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RESUMEN

En el Peru el cultivo del cacao (Theobroma cacao ) se ha venido expandiendo como
alternativa al cultivo de la coca. Sin embargo, las catastrofes ambientales tales como la
sequia que se viene incrementando en todo el mundo y las predicciones desfavorables,
sobre el futuro desabastecimiento de cacao por problemas en la disponibilidad del agua,
exige reconocer y desarrollar variedades que usen de forma mas eficiente este recurso.
Por ello, el objetivo de la investigacion fue explicar la adaptabilidad de la variedad nativa
de cacao Porcelana de Piura (PP), cultivada tradicionalmente en condiciones con escasa
dotacion de agua. Para lo cual, se evalud la respuesta fisiologica y molecular de PP y se
compard con las variedades ICS 1 y POUND 7 (P7), tolerante y susceptible al Estrés
hidrico (EH), respectivamente. Esta investigacion demostro, que la variedad PP fue la
menos afectada al tratamiento con EH cual present6 el menor efecto en los parametros
diferencial de potencial hidrico foliar (AWw = 2.07) y diferencial de eficiencia
fotoquimica maxima (AFv/Fm = -0.023), en comparacion, con la variedad ICS 1(AYw
=7.06y AFv/Fm=0.042) y P7 (A¥Yw =3.62 y AFv/Fm =-0.017). Ademas, la reduccion
e incremento del area (A) y densidad estomatica(D), respectivamente mostraron estomas
mas eficientes para responder de PP al EH en la presente investigacion. En conclusion, la
expresion de los genes HAI-1 y PLIP2 permiti6 proteger y regular, de forma mas

eficiente, la respuesta de PP al EH.

Palabras claves: Theobroma cacao, Porcelana de Piura, estrés hidrico.



ABSTRACT

In Peru, cacao (Theobroma cacao) cultivation has been expanding as an alternative to
coca cultivation. However, environmental catastrophes such as the increasing drought
around the world and unfavorable predictions of the future shortage of cocoa due to water
deficiency require the recognition and development of varieties that use this supplied.
Therefore, the objective of the current research was to explain the adaptive capacity of
the native variety of cacao Porcelana de Piura (PP), traditionally cultivated in conditions
with short water supply. The physiological and molecular response of PP was evaluated
and compared with the varieties ICS 1 and POUND_7 (P7), which were tolerant and
susceptible to water stress (WS), respectively. Results showed that the variety PP was the
less affected by the WS treatment, resulting in less effect in parameters leaf water
potential differential (A¥Yw = 2.07) and maximum photochemical efficiency differential
(AFv/Fm = -0.023) than varieties ICS_1(AYw = 7.06 y AFv/Fm = 0.042) and P7 (AWw
=3.62y AFv/Fm =-0.017). Also, the reduction and increase of the stomatal area (A) and
density (D), respectively, shows more efficient stomata to respond the WS treatment by
variety PP. In conclusion, the expression of the HAI-1 and PLIP2 genes, allowed protect

and regulate more efficiently the response of PP to WS.

Keywords: Theobroma cacao, Porcelana de Piura, water stress



I INTRODUCCION

La sequia es uno de los desastres naturales mas catastréfico, complejo y poco entendido
que afecta enormemente la produccion de alimentos en el mundo. Los datos del The
International Disasters Database (EM-DAT) (He et al. 2011) muestran que del total de
desastres naturales producidos la sequia representa solo el 5%. Sin embargo, en funcion
de todas las perdidas socioecondmicas causadas por los desastres naturales el 30% se

debe a las sequias.

El porcentaje del mundo afectado por sequia extrema aumentara del 1% al 30% para fines
del siglo XXI. De igual modo aumentaran en la cantidad de eventos, en severidad y en
duracion (Burke ef al. 2006). Las areas de agricultura globalmente propensas a la sequia
se han incrementado significativamente de 16.97% en 1902-1949 a 41.09% en 1950-2008
(Wang et al. 2014). La region tropical y subtropical de Sudamérica son altamente
susceptible a la sequia. Entre 2015-2016, ambas regiones se vieron afectadas por intensas
sequias con consecuencias eco hidroldgicas y socioecondmicas mas graves e intensas que
las sequias del 2005 y 2010 (Erfanian et al. 2017). Los datos del experimento cientifico
ECOSTRESS (Ecosystem Spaceborne Thermal Radiometer Experimento on Space
Station) han sefialado que los incendios forestales producidos en el amazonas en el 2019
estarian confinados principalmente dentro de las areas del bosque con alta deficiencia de
agua (NASA 2020). Por lo tanto, las sequias podrian llevar a perder importantes
ecosistemas necesarios para equilibrio ecoldgico e influir con el aumento de la

inseguridad alimentaria.

El chocolate es reportado como uno de los alimentos més deseados probablemente por:
su buen sabor, la respuesta neuroldgica de placer causado por sus ingredientes y su
asociacion con situaciones agradables (Pelchat 1997; Weingarten y Elston 1991). De tal
manera, que su consumo continua creciendo en todo el mundo afio tras afio. El principal
ingrediente para la elaboracion del chocolate y responsable de su cautivador sabor es el
cacao (Theobroma cacao). El cacao es uno de los commodities agricolas mas valiosos
del mundo y es cultivado por aproximadamente seis millones de pequefios agricultores

alrededor del mundo (Baligar ef al. 2008).



En Africa occidental se encuentra alrededor del 70 % de la produccion mundial del cacao
(International Cocoa 2013). Mientras que el 18% de la produccion mundial del cacao se
realiza en América (International Cocoa 2014). Resaltando sobre todo Sudamérica por

sus cacaos finos de aroma. Los cuales son producidos principalmente por el Pert

(MINAGRI 2016).

Si bien se observa una demanda creciente del cacao, hay una disminucioén continua en el
rendimiento del cultivo por efectos climaticos adversos. La sequias es uno de los factores
limitante del incremento y el nivel productivo de las plantaciones de cacao ya que gran
parte de ellos dependen en gran medida del suministro regular de agua de la lluvia
(Balasimha et al. 1988; Abo-Hamed et al. 1985; Belsky y Siebert 2003; Mohd Razi et al.
1992; Wood y Lass 2008). Las predicciones para el 2050 han mostrado que el cultivo de
cacao en el continente productor mas grande del mundo (Africa) probablemente se vera
seriamente afectado por el impacto del cambio climdatico (Ladderach et al. 2013; Schroth
etal. 2016). Ademas, los constantes eventos de sequia reportados en Sudamérica
pondrian aun mas en peligro porque no solo afectan la produccion y calidad sino la
diversidad del cacao, porque al norte del continente en el alto amazonas, los bosques
lluviosos son el centro de la mayor diversidad de las poblaciones naturales de cacao (Loor

Solorzano et al. 2012; Motamayor et al. 2002, 2008; Thomas et al. 2012).

Considerando la importancia del cacao en la economia de los agricultores de pequefia
escala que lo producen y su valor como cultivo alternativo a la coca se hace necesario
desarrollar variedades con tolerancia a la sequia y mayor eficiencia de uso de agua
considerando las predicciones desfavorables sobre el futuro desabastecimiento de cacao
a causa del aumento de las sequias. Para lograr este gran objetivo se requiere evaluar los
niveles de tolerancia a la sequia del material genético disponible en el Peru. -. La gran
variedad de climas del Pert determina la existencia de diversidad genética en el cacao;
especialmente en el norte cerca al alto amazonas, considerado el centro de origen y
domesticacion del cacao (Loor Solorzano et al. 2012; Motamayor et al. 2002, 2008;
Thomas et al. 2012; Zarrillo et al. 2018). Entre el material genético disponible destaca la
variedad nativa de cacao conocida como Porcelana de Piura (PP), la cual crece en
condiciones climaticas contrastantes durante su ciclo de vida. La region es tropical 4rida,
calurosa todo el afio, con precipitaciones escasas menores a 100 mm por afio, con una
distribucion irregular de lluvias, periodos muy secos y otros con lluvias torrenciales,

acentuados por el fenémeno del nifio (Moscol Saavedra y Espinoza Tamariz 2012). En



este aspecto, la aplicacion de agua para suplir las necesidades hidricas deficitarias del
cultivo son necesarias. El riego proporcionado, debera ser oportuno para garantizar la
realizacion plena de las funciones fisiologicas de crecimiento, produccion y Optimo
resultado econdémico del cultivo de cacao (Pinzén y Rojas 2007). Pero, todavia los
agricultores presentan limitaciones con el uso del agua debido a la carencia de reservorios
adecuados para el almacenamiento, la falta de practicas adecuadas de riegos y al aumento
escaces de agua por el cambio climaticos. A pesar de ello, bajo estas condiciones
contrastantes, el PP mantiene su rendimiento sin mostrar una marcada reduccion por

efecto de los periodos de estrés.

Por lo anteriormente sefialado, es importante evaluar el comportamiento agronémico y
molecular de la variedad tradicional PP para su uso en programas de mejoramiento

genético del cacao.

1.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de los efectos de la sequia en la productividad y calidad del

cacao (Theobroma cacao).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la respuesta al estrés hidrico de tres cultivares de cacao: ICS 1,
POUND 7 y Porcelana de Piura bajo condiciones de vivero mediante la
determinacion de la eficiencia fotoquimica maxima (Fv/Fm), el potencial hidrico

foliar (W), el contenido de clorofila (Clo), area (A) y densidad (D) estomatica.

e [Evaluar y contrastar la trascripcion de cuatros genes (HAI, PLIP2, PLIP3, PsbA
y PsbO) relacionados con la tolerancia al estrés hidrico de los tres cultivares de

cacao.



II  REVISION DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL CULTIVO DE CACAO

El cacao es una especie diploide (2n=2x=20) con un pequefio genoma (380 Mbp)
(Figueira et al. 1992; Lanaud et al. 1992) que pertenece al género Theobroma la cual se
encuentra dentro de la subfamilia Sterculioidea y que este a su vez pertenece a la familia
Malvaceae (Afoakwa 2014). El nombre genérico Theobroma proviene del griego
“Theos” que significa dios y “broma” alimento. Este nombre fue dado por el botanico

suizo Linnaeus y sefiala lo valioso del cultivo.

El arbol de cacao es perenne y puede llegar a medir una altura de 8 a 15 m, pero en
agricultura intensiva es limitada a 2.5 a 3 m, mediante podas, para mejorar el control

fitosanitario (Fowler 2008; Wood y Lass 2008).

2.1.1 Inflorescencia y polinizacion

Las flores de cacao surgen en grupos directamente de sectores especializados que se
denominan cojinetes florales. Estos estan localizados alrededor del punto de insercion de
las hojas, tanto en el tronco como en las ramas. Tipicamente el cacao es cauliflor, es decir
que sus flores se desarrollan en el tronco (Enriquez 1985; Aneja et al. 1999). La flor se
abre de 20 a 25 dias después de aparecer el diminuto boton floral y de no ser fecundada
o por problema de incompatibilidad genética, esta cae después de tres dias (Vera et al.

1987)

Cada flor contiene cinco sépalos rosas prominentes, cinco pétalos amarillos mas
pequeiios, cada una de las cuales forma una bolsa, una espiral exterior con cinco
estaminodios, y una espiral interna de cinco estambres, cada estambre que lleva hasta
cuatro anteras (Enriquez 1985; Afoakwa 2014). El pistilo estd formado por un ovario
supero constituido de la fusion de cinco loculos y cada uno puede contener de 5 a 15
6vulos fecundados dependiendo del genotipo. El estilo estd formado por la fusiéon de cinco
apéndices de unos 5 mm de largo, que terminaran en un estigma compuesto de cinco
filamento (Enriquez 1985) (Figura 1). Las flores de cacao pueden ser autocompatibles o
autoincompatibles, pero ambos tipos de flores son visitadas por diferentes insectos
pequefios, principalmente por mosquitos del género Forcipomyia (Cheesman 1944;

Purseglove 1968; Adjaloo y Oduro 2013).
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Figura 1. Estructura de la flor de cacao. Fuente: Enriquez (1985)

2.1.2 Fruto

El fruto del cacao botanicamente es una drupa indehiscente (Fowler 2008; Wood y Lass
2008). Usualmente llamado mazorca en el Peru. Es de forma ovalada, mide entre 12 a 30
cm, y contiene entre 30 a 40 semillas que estdn embebidas en una pulpa mucilaginosa, la

cual aproximadamente comprende el 40% del peso fresco de la semilla (Schwan y Wheals
2004).

Cada semilla de cacao esta constituida de dos cotiledones y un pequefio embrion, todo
encerrado en una cdscara semilla (Schwan y Wheals 2004). Los cotiledones estan
comprendidos de dos tipos de células: células parenquimaticas o almacenamiento,
contienen grasas, proteinas y almidon y células pigmentadas que contienen polifenoles y
metilxantinas (Del Boca 1962; Biehl ef al. 1977). La variacion del porcentaje de estos
dos componentes son los encargados del sabor del chocolate amargo (Forsyth y Quesnel

1957; Kim y Keeney 1984)

2.1.3 Raiz

El cacao tiene una raiz principal (raiz pivotante) que crece principalmente hacia abajo
con s6lo unas pocas ramificaciones. Cuando es suelo es profundo y las condiciones de
crecimiento son favorables, la raiz principal puede crecer hasta una profundidad de
aproximadamente 150 cm. La funcién principal de esta raiz es el anclaje. Las raices

laterales que emergen de la raiz principal cumplen la funcién de nutricion para la planta.



Estas raices se concentran justo por debajo de la superficie del suelo hasta una

profundidad de 15-20 cm (Wahid et al. 1989).

2.1.4 Requerimientos ambientales

La temperatura y la precipitacion son los pardmetros climaticos que afectan
principalmente a la planta de cacao. Otros factores como la altitud y la latitud influyen en
el crecimiento cacao, principalmente por su efecto sobre la temperatura y las

precipitaciones.

2.1.4.1 Temperatura

El 4rbol del cacao se cultiva en las regiones tropicales. Es comercialmente cultivada entre
15° al norte y 15° al sur de la linea ecuatorial. Sin embargo, se puede encontrar hasta las
latitudes subtropicales entre 23°26" (limite del Tropico de Cancer) al norte y 23°26°
(limite del tropico de Capricornio) al sur de la linea ecuatorial. El rango de temperatura
promedio anual va de 23°C a 30°C, siendo el optimo de 25°C. Se cultiva desde el nivel
del mar hasta los 1,200 msnm, siendo el 6ptimo de 500 a 800 msnm. Asimismo, necesita

humedad relativa anual promedio de entre el 70% y 80% (Gomez 2014) Figura 2.

Figura 2. Ubicacion y distribucion de los paises productores de cacao.

Fuente: Gomez (2014)



2.1.4.2 Precipitacion

La precipitaciéon pluvial minima y méaxima manejable es de 1,400 y 3,000 mm,
respectivamente (Gomez 2014) y optima de 1,600 a 2,500 mm con alto grado de
distribucion a lo largo del ciclo (Arce 2003). Los arboles son muy sensibles a una
deficiencia de agua lo que causada pérdidas en la produccion del cultivo (Augusto y De

Miranda 1994; Afoakwa 2014).

2.2 ORIGEN Y DISTRIBUCION

Los estudios genémicos y morfolégicos han mostrado que el centro de origen y mayor
diversidad del cacao se encuentra al noreste de Sudamérica en la region del alto amazonas
que incluyen a partes de Ecuador, Peru, Brasil y Colombia (Loor Solorzano et al. 2012;
Motamayor et al. 2002, 2008; Thomas et al. 2012; Vojta et al. 2016; Bartley 2005;
Chessman 1944; Pound 1945; Dias 2001) Ademas, evidencias arqueoldgicas han
demostrado que el cacao fue domesticado primero en Sudamérica y no en Mesoamérica

como tradicionalmente se sefialaba (Zarrillo et al. 2018).

Tradicionalmente, el cacao se clasifica en Criollos, Forasteros y Trinitarios (Cheesman
1944). Sin embargo, en un analisis mas reciente, realizado con 1000 individuos de
diferentes areas geograficas y haciendo uso de microsatélites, se han identificado 10
grupos genéticos que han sido nombrados como: Maraién, Curaray, Criollo, Iquitos,
Nanay, Contamana, Amelonado, Purus, Nacional y Guiana (Motamayor et al. 2008). Esta
nueva clasificacién muestra la gran diversidad del cacao lo que es favorable para un uso

adecuado en los programas de mejoramiento.

En el catdlogo de cultivares de cacao de Pert se ha agrupado a los cacaos en los siguientes
grupos: Trinitarios (11), Forasteros (7), Criollo (4), nacional (6). Ademas, se agregan a
ellos, los cultivares Miscelaneos (5), Huallaga (10), Ucayali-Urubamba (10), Marafion
(9) y Nativos (2) (Garcia 2010). Este documento ubica al cacao blanco de Piura
(Porcelana), dentro de los cultivos nativos, perteneciente al grupo genético forastero alto

Amazonas Raza Nativa-Piura.

2.3 PORCELANA DE PIURA

Nombre varietal: Porcelana



2.3.1 Descriptores de identidad
— Grupo genético/genealdgico: Forastero Alto Amazonas.
— Pais de origen: Peru
2.3.2 Descriptores morfoldogicos
e De la flor
= Color del pedunculo: verde.
* Antocianina en la ligula del pétalo: presente.
*  Antocianina en el filamento estaminal: ausente.
*  Antocianina en los estaminodios: presente.
* Antocianina en la parte superior del ovario: ausenté.
*  N°bvulos por ovario: dnd (datos no determinados)
e Del fruto
= Color al estado inmaduro: verde oscuro.
» Forma bésica: eliptico; oblongo.
* Forma de apice: atenuado; agudo.
» Rugosidad: ligera.
=  Construccion basal: ligera; ausenté.
*  QGrosor de cascara: variable.
= Separacion de un par de lomos: intermedia; ligera.
» Profundidad de surcos: superficial; intermedia.
e De la semilla
* Forma en seccion longitudinal: eliptica; ovada.
* Forma en seccidn transversal: aplanada; intermedia.

=  Color de cotiledones: morado y blanco; blanco.

2.3.3 Descriptores agronémicos
e De productividad

=  Tamano del fruto: intermedio.



= N°de semillas por fruto: 24-48
» Tamafio de semilla: pequefia-intermedia.
= Peso seco de semilla: 1.0 - 1.4 g.
= Indice de mazorca: 23.
= Rendimiento: 652-1,956 Kg/ha.
= Compatibilidad: autocompatible.
e De sanidad
* Reaccion a enfermedades
o Pudricion parda (Phytopthora palmivora): susceptible.
o Escoba de bruja (Crinipellis perniciosa): moderadamente susceptible.

o Moniliasis (Moniliophthora roreri): susceptible.

2.3.4 Descriptores industriales
* Contenido de grasa: dnd.

= Sabores basicos y especificos de pulpa: dulzura (media), acidez (baja a
media), astringencia (baja a media); amargor de almendra (medio); floral

(bajo); frutal (medio) y hierba (bajo).

= Sabores bésicos y especificos del licor: acidez (media a baja); astringencia
(media-alta);  floral(bajo);  frutal (medio); nuez(medio), vy

panela/malta(medio).
2.3.5 Condiciones climaticas

2.3.5.1 Precipitacion

En la region de Piura varian segun la altura a la cual se encuentra la localidad. En el

Tabla 1 se presenta la informacion respectiva (ANA 2012).

Tabla 1 Precipitacion promedio en la region Piura. Fuente: ANA (2012)

Altura Precipitacién

0-80 m.s.n.m. 10y 80 mm/afio
80- 500 m.s.n.m. 100 y 600 mm/afio
500-1500 m.s.n.m. 700-1100 mm/afio




2.3.5.2 Temperatura

La temperatura media anual, para la produccion de cacao no debe exceder los 32°C. EL
nivel adecuado es de 24°C a 26°C(Gomez 2014; Arce 2003). En la region Piura, la
temperatura maxima llega a mas de 34°C y la minima a 15°C, en los meses de febrero y

junio, respectivamente (Moscol Saavedra y Espinoza Tamariz 2012).

2.3.5.3 Humedad relativa (HR)

La humedad relativa 6ptima para la produccion de cacao se encuentra entre 70% a 80%
(Liberato y Diaz 2000). La HR, en la region Piura es de 66%, considerada como HR baja
(Moscol Saavedra y Espinoza Tamariz 2012).

2.4 EFECTO DE LA SEQUIA EN PLANTAS.

Las plantas son organismos sésiles que estan expuestos a diferentes condicione
ambientales estresantes del tipo bidtico y abiodtico (Keyvan 2010; Rahdari y Hoseini 2012;
Rana et al. 2013; Zlatev y Lidon 2012). La sequia es uno de los mas importantes estreses
abidticos que influye negativamente en el crecimiento y desarrollo de la planta (Rahdari
y Hoseini 2012; Rana ef al. 2013; Zlatev y Lidon 2012). En el medio ambiente la sequia
ocurre en casi todas las areas, especialmente en regiones aridas y semiaridas, y su
comportamiento pueden ser muy diferentes de una region a otra (Bray 2001; Zlatev y

Lidon 2012).

La definicién de sequia aun no es clara. Sin embargo, en general, desde el punto de vista
agricola y fisioldgico, el estrés por sequia se produce cuando el agua disponible para la
planta en el suelo disminuye debido a la baja humedad en el suelo en un momento
determinado (Dai 2011; Keyvan 2010). Por otro lado, la deficiencia de agua en la planta
ocurre cuando la tasa de transpiracion en la superficie de las hojas es mayor que el agua
absorbido por las raices (Lisar et al. 2012). Este desbalance en la absorcion de agua y la
perdida de agua ocurre principalmente cuando potencial hidrico del suelo es menor que

el potencial hidrico en la raiz.

2.4.1 Respuesta fisiologica

Algunos de los mecanismos fisioldgicos que usan las plantas para tolerar la sequia son:
el ajuste osmotico, la dindmica estomadtica, la actividad fotosintética, el uso eficiente del

agua, etc.
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2.4.1.1 Ajuste osmotico

Mientras que algunas plantas son muy sensibles al estrés hidrico, otras pueden soportar
condiciones secas sin pérdida evidente de su turgencia. Para extraer agua del suelo, la raiz
de una planta debe establecer una gradiente de potencial hidrico para que el agua fluya
hacia la superficie de la raiz desde el suelo (es decir, el potencial hidrico debe ser menor

en la raiz que en el suelo que lo rodea). El potencial hidrico se define segun la ecuacion:

Yo=Y+,

Donde:

¥ ,: Potencial hidrico

W : Potencial osmotico

Wp: Potencial de presion

Muchas plantas tolerantes a sequia regulan su potencial osmético (W) para compensar
periodos transitorios o prolongados de estrés hidrico (Kramer y Boyer 1995). Este
proceso, es llamado ajuste osmoético, resulta de un incremento neto en el niimero de
particulas de soluto en la célula de planta lo que causa que el ¥ adquiera un efecto
negativo sobre e W, (Cramer ef al. 2011). El decrecimiento del ¥, por medio del ajuste
osmotico, puede conducir a que los valores del Wy, de la raiz sea inferior al ¥, del suelo,

permitiendo asi que el agua se mueva del suelo a la planta en direccion descendente de la

gradiente de potencial.

Un método relativamente rapido para estimar el ¥y, de grandes piezas de tejidos, como

hojas o pequefios brotes, es mediante el uso de la bomba de presion o Scholander

(Scholander et al. 1965). En esta técnica, el 6rgano a evaluar se extirpara de la planta, se
sella parcialmente en la cdmara de presion del equipo y se procesadora a medir el W ,.
2.4.1.2 Fotosintesis

En las plantas supriores las hojas son el drgano principal que realiza la fotosintesis. Los
efectos que causa la sequia en este 6rgano incluyen: el decrecimiento en la expansion

foliar, disminucion de la temperatura de la hoja, senescencia prematura y deterioro de la
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magquinaria fotosintética (Bhargava y Sawant 2013; Farooq et al. 2009; Zare et al. 2011).
Los estomas son células localizadas en la superficie de la hoja que permiten a las plantas
regular la transpiracion y la asimilacion del CO> del ambiente. Los estomas se cierran
durante las primeras etapas del estrés hidrico aumentando el uso eficiente del agua, es
decir, se absorbe mas CO» por unidad de agua transpirada (Bray 2001; Sapeta et al. 2013;
Zlatev y Lidon 2012). Sin embargo, la limitacion del CO debido al cierre prolongado de
los estomas, especialmente bajo condiciones saturadas de luz, conducen a la acumulacion
de los componentes reducidos de la cadena transportadora de electrones. La acumulacion
de estos componentes puede reducir el oxigeno molecular y dar lugar a la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), tal como superéxidos e hidroxilos, asi como H>0»,
causando dafio oxidativo en los cloroplastos (Arbona et al. 2013; Bhargava y Sawant
2013; Osakabe et al. 2014; Salehi-lisar ef al. 2012). Ademas, ambos fotosistemas PSI y
PSII en los cloroplastos son afectados por la acumulacién de ROS y disminucion de la
actividad de la cadena transportadora de electrones (Bhargava y Sawant 2013;
Chernyad’ev 2005). Otro factor, involucrado en la reduccion de la tasa fotosintética, es
la disminucion de la clorofila en las hojas afectadas por la sequia a causa de la baja
capacidad para captar la luz (Keyvan 2010; Rahdari y Hoseini 2012; Sapeta et al. 2013).
Por ello, el contenido de la clorofila y la fluorecencia de la clorofila( indicador de la
eficiencia fotosintética) son parametros que son usados para monitorear la respuesta de
la planta cuando estas son sometidas a un estrés bidtico o abidtico (Ibaraki y Murakami

2006; Li et al. 2006; Sayed 2003).

2.4.1.3 El acido abscisico (ABA) y el comportamiento estomatico

Otro mecanismo de resistencia a nivel fisioldgico es el cierre de estomas, ya que estos
son los responsables en la mayor proporcion de la perdida de agua en las plantas. El
proceso de cierre de estomas, cuando el mesofilo comienza a sufrir deshidratacion, esta
regulado por ABA (Cramer ef al. 2011). El contendido de ABA en las hojas se incrementa
debido: a la sintesis de novo en los cloroplastos, redistribucion de la hormona en las
células del mesofilo, importacion desde la raiz y recirculacion desde de otras hojas.
Entonces el ABA es liberado al apoplasto para llegar a las células guarda a través de la
corriente de transpiracion (Davies y Zhang 1991; Christmann ef al. 2007, 2005). Aparte
de regular la apertura de los estomas, ABA juega un importante rol en la regulacion de la
actividad de las acuaporinas (Bhargava y Sawant 2013; Farooq ef al. 2009) y reduce la
produccion de etileno (Bhargava y Sawant 2013; Bray 2001).
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La variacion en el tamafio y la densidad de las estomas puede lograr maximizar la
actividad fotosintética mientras se minimiza la perdida de agua. Existe una relacion
inversa entre estos dos rasgos estomaticos (Franks y Beerling 2009; Hetherington y
Woodward 2003). Se ha observado que esta correlacion negativa a permitido a las plantas
responder a los cambios medioambientales y a lo largo de su evolucion y adaptarse
(Dilcher 2000; Ohsumi et al. 2007; Franks et al. 2009; Doheny-Adams et al. 2012; Taylor
et al. 2012; Sun et al. 2014). Asimismo, la densidad y el tamafio estomatico varia entre
especies y entre cultivares de la misma especie (Romero-Aranda et al. 1994; Hong et al.
2018; Camargo y Marenco 2011; Kardiman y Rabild 2018). De tal manera, que la
evolucion de estos pardmetros resulta util para determinar la respuesta de las plantas a la

deficiencia de agua.

2.4.2 Respuesta Molecular

La respuesta molecular a condiciones ambientales desfavorables incluye una serie de
genes y vias de traduccion de sefiales que estdn altamente reguladas permitiendo a las

plantas sobrevivir a condiciones de estrés (Qin et al. 2011).

La respuesta temprana a la sequia involucra la expresion de genes, tales como los
traductores de sefales, promotores de transcripcion y factores de traduccion. Estos
cambios conducen una respuesta tardia que involucra cambios en el transporte del agua,
balance osmotico, estrés oxidativo conduciendo a la reparacion de dafos ocurridos

(Bhargava y Sawant 2013; Osakabe et al. 2014; Xoconostle-Cazares et al. 2010).

2.4.2.1 Fotosistema II (PSII)

Los fotosistemas son unidades funcionales que intervienen en la fotosintesis los cuales se
definen como complejos proteicos unidos a pigmentos. Estos estan compuestos del
complejo captador de la luz y un centro de reaccion (Clayton 1962; Reed y Clayton 1968;
Clayton y Wang 1971; Gisriel ef al. 2017).

Hay dos tipos de fotosistemas: fotosistema I (PSI) y fotosistema II (PSII) que fisicamente
estan ubicados dentro de los cloroplastos. Los PSII son mas abundantes en las regiones
apiladas (granas) de las membranas del tilacoide, mientras que PSI se encuentra casi

exclusivamente en las lamelas de los estromas (Andersson y Anderson 1980; Anderson y

Andersson 1982; Chow et al. 1991; Anderson 1999).
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Los sistemas fotosintéticos PSII y PSI enfrentan un desafio especial. Debido a que son
disefiados para absorber grandes cantidades de energia luminosa para convertirla en
energia quimica. A nivel molecular, esta energia puede ser dafiina, particularmente bajo

condiciones de estrés.

El decrecimiento de la fotosintesis, a causa de la sequia, conduce a la absorcion de mas
energia luminica de la que puede ser absorbida por el PSII para la fijacion del COz. En
estas condiciones desfavorables la energia de la luz puede generar especies reactivas de
oxigene (ROS) causando dafio al PSII si la energia no es disipada de forma segura (Horton

et al. 1996; Asada 1999; Miiller et al. 2001).

Ademas, han demostrado que se dificulta la regulacion de la sintesis y degradacion de la
proteina D1, codificada por el gen psbA (Yamamoto 2001; Takahashi y Murata 2008).
Esta proteina tiene un rol estructural importante en el PSII ademas junto a la proteina D2
forman un complejo donde se unen todo los cofactores necesarios para la transferencia
de electrones desde el complejo OEC(oxigen evolving complex) hacia la plastoquinona

(Pospisil 2012).

La importancia de la proteina D1 ha resultado crucial porque, en plantas tolerantes a la
sequia, han observado la sobreexpresion el gen psbA (Huo et al. 2016; Wang et al. 2018;
Wei et al. 2019). Por lo cual, desarrollar variedades con esta caracteristica podria mejorar

la adaptacion para desarrollarse en condiciones limitantes de agua.

El OEC (oxigen evolving complex) es el complejo responsable de la foto-oxidacion del
H>0 en las plantas. Estd conformado del cluster catalitico Mn4Ca junto a cuatro proteinas
extrinsecas que son PsbO, PsbP, PsbQ y PsbR que funcionan protegiendo al cluster
catalitico (De Las Rivas y Barber 2004; Suorsa y Aro 2007). Todo el complejo esta
asociado con el lado luminal del PSII y es necesarias para la evolucién del oxigeno
(Bricker y Burnap 2005; Roose et al. 2011). La proteina PsbO desempeia un papel crucial
en el funcionamiento del OEC, manteniendo las concentraciones dptimas de manganeso,
calcio y cloruro en el estado activo de PSII (Bricker y Frankel 2011). Ademas, PsbO
puede participar en la proteccion del PSII contra el fotodafo, ya que recientes reportes
indican que la fotoinhibicién de PSII podria iniciarse exactamente en el grupo Mn
estabilizado por PsbO (Sarvikas et al. 2006). Ademas, existe evidencia que sugiere que

PsbO esta involucrado en el mantenimiento de la capacidad de PSII durante el estrés por
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salinidad y sequia (Sugihara et al. 2000; Fatehi et al. 2013; Ngamhui et al. 2012). Es asi
que los cambios en la expresion de la proteina afectan drasticamente en la eficiencia

fotosintética de PSII y su reparacion.

2.4.2.2 Modo de accion molecular del acido abscisico (ABA)

El déficit de agua o deshidratacion puede inducir o reprimir miles de genes vegetales. Los
productos de estos genes tienen una funcion importante en la respuesta celular de la planta

y en la adaptacion a la sequia.

Ensayos realizados en plantas modelo han revelado como el estrés abidtico desencadena
la biosintesis de ABA y suministra la hormona a los tejidos estresados. Estos traducen la
sefial para inmediatamente promover la respuesta celular y junto con la reprogramacion
del patron de los genes expresados permiten a la planta poder sobrevivir (Cutler ef al.

2010; Kim et al. 2010).

Una vez que se ha inducido la sintesis y/o bioactivacion de ABA. Esta se traslada a las
células, tejidos y 6rganos donde juega un papel importante en la respuesta fisioldgica de
toda la planta a las condiciones de estrés. En esta situacion la hormona puede ingresar a
las células atravesando la membrana bioldgica de forma pasiva cuando se encuentra
protonada (Wilkinson y Davies 2010; Ng ef al. 2014) y/o emplear transportadores tipo
ABC (Kang et al. 2010; Kuromori et al. 2010).

En las células la expresion genética debido a la deshidratacion esta regulado por las vias
ABA - dependiente y ABA — independiente (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 2006).
En presencia de ABA, las proteinas receptoras PYR/PYL/RCAR(Pyrabactin
Resistance/Pyrabactin Resistance-Like/Regulatory Component Of ABA Receptor)
rapidamente captan la hormona (Cutler et al. 2010). ABA unido al receptor interactia
con la familia de proteinas PP2C (Protein phosphatases 2C) inhibiendo su actividad de
fosfatasa. Entre los miembros de estas enzimas se incluyen ABI1 (ABA — insensitive 1),
ABI2, HABI1 (hypersensitive to ABA1l), HAB2, AHGl (ABA - hypersensitive
germination 1), AHG3, HAIl(highly ABA — induced PP2C gene 1), HAI2 y HAI3
(Bhaskara et al. 2012; Gonzalez-Guzman et al. 2012; Ma et al. 2009; Nishimura et al.
2010; Park et al. 2009). El complejo ABA-PYR/PYL/RCAR-PP2C permite la activacion
de SnRK2 (sucrose non-fermenting 1 — related protein kinase 2s) resultando en la

fosforilacion y activacion de componentes corriente abajo, tales como factores de
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transcripcion y canales i6nicos (Furihata et al. 2006; Geiger et al. 2009; Lee et al. 2009).
Entre los factores de transcripcion que se activan se encuentran miembros de la familia
bZIP conformado por AREBsS(ABA — responsive element binding proteins), ABFs
(ABRE binding factors) y ABI5 (ABA insensitive 5) (Choi et al. 2000; Uno et al. 2000;
Jakoby et al. 2002). A continuacidn, estos se unen a la region promotora ABRE (ABA —
responsive elements) que se encuentra corriente arriba de los genes que seran inducidos

por ABA (Busk y Pages 1998; Lumba et al. 2014).

Es probable que ABA sea el elemento en comun de las vias sefializacion para cada tipos
de estrés que enfrenta la planta (Leung y Giraudat 1998; Thomashow 1999; Shinozaki y
Yamaguchi-Shinozaki 2000; Finkelstein et al. 2002).Sin embargo, la sefializacion en
respuesta al estrés osmotico causada por altas concentraciones de sal o sequia parece no
depender tnicamente de ABA. Los estudios han mostrado la regulacion de varios genes
mediante la via ABA — independiente en respuesta a la sequia (Thomashow 1999;
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2000). Los responsables de regulacion de los genes
en esta via son las regiones promotoras DRE (drought responsable element) y CRT (C —
repeat) (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 2006) que en combinacion con los factores
de transcripcion DREB (DRE — binding protein) o CBF (C-repeat binding factor)
permiten responder a la planta a sequia (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2000; Liu

et al. 2019; Tran et al. 2004; Sakuma et al. 2006).

Las vias ABA — dependiente y ABA — independiente han revelado una red de genes que
son regulados bajo el estrés osmoético con el proposito de adquirir tolerancia. Sin
embargo, aun no se tiene claro el funcionamiento, su interaccion y la participacion de
cada elemento. Aparentemente, la finalidad de la via ABA — dependiente es regular la
apertura de los estomas y reclutar antioxidantes y osmoprotectores (prolina) en la células
(Liu etal 2011; Qin etal. 2012; Kim etal. 2010). Mientras que la via ABA —
independiente involucraria el reclutamiento de proteinas protectoras como LEA y
dehidrinas (Bassett et al. 2009; Egawa et al. 2006). Recientes estudios han planteado la
posibilidad de integrar estas vias principales siendo probablemente la proteina SnRK2 la
que probablemente participa en la convergencia de ambas rutas regulando la expresion
de AREB/ABF y DREB bajo condiciones de sequia (Yoshida ef al. 2014; Fujita et al.
2013).
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Distintas vias de sefializacion, que regulan la expresion genética, involucran un mosaico
de factores de transcripcion y genes en respuesta a ABA y al estrés hidrico (Yoshida ef al.
2014; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 2006). Sin embargo, ha surgido una red mas
completa de sefializacion de estrés hidrico que involucra otras hormonas como el 4cido
jasmonico (JA), etileno, auxinas, citoquinina y brasinoesteroides que juegan diversos
papeles para ajustar la biosintesis de ABA y, por lo tanto, la sefializacion de la respuesta

fisioldgica frente al estrés hidrico (de Ollas y Dodd 2016).

El JA juega un rol importante frente al estrés bidtico especialmente cuando hay un ataca
por herbivoros (Wasternack y Hause 2013). Sin embargo, han propuesto que ABA y JA
podrian tener un sistema comun para la regulacion de la expresion genética. Lo que
podrian explicar por qué el JA podria funcionar tanto para la tolerancia al estrés abidtico
como biotico (Kim et al. 2018; de Ollas y Dodd 2016; Munemasa et al. 2011). Ademas,
han descubierto la existencia de dos enzimas del tipo fosfolipasa A1(PLIP2 y PLIP3),
ubicadas en el cloroplasto, que vincula la biosintesis JA media por ABA en respuesta al

distintos estrés abioticos (Wang et al. 2018).
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111 MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

El estudio se realiz6 en dos fases. La fase de campo se realizd en un vivero. La fase de
laboratorio se hizo en el laboratorio de Bioinformatica de Biologia Molecular 306. Ambos
espacios se encuentran en los laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima.

3.2 MATERIAL VEGETAL

Se tomaron las semillas de 4 a 5 mazorcas de cacao de las variedades sefialadas en la
Tabla 2. Entre 50 a 60 semillas fueron remojadas por 5 dias en agua y lavadas cada 24
horas para facilitar la remocion del mucilago. Cuando el hipocétilo alcanzo6 un tamaiio de
1 cm se procedié a sembrar a una profundidad de 3cm aproximadamente. Luego cada
semilla germinada fue sembrada en una maceta que contenia un sustrato compuesto de

tierra negra (autoclavada) y vermiculita en la proporcion 3:1.

Tabla 2 Lista de Variedades

Variedad Compatibilidad Tolerancia a sequia Origen Procedencia
gamética

Porcelana

de Piura Autocompatible Sin Informacién Peru Palo Blanco-Piura

(PP)

POUND_7 Autocompatible Susceptible (Apshara et al. Per Instituto de cultivos

(P7) P 2013) tropicales-Tarapoto
Trinidad y Instituto de cultivos

ICS_1 Autocompatible Tolerante* rinidacly  nstituto de cultlv

Tobago tropicales-Tarapoto

* Informacion proporcionado por el Instituto de cultivos tropicales no estan

publicados

3.3 UNIDAD EXPERIMENTAL

Cada maceta conteniendo una planta represento una unidad experimental. Se emplearon
20 plantas seleccionadas al azar por cada variedad de cacao haciendo un total de 60

plantas por ser tres variedades.



3.4 CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y TRATAMIENTOS

Cuando las 20 plantas, mencionadas en la seccion 3.3, cumplieron 6 mese de edad se
agruparon en 2 grupos de 10 plantas. La asignacion de cada planta a un grupo fue al azar.
El proposito de crear los grupos fue someterlos a los tratamientos que se explicara a

continuacion.

Aun grupo se le asigno el tratamiento de estrés hidrico (EH) que consistio en reducir
gradualmente la cantidad de agua contenida en el sustrato hasta un potencial matrico
(Wm) de -0.06 a —0.07MPa. El segundo grupo de plantas son usadas como control
(tratamiento sin estrés hidrico (SH)) y fueron regadas manteniendo el suelo a capacidad
de campo con un ¥mde -0.01 a -0.02MPa. La Figura 3 ilustra la distribucion de plantas,

las variedades y sus tratamientos.
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Figura 3. Distribucion de plantas y condiciones hidricas
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3.5 IMPACTO DE LA SEQUIA EN LAS VARIABLES FISIOLOGICAS

Para determinar este objetivo se emplearon protocolos establecidos y adaptados a las
facilidades del laboratorio y se describen a continuaciéon con el propdsito de comparar el

efecto de los tratamientos y contrastar entre las variedades:

3.5.1 Potencial hidrico foliar (¥ )

El estado hidrico de la planta esta asociado con el potencial hidrico foliar (W) y es usado
con frecuencia como indicador de la tolerancia a sequia en cultivos de cacao y otros
cultivos, valores mas negativos indican la dificultad del transporte de agua y, por

consiguiente, origina dafios en las plantas (Araque ef al. 2012; Apshara et al. 2013).

En la medicion de Ww se usé la bomba de Scholande (Model 1000, PMS Instument
Company, Albany, OR, USA), se tomo la segunda o tercera hoja madura contada a partir

del &pice y entre las 4:00 pm a 5:00pm. Ver Anexo 1

3.5.2 Eficiencia fotoquimica maxima (Fv/Fm)

Para la deteccion de perturbaciones o dafios en el aparato fotosintético, producto de la
condicidn a sequia, se usé la medicion de la relacion Fv/Fm para lo cual se emple6 el
fluorometro OS30P+ (OPTI-SCIENCES, Hudson, USA). Se midieron hojas
completamente expandidas y maduras. Previo a las mediciones, las hojas se exponen a la

oscuridad con pinzas de exclusion de luz.

La relacion Fv/Fm indica la eficiencia fotoquimica méxima del fotosistema II (PSII) y su
disminucién estd asociado con distintos tipos de estrés (Smillie y Hetherington 1990;

Baker y Rosenqvist 2004; Paknejad et al. 2007)

3.5.3 Contenido de clorofila (Clof)

La clorofila es una molécula verde, presente en las células de las plantas y que juega un
importante rol en la fotosintesis. Es sabido, que la sequia es el factor que afecta a la
fotosintesis y al contenido de clorofila. Distintas investigaciones reportan que el
contendido de clorofila puede ser usado como un pardmetro para estimar la influencia del
estrés ambiental sobre el crecimiento porque esté pardmetro estd estrechamente
correlacionado con la tasa de intercambio de carbono (Araus et al. 1998; Fracheboud

et al. 2004; Vojta et al. 2016).
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Se empled el equipo CCM-30 (OPTI-Sciencies) para medir la cantidad de clorofila

presente en variedades de cacao de ambas condiciones hidricas o tratamientos.

3.5.4 Tamaiio y densidad de estomas

El método de impresion de la superficie de la hoja para la cuantificaron del tamafio y la
densidad estomatica consistié en utilizar esmalte transparente de ufias para hacer una
impresion o molde de la superficie de 2 hojas por planta. Se tomaron 4 plantas que no

estuvieron sometidas a sequia.

La impresion se retird con cinta adhesiva y se coloca en una ldmina portaobjetos para
luego ser vista al microscopio a 100x de magnificacion. La superficie de la impresion
tuvo las dimensiones lcm x 2 cm. Se observaron 4 campos y sus respectivas imagenes
fueron registradas con la camara Touptek modelo XCAMIO80HD y el programa

Toupview 3.7.

El tamafio (um?) del estoma fue calculado como la longitud por el ancho del par de células
guardianas de los estomas para lo cual, se tomaron 20 estomas de cada imagen registrada.
La densidad (mm?) fue calculada como el nimero de estomas del campo visual
multiplicado por el tamafio del campo (0.1452 mm™). El analisis de las imagenes fue

realizado con el programa ImagelJ 2.0.

3.6 IMPACTO DE LA SEQUIA EN EXPRESION GENETICA

En este caso se busco cuantificar el efecto del tratamiento EH sobre SH en 5 genes que
fueron reportados por estar relacionados con la tolerancia a la sequia. El calculo consistid
en medir expresion relativa de los genes usando el método de Livak (2°244¢Y) (Livak y

Schmittgen 2001; Bio-Rad 2006) ver Anexo 4.

Para ello, primero se extrajo el ARN mediante el método hibrido (Anexo 2) y tomando la
tercera hoja por debajo de la parte apical. Luego, se us6 el Kit TagMan Reverse
Transcription Reagents (ThermoFisher scientific, USA) para obtener el cDNA y
finalmente se realizé un qPCR (quantitative PCR) empleando las sondas (Anexo 3) para
medir la cantidad de amplicones en tiempo real usando el kit SYBR Green PCR Master

Mix (ThermoFisher scientific, USA) y equipo lightCicler 96 Instrument (Roche, USA).
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Los 5 genes que fueron evaluados en este trabajo fueron HAI - 1, PLIP2, PLIP3, psbA 'y
psbO. Ademas, se uso el gen constitutivo actina en las tres variedades de cacao necesario

para calcular la expresion relativa.

3.7 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO
Evolucion fisiologica
Para comparar el efecto de los tratamientos y las variedades sobre los parametros

fisioldégicos mencionados en los puntos 3.4.1 — 3.4.4, se aplicé un disefio completamente

aleatorio con un arreglo factorial con el modelo aditivo lineal que es representado por:
Yijk = 0+ A; + B; + (AB);; + &
Donde:

i=1,2, ..., v (variedades)

j=1,2, ..., t(tratamientos)
k=1,2, ..., r (repeticiones)

p = media general

A = efecto de la i-ésima variedad
B = efecto del j-ésimo tratamiento

AB = efecto de la interaccion de la i-ésima variedad con el j-ésimo tratamiento.

€ijk = Error experimental

Tabla 3 Fuentes de variacion para el disefio completamente aleatorio con arreglo

factorial
Grados
Fuentes de de Suma Cuadrados E
variacion . cuadrado medios 0
libertad
Variedades 2 SC variedad CMuvariedad Fo =CMyariedad / CMerror
Tratamiento 1 SCtratamiento CMtratamiento  Fo = CMyratamiento / CMerror
Variedades x SCvari CMyari
. 2 variedad x variedad x FO - CMvariedad/ CMerror
Tratamiento tratamiento tratamiento
Error 54 SC error CMerror
Total 59 SC total
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Evolucion molecular

En el caso de la comparacion de la variacion de la expresion relativa para cada gen entre
las tres variedades se hizo usando el disefio completamente aleatorio que fue representado

por el modelo aditivo:

Yij = M+ X+ &;

Donde
=1,2,....... , v (variedades)
j=12,.....r (repeticiones)

p = media general

X = efecto de la i-ésima variedad

€ij = Error experimental

Tabla 4 Fuentes de variacion del disefio completamente aleatorio

Fuentes de Grados de Suma Cuadrados Fo

variacion libertad cuadrado medios

Variedades 2 SCuariedad CMuvariedad  Fo =CMuyariedad / CMerror
Error 27 SCerror CMerror

Total 29 SCotal

En ambos modelos cuando el resultado fue significativo en el andlisis de varianza, se
aplico la prueba de Duncan para la comparacion de medias. Todos los analisis estadisticos
fueron desarrollados usando Rstudio 1.1.456. Las salidas de los andlisis estadisticos son
mostrados en el Anexo 5 correspondiendo al disefio completamente aleatorio con arreglo
factorial empleado para los parametros fisiologicos y en el Anexo 6 correspondiendo al

disefio completamente aleatorio empleado para respuesta molecular
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EFECTO DE LA SEQUIA EN LAS VARIABLES FISIOLOGICAS

La comparacion del efecto de los tratamientos SH y EH sobre las tres variedades de cacao

es resumida en la Tabla 5

En las variedades ICS 1, P7 y PP se observo diferencias significativas de los valores de
Clof y Wy entre ambos tratamientos mientras que Fv/Fm no mostré variacion

significativa (Tabla 5).

Los valores de Fv/Fm pueden reflejar la méxima capacidad fotosintética de las plantas
viéndose reducida significativamente bajo algln tipo de estrés abiotico (Xiao et al. 2019;
Krause y Weis 1991). En el tratamiento SH para Fm/Fv se observa un rango de 0.574 a
0.766, correspondiendo el valor mas bajo al genotipo P7 y el mas alto al ICS 1. En el
tratamiento con EH el rango fue de 0.591 a 0.754, correspondiendo el valor mas bajo a
P7 y el mas alto a ICS 1. Los valores en general son similares observandose una
disminucion en el valor para ICS 1 e incremento para PP y P7 en el ambiente de estrés

hidrico; siendo el valor del incremento mayor para PP.

Este resultado concuerda con estudios previos para otros cultivos en los cuales, durante
el estrés hidrico, no se observo el decrecimiento del Fv/Fm (Lee et al. 2004; Yang et al.
2016; Tambussi ef al. 2002). Por lo contrario, bajo nuestras condiciones experimentales
se obtuvo incremento del Fv/Fm para la variedad PP con el tratamiento EH (Tabla 5) lo
que concuerda con lo reportado en distintas variedades de cacao, tolerantes a la sequia,
en las cuales el valor de Fv/Fm se elevo en condiciones de deficiencia de agua (Apshara
et al. 2013; Balasimha et al. 2013). Esto sugiere que en las variedades tolerante de cacao
no se estaria produciendo dafios sobre PSII o que el exceso de luz bajo las condiciones de
sequia estaria siendo disipada, en forma de energia térmica, por la via NPQ (No
pothochemical quenching) de manera maés eficiente y/o rapida. Incluso podria
involucrando otro tipo de via de disipacion de energia dentro del PSII, PSI y la cadena

transportadora de electrones.

El contenido de clorofila en el ambiente control vario de 322.6 a 553.08 mg/m?y en el
ambiente estrés hidrico vario de 370 a 536.2 mg/m?. Se puede apreciar que los valores

para ICS 1 disminuyen, siendo esta disminucion significativa para ICS 1y para P7 se



observd un incremento significativo por efecto del estrés hidrico. El contenido de
clorofila (Clof) depende en gran medida de la respuesta fisiologica de la especie y su
capacidad para tolerar el estrés hidrico (Siddiqui ef al. 2015). De tal modo, que es usual
que el contenido se reduzca en plantas susceptibles a la sequia mientras que en las
tolerantes aumente o se mantenga por periodos mas prolongados en la condicion de déficit
hidrico (Li et al. 2006; Sallam et al. 2019; Abid et al. 2016; Sivakumar et al. 2017).
Seglin esto, los datos obtenidos para clorofila mostraron discreparia con lo esperado
debido a que la variedad ICS 1, que se considera como tolerante, mostr6é disminucion en
la cantidad de clorofila mientras que la variedad P7, definida como susceptible, reportd
aument6 en su contenido de clorofila (Tabla 5). Esto podria sugerir que solo considerar
al Clof como un pardmetro para discriminar entre variedades de cacao tolerante o
susceptible no seria del todo correcto siendo necesario emplear multiples variables.
Usualmente, en distintas investigaciones emplean distintos parametros con el proposito
de identificar variedades tolerantes a sequia (Balasimha et al. 2013; Apshara et al. 2013;
dos Santos et al. 2014). En algunos, casos las variedades categorizadas como tolerantes
resultan afectadas en su actividad fotosintética y cantidad de clorofila cuando son
sometidas a sequia (Atayese et al. 2012; Kunikullaya et al. 2018; Araque et al. 2012;
Apshara et al. 2013).

Los tres genotipos estudiados mostraron valores menores de ¥y en el ambiente con estrés
hidrico; siendo esta disminucion significativa para los tres genotipos. El rango en el
ambiente control fue igual a -4.38 a -6.70 Bar y en el ambiente estrés hidrico varié de -8
a-15.95 Bar. Por su parte, el Wy se considera un indicador efectivo para evaluar el estado
hidrico de las plantas (Lima et al. 2002). Ademas, se ha observado que el decrecimiento
del W, debido al efecto de la sequia, esta estrechamente correlacionado con la reduccion
de los pardmetros que miden la actividad fotosintética como: Fv/Fm, ®psn (eficiencia
fotoquimica de PSII) y qP (quenching fotoquimico) (Wang et al. 2018; Zulini et al.
2005). En el experimento, los resultados obtenidos muestran disminucion del ¥y, sin

embargo, no se produjo la reduccion del Fv/Fm por efecto del estrés hidrico.
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Tabla 5 Cambios en la eficiencia fotosintética (Fm/Fv), contenido de clorofila (Clof) y
el potencial hidrico foliar (W) para las variedades de cacao (ICS 1, PP, P7) al ser
sometidos al tratamiento sin estrés hidrico (SH) y con estrés hidrico (EH). Los valores
corresponden a la media =+ error estandar.

Fm/Fv Clof (mg/m?) ¥, (Bar)
Variedad SH EH Sig SH EH Sig. SH EH Sig.
ICS_1 0.766+0.007 | 0754+0.006 | NS 553.8 + 8.0 5012469 | ** | -670:025 | -13.76+0.84 | *=
PP 0.703+0022 | 0726+0.012 | NS 560 + 16.78 53624956 | NS | -421:020 | -628+034 | *=
P7 057440016 | 0591+0.013 |NS | 322.6+11.17 370£933 | ** | -438:0.13 84030 | **

La diferencia de las medias entre las columnas SH y EH fue acorde a la prueba del test de Duncan y
son denotadas. NS: No significativo, **: P =0.01, ***: P =0.001

Empleando los datos obtenidos para los parametros evaluados, en ambos ambientes, se
clasifico las variedades por el nivel de tolerancia al estrés hidrico y los resultados se
presentan en el Tabla 6. La variedad PP fue la que menos afectada por la sequia. Por otra
parte, se complementd este resultado con la medicion de la densidad y el tamafio
estomatica de las tres variedades. Los estomas permiten absorber el CO; para la
fotosintesis y ejercen gran influencia en la tolerancia a la sequia (Anderegg et al. 2017;
Farquhar y Sharkey 1982; Hetherington y Woodward 2003). En la Figura 4 se muestra
la correlacion entre area (A) y densidad (D) estomadtica. En la variedad P7 se obtuvo un
A =230.4+3.48 ym? y D =535+ 10.85 mm. Por el contrario, en la variedad PP el valor
de A seredujo (161.1 +£2.30 um?) y D se increment6 (739 + 14.51 mm2). Estos resultados
coinciden con la correlacion negativa que sugieren existe entre estas dos caracteristicas
estomaticas (Hetherington y Woodward 2003; Doheny-Adams ef al. 2012). Esta relacion
inversa observada, en otras especies, ha permito desarrollar una plasticidad en la respuesta
a los cambios en el entorno confiriendo mayor tolerancia a la sequia en distintos cultivos
debido a que estomas mas pequefios y densos son mas sensibles y rapidos en responder
(Bosabalidis y Kofidis 2002; Dunlap y Stettler 2001; Fu et al. 2013; Pearce et al. 2006;
Drake et al. 2013; Aasamaa efal. 2001; Lawson y Blatt 2014; Baloch ef al. 2013;
Shahinnia et al. 2016; Sun et al. 2014). Por lo tanto, la variedad PP habria desarrollado
habilidad para reducir el tamafio y la densidad de sus estomas por lo tanto adaptandose a
lo largo de la evolucion a las condiciones limitantes de agua que se presenten en su

entorno.
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Por otro lado, la reduccion de A (135.2 + 3.37 um?) en la variedad ICS 1 no se tradujo
en el aumento de D (642.62 + 24.2) lo que podria explicar su alto nivel de susceptibilidad
(Tabla 6) que sumado al mas bajo W, reportado en la Tabla S ocasionaria problemas de

embolismo en el xilema y reduccion de la tasa fotosintética (Martin-StPaul et al. 2017;
Henry ef al. 2019). Ademas, si tenemos en cuentas los resultados mostrados para la
variedad ICS 1, nos indica que esta variedad se debe considerar como susceptible a la
sequia ello coincide con lo obtenido en el trabajo de(Torres Pezo 2019; Lahive et al.

2021) lo que es contrario a la informacion que brindo el Instituto de Cultivos Tropicales.

Tabla 6 Ranking de susceptibilidad a la sequia. Diferencia de medias (A) del tratamiento
sin estrés hidrico (SH) menos estrés hidrico (EH) para la eficiencia fotosintética (Fm/Fv),
cantidad de clorofila (Clof) y potencial hidrico foliar (Ww) calculado para los tres
genotipos. Si el resultado de la suma de las diferencias es mas cercano a cero la variedad
se clasifica con menor ranking. A menor ranking se considera menor efecto de la sequia.

. Ranking
Variedad A Fm/Fv A Clof AW, suma
ICS_1 0.042 52.6 7.06 3
PP -0.023 23.8 2.07 1
P7 -0.017 -47.4 3.62 2
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Figura 4. Correlacion entre densidad y tamafio de estomas para las 3 variedades de cacao
de las plantas no sometidas a sequia. La regresion lineal (linea puntea), su coeficiente de
regresion cuadrado (R?), ecuacion y nivel significancia (p) calculados son mostrados.

4.2 EFECTO DE LA SEQUIA EN LA EXPRESION GENETICA

Los genes HAI y PLIP2 incrementaron su expresion en 6 veces, en ambos casos, en la
variedad PP cuando fue sometido al tratamiento de estrés hidrico (EH) (Figura 5A y D)
mientras que el gen PLIP3 se increment6 de manera sutil (0.9 veces) (Figura SE). Por
lo contrario, ambos genes junto PLIP3 se redujeron en la variedad P7 en 2 veces (Figura
5A y D). En los genes PsbA y PsbO no se aprecid un claro incremento ni reduccion en la
expresion en todas las variedades sometidas a la condicion de deficiencia de agua (Figura
5B y C). Asimismo, en la variedad ICS 1 se observaron ligeros aumentos (0.5 veces)

para los genes HAI y PLIP2 (Figura 5A y D).
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Figura 5. Variacion de los niveles de expresion relativa representado para cada gen
(HAIL PsbA, PsbO, PLIP2, PLIP3) y entre las variedades de cacao (ICS_1, PP, P7) en
respuesta a la condicion de estrés hidrico. Valores positivos de la expresion relativa indica
incremento del gen mientras que valores negativos disminucion. La expresion relativa fue
calculada segtin el método livak (2722€%) y estan representado en el eje Y a una escala
log,. En la expresion de cada gene evaluado las plantas sin sequia fueron se usaron como
el calibrador y el gen actina de referencia. Cada barra muestra la media. Diferentes letras
en las barras expresan que las medias son significativamente distintas (p < 0.05)
determinado por el test de Duncan.
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El clado A de las proteinas fosfatasas 2C (PP2C) tiene un rol predominante en las rutas
de senalizacion de ABA vy el estrés hidrico; de manera tal, que cuando interacciona con
el receptor de ABA PYR/PYL/RCAR regula la actividad de la proteina SnRK2 (Cutler
et al. 2010; Raghavendra et al. 2010). Entre los miembros del clado A se encuentran HAI-
1, HAI-2/AKP y HAI-3, los cuales son fuertemente inducidos cuando se reduce ¥ lo
que conduce a la regulacion del crecimiento, acumulacion de prolina y el ajuste
osmotico(Wong et al. 2019; Bhaskara et al. 2012). Ademas, la interaccion de HAI-1 con
la proteina HIN1 (HAI-1 — interactor 1) observado mostro un efecto positivo en la
aclimatacion a la sequia al mantener el crecimiento en la planta lo que estuvo mediado
por un splicing mas eficiente en genes que estarian relacionados con la respuesta a la
sequia los cuales son propensos a la retenciéon de intrones (Chong et al. 2019). Po
consiguiente, HAI-1 actuaria protegiendo y regulando la respuesta de la PP a la

deficiencia de agua.

Por otro lado, han descubierto la existencia de dos enzimas del tipo fosfolipasa A1 (PLIP2
y PLIP3), ubicadas en el cloroplasto, que estan vinculas con la biosintesis JA y esta ruta
es mediada por ABA en respuesta al distintos estrés abidticos (Wang ef al. 2018).
Ademas, reportes previos han demostrado que el aumento de la acumulacion JA
posiblemente se deberia a la necesidad de mantener la homeostasis de los lipidos en los
plastos (Wan et al. 2020). Lo que probablemente podria contribuir al incremento de la
proporcion de acidos grasos insaturados porque estos favorecen en la tolerancia al frio,

salinidad y sequia (Zhang et al. 2005; Liu et al. 2008).

Por consiguiente, nuestros resultados explicarian los efectos de los genes HAI1 y PLIP2
en la tolerancia a la sequia por parte de la variedad PP y; por lo tanto, responder a la
deficiente de agua que se presenta en la region de Piura. Es mas, la capacidad de respuesta
de PP podria estar asociado con la calidad de chocolate que se logra de esta variedad.
Debido que a, la composicion lipidica en las semillas es afectado por las condiciones
ambientales y la acumulacion de JA (Mustiga et al. 2019; Wasternack et al. 2013;
Ghassemi-Golezani y Farhangi-Abriz 2018; Nouraei ef al. 2016).
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vV~ CONCLUSIONES

Dentro del analisis realizado podemos deslucir que la variedad PP mostro una
mejor performas a la deficiencia de agua debido a que este impacto en menor
medida en el ¥y y Fm/Fv, Ademas, con respecto a las caracteristicas estomaticas
para esta variedad se establecid que existe una relacion inversa entre la densidad
y tamaifio estomatica que favorece a su tolerancia. Todo ello, nos lleva a pensar

que estos parametros son importantes en la regulacion hidrica del cacao.

Con respecto a la evolucion molecular la expresion de los genes HAI-1 y PLIP2,
nos lleva pensar que protegen y regular de forma mads eficiente la respuesta de PP
a la deficiencia de agua. Al mismo tiempo, se cree que la sobre expresion del gen
PLIP2 aportaria al sabor peculiar de este cacao debido a que causaria una

reconfiguracion de lipidos en las semillas.



VI RECOMENDACIONES

Es necesario emplear una cantidad mayor de variables morfologicas y fisiologicas
para comprender mejor el comportamiento de la variedad PP con el propdsito de

mejorar la compresion de la respuesta a la deficiencia de la variedad.

La evaluacion de las plantas debe ser a partir de clones para evitar la variacion
genética presente al usar semillas sexuales. Asimismo, tener un mejor control de

las condiciones ambientales en las cuales se desarrolla las plantas.

El emplear la tecnologia RNA-Seq para el andlisis del perfil transcripcional de la
planta resultara util para ampliar y identificar otros posibles genes cantidades que

estén involucrados en la respuesta particular de PP a la sequia.
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VIII ANEXOS

s o7

Anexo 1. Medicion de potencial hidrico foliar

En esta técnica, el 6rgano a medir se extirpa de la planta y se sella parcialmente en la
camara de presion. Antes de la escision, la columna de agua en el xilema esté bajo tension.
Sin embargo, la tension se elimina cuando se realiza la escision del 6rgano (es decir, el
W, tiende hacia cero). Ademads, el agua sera extraida rapidamente del xilema por las
células vivas circundantes mediante osmosis. En consecuencia, la superficie de corte
aparece opaca y seca. Para realizar la medicion del Wy del 6rgano, se debe presuriza la
camara con gas comprimido hasta que la distribucion de agua entre las células vivas y los
conductos del xilema vuelve a su estado inicial previo a la escision. Esto se puede detectar
visualmente observando cuando el agua vuelve a los extremos abiertos de los conductos
de xilema que se pueden ver en la superficie de corte en forma de gota de agua. La presion
necesaria para el agua vuelva a su distribucion inicial se llama presion de equilibrio y se
detecta facilmente por el cambio en la apariencia de la superficie de corte, que se vuelve
himeda y brillante cuando se alcanza esta presion. La presion de equilibrio serd

equivalente al W, del tejido que se pretendera evaluar.



Anexo 2. Protocolo hibrido (Kit RNeasy Mini/CTAB) de extraccion de RNA de

hojas frescas cacao.

1.

10.

Pesar 250-500 mg aproximadamente de muestras de hojas frescas, colocar en el
mortero y agregar suficiente cantidad de Nitrogeno liquido que cubra la muestra
y con ayuda del pildn triturar la muestra hasta obtener un polvo fino. (Evite que

la muestra se humedezca).

Transferir el polvo obtenido a un tubo de 15mL y agregar Sml de buffer extracion,
400ul buffer RLT y 100ul de B-mercaptoetanol (Agregado al momento de la

extraccion). Incubar a 65°C por 20min.

Luego centrifugar a 12000g por 5 min a 4°C y transferir la parte superior a un

tubo nuevo de 15mL.

Agregar 2mL de Trizol. Mezclar por inversion e incubar a temperatura ambiente

por 2min.

Agregar ImL de cloroformo:alcohol isoamilico(24:1). Mezclar por inversion y
centrifugar a 8000 g por 30min a 4°C. Transferir la fase superior a un tubo nuevo

de 15mL.

Agregar 0.5mL de Isopropanol frio por cada 600uL de la fase aislada acuosa y

mezclar por inversion.

Agregar 700uL de la solucion del paso 6, incluyendo cualquier precipitado, a la
columna RNeasy Mini spin* y ponerla sobre el tubo colector. Cerrar la tapa y

centrifugar 8000 g por 1min. Luego descarta el eluido.
Repetir este paso hasta pasar todo el volumen de la solucion del paso 6.

Agregar 350uL del buffer RW1* dentro de la columna. Centrifugar a 8000g por

1min. Descartar el eluido.

Agregar 80uL de DNAsa I mix directamente a la columna y deja incubar por

15min a temperatura ambiente.
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11. Agregar 350uLl del buffer RW1* dentro de la columna. Centrifugar a 8000g por

1min. Descartar el eluido.

12. Agregar 500ul del buffer RPE* dentro de la columna. Centrifugar a 8000g por

1min. Descartar el eluido.

13. Agregar 500uL del buffer RPE* dentro de la columna. Centrifugar a 8000g por

2min. Descartar el eluido.

14. Ubicar la columna en un tubo nuevo de 1.5mL. Centrifugar a maxima velocidad

por 1min. Descartar el eluido junto con el tubo nuevo.

15. Ubicar la columna en un tubo nuevo de 1.5mL. Abrir la tapa y cuidadosamente
agregar 30-50uL de Agua libre de RNAsa (DEPC-H20). Después, centrifugar a
8000g por 1min para eluir el RNA.

16. Mediar la concentracion de RNA por Nanodrop y almacenar a -20°C.

Componentes buffer de extraccion RNA

Componentes Concentracioén inicial Concentracién Final
CTAB - 2%

NacCl - 2M

EDTA 0.5M 25 mM

Tris-HCI (pH 8.0) 1M 100 mM
PVP(40000) - 2%

Espermidina - 0.5g/L

*Autoclavar la mezcla dos veces.

Preparacion EDTA (0.5M) pH 8.0

— Pesar 186.1 g de EDTA y agregar 800 mL de H20.

— Diluir completamente sobre el stir magnético. Ajustar el pH a 8 con NaOH.

— Almacenar a temperatura ambiente.

Nota: La sal de EDTA no se disolverd hasta que el pH de la solucion sea

aproximadamente de 8.
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Preparacion Tris-HC1 (1M) pH 8

— Disolver 121.1 g de Tris base en 800 mL de H20 DEPC.

— Ajustar el pH al valor deseado empleando HCL.

Preparacién DNAsa I mix

Vol(1Rx) Vol(10Rx)
DNAse | (Cat: AM2222) 2.5uL (5U) | 25uL
10X DNAse | Buffer 8uL 80uL
H,0 DEPC 69.5 695uL
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Anexo 3. Pares de sondas usadas en el qPCR.

Gen Sonda Tamaiio de
producto

PsbO 5°...GCAAACGCTGAAGGAGTT...3’ 1390b
5°...GGCTTGAAGGCAAATGAGTC...3’ P

5°...GGTTTGCACTTTTACCCGA...3’

PsbA 5°...CTCATAAGGACCGCCATT...>’

72pb

5. . ACTTGATGCTGCTAACTAGG. .3’
PLIP2 5. .CTAGTATCTTTTGGCCTCCG...3’ 102pb

PLIP3 5°...TTCGGTAGACTTGTTGCTTC...3’ ’5pb
5°...TGTATGCACCCAAGAGTAAC...3 P

HALI 5°... AGGGCTCGAGTGACTTTTCA...3’ R9nb
5°...CCGATGAAGACGGGAATAAA...3’ P

Actina 5°...TCCTCTTCCAGCCATCTCTC...3’ 1710b
5°...TCTCCTTGCTCATTCGGTCT...3’ P
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Anexo 4. Método de cuantificacion para evaluar el nivel de expresion relativa
de los genes PsbA, PsbO, HAI-1, PLIP2 y PLIP3 en las variedades de cacao
POUND_7 (P7), ICS_1y Porcelana de Piura (PP)

El nivel de expresion en las plantas con el tratamiento con sequia (CS) mediante el
método 2-24¢t ge determino respecto al calibrador es decir plantas con el tratamiento sin
sequia (SS). El nivel transcripcional actina (act) se utilizd6 como gen normalizador

(housekeeping) de las expresiones en los genes de interés (Gi).

Normalizacién:

ACt1 = Ct (Gi, CS) - Ct (act, CS)
ACt2 = Ct (Gi, SS) - Ct (act, SS)
Unidades de expresion relativa:

AACt = ACt1 - ACt2

2-22Ct = ynidades de expresion relativa
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Anexo 5. Salidas del disefio completamente aleatorio con arreglo factorial

El disefio fue aplicado a los parametros fisioldgicos evaluadas en el estudio los cuales son
Eficiencia fotosintética, contenido de clorofila y potencial hidrico mostrados en este
orden a continuacion. El andlisis comenz6 revisando la salida del analisis de varianza y
luego el posthoc para la comparacion de medias. Apreciandose los grupos formados con
respecto a las variables independientes condicion, variedad y variedad:condicion.

EFECIENCIA FOTOSINTETICA (FM/FV)

analysis of variance

Fuentes variacion Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Condicion 1 0.0000 0.00000 0.000 0.614
Variedad 2 0.3389 0.16943 93.359 <2e-16 ***
Condicion:Variedad 2 0.0021 0.00105 0.607 0.549
Residuals 54 0.0930 0.00172

Signif. codes: 0 ‘***x’ (0.001 ‘**’ 0.01 *" 0.05 '.” 0.1 * " 1

posthoc multiple comparisons of means

Statistics

MSerror Df Mean Ccv
0.001722574 54 0.6870663 6.040742

Parameters
Test alpha
Duncan 0.05
Comparison
Condicion
Diff lwr.ci upr.ci pval
SS-CS -0.0002155203 =-0.02170033 0.02126929 0.984

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**" 0.01 '*’" 0.05 ‘.7 0.1 * " 1

Groups

Fm Fv groups
SS 0.6869586 a
CS 0.6871741 a
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Variedad

Diff lwr.ci upr.ci pval
P7-ICS -0.17751296 -0.20388362 -0.15114230 < 2e-16 **xx*
PP-ICS -0.04545476 -0.07232679 -0.01858274 0.0010 ==
PP-P7 0.13205820 0.10457833 0.15953807 4.4e-16 ***
Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 **" 0.01 ‘*" 0.05 ‘. 0.1 Y " 1
Groups
Fm Fv groups
ICS 0.7573000 a
PP 0.7210286 b
P7 0.5828704 c¢
Condicion:variedad
diff lwr.ci upr.ci pval
SS:ICS-CS:ICS 0.01190000 -0.02258696 0.0463869632 0.4964
CS:P7-CS:ICS -0.16321111 -0.20174484 -0.1246773823 7.8e=-15%**
SS:P7-CS:ICS -0.17991481 -0.21935994 -0.1404696892 7.2e=15%**
CS:PP-CS:ICS -0.05076667 -0.09076629 -0.0107670412 0.0125%
SS:PP-CS:ICS -0.02824286 -0.06624564 0.0097599254 0.1441
CS:P7-SS:ICS -0.17511111 -0.21455624 -0.1356659855 7.5e=-15%**
SS:P7-355:ICS -0.19181481 -0.23196992 -0.1516597113 5.1le-15%**
CS:PP-SS:ICS -0.06266667 -0.10399624 -0.0213370924 0.0025*%*
SS:PP-SS:ICS -0.04014286 -0.08014248 -0.0001432317 0.0492*
SS:P7-CS:P7 -0.01670370 -0.05305615 0.0196487474 0.3654
CS:PP-CS:P7 0.11244444 0.07358204 0.1513068494 5.7e-08***
SS:PP-CS:P7 0.13496825 0.09406384 0.1758726703 2.5e=-10%***
CS:PP-SS:P7 0.12914815 0.08824373 0.1700525645 1.2e-09**x*
SS:PP-SS:P7 0.15167196 0.10940751 0.1939364063 3.2e-12%**
SS:PP-CS:PP 0.02252381 -0.01869600 0.0637436146 0.2820
Signif. codes: 0O '***' (Q0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '." 0.1 " " 1
Groups
Fm Fv groups
SS.ICS 0.7663333 a
CS.ICsS 0.7544333 ab
SS.PP 0.7261905 ab
CS.PP 0.7036667 b
CS.P7 0.5912222 c
SS.P7 0.5745185 c
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CLOROFILA

Analysis of variance

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Condicion 1 1400 1400 0.563 0.45645
Variedad 2 493164 246582 99.114 < 2e-16 ***
Condicion:Variedad 2 26448 13224 5.315 0.00781 **
Residuals 54 134345 2488
Signif. codes: 0 Y***/ (0.001 ‘**’ 0.01 *" 0.05 '.” 0.1 r1
Posthoc multiple comparisons of means
Statistics
MSerror Df Mean Ccv
2487.863 54 473.9921 10.52306
Parameters
test alpha
Duncan
Comparison
Condicion
Diff lwr.ci upr.ci pval
SS-CS 9.660317 -16.15966 35.4803 0.4564
Signif. codes: 0 Y***/ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ vl
Groups
clorofila groups
SS 475.4615 a
CS 465.2308 a
Variedad
diff lwr.ci upr.ci pval
P7-ICS -181.16667 -212.78955 -149.54378 4.5e-13***
PP-ICS 20.64286 -10.98003 52.26574 0.1962
PP-P7 201.80952 168.54663 235.07242 2.2e-13%*x*
Signif. codes: 0 Y***/ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*" 0.05 '.” 0.1 1
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Groups

Clorofila groups
PP 548.1429 a
ICS 527.5000 a
P7 346.3333 b
Condicion:Variedad
Diff lwr.ci upr.ci pval
SS:ICS-CS:ICS 52.60000 24.765323 80.43468 0.00019 *x**
CS:P7-CS:ICS -131.20000 -158.369785 -104.03021 1.6e-15 ***
SS:P7-CS:ICS -178.53333 -207.130745 -149.93592 < 2e-1l6 ***
CS:PP-CS:ICS 35.08571 5.944604 64.22682 0.01862 *
SS:PP-CS:ICS 58.80000 27.107855 90.49214 0.00020 ***
CS:P7-SS:ICS -183.80000 -213.348248 -154.25175 < 2e-1l6 ***
SS:P7-3SS:ICS -231.13333 -261.380454 -200.88621 < 2e-1l6 ***
CS:PP-SS:ICS -17.51429 -46.655396 11.62682 0.23689
SS:PP-SS:ICS 6.20000 -22.941110 35.34111 0.67480
SS:P7-CS:P7 -47.33333 -75.208945 -19.45772 0.00100 **
CS:PP-CS:P7 166.28571 134.919587 197.65184 < 2e-1l6 ***
SS:PP-CS:P7 190.00000 156.824444 223.17556 < 2e-1l6 ***
CS:PP-SS:P7 213.61905 181.210027 246.02807 < 2e-1l6 ***
SS:PP-SS:P7 237.33333 203.560646 271.10602 < 2e-1l6 ***
SS:PP-CS:PP 23.71429 -9.554516 56.98309 0.16467
Signif. codes: Q0 '"***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'" 0.1 " "1
Groups
clorofila groups
SS.PP 560.0000 a
SS.ICS 553.8000 a
CS.PP 536.2857 ab
CS.ICS 501.2000 b
CS.P7 370.0000 c
SS.P7 322.6667 d
POTENCIAL HIDRICO
Analysis of variance
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Condicion 1 270.62 270.62 183.01 < 2e-1l6 ***
Variedad 2 279.85 139.93 94.63 < 2e-1l6 ***
Condicion:Variedad 2 65.25 32.63 22.06 9.91e-08 *xx*xx*
Residuals 54 79.85 1.48
Signif. codes: Q0 ‘Y***/ (0.001 ‘**’ 0.01 *’ 0.05 '.” 0.1 v’ 1
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Posthoc multiple comparisons of means

Statistics
MSerror Df Mean Ccv
1.48 54 -7.913462 -16.83166
Parameters
test alpha
Duncan 0.05
Comparison
Condicion
diff lwr.ci upr.ci pval
SS-CS 4.247513 3.618031 4.876995 4.,4e-13***
Signif. codes: 0O '***' Q0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 " 1
Groups
Potencial hidrico groups
SS -5.230769 a
Cs -9.348571 b
Variedad
diff lwr.ci upr.ci pval
P7-ICS 4.0355556 3.2646008 4.806510 4.6e-13**x%
PP-ICS 4.9800000 4.1690623 5.790938 2.2e=-13%**
PP-P7 0.9444444 0.1734897 1.715399 0.0173 *
Signif. codes: 0O '***' (Q0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'" 0.1 " !
Groups
Potencial hidrico groups
PP -5.250000 a
P7 -6.194444 b
ICS -10.23000 c
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Condicion:Variedad

diff lwr.ci upr.ci pval

SS:ICS-CS:ICS 9.2500000 7.9939380 10.50606202 < 2e-16 ***
CS:P7-CS:ICS 7.9500000 6.7239418 9.17605825 < 2e-16 ***
SS:P7-CS:ICS 11.5611111 10.1961856 12.92603660 < 2e-16 ***
CS:PP-CS:ICS 9.6642857 8.2341524 11.09441906 < 2e-16 ***
SS:PP-CS:ICS 11.7357143 10.2454056 13.22602302 < 2e-16 ***
CS:P7-SS:ICS -1.3000000 -2.5260582 -0.07394175 0.0378 *
SS:P7-SS:ICS 2.3111111 1.0206301 3.60159216 0.0004 ***
CS:PP-SS:ICS 0.4142857 -0.9007302 1.72930160 0.5346
SS:PP-SS:ICS 2.4857143 1.0555809 3.91584763 0.0005 ***
SS:P7-CS:P7 3.6111111 2.2430836 4.97913864 1.4e-07 **x*
CS:PP-CS:P7 1.7142857 0.2988642 3.12970726 0.0172 *
SS:PP-CS:P7 3.7857143 2.2886408 5.28278776 2.9e-07 x*x*
CS:PP-SS:P7 -1.8968254 -3.2415869 -0.55206387 0.0060 =**
SS:PP-SS:P7 0.1746032 -1.1701583 1.51936470 0.7979
SS:PP-CS:PP 2.0714286 0.5701473 3.57270983 0.0065 **
Signif. codes: 0 '***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '." 0.1 " " 1
Groups

Potencial hidrico groups
SS.PP -4.214286 a
SS.P7 -4.388889 a
CS.PP -6.285714 b
SS.ICsS -6.700000 b
CS.P7 -8.000000 c
CS.ICsS -13.760000 d
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Anexo 6. Salidas para el disefio completamente aleatorio

El disefio fue aplicado para la evaluacion de expresion genética realizada en el estudio.
La expresion de cada gen fue sometido al modelo y los resultados son mostrados en el
siguiente orden para los genes HAI, PsbA, PsbO, PLIP2, PLIP3. El analisis comenz6
revisando la salida del analisis de varianza y luego el posthoc para la comparacion de
medias. Aprecidndose los grupos formados con respecto a la variable independiente

variedad.

GEN HAI

analysis of variance

Df Sum Sqg Mean Sq F value Pr (>F)
Variedad 2 328.0 163.99 14.1 6.42e-05%**
Residuals 27 314.1 11.63

Signif. codes: 0 ‘***’ (.001 ‘**" 0.01 '*" 0.05 ‘.7 0.1 * " 1

posthoc multiple comparisons of means

Statistics
MSerror Df Mean Ccv
11.63166 27 1.277229 267.0251
Parameters
test alpha
Duncan 0.05
Variedad
diff lwr.ci upr.ci pval
PP-ICS 1 5.672672 2.214924 8.4739595 0.0016 **
P7-ICs 1 -2.597997 -5.727515 0.5315201 0.1000
P7-PP -7.942439 -11.230427 -4.6544523 2.7e-11 ***
Signif. codes: Q0 '"***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'" 0.1 " ' 1
groups
Log2_doble delta groups
PP 6.0801968 a
ICS 1 0.4075253 Db
P7 -2.2362500 Db
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GEN PSBA

analysis of variance

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Variedad 2 23.2 11.60 0.738 0.487
Residuals 27 424.2 15.71

Signif. codes: 0 ‘***x’ (0.001 ‘**’ 0.01 *" 0.05 ‘.7 0.1 * " 1

posthoc multiple comparisons of means

Statistics
MSerror Df Mean Ccv
15.71147 27 -0.2094004 -1892.914
Parameters
test alpha
Duncan 0.05
Variedad
Diff lwr.ci upr.ci pval
PP-ICS 1 -2.1793459 -4.6787729 0.320081 0.0876
P7-ICS 1 -0.7358712 -3.0511055 1.579363 0.5283
P7-PP 1.4434747 -0.7926149 3.679564 0.2023
Signif. codes: 0 '"***' (0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '." 0.1 " ' 1
groups

Log2_doble delta groups

ICS 1 0.78545455 a
p7 0.04958333 a
PP -1.39389140 a
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GEN PSBO

analysis of variance

Df Sum Sq Mean F value Pr (>F)
Variedad 2 18.3 9.13 0.687 0.512
Residuals 27 358.7 13.29

Signif. codes: 0 ‘***x’ (0.001 ‘**’ 0.01 *" 0.05 '.” 0.1 * " 1

Statistics

MSerror Df Mean Ccv
13.28612 27 0.08092548 4504.159

Parameters

test alpha
Duncan 0.05

posthoc multiple comparisons of means

Variedad
diff lwr.ci upr.ci pval
PP-ICS 1 -1.9535341 -4.290553 0.3834849 0.1015
P7-ICs 1 -1.2394374 -3.383449 0.9045740 0.2529
P7-PP 0.7140967 -1.379290 2.8074835 0.4986
Signif. codes: 0 '***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '." 0.1 " ' 1
Groups

Log2_doble delta groups

ICS 1 1.11239394 a
P7 ~0.09567708 a
PP -0.77394042 a
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GEN PLIP2

analysis of variance

Df Sum Mean Sq F value Pr (>F)
Variedad 2 380.9 190.44 061.78 8.4e-11***
Residuals 27 83.2 3.08

Signif. codes: 0 ‘***x’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*" 0.05 '.” 0.1 * " 1

posthoc multiple comparisons of means

Statistics
MSerror Df Mean cv
3.082503 27 1.363258 128.7875
Parameters
test alpha
Duncan 0.05
Variedad
diff lwr.ci upr.ci pval
PP-ICS 1 5.224842 3.8045106 6.645169 3.1le-10 ***
P7-ICs 1 -3.437222 -4.816907 -2.057538 4.8e-06 ***
P7-PP -8.662064 -10.096422 -7.227707 < 2e-16 ***
Signif. codes: 0 '"***' (0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '." 0.1 " ' 1
Groups

Log2_doble delta groups

PP 5.9908145 a
IcS_1 0.7659722 b
P7 -2.6712500 ¢

69



GEN PLIP3

analysis of variance

Df Sum Sq Mean F Pr (>F)
Variedad 2 49.43 24.715 6.434 0.00519 ***
Residuals 27 103.71 3.841

Signif. codes: 0 ‘***x’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*" 0.05 '.” 0.1 * " 1

posthoc multiple comparisons of means

Statistics
MSerror Df Mean cv
3.84111 27 -0.04850938 -4040.198
Parameters
test alpha
Duncan 0.05
Variedad
Diff lwr.ci upr.ci pval
PP-ICS 1 0.3568929 -1.0669%946 1.780732 0.61877
P7-ICS 1 -2.5575940 -4.006779 -1.1084009 0.00076 ***
P7-PP -2.9144869 -4.362171 -1.466803 0.00010 ***
Signif. codes: 0 '"***' (0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '." 0.1 " ' 1
Groups

Log2_doble delta groups

PP 0.9297501 a
ICs_1 0.7866429 a
P7 -1.8619211 b
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