analisis cualitativo de los compuestos fendlicos
por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) de extractos de
Theobroma cacao L. mostré6 una acumulacion significativa de algunos
derivados de luteolina y apigenina. En la figura 3 se muestra las estructuras

de éstos compuestost®,

Figura 3. Estructuras de las flavanonas Luteolina (A) Apigenina (B) presentes en

Theobroma cacao L. 8.

El modelo de estructuras con el esqueleto flavano con uno o dos grupos —OH

en el anillo heterociclico se conoce como flavanoles; hay asi, flavan-3,4-
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dioles, flavan-4-oles y flavan-3-oles, o catequinas. Theobroma cacao L. posee
altos contenidos de catequina y epicatequina, en la figura 4 se presentan las

estructuras de estos compuestos?®.

OH OH
OH OH

OH OH
OH OH

Figura 4. Estructuras de los flavanoles Catequina (A) y Epicatequina (B) presentes

en Theobroma cacao L. "5,

1.6- FUNCION DE LOS METABOLITOS PRIMARIOS (Aminoaci dos vy
carbohidratos) Y SECUNDARIOS EN PLANTAS (Compuestos fendlicos y

Ligninas).

Ante condiciones estresantes, bien sean provocadas por factores abioticos (sequia,
inundacion, temperaturas extremas, sales excesivas, metales pesados, irradiacion
de alta intensidad) o bidticos (plagas y enfermedades), se desencadena en las
plantas una serie de respuestas tales como la biosintesis de metabolitos
secundarios y la activacion simultdnea de la sintesis de proteinas especificas
denominadas de estrés, hasta cambios en el desarrollo y/o reproduccion de las

plantas.

Los carbohidratos de las plantas se dividen en dos grupos: estructurales y no
estructurales CNET (carbohidratos no estructurales). Los primeros forman parte de

la pared celular® y entre éstos se encuentran la celulosa, la hemicelulosa y la
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pectina. Estos, son causantes de la fibrosidad del alimento, no estan disponibles
para el metabolismo energético de la planta, son insolubles en agua y poseen una
fermentabilidad potencial lenta y limitada. La pectina constituye una excepcion ya
que es completamente fermentable en el rumen (sistema digestivo de los animales
rumeantes)*Y. Los segundos se almacenan en 6rganos vegetativos como raices,

rizomas, estolones, coronas y parte inferiores del tallo!*?

. Los principales CNET en
los tejidos de especies forrajeras son monosacéaridos como glucosa y fructosa,
disacaridos como sucrosa y maltosa y polisacaridos como almidones y fructosanos.
Los CNET proporcionan la energia para el rebrote de las especies forrajeras
perennes o0 anuales, que pueden ser cosechadas varias veces en una misma
temporada. Ademas ayudan a sobrevivir a las forrajeras durante periodos de sequia,
de inundacion, de altas o de bajas temperaturas y proporcionan energia para el
crecimiento cuando las condiciones ambientales son nuevamente favorables!*3!,

Después de la celulosa, la sustancia organica mas abundante en las plantas son las
ligninas, polimeros altamente ramificados de fenilpropanoides que forman la pared
celular en las plantas. La estructura precisa de las ligninas no se conoce debido a su
dificil extraccion, pues se unen covalentemente a la celulosa y otros polisacaridos de
la pared celular. A diferencia de polimeros como almidén, goma, o la celulosa, las
unidades de ligninas no parecen estar vinculadas de una manera sencilla. La rigidez
mecénica de las ligninas fortalece los tallos y el tejido vascular, lo que permite el
crecimiento hacia arriba y que el agua transporte los minerales bajo presion negativa
sin colapso del tejido. Debido a que las ligninas son un componente clave del tejido
de transporte de agua, la capacidad de producir ligninas es una de las adaptaciones
mas importantes para las plantas primitivas permitiendo asi que colonizaran tierra
firme. Ademas de proporcionar soporte mecanico, las ligninas tienen importantes
funciones de proteccién, su resistencia fisica disuade a la alimentacién de los
animales, y hace que sea relativamente no digerible para los herbivoros. La
lignificacion bloquea el crecimiento de patdgenos y es una respuesta frecuente a las

infecciones o lesiones??,
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Al aminoacido prolina se le considera como uno de los osmoprotectores para la
resistencia a las condiciones de sequia y salinidad“4. Su acumulacién en los tejidos
sometidos a tensién hidrica y su sintesis neta parece provenir de los carbohidratos
por via del cetoglutarato y del glutamato. En un tejido turgente la oxidacion de
prolina es muy rapida, mientras que, bajo condiciones de déficit hidrico se inhibe la
oxidacion de Prolina lo cual aumenta la concentracion de la misma. La acumulacién
de prolina bajo el estrés hidrico alcanza entre 10 -100 veces mas que cuando la
célula esta turgente, y hay evidencia de que la acumulacion de prolina se debe a la

sintesis nueva, mas que a un rompimiento de las proteinas“®l.

En las plantas
sometidas a estrés, la prolina desempefiaria las siguientes funciones: a)
Participacion en el ajuste osmaotico del comportamiento citoplasmatico; b) Proteccién
de membranas; c) Participacion en la regulacion del pH citoplasmatico; d) Nexo
entre la sintesis de prolina con el metabolismo de los glicidos; e) Establecimiento de
una reserva de N, en la fase de recuperacion del estrés; y f) Bloqueo del crecimiento

celular®¥,

Los fenoles, terpenoides y alcaloides son los tres grupos principales de metabolitos
secundarios en plantas, e influyen en un amplio rango de actividades fisiologicas
relacionadas con la proteccion de las plantas a varias formas de estrés ambientales

(biético y abidtico)?.

En este sentido, los compuestos fendlicos representan un claro ejemplo de la
plasticidad metabdlica que permite a las plantas adaptarse a los cambios del entorno
bidtico y abidtico; y a la vez proporcionarnos productos vegetales de amplio uso
como saborizantes, colorantes y antioxidantes. Esto ultimo, ha estimulado una
amplia gama de estudios bioldgicos y epidemioldgicos con el objetivo de caracterizar
las propiedades antioxidantes de estos compuestos frente a enfermedades como el
cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, asi como en

productos antienvejecimiento o cosméticos!*®!, No obstante, teniendo en cuenta el

incremento del interés de la humanidad en caminar en un futuro mediato hacia el

desarrollo sostenible, se ha estimulado la investigacién sobre la sintesis de
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compuestos fendlicos para la mejora de la biomasa vegetal y para un mejor control

de la sanidad vegetal y animal.

El cambio en la concentracion de fenoles en los tejidos de las hojas esta implicado
en una serie de importantes procesos ecoldgicos para la planta (resistencia a
microorganismos, insectos y herbivoros; adaptaciones morfolégicas y bioquimicas) y
para el ecosistema en si (descomposicién de la hojarasca, formacion del humus,
etc., factores que estan relacionados con las tasas de rotacion de la materia
organica y la mineralizacion de los elementos)®?. Por lo tanto, los perfiles fendlicos
de las plantas superiores son el resultado de largos y complejos procesos de
evolucién y coevolucién; y la cantidad de los mismos y los factores que controlan su
produccion en el tejido de la hoja pueden tener consecuencias de gran alcance para
el entorno (ecosistema), asi como para las interacciones entre especies

(alelopatia)*”.

Esta produccién de compuestos fendlicos en las plantas es muy variable y se
encuentra bajo un control genético y uno ambiental. La variacion genética a nivel de
especie es mas evidente!®® pero también puede ocurrir una variacién a nivel

[49] 591 La influencia ambiental sobre la

poblacional como sugirieron Alston*™ y Schultz
producciéon de compuestos fendlicos viene dada por el aumento de la radiacion solar
total, el aumento de la radiacién ultra-violeta, la disponibilidad de humedad, o la

51]

nutricién mineral del suelo®®. Por lo que, estas influencias determinan los patrones

vegetativos asi como la fisiologia del crecimiento de las plantas.

En patrticular las flavonas y flavonoles presentes en flores, hojas y tallos cumplen la
funcion de proteger las células de la excesiva radiacion UV-B (280-320 nm), ya que
se acumulan en las capas de la epidermis de las hojasy los tallos y absorben la
luz enlaregion del UV-B. Ademas, la exposicion de las plantas al aumento de

luz UV-B aumenta la sintesis de flavonas y flavonoles en las plantas?®.
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2. ANTECEDENTES

Los trabajos que se citan a continuacion, muestran la interaccion de las plantas con
el medio ambiente, y como esta interaccion afecta la produccion de metabolitos en

Theobroma cacao L. y otras especies.

En 1983, Sahaiy Shulert™ estudiaron el efecto de la temperatura, la iluminacién y la
relacion carbono/nitrégeno sobre la produccién de compuesto fendlicos en Nicotiana
tabacum, observando un aumento en la produccién de compuestos fenolicos
inducidos por el incremento de la temperatura e iluminacion, lo que demuestra una
relacion entre la produccion de metabolitos secundarios y la respuesta ante cambios
en el entorno. De igual forma, Muller y col. en 19871 observaron que al someter el
cornejo floreciente (Cornus torida L.)y al arce rojo (Acer rubrum L.) bajo un sutil
gradiente de humedad, la produccién de compuestos fendlicos astringentes aumento
en un 156 y 159% respectivamente, desmostrando que la produccion de

metabolitos secundarios es mayor bajo condiciones de estrés ambiental.

Los resultados presentados por Ghasemi y col. en 2011, en su estudio de la
influencia ambiental sobre la actividad antioxidante y el contenido de compuesto
fendlicos en Juglans regia L., indicaron que las condiciones geogréficas y climéticas
da lugar a diferencias tanto en el contenido de compuestos bioactivos como

en la actividad de dichos compuestos?®®.

La produccion de compuestos fendlicos también se ve incrementada debido a la
presencia de metales pesados (estrés por metales pesado), funcionando estos como
agentes quelantes e inhabilitando la accion perjudicial de dichos metales segun el
trabajo de A. Michalak y col., en el 2006,

Con respecto a la especie Theobroma cacao L., Djocgoue y col.,, en el 2007
demostraron que la presencia de patdégenos es un factor ambiental que

desencadena respuestas bioldgicas de defensa en la planta durante y después de

(38]

una infeccion™. Estos investigadores encontraron una modificacién en los perfiles
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de compuestos fendlicos al evaluar la resistencia de las plantas de cacao contra el
patdégeno Phytophthora megakarya. Los niveles de carbohidratos y aminoéacidos
también se vieron afectados por este tipo de interacciones planta-patégeno como
observé Omokolo y col., en el 2002, al detectar un aumento de los mismos en clones

de cacao resistentes de Meloidogyne incognital®®.

El uso de metabolitos secundarios como mecanismo de defensa natural por parte de
las plantas esta suficientemente documentado; y en este sentido, los polifenoles
como material de defensa a nivel molecular, tienen una importancia ecoldgica
significativa. Como se menciond anteriormente, las plantas responden al estrés
bidtico y abittico por lo general, a través de cambios anatomicos-morfolégicos,
fisiol6gicos, genéticos y quimicos. Si bien existen muchos estudios de las respuestas
genéticas, fisiologicas y morfoanatdmicas de las plantas, las investigaciones sobre

los cambios quimicos por efecto del estrés son todavia insuficientes.

Adicionalmente en el mundo y en Venezuela en particular, son escasas las
investigaciones relacionadas con la ecofisiologia y bioquimica del cacao tanto en
ecosistemas agricolas como en habitats naturales, asi como la variabilidad que
existe en los genotipos de cacao en cuanto a la plasticidad fisiolégica y bioguimica
de los mismos en diferentes microclimas. Y a pesar de la considerable variacion
genética en las caracteristicas morfolégicas y fisiologicas del cacao, se han llevado a
cabo pocos estudios tomando en cuenta la interaccién entre el genotipo de cacao y

el medio ambiente!®®,

Por ejemplo, Galyuon et al. (1996), analizaron el efecto de la sombra en numerosos
clones de cacao®”; mientras que Daymond y Hadley (2004) estudiaron la
susceptibilidad de varios genotipos de cacao a la temperatura, encontrando en sus
resultados, que la alta variabilidad que existe en el cacao es en respuesta a estrés

térmico involucrando temperatura y luz®®.

En muchas de las zonas productoras de cacao de Venezuela, ocurren periodos
cortos o prolongados con disminucion en el régimen de precipitacién que afectan el

crecimiento, el desempefio fotosintético, la EUA (eficiencia en el uso de agua) y la
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productividad. En este sentido encontramos el trabajo de Tezara et al., (2009) en
relacion a las diferencias en la fotosintesis y eficiencia en el uso del agua en
respuesta a la variacion en la disponibilidad de agua del suelo en diferentes
ambientes de Venezuela®®; y los de Pereira et al., (2007), que describe una alta
plasticidad fenotipica y/o fisioldgica y diferenciacion entre diferentes cultivares en

temporadas con diferencias en la disponibilidad de agua (sequia y lluvias)®®.

Teniendo en cuenta, i) el alto valor nutritivo del cacao, asi como su capacidad
antioxidante debido a su riqueza en polifenoles™; ii) que el genotipo (cacao), el
ambiente en el cual crece el genotipo, y la posible interaccién genotipo-ambiente
pueden influir fuertemente en los niveles de antioxidantes; vy iii) la deficiencia en la
literatura en relacion a qué parametros determinan el contenido de compuestos

fendlicos en las semillas de cacao sin fermentar™®

, Se propuso en este trabajo un
estudio de la variabilidad en el perfil quimico de plantas de cacao y la probable
influencia del entorno, teniendo en cuenta tres condiciones ambientales diferentes:
bosque seco tropical, bosque semi-himedo tropical y bosque humedo tropical. Para

este fin se han propuesto los siguientes objetivos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar el contenido de compuestos fendlicos, ligninas, aminoécidos y carbohidratos
en seis clones de Theobroma cacao L. en tres localidades agrocliméticas diferentes
del Estado Miranda: Padron (bosque humedo tropical), Tesoro (bosque semi-

hamedo tropical) y Tacariguita (bosque seco tropical).

Objetivos Especificos:

1. Extraer y cuantificar el contenido de compuestos fendlicos totales presentes
en seis clones de Theobroma cacao L. procedentes de las localidades

Padrén, Tesoro y Tacariguita.

2. Extraer y determinar el contenido de ligninas presentes en seis clones de
Theobroma cacao L. procedentes de las localidades Padrén, Tesoro y

Tacariguita.

3. Extraer y determinar el contenido de aminoacidos y carbohidratos presentes
presentes en seis clones de Theobroma cacao L. procedentes de las

localidades Padron, Tesoro y Tacariguita.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Disefio experimental.

Se colectaron entre 6 y 8 hojas al azar de Theobroma cacao L. provenientes de seis
clones o genotipos de cacao procedentes de tres localidades distintas del estado
Miranda (Tabla 2).

Tabla 2. Cédigo de los clones de Theobroma cacao L. segun localidad.

Genotipos Nombre localidad Nombre localidad Nombre localidad
Tacariguita Padrén Tesoro

1Hx* EEMO029 EET250 427
2* EEMO11 CUMBO177 421
3* EEMO012 SC10 SC10

4 EEMO10 PENICHE 158 PENICHE 158
5* EEMO028 PV1XIMC11 439
6* EEMOO07 OC61XPLA159 443

* Son materiales nacionales; algunos son derivados de cruces entre clones realizados y evaluados hace varios
afios en Venezuela. (Morillo et al., 2008).

*** (Ecuador). Turnbull, C.J. and Hadley, P. International Cocoa Germplasm Database (ICGD). [Online
Database]. NYSE Liffe/CRA Ltd./University of Reading, UK. Available: http://www.icgd.reading.ac.uk (16th April,
2012).

** (VENEZUELA) Turnbull, C.J. and Hadley, P. International Cocoa Germplasm Database (ICGD). [Online
Database]. NYSE Liffe/CRA Ltd./University of Reading, UK. Available: http://www.icgd.reading.ac.uk (16th April,
2012).

Los mismos fueron cedidos por el Banco de germoplasma del INIA-Miranda.
-BOSQUE SECO TROPICAL (LOCALIDAD TACARIGUITA, munici pio Brion):
e Altitud: 52 metros sobre el nivel del mar.

* Fecha de siembra:; 2005
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e Coordenadas de localizacion:
N 1026°37,2”

W 66°12°40,2”

Condicién ambiental: temperatura promedio de 27T y precipitacion media de
979mm.

-BOSQUE SEMI-HUMEDO TROPICAL (LOCALIDAD EL TESORO, m unicipio
Andrés Bello):

» Altitud: 12 metros sobre el nivel del mar.
* Fecha de siembra: 2005
» Coordenadas de localizacion:

N 10°15°16,7”

W 6604712,5”

Condicion ambiental: temperatura por encima de 22T y precipitacion media de
1440mm.

-BOSQUE HUMEDO TROPICAL (LOCALIDAD PADRON, municipi o Acevedo):
» Altitud: 38 metros sobre el nivel del mar.
* Fecha de siembra: 2005.
» Coordenadas de localizacion:
N 1013714~

W 661757

Condicién ambiental: temperatura por encima de 18T Yy precipitacion media de
2000mm.
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Al momento de tomar las hojas del arbol se guardaron en un envase con nitrégeno
liquido para detener el metabolismo de las mismas. Luego de la colecta, y una vez
en el laboratorio, el material vegetal se lavo con agua destilada y se sec6 con papel
absorbente. Posteriormente las muestras se maceraron en un mortero con nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

Figura 5. Procedimiento utilizado en el experimento.

4.2. Materiales y reactivos: Todos los reactivos y solventes utilizados fueron
grado analitico.

= Etanol al 80%
= Metanol puro

= NaOH 2M
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= Acido Clorogénico

= Fenol

= Tubos de plastico de 1,5 mL.
= Tolueno

= Ninhidrina

= Acido sulftrico concentrado
= Acido fosférico 6M

= Acido acético glacial

= Reactivo de Folin-Ciocalteu

=  Carbonato de sodio

4.3. Equipos:
= Mortero
= Pipetas de 10 mL
= Pipetas Pipetman de 100 y 1000 pL
= Agitador Vortex, LABKLASS (modelo XH-2000-1)
= Centrifugadora Eppendorf (modelo g-134d)
= Balanza OHAUS (modelo PIONER PA214)

= Espectrofotometro TECAN (modelo InfiniteM200, intervalo de barrido: 190-
900nm)
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4.4. Métodos:

Para cada clon procedente de una determinada localidad se pesaron tres (3)
muestras de material foliar macerado haciéndose a partir de ellas tres (3)

extracciones, para luego cuantificar los metabolitos segun el caso.

4.4.1. Andlisis cualitativo y cuantitativo de los ¢ = ompuestos fendlicos
presentes en Theobroma cacao L . procedentes de tres ambientes
distintos.

4.4.1.1. Extraccion de fenoles:

Se tomaron 100mg de tejido macerado y se colocaron en un tubo de plastico de
1,5mL. Se adicionaron 500uL de metanol, y se agitaron en el vortex. Luego, se
centrifugd durante 5 min a 12000 rpm y se colecté el sobrenadante. Se repitié el
procedimiento dos veces mas utilizando 250 pL de metanol y se unieron los tres
sobrenadantes en un tubo limpio de 1,5mL (fenoles solubles ), se coloc6 en un tubo
limpio de 1,5mL. Se repitié el procedimiento dos veces mas utilizando 250 pyL de
metanol, luego se suspendi6 el pellet en 250uL de NaOH 2M y se incubd a 70°C por
16 horas. Finalmente, se neutraliz6 la solucién con 250 puL de HCI 2M, se centrifugd
a 12000 rpm durante 5 min y el sobrenadante obtenido (fenoles ligados a la

pared), se guardé para su andlisis posterior y se recolect6 el pellet (ligninas ).
4.4.1.2. Analisis cualitativo de fenoles por CCF.

El andlisis cualitativo de los compuestos fendlicos presentes en los extractos foliares
se realizé por medio de una cromatografia en capa fina de gel de silice. Para esto se
colocaron 10 gotas de extracto metandlico a 1,5 cm de la base de la placa de
cromatografia de gel de silice G-25 de 20x20 cm usando capilares de vidrio. Se
desarrollaron cromatografias en tres sistemas de solventes: el primero, conformado
por una mezcla hexano: acetato de etilo: metanol (60:40:1) se dejé correr durante
aproximadamente una hora. Luego de secar, la placa fue analizada en luz blanca,

UV de onda larga (365nm) y UV de onda corta (254nm) y posteriormente fue rociada
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la placa con una solucién al 1% de vainillina en etanol seguida de una solucion al
10% en acido sulfarico y se calent6 a 110C durante 5 a 10 minutos en una plancha
de calentamiento con el fin de observar la aparicion de manchas color amarillas 6

rojas correspondientes a los compuestos fendlicos o terpenoides presentes.

Para la segunda cromatografia se modifico el sistema de solventes; para ello se
empleo una mezcla hexano: acetato de etilo (3:7) y se desarroll6 el cromatograma

durante 1 hora para luego rociar con anisaldehido y calentar durante 5 minutos.

Por ultimo se realiz6 una tercera experiencia aumentando la polaridad de la mezcla
de solventes, utilizando una mezcla acetato de etilo, acido acético, acetonitrilo y
agua (100:11:11:27) y luego de correrlas se observaron en el UV onda larga(365nm)
y onda corta (254nm) para luego ser rociadas con anisaldehido y calentada por 5min
a 110C. Previo a esta tercera cromatografia se extrajo la mayor cantidad de
compuestos no polares mayoritarios como la clorofila haciendo pasar los extractos

metanolicos por cartuchos de RP18 (Marca Agilent Technologies Accu Bond).
4.4.1.3. Cuantificacion de fenoles totales:

Para la cuantificacién total de los fenoles, se tomaron 100 uL del extracto etandlico
de cada muestra foliar, 900 puL de agua destilada y 100 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, se dej6 reposar durante 5 minutos, luego se agregaron 600 uL de una
solucion de NaOH 1M saturada con Na,CO3 y se incub6 la mezcla por una hora a
25T para permitir el desarrollo del color y que se dimente el precipitado (el reactivo
de Folin, originalmente amarillo, vira al azul en presencia de compuestos
reductores). Finalmente, se registraron las absorbancias en el espectrofotometro UV
a 725 nm, determinando el contenido de fenoles en la muestra en funcién de una
curva de calibracion para el acido clorogénico. Se realizé el procedimiento para los
fenoles solubles y los fenoles ligados a la pared de cada muestra, haciendo el

andlisis por triplicado.
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4.4.2 Andlisis cualitativo y cuantitativo de carbo  hidratos no
estructurales presentes en  Theobroma cacao L. .procedente de tres

ambientes distintos.
4.4.2.1 Extraccion de carbohidratos:

Se tomaron 250mg de tejido macerado y se colocaron en un tubo plastico de 15 mL
y se afiadieron 2,5 mL de etanol al 80%. Posteriormente, se agitd en el vortex y
luego se centrifugd en una centrifugadora Eppendorf a 4000 rpm durante 8 minutos y
se colect6 el sobrenadante. Se repiti6 este procedimiento dos veces mas y se

unieron los sobrenadantes en tubo plastico de 15 ml.
4.4.2.2 Cuantificacion de carbohidratos:

Se colocaron 50puL de la solucion del analito (extracto etandlico) en un vial limpio y
se dejo evaporar a sequedad a temperatura ambiente, luego se colocé el blanco
(agua destilada) y la solucién estandar (glucosa) en tubos de ensayo, se agregaron
a cada uno 0,5mL de solucion fenol al 5% y 2,5mL de acido sulftrico concentrado.
La solucion resultante se agité en el vortex y se dejo reposar de 10 a 15 min.
Posteriormente, se leyd la absorbancia a 492 nm en celdas colorimétricas de
cuarzo. La concentracion total se midié con respecto a una curva estandar (método
Dubois!®¥), preparando patrones de glucosa de 10 a 100ppm los ensayos fueron
realizados por triplicado.

4.4.2.3 Andlisis cualitativo de carbohidrato s por CCF:

Para llevar a cabo el analisis por cromatografia de capa fina se utilizaron las

siguientes condiciones:

- Eluyente (100ml): Metanol : Acetato de Etilo : Acido Acético : Agua (1:6:1,5:1)

- Revelador: 50% de difenilamina en anilina (1ml), mas 50 ml de acetona, mas
7,5 ml de Acido fosférico. Luego de ser rociada la placa se calent6 a 100C

por 5min.

- Patrones: Sacarosa, Glucosa y Fructosa, 50 mg en 1 ml de agua.
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4.4.3. Analisis cualitativo y cuantitativo de amino  4cidos presentes en

Theobroma cacao L. procedente de tres ambientes distintos.
4.4.3.1. Cuantificacion de aminoacidos (prolinalib  re).

Para la cuantificacion de aminoacidos (prolina libre) se tomaron 500uL del extracto
descrito anteriormente para los carbohidratos totales, se adicionaron 500uL de
reactivo de ninhidrina (ninhidrina anhidra, acido acético glacial y 4cido fosférico 6M)
y 500uL de HAc glacial. Se agitd y se puso en un bafio maria a 100°C por 1h. Se
agreg6 1 mL de tolueno y se agitd. Se leyo la absorbancia de la fase organica a 520
nm utilizando el tolueno como blanco. El contenido de prolina libre se expresé en

Hg/g de masa fresca referido a una curva patrén de prolina.

4.4.3.2. Andlisis cualitativo de aminoacidos por CC  F.

Para llevar a cabo el analisis por cromatografia de capa fina se utilizaron las

siguientes condiciones:

- Eluyente (100ml): Butanol : Acido Acético : Agua (4:1:1)

- Revelador: Solucién 1% Ninhidrina Etandlica. Luego de ser rociada la placa

se calent6 a 100 por 5min.

- Patrones: D-Prolina, D-Serina, D-Asparagina, DL-Isoleucina, Glicina vy

Cisteina, 10 mg en 1 ml de agua.

4.4.4 Andlisis cualitativo y cuantitativo de lignin as presentes en

Theobroma cacao L. procedente de tres ambientes distintos.
4.4.4.1. Extraccion de ligninas.

Se tom6 cada residuo o pellet proveniente de la extraccién de fenoles ligados a la
pared y se pasaron a tubos falcon de 15mL. Luego se adicionaron 7mL de agua
destilada y posteriormente se agité ajustando a pH 7 con NaOH/HCI a un volumen

final de 10mL; se centrifugé a 4000rpm y se reservo el pellet. Este dltimo se tratd
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con 10mL de una solucién de NaOH 0,1M, se agité en vortex y luego se centrifugoé a
4000rpm. Se separ6 el pellet del extracto basico y este ultimo se guard6 a -20°C

para su posterior determinacion.
4.4.4.2. Cuantificaciéon de ligninas.

Para la cuantificacion, se tomaron 2 alicuotas de 1mL de cada extracto basico a la
primera se le adicion6 4mL de NaOH 0.1M (pH 12) y a la segunda 4mL de buffer
fosfato (pH 7). Se determind la absorbancia a 280nm de cada extracto a pH 12
contra los de pH 7 (blanco) a 280nm. Y se preparé una curva de calibracion con
lignina comercial para expresar los resultados en pg de lignina /mg de material de

partida.

4.5. Andlisis estadistico.

Para una mejor interpretacion de los datos obtenidos en cada cuantificacion de
metabolitos realizada se aplicé un andlisis de varianzas (ANOVA) y un analisis de
comparacion de medias, prueba de Di Rienzo, Guzmén y Casanoves (DGC). El
programa estadistico para realizar el ANOVA fue el PAST 2008 y el programa
para realizar la DGC fue el INFOSTAT 20114,
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Se pretende que este trabajo se convierta en la base de futuras investigaciones
encaminadas a determinar la interaccién genotipo (G) de cacao - ambiente (A) en el
pais con vistas a entender las respuestas de los diferentes cultivares a varias
condiciones ambientales, relacionar esto con el rendimiento y resistencia a
enfermedades y asi poder tener recomendaciones de uso de cultivares de cacao

para las diferentes regiones del pais.
5.1 Cuantificacién de Compuesto fendlicos.
5.1.1 Cuantificacién de compuestos fendlicos solub les.

Para realizar la cuantificacion de compuesto fendlicos solubles, se realiz6 una
extraccién con metanol en tres pasos hasta llegar a un volumen final de 1mL. Al
tratar el pellet o residuo con una solucion de hidroxido de sodio y luego suministrar
temperatura, se favorecié una hidrdlisis basica rompiéndose las paredes celulares y
liberando los compuestos fenélicos ocluidos en la pared celular (fenoles ligados) ?.
Se cuantificaron por separado ambos extractos preparando una curva de calibracion
externa con el &cido clorogénico; compuesto fendlico presente en Theobroma cacao
L.28. Se utiliz6 el reactivo de Folin-Ciocalteu el cual, en presencia de compuestos

fenélicos, forma complejos de tungsteno y molibdeno que absorben a 725nm®,

En el grafico 7 (ver anexos) se muestra la ecuaciéon de la recta obtenida por ajuste
de minimos cuadrados y el coeficiente de correlacién lineal R? observandose que
existe una correlaciéon lineal y una dependencia entre las dos variables

concentracién-absorbancia, cumpliéndose asi la ley de Beer!®®.

Luego del tratamiento de la data, se obtuvieron los siguientes valores de pg/mg de

fenoles solubles para cada clon en su respectivo ambiente:
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Tabla 3. Concentraciéon de fenoles solubles (ug/mg) contenidos en el material foliar
de distintos clones en las tres localidades estudiadas.

Clon Localidad CcVv Localidad Tesoro* CcVv Localidad CcVv
Padron* % % Tacariguita* %

EEM 028 17,4+0,5 (A) 2,9 8,2+0,4 (B) 4,8 10,8+0,3 (B) 2,8
EEM 029 14,6+0,7 (A) 4.8 9,5+0,3 (A) 3,2 6,0+0,1 (C) 2
EEM 012 11,9+0,3 (B) 2,5 7,1+0,3 (B) 4,2 7,1+0,5 (C) 7
EEM 010 9,3+0,4 (C) 4,3 6,3+0,1 (B) 2 14,0+0,6 (A) 4,3
EEM 007 9,02+0,01(C) 0,1 8,1+0,5 (B) 6,2 12,9+0,5 (A) 3,9
EEM 011 8,5+0,5 (C) 5,9 7,4+0,4 (B) 5,4 14,5+0,2 (A) 1,3

Se utilizo el reactivo de Folin-Cicocalteu a 25C y oscuridad; las absorbancias se midieron a 725nm. Para cada
clon se realizaron tres (3) replicas (alicuota 100uL) y cada una fue medida tres (3) veces. Los valores

representan el promedio de cada tratamiento + el er  ror estandar y el coeficiente de variaciéon (CV), (T  est
DGC, p £ 0.05). Medias de una misma localidad con una letra comdn no son significativamente diferentes.

* Localidad Padron  bosque humedo, Localidad Tesoro bosque semi-himedo, Localidad Tacariguita Bosque
Seco; todas ubicadas en el Estado Miranda.

Como puede observarse en la tabla 3 para cada clon existen diferencias en las
cantidades de compuestos fendlicos solubles segun su procedencia, ya sea de

Padrén, Tesoro 6 Tacariguita.

Es asi como para los clones EEM029, EEM012 y EEM028 de Padron se observa
una mayor produccibn de compuestos fendlicos solubles mientras que en
Tacariguita la produccion de estos compuestos es 58,6%, 40,3% y 37,9% menor que
en Padron respectivamente. Los clones provenientes de Tesoro muestran valores
intermedios o cercanos a los valores observados en Padron. Si analizamos la data
hasta este punto, se evidencia que la producciéon de compuestos fendlicos se ve
estimulada por la mayor cantidad de agua presente en Padron*”. En contraste a los
clones ya mencionados tenemos los valores observados para los clones EEM011,
EEM010 y EEMO007, con mayor produccion de compuestos fendlicos en Tacariguita
(41,4%, 33,6% y 30,2% respectivamente) que en Padron; mientras que la

produccion de fenoles en los clones procedentes de Tesoro fue la menor de las tres
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localidades, haciendo que la produccion de polifenoles sea mayor en déficit hidrico.
Los resultados demuestran la plasticidad metabélica de Theobroma cacao L. y la

adaptabilidad al medio en el que se desarrollal®®.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via, para saber si
estadisticamente hay diferencias en la produccion de compuestos fendlicos en las

tres localidades. Para llevar a cabo el andlisis se plantearon dos hipétesis:

* Hipétesis nula (Ho: pl=p2=p3): en la cual se considera que todas las

medidas son iguales.

» Hipotesis alternativa (H;: u1#u2): en la cual se considera que al menos una

de las medidas es distinta.

Se tomé un nivel de significancia del 95% (a=0,05) comUnmente usado para anlisis
de este tipo, tomando en cuenta que si el valor calculado P (probabilidad de que Hg

sea cierta):
* P>a se acepta la hipotesis nula Ho.
* P<a se rechaza la hipotesis nula Hy y se acepta la hipétesis alternativa H,.

Se introdujeron los datos en el programa estadistico PAST y este arrojo el siguiente

resultado:
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Gréfica 1. Variacion en pg/mg de los fenoles solubles aislados de clones de
Theobroma cacao L. de las tres localidades.
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Los valores representan las medias de cada tratamiento + el error estandar (ANOVA, Test DGC p < 0.05).

Medias con letras similares no son significativamente diferentes.

Como el valor de P es mayor que el nivel de significancia a se acepta la hipotesis
nula que dice que las medidas son iguales y no existen diferencias estadisticas entre
la produccion de compuestos fendlicos por parte de los clones en las tres
localidades estudiadas. En el grafico de barras se aprecian las medias de las
cantidades de fenoles solubles, que para el caso de Padron y Tacariguita son
similares, al igual que para Tesoro y Tacariguita, con valores en comdn para los
intervalos de dispersion de datos (error estandar), indicando que no existen
diferencias estadisticas. Un comportamiento diferente se encontr6 al analizar la
concentracion de fenoles en Padron con respecto a Tesoro pues en este caso si se
encontraron diferencias significativas sin valores en comun para los intervalos de

dispersién de datos.
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5.1.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos ligad os a la pared celular.

Se realizé la cuantificacion de los compuesto fendlicos ligados a la pared celular
utilizando el método descrito para los fenoles solubles. En este caso luego del
tratamiento de la data, se obtuvieron los siguientes valores de pg/mg fenoles

solubles para cada clon en su respectiva area:

Tabla 4. Concentracion de fenoles ligados (ug/mg) a la pared celular contenidos en
el material foliar de distintos clones en las tres localidades estudiadas.

Clon Localidad Ccv Localidad Ccv Localidad Cv
Padrén* % Tesoro* % Tacariguita* %

EEM 029 7,0+0,1 (A) 14 5,1+0,2 (C) 3,9 3,6+0,1 (C) 2,8
EEM 011 5,1+0,2 (B) 3,9 5,0+0,1 (C) 2 6,1+0,1 (A) 1,6
EEM 012 5,8+0,2 (A) 3,4 5,1+0,2 (C) 3,9 4,5+0,2 (B) 4,4
EEM 010 5,4+0,1 (B) 1,9 6,0+0,2 (B) 3,3 6,1+0,2 (A) 3,3
EEM 028 6,4+0,1 (A) 1,6 6,8+0,2 (A) 2,9 6,310,1 (A) 1,6
EEM 007 5,6+0,3 (B) 53 5,8+0,2 (B) 3,4 3,740,2 (C) 5,4

Se utilizo el reactivo de Folin-Cicocalteu a 25C y oscuridad; las absorbancias se midieron a 725nm. Para cada
clon se realizaron tres (3) replicas (alicuota 100uL) y cada una fue medida tres (3) veces. Los valores

representan el promedio de cada tratamiento + el er  ror estandar y el coeficiente de variacién (CV), (T  est
DGC, p = 0.05). Medias de una misma localidad con una letra comun no son significativamente diferentes.

* Localidad Padron  bosque humedo, Localidad Tesoro bosque semi-himedo, Localidad Tacariguita Bosque
Seco; todas ubicadas en el Estado Miranda.

Como se puede observar en la tabla anterior se obtienen pequefias diferencias entre
las cantidades de compuestos fendlicos ligados a la pared para cada clon segun la
localidad de procedencia, pero la cercania entre los valores reportados indica que no
son diferencias determinantes y no se pueden atribuir a factores ambientales o
genéticos ya que son aleatorias. En el caso de los clones EEM029, EEM012 y
EEMOO07 las cantidades de polifenoles ligados es ligeramente menor en Tacariguita
que en Padron, de igual forma que con los fenoles solubles se realiz6 un ANOVA

para observar el comportamiento estadistico, obteniendo el siguiente resultado:
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Gréfica 2. Variacion en pg/mg de los fenoles ligados aislados de clones de
Theobroma cacao L. de tres localidades.
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Los valores representan las medias de cada tratamiento + el error estandar (ANOVA, Test DGC p < 0.05).

Medias con letras similares no son significativamente diferentes.

En el grafico anterior se aprecia que los valores de las medias son muy parecidos
entre las localidades al igual que los intervalos de dispersién de datos, haciendo que
no existan diferencias estadisticas en la produccién de compuestos fendlicos ligados

en los clones de cada localidad.
5.1.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos totale  s.

La concentracion de fenoles totales (valores obtenidos de la suma algebraica de la
cantidad de fenoles solubles y fenoles ligados a la pared de cada clon) se muestra

enlatabla5s.

Los compuestos fendlicos son considerados como los productos derivados del
metabolismo secundario de mayor influencia y amplia distribucion en el reino de las

plantas, y desempefian importantes funciones fisiolégicas y ecoldgicas involucradas
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en la resistencia a diferentes tipos de estrés'®®. En condiciones estresantes, el
incremento en el contenido de &cidos fendlicos puede estar ligado a la lignificacion
de las paredes celulares y en parte, a la sintesis de ciertos aminoacidos que

mantienen el ajuste osmético en las células®’.

En T. cacao, las células polifendlicas estan ubicadas en la epidermis y subepidermis
de las hojas, raices y en el mesdfilo de los cotiledones de las semillas; estas juegan
un papel importante en la regulacion del crecimiento de la plantas, en su desarrollo y
en su interaccién con otros organismos asi como en la defensa ante estrés de varios
tipos, y determinan a futuro, junto con otros elementos de reserva, el sabor y color
del chocolate®®. A pesar de que aln es escasa la informacién del contenido y
composicién en compuestos fendlicos de las semillas de cacao, la informacion

disponible sobre los mismos en las hojas y raices es practicamente nula.

Los fenoles totales se determinaron por la sumatoria de los fenoles solubles y los

ligados a la pared.

Tabla 5. Concentraciéon de fenoles totales** (ug/mg) contenidos en material foliar de

distintos clones de las tres localidades estudiadas.

Clon Localidad CcVv Localidad CcVv Localidad CcVv
Padrén % Tesoro % Tacariguita %

EEM029  21,6+0,7(A) 3,2 146+04(A) 2,7 9,6+0,1(D) 1
EEMO011  13,6+0,5(C) 3,7 124+0,4(B) 3,2 20,6+0,1(A) 05
EEMO012  17,7+0,4(B) 2,3 122+0,4(B) 3,3 11,6+0,5(C) 4,3
EEM010  14,7+0,4(C) 2,7 12,3+0,4(B) 3,3 20,1+0,6 (A) 3
EEM 028  23,8+0,5(A) 2,1 150+04(A) 2,7 17,1+0,3(B) 1,8
EEM 007  14,6+0,3(C) 2,1 13,9+05(B) 3,6 16,6+05(B) 3

** Valores obtenidos de la suma algebraica de la cantidad de fenoles solubles y fenoles ligados obtenidos de
cada clon. Los valores representan el promedio de cada tratami  ento * el error estandar y el coeficiente de
variaciéon (CV), (Test DGC, p < 0.05). Medias de una misma localidad con una letra comin no son
significativamente diferentes.

* Localidad Padron  bosque huamedo, Localidad Tesoro bosque semi-himedo, Localidad Tacariguita Bosque
Seco; todas ubicadas en el Estado Miranda.
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Los resultados observados en la tabla anterior siguen el mismo patron observado en
la tabla 3 (concentracion compuestos fendélicos solubles) donde los clones EEM029,
EEM012 y EEMO028 presentan concentraciones mayores en Padron que el
Tacariguita mientras que los clones EEM011, EEM010 y EEMOO07 presentan un
comportamiento contrario. De igual manera que en apartados anteriores se realizo
un ANOVA de los datos presentados para fenoles totales obteniendo el siguiente

resultado:

Grafica 3. Variacion en pg/mg de los fenoles totales aislados de distintos clones de
las tres localidades estudiadas.
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Los valores representan las medias de cada tratamiento + el error estandar (ANOVA, Test DGC p < 0.05).

Medias con letras similares no son significativamente diferentes.

Los resultados encontrados no aportan informacion concluyente acerca de la
influencia del medio sobre la produccion de compuestos fendlicos debido a la
distribucion de los datos, haciendo que parezca que la produccion de fenoles en los
clones de cacao estudiados sea controlada por factores genéticos mas que

ambientales.
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Existen diferencia en el contenido y composicion de polifenoles en semillas de cacao
(sin fermentar y fermentadas) Forastero, Trinitario y Criollo en funcién de la
influencia del genotipo y del sitio geogréfico, encontrandose que hay diferencias tipo-
especificas en los compuestos fendlicos en las semillas de cacao sin fermentar;
describiéndose ademas, que el contenido de nutrientes en el suelo parece influir en

[0 yresultados

la cantidad y la composicién de polifenoles en las semillas de cacao
que difieren de los descritos por Graziani et al.*®". Asi mismo Djocgoue et al., (2007)
demostraron que ante la infeccion de hojas de cacao con el patdgeno P. megakarya,
el contenido de fenoles aumentd, ocurriendo una modificacion en los perfiles
fendlicos, indicativo del papel que desempefian estos compuestos en la

resistencia/susceptibilidad a enfermedades®®.

A futuro, es de vital importancia diferenciar los tipos de fenoles presentes en cada
uno de estos clones en los 3 ambientes, puesto que se sabe, que por ejemplo, no
todos los fenoles aumentan o disminuyen frente a un déficit hidrico. Al parecer, los
de tipo no flavonoides (fenilpropanoides derivados de acido cindmico, ferulico etc.)

serfan mas sensibles al déficit hidricol™.
5.1.4 Andlisis cualitativo de fenoles por CCF.

El andlisis cualitativo de los compuestos fenodlicos presentes en los extractos
metandlicos foliares se realiz6 por medio de cromatografia de capa fina utilizando
tres sistemas de solventes. Para el analisis inicial se utilizé el sistema de solventes
hexano: acetato de etilo: metanol (60:40:10) y como muestra el clon EEMO011 de
cada localidad para llevar a cabo una prueba del comportamiento del extracto bajo

esta mezcla, obteniéndose el siguiente resultado:
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Figura 6. Cromatografia de Capa Fina de los extractos metandlicos del clon

EEMO011 procedente de cada uno de las localidades estudiadas.

Sistema de solventes hexano: acetato de etilo: metanol (60:40:1); foto de la derecha tomada bajo luz UV de onda
larga (365nm) y foto de la derecha tomada bajo luz UV de onda corta (254nm). Orden de los extractos
sembrados de izquierda a derecha: EEM011 Padron (bosgque himedo), EEM011 Tacariguita (bosque seco) y
EEMO011 Tesoro (bosque semi-himedo).

Como se puede observar en la figura anterior cerca del frente de solventes se
encuentran una serie de manchas rojizas bajo luz UV 365nm, asociada a la
presencia de clorofilas. Se pueden observar también, coloraciones rosadas y
moradas asociadas a compuestos conjugados del tipo flavonoidal, cumarinas,
antracenos, etc. Con el fin de detectar mas claramente los derivados fendlicos
presentes se empled la mezcla de solventes hexano: acetato de etilo (3:7) y se
utilizaron todos los clones procedentes de cada localidad (18 extractos en total), se
revelé con solucion etandlica de anisaldehido, que es un revelador universal que
permite la deteccion de los compuestos fendlicos dando una coloracién rosada 6

rojal’?.
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Figura 7. Cromatografia de Capa Fina de los extractos metandlicos de los clones de
Theobroma cacao L. estudiados.
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Sistema de solventes hexano: acetato de etilo (3:7), placa revelada con anisaldehido etanolico y vista bajo luz UV
(foto de la derecha) de onda larga (365nm); foto de la izquierda tomada bajo luz blanca. Padrén (bosque himedo
tropical): 1.EEM029, 2.EEMO011, 3.EEM012, 4.EEMO010, 5.EEM028, 6.EEMO007; Tacariguita (bosque seco
tropical): 7.EEM029, 8.EEM011, 9.EEMO012, 10.EEM010, 11.EEMO028, 12.EEMO007; Tesoro (bosque semi-
hamedo tropical): 13.EEM029, 14.EEMO011, 15.EEM012, 16.EEMO010, 17.EEM028, 18.EEM007.

Al observar la figura anterior se puede inferir que todos los clones poseen los
mismos metabolitos, pero en cantidades distintas, esto explica el porqué unas
manchas son mas notorias que otras. El efecto de las condiciones ambientales en
este experimento no afecté de manera tal que se produjera o se dejara de producir
un metabolito en especifico pero si en las concentraciones de los fenoles presentes.
Para corroborarlo, se tomaron clones al azar de cada localidad (siete clones,
Padrén (bosque humedo tropical): 12. EEMO029, 13.EEMO012, 14.EEMO010;
Tacariguita (bosque seco tropical): 15.EEM011, 16.EEMO010; Tesoro (bosque semi-
hamedo tropical): 17.EEM012, 18. EEM028) para compararlos frente a patrones de
compuestos fendlicos encontrados en el laboratorio y utilizando la misma mezcla de

solventes descrita anteriormente, obteniéndose el siguiente resultado:
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Figura 8. Cromatografia de Capa Fina de los extractos metandlicos de Theobroma

cacao L. procedentes de las localidades estudiadas.
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Sistema de solventes hexano: acetato de etilo (3:7), placa revelada con anisaldehido etanolico y vista bajo luz UV
(foto de la derecha) de onda larga (365nm) después de revelar; foto de la izquierda tomada bajo luz blanca.
Patrones: 1.Catequina, 2.Epicatequina, 3.Acido ferdlico, 4.Vainillina, 5. Acido Cumarico, 6. Quercetina, 7. Acido
cafeico, 8. Acido clorogénico, 9. Acido galico, 10.Acido transcinamico, 11. Mezcla de patrones; clones de Padrén
(bosque humedo tropical): 12. EEM029, 13.EEM012, 14.EEMO010; clones de Tacariguita (bosque seco tropical):
15.EEMO011, 16.EEMO010; clones de Tesoro (bosque semi-himedo tropical): 17.EEM012, 18. EEM028.

En la figura anterior se evidencia en todos los clones estudiados la presencia de
unas manchas café rojizas con Rf: 0,39 asociadas a la presencia de catequinas
luego de rociar la placa con reactivo de anisaldehido. M. Rusconi et. al (2009)
indicaron que las catequinas representan un 37% de la cantidad total de polifenoles
presentes en semillas de Theobroma cacao L. mientras que los fenoles del tipo
fenilpropanoides de estructuras sencillas como el acido cafeico y cumérico son
minoritarios'™®. En los clones aqui analizados se observan manchas que

corresponden a compuestos de mayor tamafio y polaridad que los patrones de
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compuestos fendlicos disponibles en el laboratorio. Esto parece indicar la presencia
de derivados fendlicos glicosilados. Con el fin de analizar la posible presencia de
compuestos mas polares se realizd un tercer analisis por CCF aumentando la
polaridad e incluyendo entre los patrones el flavonoide glicosilado rutina, a su vez se
purificd el extracto metandlico del clon EEM0O11 procedente de Padrén (clon que
present6é las manchas mas intensas) con cartucho de RP18 con el fin de retirar las

clorofilas. Luego de esto se obtuvieron los siguientes resultados:

Figura 9. Cromatografia de Capa Fina del extracto metandlico del clon EEM011 de

Theobroma cacao L. procedente de Tacariguita.

Sistema de solventes acetato de etilo: acido acético: acetonitrilo: agua (100:11:11:27), placa revelada con
anisaldehido etanolico; fotos A y D UV 254nm antes de revelar, fotos B y E Vis después de revelar, fotos Dy F
UV 365nm después de revelar. 1. Mezcla de patrones utilizada en figura 8; 2. EEM011, clon bosque seco
tropical y 3. Patrén de rutina.

En la figura anterior se evidencia la presencia de acido clorogénico con un Rf de
0,20 y rutina con un Rf de 0,15, ademas de varias manchas asociadas a compuestos
fendlicos. En el clon EEMO11l se confirma de manera clara la presencia de
catequinas con un Rf de 0,83; mientras que la quercetina de color verde en la foto C

no se aprecia de forma concluyente, lo cual se deba tal vez, a la baja concentracion
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de la misma. Capriles De Reyes et. al en 1968 analizaron el contenido de polifenoles
en dos variedades de Theobroma cacao L. encontrando al &cido clorogénico y las
catequinas como mayoritarios ademas de relacionar su concentraciones con la

resistencia a Coleoptera cerambycidael’.

5.2 Cuantificacién de Carbohidratos no estructurale S.

Para la extraccion de los carbohidratos no estructurales, se utilizd6 una solucién de
etanol al 80%, realizandose la extraccion tres veces hasta alcanzar un volumen final
de 7,5ml para asegurar asi la extraccion de la mayor cantidad de carbohidratos y
prolina libre. Cabe destacar que este extracto se us6 también para la cuantificacion

de prolina libre.

Se utilizé el método de Dubois!®® para cuantificar los carbohidratos no estructurales
el cual se basa en la formacion de un complejo entre los derivados furfurales de los
azucares y el fenol, que absorbe en el visible siendo su maximo de absorcién a los
492nm. Siguiendo el método descrito en la parte experimental, se prepar6 una curva
de calibracion externa para la D-glucosa, usando patrones de 10 a 100ppm

aproximadamente, obteniéndose la gréfica 9 de regresion lineal (ver anexos).

Luego del tratamiento de la data, se obtuvieron los siguientes valores de pg/mg de
masa fresca de carbohidratos no estructurales para cada clon en su respectiva

localidad:
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foliar de los distintos clones en las tres localidades estudiadas.

Clon Localidad Cv Localidad CVv Localidad CVv
Padrén* % Tesoro* % Tacariguita* %

EEM 029 44,5+0,8 (B) 1,8 34,8+0,3(A) 09 36+1 (D) 2,8
EEM 011 46,3+0,4 (B) 0,9 23,6405 (D) 2,1 57+1 (B) 1,8
EEM 012 43,2+0,6 (B) 1,3 30,9409 (B) 2,9 495+06(C) 1,2
EEM 010 30,6+0,9 (C) 2,9 29+1 (B) 34  56+1(B) 1,8
EEM 028 50+2 (A) 4 27,2405(C) 1,8 56,0+02(B) 0,4
EEM 007 29,8+0,6 (C) 2 27,240,1(C) 0,4  59+2 (A) 3,4

Valores obtenidos siguiendo el método de Dubois, midiendo el complejo de color amarillo a 492nm; obtenido al
hacer reaccionar 50uL + 500uL de fenol acuoso al 5%P/P y 2500uL de &cido sulfirico concentrado. Para cada
clon se realizaron tres (3) extracciones y para cada una se realizaron tres (3) medidas. Los valores representan
el promedio de cada tratamiento * el error estandar y el coeficiente de variacion (CV), (Test DGC, p <
0.05). Medias de una misma localidad con una letra comUn no son significativamente diferentes.

* Localidad Padron  bosque himedo, Localidad Tesoro bosque semi-himedo, Localidad Tacariguita Bosque
Seco; todas ubicadas en el Estado Miranda.

De lo resultados de la tabla 6 podemos deducir que en todos los casos, excepto en
EEMO029, se observa la mayor cantidad de carbohidratos no estructurales
acumulados por clones de Tacariguita mientras que los clones de Tesoro
acumularon menor cantidad de estos carbohidratos y los clones de Padron
acumularon una cantidad intermedia. Para demostrar lo descrito se realizO un

ANOVA de una via, obteniéndose el siguiente resultado:
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Grafica 4. Variacion en pg/mg de los carbohidratos solubles aislados de clones de
Theobroma cacao L. de las tres localidades.
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Los valores representan las medias de cada tratamiento + el error estandar (ANOVA, Test DGC p < 0.05).
Medias con letras similares no son significativamente diferentes.

En la grafica 4 se muestra la produccién de carbohidratos no estructurales y se
observa al menos diferencias en una de las localidades. También se puede apreciar
la diferencia marcada de Tesoro con respecto a las otras zonas, en el cual todos los

clones acumularon la menor cantidad de carbohidratos no estructurales.

El valor de P arrojado por el ANOVA es menor que a, haciendo que se rechace la
hipétesis nula y se acepte la hipotesis alternativa, la cual nos dice que la produccion
de carbohidratos no estructurales es diferente al menos en una para las tres
localidades. Observando el grafico se puede apreciar la diferencia marcada del
bosque semi-humedo tropical con respecto a las otras zonas, en el cual todos los

clones acumularon la menor cantidad de carbohidratos no estructurales.
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La produccion de carbohidratos se debe al proceso de la fotosintesis que depende
de tres factores: concentracion de dioxido de carbono en el aire, cantidad de luz y
humedad. Se considera que la concentracion de CO; en el aire es la misma en las
tres zonas, dejando expuestas las otras dos variables. Sabiendo esto, las diferencias
entre los clones procedentes de las tres zonas, se puede atribuir a la plasticidad
metabodlica de Theobroma cacao L. para adaptarse al medio en el cual se

[50]

desarrolla®™ por ello se puede inferir que:

» Si existe mayor cantidad de agua la tasa fotosintét  ica en la planta podria
aumentar: esto explicaria el porqué la cantidad de carbohidratos no

estructurales es mayor en bosque hiimedo que en bosque semi-htimedo!™.

* En condiciones de déficit hidrico el crecimiento se ralentiza: esto implica
la acumulacion de carbohidratos, y a su vez explica la mayor concentracion
de carbohidratos que presentan los clones del bosque seco tropical con

respecto a bosque htimedo tropicall™.

» La alta adaptabilidad de Theobroma cacao L. hace que bajo condiciones
de estrés ambiental este modifique su metabolismo d € manera que
pueda sobrevivir frente a adversidades: esto explica el porqué la
concentracion de carbohidratos es mayor en bosque hiumedo y bosque seco
tropical que en bosque semi-humedo, considerando que esta zona no

representa estrés debido a sus condiciones intermedias®®.

Se ha descrito que la sacarosa y los azucares reducidos se acumulan bajo
condiciones de estrés y que reduciendo el contenido de agua en plantas mantenidas

bajo condiciones controladas incrementa los niveles de azticares en hojas®®"").

Las hojas de plantas estresadas de Ctenanthe setosa (bajo condiciones de déficit de
agua) tienden a acumular mas carbohidratos de baja masa molecular®” y este
incremento en la cantidad de fructosa, glucosa y sacarosa indica adaptaciones
metabdlicas de las hojas ante condiciones de déficit de agua para contribuir asi al

ajuste osmdtico.
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5.2.1 Andlisis cualitativo de carbohidratos por CCF

El andlisis cualitativo de los carbohidratos no estructurales presentes en los
extractos etandlicos foliares se realiz6 por medio de cromatografia de capa fina
utilizando la mezcla de solventes metanol: acetato de etilo: acido acético: agua
(1:6:1,5:1) y como reactivo revelador de carbohidratos, difenilamina en anilina

obteniéndose los siguientes resultados:

Figura 10. Cromatografia de Capa Fina de los extractos etandlicos de Theobroma

cacao L. procedente de los clones de las tres localidades estudiadas.

123 45 67 8 910 1112131415 16 17 18

Sistema de solventes metanol: acetato de etilo: 4cido acético: agua (1:6:1,5:1), placa revelada con difenilamina
en anilina, foto tomada bajo luz blanca después de revelar (foto de la derecha con mayor brillo y sin los Rf).
Clones de Padron (bosque himedo tropical): 1. EEM029, 2.EEM012, 3.EEM010, 4.EEM028 y 5.EEMO007; clones
de Tacariguita (bosque seco tropical): 6.EEM011, 7.EEM010, 8.EEM028 y 9.EEM007; clones de Tesoro (bosque
semi humedo tropical): 10.EEM012, 11. EEM011 12. EEM029, 13.EEM028 y 14.EEMO007. Patrones: 15.fructosa,
16.glucosa, 17.sacarosa y 18. Mezcla de patrones.

En la figura anterior se observa que los carbohidratos no estructurales de baja masa
molecular acumulados por Theobroma cacao L. son la fructosa y/o glucosa y
sacarosa, estos se encuentran presentes en todos los clones analizados pues son

esenciales en el intercambio energético tanto en plantas como animales, siendo la
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glucosa el monoémero activo para formar la celulosa. A pesar de que la glucosa y la
fructosa poseen el mismo Rf (0,48) se puede sugerir que ambas se encuentran
presentes en Theobroma cacao L. debido al caracter universal de estos dos

azlcares en el reino vegetall®”.

5.3 Cuantificacién de prolina libre.

Tal como se mencioné anteriormente, para llevar a cabo la cuantificacion de la
Prolina libre se utiliz6 el extracto etandlico descrito en el apartado de carbohidratos.
En este caso se hizo uso de la reaccion especifica entre la ninhidrina y los
aminoécidos para formar complejos de color azul-violeta o amarillo, como en el caso
de la Prolina, con un méaximo de absorcién en el visible a unos 520nm. Los datos de

regresion lineal se encuentran en el anexo (grafico 11 ).

Los valores de Prolina (pg/mg) libre para cada clon en su respectivo ambiente se

muestran en la tabla 7 .

Tabla 7. Concentracién de prolina libre (ug/mg) contenida en material foliar de

distintos clones de las tres localidades estudiadas.

Clon Localidad CcVv Localidad cv Localidad cvVv

i Tacariguita*
Padron * % Tesoro* % %

EEM029  0,91+0,02(C) 2,2 0,40+0,01(D) 2,5 0,55+0,01(C) 1,8
EEMO011  1,33+0,01(A) 0,8 0,552+0,003(C) 0,5 0,49+0,02(C) 4,1
EEMO012  1,20+0,01(A) 0,8 0,24+0,01(E) 4,2 0,73+0,02(B) 2,7
EEMO010  1,11+0,02(B) 1,8 1,20+0,06(A) 5 0,45+0,01 (D) 2,2
EEM028  1,26+0,09(A) 7,1 0,86+0,04(B) 4,7 0,53+0,02(C) 3,8
EEM 007  1,26+0,04(A) 3,2 1,16+0,02(A) 1,7 1,07+0,03(A) 2,8

Se utiliz6 reactivo de ninhidrina (ninhidrina anhidra, acido acético glacial concentrado y acido fosférico 6M) para
formar un complejo con la Prolina contenida en los exctractos etanolicos del material foliar, dicho complejo fue
extraido con tolueno y se midié a 520nm. Para cada clon se realizaron tres (3) extracciones y cada una fue
medida tres (3) veces. Los valores representan el promedio de cada tratami  ento + el error estandar y el
coeficiente de variacion (CV), (Test DGC, p < 0.05). Medias de una misma localidad con una letra coman no
son significativamente diferentes.

* Localidad Padron  bosque humedo, Localidad Tesoro bosque semi-himedo, Localidad Tacariguita Bosque
Seco; todas ubicadas en el Estado Miranda.
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A simple vista podemos observar en la tabla que hubo una mayor cantidad de
prolina libre en los clones de la localidad Padron que corresponden al bosque
hamedo tropical mientras que en los otros entornos se observan cantidades

menores de prolina.

Gréfica 5. Variacion en pg/mg de Prolina libre aislada de clones de Theobroma
cacao L. de las tres localidades.
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Los valores representan las medias de cada tratamiento + el error estandar (ANOVA, Test DGC p < 0.05).

Medias con letras similares no son significativamente diferentes.

A través del diagrama de barras se puede inferir que no existe diferencia entre la
cantidad de prolina contenida en los clones provenientes de Tesoro y Tacariguita.
Observando una notoria diferencia entre Padrén con respecto a Tacariguita, en esta

localidad (Padrén) los clones acumularon la mayor cantidad de prolina libre.

Los estomas son estructuras epidérmicas distribuidas en patrones regulares en el
haz y envés de las hojas, que permiten captar CO2 para iniciar el proceso
fotosintético. Ademas, mediante la apertura y cierre de los mismos, las plantas

evitan una pérdida excesiva de vapor de agua. La apertura y cierre de los mismos
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esta regulado por factores externos (luz, humedad, temperatura, etc.) e internos
(concentracion de aminodacidos, acido abcisico, etc.). El cierre de estos provoca la
ralentizacion metabodlica y consecuentemente la disminucion del crecimiento.
Aminoacidos como la prolina frenan la produccién de acido abscisico y el glutamico,
favoreciendo la apertura de estomas. En condiciones de sequia, la presencia de
prolina en las células vegetales disminuye, para evitar asi la apertura de los estomas
y a su vez la pérdida de agua mientras que en condiciones de humedad elevada se
disparan los niveles de prolina, favoreciendo la apertura de los estomas y a su vez el
crecimiento de la planta. La acumulacién de osmolitos como la prolina, contribuyen
tanto al ajuste osmoético como a la proteccion de las proteinas y las membranas
celulares en las plantas, y esta acumulacién se ha observado que aumenta ante

condiciones estresantes tanto en plantas, como en bacterias y hongos!’®.

El efecto de la interaccibn genotipo-ambiente en el contenido de aminoacidos
esenciales en arroz fue estudiado por Wu et al., en 2004 econtrando que existe un
efecto genético y un efecto de la interaccion genotipo-ambiente en el contenido de

algunos aminoécidos en particular’.

5.3.1 Andlisis cualitativo de aminoacidos por CCF.

El andlisis cualitativo de los aminoacidos presentes en los extractos etanolicos
foliares se realiz6 por medio de cromatografia de capa fina utilizando la mezcla de
solventes butanol: acido acético: agua (4:1:1). Se utilizé el reactivo ninhidrina como

revelador y se obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 11. Cromatografia de Capa Fina de los extractos etandlicos de clones de
Theobroma cacao L. procedente de las tres localidades estudiadas.

Sistema de solventes butanol: acido acético: agua (4:1:1), placa revelada con ninhidrina, foto tomada bajo luz
blanca después de revelar. Clones de Padron (bosque humedo tropical): 1. EEM029, 2.EEM012, 3.EEMO010,
4 EEM028 y 5.EEMO007; clones de Tacariguita (bosque seco tropical): 6.EEM011, 7.EEM010, 8.EEM028 y
9.EEMO007; clones de Tesoro (bosque semi humedo tropical): 10.EEMO012, 11. EEMO029, 12.EEMO028 y
13.EEMO007. Patrones: 14. Prolina, 15. serina, 16. Isoleucina, 17. Asparagina y 18. Mezcla de patrones.

Se pudo evidenciar la presencia de la prolina que se observan como pdalidas
manchas amarillas con un Rf de 0,22 aproximadamente. No se puede descartar la
presencia de la serina ya que tiene el mismo Rf (0,23 aproximadamente) que la
prolina y su color al revelar es un rosado claro. Segun Z. Kalvatchev (1998) el
aminoacido libre mayoritario presente en Theobroma cacao L. es la prolina
acumulando concentraciones que van desde 0,5 a 2 ppm y esto se debe a su
importantisimo rol en el ajuste osmético celular. La cantidad de aminoacidos en
plantas varia segun su la zona de la misma, por ejemplo los aminoacidos se
acumulan en formas de poli-péptidos (proteinas) comunmente en las semillas y

frutos®,
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5.4 Cuantificacién de ligninas.

Como se sabe las ligninas en medio bésico se solubilizan, absorbiendo a unos
280nm. Se prepar6 una curva de calibracion externa para la lignina comercial
preparando patrones de 5 a 100ppm. Datos de regresion lineal se encuentran en los

anexos (grafico 13 ).

Tabla 8. Concentracién de ligninas (ug/mg) contenidas en material foliar de distintos

clones en las tres localidades estudiadas.

Clon Localidad cv Localidad cv Localidad cv

Padrén* % Tesoro* % Tacariguita* %

EEM 029 12,2+0,7 (D) 5,7 13,8+0,3(C) 2,2 85+04(C) 4,7
EEMO11  16,4+0,4 (C) 54 12,740,6 (D) 4,7 82+03(C) 3,7

EEM 012  11,4+0,4 (D) 3,5 12,0+0,1 (D) 08  6,0+0,3 (E) 5
EEM 010 29+1 (A) 3,5 145+05(C) 3,4 11,8404 (A) 3.4
EEM 028  23,8+1,5 (B) 6 44+2 (A) 46 7,3+0,3(D) 4
EEM 007 27+2 (A) 6,6 234+16(B) 6,9  9,3+0,2 (B) 2

Se midio la solucién de ligninas a pH 12 ajustado con NaOH 0,1M contra un blanco del mismo extracto llevado a
pH 7 con buffer fosfato. Las absorbancias se leyeron a 280nm. Para cada clon se realizaron tres (3) extracciones
y cada una fue medida tres (3) veces. Los valores representan el promedio de cada tratami  ento * el error
estandar y el coeficiente de variacion (CV), (Test DGC, p < 0.05). Medias de una misma localidad con una
letra comun no son significativamente diferentes.

* Localidad Padron  bosque himedo, Localidad Tesoro bosque semi-himedo, Localidad Tacariguita Bosque
Seco; todas ubicadas en el Estado Miranda.

En la tabla anterior se puede observar que para el clon EEM028, la produccién de
ligninas en Tesoro fue mucho mayor que en Padrén y Tacariguita; mientras que el
resto de los clones tuvo una concentracion de ligninas similar en Padrén y Tesoro.
Para bosque seco tropical se observé la menor produccion de ligninas. Para verificar

este hecho se realizé un ANOVA al igual que las cuantificaciones anteriores.
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Gréfica 6. Variacion en pg/mg de ligninas aisladas de clones de Theobroma cacao
L. en las tres localidades.
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Los valores representan las medias de cada tratamiento * el error estandar (ANOVA, Test DGC p < 0.05).

Medias con letras similares no son significativamente diferentes.

En el diagrama se muestra la igualdad de las medias de Padrén y Tesoro, con
excepcion del clon EEM028. Sin duda Tacariguita registré la menor produccién de
ligninas de los tres ambientes. Vemos como los intervalos de dispersion de datos
(error estandar) toman valores en comun entre el Tesoro y Tacariguita haciendo que
no existan diferencias estadisticas a pesar de la notoria diferencia entre las medias

de estos ambientes.

Se conoce muy poco acerca de los efectos de la sequia en la biosintesis de
ligninas. Alvarez et al. (2008) observaron una reduccion en la cantidad de &cido
ferdlico y un aumento de los acidos p-cumarico y cafeico en la savia del xilema de
maiz después de 12 dias al aumentar la cantidad de agua. Segun los autores, el
aumento de los precursores de la lignina libre de la savia del xilema, asi como la

actividad de la peroxidasa anibnica reducida, podria ser un indicio de que la sequia
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disminuye la biosintesis de la lignina en el maiz!®". Diferentes regiones de la raiz del
maiz pueden responder de manera diferente a la sequia, como la deposicién de
lignina puede ser mayor en una region especifica de la raiz o en ciertas épocas
de estrésl®. Diferentes regiones de la raiz del maiz pueden responder de manera
diferente a la sequia, al igual que se comporta la deposicién de lignina, que puede
ser mayor en una regién especifica de la raiz o en ciertas épocas de estrés®*%¥. se
ha demostrado que bajo estrés hidrico la parte basal de las raices de las plantas de
maiz muestran una mayor reduccién en el crecimiento de la region apical. Esta
reduccion se asocio con un incremento en la expresion de dos genes implicados en
la biosintesis de la lignina: cinnamoyl-CoA reductasa 1 y 2. La reduccion también fue
asociada con un aumento en la deposicion de lignina, que endurecié la
extensibilidad de la pared celular y disminuy6 la expansion de la pared celular. En
estas plantas, la reduccion del crecimiento de la raiz basal puede mejorar la
disponibilidad de agua, minerales y azucares, factores necesarios para mantener un
crecimiento minimo y la supervivencia de las células jévenes en la porcion mas

apical y facilitar la recuperacion del crecimiento después de la rehidratacion®.

Bok-Rey et al., 2007, estudiaron la biosintesis de ligninas y su importancia funcional
durante el estrés hidrico se estudio en las hojas de Trifolium repens sometidas a 28
dias de sequia. La reduccion del crecimiento de la hoja se produjo simultaneamente
con el aumento en la biosintesis de ligninas. Las actividades de las enzimas
implicadas en la biosintesis revelaron que las respuestas de la enzima a la sequia
pueden variar, dependiendo del periodo en el cual las plantas estan expuestas a la

sequia®.
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6. CONCLUSIONES.

La produccion de compuestos fendlicos varia en los clones por localidad y entre las
localidades. Los clones EEM028 y EEMO029 cultivados en la localidad padron
(bosque humedo) fueron los que presentaron mayor contenido de fenoles totales. A
través del andlisis cualitativo por cromatografia de capa fina se pudo evidenciar la
presencia de catequinas, acido clorogénico y rutina (fenoles glicosilados) en todos

los clones estudiados.

La cuantificacion de ligninas arrojé que la biosintesis de las mismas en material foliar
fue mayor en los clones procedentes de Padron (bosque humedo tropical)
acumulando mayor cantidad de las mismas, mientras que en Tacariguita (bosque
seco) la acumulacion fue menor. Los clones que acumularon mayor cantidad de
ligninas fueron EEM028 y EEMO007, procedentes de Tesoro Yy padron

respectivamente.

En los clones procedentes de Tacariguita (bosque seco tropical) se observé la mayor
acumulacion de carbohidratos no estructurales en comparacién con los clones
procedentes de las otras dos localidades, esto puede asociarse a que en
condiciones de déficit hidrico el crecimiento de la planta se ralentiza permitiendo asi
una acumulacion de carbohidratos. Los clones EEM011 y EEMO007 cultivados en
Tacariguita presentaron la mayor cantidad de carbohidratos no estructurales.
Mediante el analisis cualitativo se logré evidenciar la presencia de glucosa, fructosa

y sacarosa en todos los clones provenientes de los tres ambientes estudiados.

Los clones que acumularon la mayor cantidad de prolina fueron los procedentes de
Padrén (bosque humedo tropical) dejando en claro que la humedad elevada dispara
los niveles de prolina favoreciendo la apertura de los estomas y acelerando el
proceso de crecimiento en la planta. Los clones EEM011, EEM028 y EEMO007
procedentes de padron acumularon la mayor cantidad de prolina libre. El andlisis
cualitativo realizado a través de la cromatografia de capa fina evidencio solo la

presencia de prolina con respecto a los aminoacidos usados como patrones.
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8. ANEXOS.

Grafica 7. Curva de calibracion externa para el &cido clorogénico.
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Grafica 8. Grafico de residuales de la curva de calibracion para el acido clorogénico.
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Gréfica 9. Curva de calibracion externa para la D-glucosa.
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Gréfica 10. Gréfico de residuales para curva de calibracion externa de la D-glucosa.
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Gréfica 11. Curva de calibracion externa para la L-Prolina.
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Grafica 12. Grafico de residuales de la curva de calibracion externa de la L-Prolina.
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Gréfica 13. Curva de calibracion externa para la lignina comercial.
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Gréfica 14. Gréfico de residuales para la curva de calibracion externa de la lignina
comercial.
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