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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta fisioldgica y espectral de dos clones
(FX 3864 y FX 4098) de caucho (Hevea brasiliensis) frente al mal suramericano de las
hojas SALB (Microcyclus ulei) en condiciones de inoculacion controlada y de infeccién
natural en Caqueta (Colombia). En el laboratorio, las evaluaciones se realizaron en cdmara
himeda a 23 °C, HR > 90% y un fotoperiodo de 12/12 h (PAR= 11.5 umol fotones/m?.s?).
Se analizaron cuatro variables asociadas a la enfermedad, cuatro variables de intercambio
gaseoso Y cinco de fluorescencia de la clorofila a. Se estudié el efecto del SALB sobre las
propiedades de reflectancia espectral y se valoraron siete indices de vegetacion. En jardin
clonal, bajo condiciones ambientales, se clasifico la severidad del SALB de acuerdo con la
fenologia foliar del caucho y segun el estadio de desarrollo del patégeno (anamorfos F.
hevae y A. ulei, y teleomorfo M. ulei). Se analizaron los mismos parametros fotosintéticos
y espectrales estudiados en laboratorio. M. ulei gener6 sintomas en los dos clones a los 4
dias después de la inoculacién. Las tasas fotosintéticas en el clon FX 3864 (susceptible)
fueron significativamente afectadas en respuesta a la infeccién por M. ulei, y en un minimo
grado en el clon FX 4098. La enfermedad influyé significativamente en las propiedades
espectrales. El analisis de las firmas espectrales permitié obtener tres nuevos indices de
vegetacion para la deteccion e identificacion del SALB de acuerdo con la fenologia foliar.
Se reportan los primeros modelos lineales basados en indices espectrales para la prediccion
de las clases de severidad del SALB.

Palabras clave: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulei, fotosintesis, reflectancia
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Abstract

This study aimed to evaluate the physiological and spectral response of two rubber tree
clones (FX 3864 and FX 4098) of Hevea brasiliensis to the South American Leaf Blight
SALB (Microcyclus ulei) under controlled inoculation and natural infection in Caqueta
(Colombia). In laboratory evaluations were performed in a moist chamber at 23 ° C, RH>
90% and a photoperiod of 12 h (PAR= 11.5 pmol photons/m?.s?). Four variables
associated with the disease, four variables of gas exchange and five for the fluorescence of
chlorophyll a were analyzed. Effect of SALB on spectral reflectance properties was
studied and seven vegetation indices were evaluated. In clonal garden, SALB severity was
classified according to the foliar phenology rubber and according to the stage of
development of the pathogen (anamorphic F. macrosporum. and A. ulei, and teleomorph
M. ulei). The same photosynthetic and spectral parameters studied in laboratory were
analyzed in clonal garden. M. ulei generated symptoms in both clones at 4 days after
inoculation. Photosynthetic rates in clone FX 3864 (susceptible) were significantly
affected in response to infection with M. ulei, and to a minor degree in clone FX 4098. The
disease influenced significantly on the spectral properties. The analysis of the spectral
signatures yielded three new vegetation indices for the detection and identification of
SALB according to the foliar phenology. The first linear spectral models for predicting the
severity classes of SALB were reported.

Key words: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulei, photosynthesis, reflectance
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dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en condiciones de inoculacion
controlada. Fenologia foliar (0 — 8 dias, estadio B y > 12 dias, estadio C).
Medias para FX 3864 (altamente susceptible) y FX 4098 (moderadamente
resistente) seguidas por letras distintas para cada evaluacion en el tiempo (A)
0 por un asterisco (B), fueron significativamente diferentes (Prueba LSD, p <
0.05). Las barras representan el error estandar de la media; n =
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Figura 2-4.

Figura 2-5.

Figura 2-6.

Figura 2-7.

Ay B, Tasa de asimilacion neta de CO2 (A); C y D, conductancia estomatica
a vapor de agua (gs); E y F, tasa de transpiracion (E); y G y H, eficiencia en
el uso del agua (WUE) para foliolos de plantas de caucho (Hevea
brasiliensis) de los clones FX 4098 (moderadamente resistente) (A, C, Ey
G) y FX 3864 (altamente susceptible) (B, D, F y H), inoculados (I) y no
inoculados (NI) con Microcyclus ulei (fase conidial: Fusicladium
macrosporum) en condiciones controladas. Fenologia foliar (0 — 8 dias,
estadio B y > 12 dias, estadio C). Medias para los clones FX 4098 y FX
3864 seguidos por un triangulo invertido y para los tratamientos | y NI
seguidos por un asterisco (*) para cada evaluacion en el tiempo fueron
significativamente diferentes (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan
el error estandar de la media; n =

Ay B, Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSII) (Fv/Fm); Cy
D, eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de
reaccion abiertos del PSII (Fv'/Fn'"); E y F, quenching fotoquimico (gp); G y
H, quenching no fotoquimico (NPQ); | y J, tasa de transporte de electrones
(ETR) para foliolos de plantas de caucho (Hevea brasiliensis) de los clones
FX 4098 (moderadamente resistente) (A, C, E, Gy 1) y FX 3864 (altamente
susceptible) (B, D, F, H y J), inoculados (1) y no inoculados (NI) con
Microcyclus ulei (Fase conidial: Fusicladium macrosporum) en condiciones
controladas. Fenologia foliar (0 — 8 dias, estadio B y > 12 dias, estadio C).
Medias para los clones FX 4098 y FX 3864 seguidos por un tridngulo
invertido y para los tratamientos | y NI seguidos por un asterisco (*) para
cada evaluacion en el tiempo fueron significativamente diferentes (Prueba
LSD, p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media; n =

Curvas con la media del espectro de reflectancia para foliolos no inoculados
de caucho (Hevea brasiliensis) (‘0”) y cada una de las clases de severidades
generadas por el mal suramericano de las hojas SALB (Fase conidial:
Fusicladium macrosporum) (donde ‘4’ representa mas del 30% del area
foliar lesionada) en condiciones de inoculacion controlada. A y B, clon
altamente susceptible FX 3864 en los estadios foliares B y C,
respectivamente. C y D, clon moderadamente resistente FX 4098 en los
estadios foliares B y C, respectivamente. .. ..

Curvas con la media de la diferencia de reflectanma para f0|I0|OS no
inoculados de caucho (Hevea brasiliensis) (‘0”) y cada una de las clases de
severidades generadas por el mal suramericano de las hojas SALB (Fase
conidial: Fusicladium macrosporum) (donde ‘4’ representa méas del 30% del
area foliar lesionada) en condiciones de inoculacion controlada. A y B, clon
altamente susceptible FX 3864 en los estadios foliares B y C,
respectivamente. C y D, clon moderadamente resistente FX 4098 en los
estadios foliares B y C, respectivamente. Las curvas de diferencia se
calcularon restando las medias de reflectancia de foliolos sanos a las medias
de foliolos infectados en cada longitud deonda.................coooeiiiiinnnn.n.
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Figura 2-8.

Figura 2-9.

Figura 2-10.

Figura 3-1.

Curvas con la media de la sensibilidad de la reflectancia para foliolos no
inoculados de caucho (Hevea brasiliensis) (‘0’) y cada una de las clases de
severidades generadas por el mal suramericano de las hojas SALB (Fase
conidial: Fusicladium macrosporum) (donde ‘4’ representa méas del 30% del
area foliar lesionada) en condiciones de inoculacion controlada. A y B, clon
altamente susceptible FX 3864 en los estadios foliares B y C,
respectivamente. C y D, clon moderadamente resistente FX 4098 en los
estadios foliares B y C, respectivamente. Las curvas de sensibilidad se
calcularon por el cociente entre las medias de reflectancia de foliolos
infectados y las medias de foliolos sanos en cada longitud de onda..

Correlograma basado en el coeficiente de correlacion de Pearson entre Ia
reflectancia espectral y las clases de severidad generadas por el mal
suramericano de las hojas SALB (Fase conidial: Fusicladium macrosporum)
en condiciones de inoculacion controlada. A y B, clon altamente susceptible
FX 3864 en los estadios foliares B y C, respectivamente. C y D, clon
moderadamente resistente FX 4098 en los estadios foliares B y C,
FESPECLIVAIMEGIILE. ...\ttt ittt ettt et et et et et et e et et e eteeeeaeaneaneans

Relacion entre los valores observados y los valores predichos de las clases de
severidad del SALB (fase conidial: Fusicladium macrosporum) en dos
clones de caucho (Hevea brasiliensis), a partir de modelos de regresion
lineal multiple de la respuesta espectral en condiciones de inoculacion
controlada. A y B, clon altamente susceptible FX 3864 en los estadios
foliares B y C, respectivamente. C y D, clon moderadamente resistente FX
4098 en los estadios foliares B y C, respectivamente. ECM, Error cuadratico

A'y B, Tasa de asimilacion neta de CO2 (A), C y D, tasa de transpiracion (E),
E y F, conductancia estomatica a vapor de agua (gs); Yy G y H, eficiencia en
el uso del agua (WUE) para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en
foliolos jévenes sanos (0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico)
y con cada una de las clases de severidad del SALB producidas por
diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones de
inoculacién natural. A, C, E y G, foliolos en estadio B infectados con
Fusicladium macrosporum; B, D, F y H, foliolos en estadio C infectados con
F. macrosporum. Medias para los clones FX 3864 y FX 4098 sin asterisco
(*) y para las clases de severidad en cada clon seguidas por la misma letra no
difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan el
error estdndar de lamedia; N=5.... ...
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Figura 3-2.

Figura 3-3.

Figura 3-4.

Figura 3-5.

Ay B, Tasa de asimilacion neta de CO2 (A), C y D, tasa de transpiracion (E),
E y F, conductancia estomatica a vapor de agua (gs); Yy G y H, eficiencia en
el uso del agua (WUE) para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en
foliolos con madurez fisioldgica sanos (0Q, con control quimico y 0SQ, sin
control quimico) y con cada una de las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en
condiciones de inoculacion natural. A, C, E y G, foliolos en estadio C/D
infectados con Aposphaeria ulei; B, D, F y H, foliolos en estadio D
infectados con M. ulei. Medias para los clones FX 3864 y FX 4098 sin
asterisco (*) y para las clases de severidad en cada clon seguidas por la
misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras
representan el error estandar de la media; n =

Ay B, Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSIl) (Fv/Fm); Cy
D, eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de
reaccion abiertos del PSII (Fy/Fn); E y F, quenching fotoquimico (gp); G y
H, quenching no fotoquimico (NPQ); | y J, tasa de transporte de electrones
(ETR) para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en foliolos jovenes
sanos (0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico) y con cada una
de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes estadios de
desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones de inoculacion natural. A, C,
E, Gy I, foliolos en estadio B infectados con Fusicladium macrosporum; B,
D, F, H y J, foliolos en estadio C infectados con F. macrosporum. Medias
para los clones FX 3864 y FX 4098 sin asterisco (*) y para las clases de
severidad en cada clon seguidas por la misma letra no difieren
estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan el error
estandar de lamedia; N = 5. ... ..ot

Ay B, Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSII) (F./Fm); Cy
D, eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de
reaccion abiertos del PSII (Fv7Fn?); E y F, quenching fotoquimico (gp); G y
H, quenching no fotoquimico (NPQ); | y J, tasa de transporte de electrones
(ETR) para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en foliolos maduros
sanos (0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico) y con cada una
de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes estadios de
desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones de inoculacion natural. A, C,
E, G y I, foliolos en estadio C/D infectados con Aposphaeria ulei; B, D, F, H
y J, foliolos en estadio D infectados con M. ulei. Medias para los clones FX
3864 y FX 4098 sin asterisco (*) y para las clases de severidad en cada clon
seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p <
0.05). Las barras representan el error estandar de la media; n =

Curvas con la media del espectro de reflectancia para foliolos sanos (0Q, con
control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 3864 de caucho
(Hevea brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en
condiciones de inoculacion natural. A y B, foliolos jovenes B y C,

16

108

114

115



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién
Armando Sterling Cuéllar

Figura 3-6.

Figura 3-7.

Figura 3-8.

Figura 3-9.

Figura 3-10.

respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum. C
y D, foliolos con madurez fisiolégica (C/D y D), con lesiones producidas por
Aposphaeria ulei y Microcyclus ulei, respectivamente..................c..........
Curvas con la media de la diferencia de reflectancia para foliolos sanos (0Q,
con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 3864 de caucho
(Hevea brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en
condiciones de inoculacion natural. A y B, foliolos jovenes B y C,
respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum. C
y D, foliolos con madurez fisiolégica (C/D y D), con lesiones producidas por
Aposphaeria ulei y Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de
diferencia se calcularon restando las medias de reflectancia de foliolos sanos
a las medias de foliolos infectados en cada longitud de

Curvas con la media de la sensibilidad de la reflectancia para foliolos sanos
(0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 3864 de
caucho (Hevea brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en
condiciones de inoculacion natural. A y B, foliolos jovenes B y C,
respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum. C
y D, foliolos con madurez fisiologica (C/D y D), con lesiones producidas por
Aposphaeria ulei y Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de
sensibilidad se calcularon por el cociente entre las medias de reflectancia de
foliolos infectados y las medias de foliolos sanos en cada longitud de

Curvas con la media del espectro de reflectancia para foliolos sanos (0Q, con
control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 4098 de caucho
(Hevea brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en
condiciones de inoculacién natural. A y B, foliolos jovenes B y C,
respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum. C
y D, foliolos con madurez fisioldgica (C/D y D), con lesiones producidas por
Aposphaeria ulei y Microcyclus ulei, respectivamente............................
Curvas con la media de la diferencia de reflectancia para foliolos sanos (0Q,
con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 4098 de caucho
(Hevea brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en
condiciones de inoculacion natural. A y B, foliolos jovenes B y C,
respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum. C
y D, foliolos con madurez fisioldgica (C/D y D), con lesiones producidas por
Aposphaeria ulei y Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de
diferencia se calcularon restando las medias de reflectancia de foliolos sanos
a las medias de foliolos infectados en cada longitud de

Curvas con la media de la sensibilidad de la reflectancia para foliolos sanos
(0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 4098 de
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Figura 3-11.

Figura 3-12.

caucho (Hevea brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en
condiciones de inoculacion natural. A y B, foliolos jovenes B y C,
respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum. C
y D, foliolos con madurez fisioldgica (C/D y D), con lesiones producidas por
Aposphaeria ulei y Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de
sensibilidad se calcularon por el cociente entre las medias de reflectancia de
foliolos infectados y las medias de foliolos sanos en cada longitud de

Correlograma basado en el coeficiente de correlacion de Pearson entre la
reflectancia espectral y las clases de severidad del SALB producidas por
diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones de
inoculacién natural. A, C, E y G, clon altamente susceptible FX 3864; B, D,
F y H, clon moderadamente resistente FX 4098; A y B, foliolos B infectados
con Fusicladium macrosporum; C y D, foliolos C infectados con F.
macrosporum; E y F, foliolos C/D infectados con Aposphaeria ulei; Gy H,
foliolos D infectados con M.

Relacion entre los valores observados y los valores predichos de las clases de
severidad del SALB para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis), a partir
de modelos de regresion lineal multiple de la respuesta espectral en
condiciones de inoculacion natural. A, clon altamente susceptible FX 3864,
Severidad = 7.52 - [20.94 x (R800 - R680)/(R800 + R680)] + [16.88 x (R570
- R531)/(R570 + R531)] + (5.67 x R850/R710) - [0.22 x (1/R550 - 1/R700)]
+ (6.08 x R670/R569), R? = 0.88, ECM = 0.23, p < 0.0001. C, clon
moderadamente resistente FX 4098, Severidad = -19.57 — (86.62 x R522) +
(28.19 x R850/R710) — [10.59 x (R800 - R680)/(R800 + R680)] - [1.52 x
(1/R550 - 1/R700)] + (7.85 x R670/R569), R? = 0.89, ECM = 0.08, p <
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Lista de Simbolos y abreviaturas

A
Amax
E

gs
WUE
TO
DPV
PAR
PCL
PSL
Age
PPFD
HR
Fv/Fm
gP
NPQ
ETR
Opsll
Ci
Chla
Rd
Chilb
Cars (c+d)
Sc
AIC
BIC
LogLik
SCH
AR1
AR1H

Tasa de asimilacion neta de CO2 (umol COzem2es™?)
Tasa maxima diaria de asimilacion neta de CO2 (umol COzem2es™t)
Tasa de transpiracion (mmol Hz0em™2es™)
Conductancia estomatica al vapor de agua (mol HoOsm™2s™?)
Eficiencia en el uso del agua
Temperatura de la hoja (°C)

Déficit de presidn de vapor, entre el mesofilo de la hoja y la atmosfera
Radiacion fotosintéticamente activa (WEem2es™)
Punto de compensacion por luz (mmol fotonem2es™t)
Punto de saturacion por luz (mmol fotonsm2es™?)

Rendimiento cuantico aparente
Flujo fotonico de radiacion fotosintética incidente (mmol fotonem2es™t)
Humedad Relativa (%)

Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il

Quenching o apagamiento fotoquimico

Quenching o apagamiento No fotoquimico

Tasa de Transferencia de Electrones

Eficiencia cuantica del fotosistema I1

Concentracion interna de CO-

Clorofila a

Respiracion en oscuridad

Clorofilab

Carotenoides

Modelo de simetria compuesta con varianzas uniformes

Criterio de informacion de Akaike

Criterio de informacion bayesiano

Log de Likelihood

Simetria compuesta con varianzas heterogéneas

Modelo autoregresivo de orden 1 con varianzas uniformes

Modelo autoregresivo de orden 1 con varianzas diferentes

19



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién
Armando Sterling Cuéllar

SE
SA
IE
TL
Fl
PRI
SIPI
ARI

NI
NDVI

SQ
BFm
CFm
C/DAu
DMu

Modelo sin estructura

Severidad de ataque

Intensidad de esporulacion conidial

Tamafio de lesién (mm)

Frecuencia de infeccion

indice de reflectancia fotosintético

indice independiente de la estructura del pigmento
indice de reflectancia de antocianina

Inoculado

No inoculado

indice de vegetacion de diferencia normalizada
Plantas con control quimico

Plantas sin control quimico

Foliolos B infectados con Fusicladium macrosporum
Foliolos C infectados con Fusicladium macrosporum
Foliolos C/D infectados con Aposphaeria ulei
Foliolos D infectados con Microcyclus ulei
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1. Capitulo 1. Introduccion General

El caucho natural [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.], es una
especie forestal caducifolia cuya principal fuente de aprovechamiento es la produccion de
latex destinada principalmente a la industria Ilantera y automotriz (Compagnon, 1998).
Segun Gongalves et al. (1997), los origenes del caucho natural se remontan a las llanuras
de la region Amazdnica y a la Orinoquia en América del Sur, con una amplia distribucion
en paises como Brasil, Bolivia, Colombia, Guyana Francesa, Per(, Surinam y Venezuela.

Segun la Confederacion Cauchera Colombiana - CCC (2011), en Colombia la explotacion
cauchera se concentra en plantaciones comerciales constituidas por clones introducidos
principalmente de origen asiatico, africano y americano, con una superficie total
establecida de 29.346 ha a diciembre de 2010. El 80% del &rea total establecida se
concentra en cuatro nucleos caucheros: Meta, Magdalena medio, Caquetd y Antioguia-
Cordoba. De acuerdo con la Asociacion de Reforestadores y Cultivadores de Caucho del
Caqueta - Asoheca (2014), Caqueta es el departamento con mayor tradicion cauchera de
Colombia y el tercero en area sembrada con 6.017 ha de caucho, de las cuales 1.581 ha son
plantaciones en etapa productiva con una produccién de 1.89,4 toneladas de caucho seco
por afio.

Dada la importancia del caucho natural y su creciente demanda en el mercado
internacional, en Colombia se han adelantado planes masivos para la expansion del
cultivo, la mayoria de ellos apoyados en el establecimiento de nuevas areas en pequefios y
medianos cultivadores cuya estrategia busca en general, compensar primordialmente la
demanda interna, ya que el pais soélo cubre el 3% de la demanda nacional (Castellanos et
al., 2009).

No obstante, la mayoria de los cultivares establecidos en el pais han perdido productividad
y cada vez son mas susceptibles al Mal Suramericano de las Hojas SALB (por sus siglas
en ingles South American Leaf Blight) (Sterling et al., 2009; Sterling et al., 20104, b, c).
Esta enfermedad es causada por el hongo Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx y representa
la principal amenaza para el establecimiento de nuevas plantaciones de H. brasiliensis en
Latinoamérica (Gasparotto et al., 1997).

Esta situacion ha impulsado en el &mbito nacional, la necesidad no solo de ampliar la base

genética de caucho natural en el pais (Sterling y Rodriguez, 2011, 2012) sino ademas la
necesidad de identificar el impacto real del SALB asi como las estrategias de manejo
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adecuadas que permitan realizar un control integrado de la enfermedad (Castellanos et al.,
2009).

Los principales estudios relacionados con el conocimiento y manejo del SALB se han
concentrado principalmente en el mejoramiento genético para la resistencia a la
enfermedad (Goncalves et al., 1997; Mattos, 2007; Sterling y Rodriguez, 2011, 2012;
Rivano et al., 2013; Cardoso et al., 2014), el control bioldgico (Mello et al., 2006), el
control quimico (Gasparotto et al., 1997) y la influencia de los factores ambientales
asociados a la aparicion y diseminacion de la misma (Furtado et al., 2008). Los diversos
estudios realizados sobre el efecto del SALB en H. brasiliensis han dilucidado en
condiciones controladas varios de los mecanismos bioquimicos y moleculares relacionados
con la resistencia parcial (Rivano et al.,1989; Garcia et al., 1999), la variabilidad
fisiologica de M. ulei (Junqueira et al., 1986; Rivano, 1997; Mattos et al., 2003; Sterling et
al., 2010a) y la influencia de las condiciones ambientales en la dinamica epidemiol6gica
de la enfermedad (Gasparotto et al., 1989; Furtado et al., 2008; Silva et al., 2009; Guyot et
al., 2010).

Sin embargo, son pocos los estudios donde se han analizado algunos de los aspectos
fisiologicos de H. brasiliensis al SALB en condiciones controladas (Lieberei, 2007), y en
condiciones naturales éste conocimiento no se encuentra documentado. En general, los
estudios fisioldgicos realizados en H. brasiliensis han sido abordados en plantas sanas y se
ha analizado el efecto de diversos factores abidticos principalmente el agua, el clima, la luz
y el sistema de cultivo sobre la respuesta de la planta al ambiente (Conforto et al., 2005;
Cavalcante y Conforto, 2006; Rodrigo, 2007; Sena et al., 2007; Conforto, 2008; Righi y
Bernardes, 2008). Los estudios sobre el efecto del estrés bidtico en la respuesta fisiologica
de H. brasiliensis ain son muy incipientes (Cataneo et al., 2011).

Por otro lado, las enfermedades no sélo producen cambios en la fisiologia de la planta sino
que ademas alteran otras propiedades biofisicas, principalmente relacionadas con cambios
en la respuesta espectral de la misma (Zhang et al., 2002; Pietrzykowski et al., 2006;
Delalieux et al., 2007; Delalieux et al., 2009; Malhein et al., 2010, 2013). En H. brasiliensis,
no se ha documentado aun los efectos producidos por el SALB sobre las propiedades de
reflectancia espectral de la planta, en cuyo caso dicho conocimiento representa una
herramienta valiosa para la valoracion no destructiva del estado fisiologico de la misma, el
impacto del estrés ocasionado y la discriminacién y deteccion temprana del SALB.

De acuerdo con lo anterior, este estudio buscara dilucidar los cambios fisiolégicos y
espectrales presentados en los clones de caucho FX 3864 y FX 4098 como respuesta a la
infeccion producida por M. ulei en condiciones controladas de infeccion y en condiciones
ambientales sobre materiales vegetales en etapa improductiva establecidos en jardin clonal
en Caqueta-Colombia (Amazonia colombiana).

1.1 Estado actual del problema

Los estudios fisiologicos realizados en H. brasiliensis han abordado en plantas sanas, el
efecto de diversos factores abioticos relacionados principalmente con estrés hidrico (Medri
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y Lleras, 1983; Pita et al., 1986; Correa et al., 1987; Cavalcante y Conforto, 2006; Sena et
al., 2007; Conforto, 2008), estacionalidad climatica (Conforto et al., 2005; Nascimento et
al., 2006), disponibilidad luminica (Cavalcante y Conforto, 2002; Righi y Bernardes,
2008) vy el efecto del sistema de cultivo (monocultivo y consorcio) sobre el crecimiento y
rendimiento productivo (Oliveira et al., 2004; Oliveira et al., 2006; Rodrigo, 2007). Se
han analizado también en H. brasiliensis, otros factores como la edad de la planta
(Cavalcante y Conforto, 2002), la ontogenia foliar (Miguel et al., 2007) y el genotipo
(Cavalcante y Conforto, 2002) sobre la respuesta fisiologica de la planta.

Sin embargo, se desconocen muchos aspectos relacionados con la respuesta fisiologica de
H. brasiliensis al SALB en condiciones controladas de infeccion (Lieberei, 2007), y en
condiciones naturales éste conocimiento no se encuentra documentado. En este sentido, se
desconoce el efecto que tiene la severidad de la enfermedad sobre la fisiologia de la planta
y no se tiene claridad sobre la evolucion de la respuesta fisioldgica en relacion con el
progreso de la infeccion o el estadio de desarrollo del patdgeno en la planta.

Del mismo modo, las enfermedades no s6lo producen cambios en la fisiologia de la planta
sino que ademas pueden producir cambios en la respuesta espectral de la misma
(Pietrzykowsk et al., 2006; Malhein et al., 2010, 2013). En H. brasiliensis, ain se
desconocen los efectos que puede producir el SALB sobre las propiedades de reflectancia
espectral y la relacién de éstos cambios con el estado fisiolégico de la planta en el
desarrollo de la infeccion y en los estadios de desarrollo de la enfermedad, conocimiento
que podria ser utilizado para determinar el impacto del estrés ocasionado y la
discriminacion y deteccion temprana de ésta enfermedad a diferente escala de estimacion
remota (Moran et al., 1997).

De acuerdo con lo anterior, se observa que es necesario identificar cual es la respuesta
fisioldgica y espectral de dos clones de H. brasiliensis (FX 3864 y FX 4098) con diferente
resistencia al SALB, ante la infeccion producida por M. ulei en condiciones de inoculacion
controlada y de infeccion natural, que permita generar a posteriori bases cientificas
tendientes a desarrollar un sistema de diagnostico fisiologico, monitoreo y manejo
temprano de la enfermedad en viveros, jardines clonales y plantaciones en campo
definitivo.

1.2 Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

La respuesta fisioldgica y espectral de los clones de H. brasiliensis FX 3864 y FX 4098 es
influenciada por la severidad y por el tiempo de progreso del SALB (M. ulei) en
condiciones de inoculacion controlada.

La respuesta fisioldgica y espectral de los clones de H. brasiliensis FX 3864 y FX 4098 es

afectada por la severidad del SALB debida a cada uno de los estadios de desarrollo de M.
ulei en condiciones de infeccion natural en jardin clonal.
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Objetivo general

Evaluar la respuesta fisioldgica y espectral de dos clones de H. brasiliensis (FX 3864 y FX
4098) al SALB (M. ulei) en condiciones de inoculacion controlada y de infeccion natural
sobre materiales vegetales en etapa improductiva en Caqueta-Colombia.

Objetivos especificos

Determinar el efecto de la severidad y del progreso del SALB (M. ulei) en la respuesta
fisiologica y espectral de dos clones de H. brasiliensis (FX 3864 y FX 4098) en
condiciones de inoculacion controlada.

Evaluar el efecto de la severidad del SALB (M. ulei) asociada a los distintos estadios de
desarrollo de M. ulei en la respuesta fisioldgica y espectral de dos clones de H. brasiliensis
(FX 3864 y FX 4098) en condiciones de infeccion natural en jardin clonal.

1.3 Marco teorico

1.3.1 Fisiologia y ecofisiologia vegetal

Segun Azcdn - Bieto y Talon (2000), la fisiologia vegetal es la ciencia que estudia como
funcionan las plantas. Explica a través de leyes fisicas y quimicas como las plantas son
capaces de utilizar la energia de la luz para sintetizar moléculas organicas. Explica también
como las plantas, siguiendo un programa de desarrollo endégeno, son capaces de reproducirse
y cdmo adaptan dicho programa al ambiente particular de cada momento.

Como una integracion entre la fisiologia vegetal y la ecologia, surge una nueva disciplina
experimental conocida como ecofisiologia vegetal, que busca describir los mecanismos
fisiolégicos que subyacen en las observaciones ecoldgicas (Lamberts et al., 2008). Segun
Reigosa et al. (2003) la ecofisiologia en un sentido amplio estudia las adaptaciones
fisioldgicas de los organismos al habitat o al medio ambiente. Larcher (2003) afirma que
es la ciencia de la vida de la planta bajo la influencia de los factores biéticos y abidticos.
Estos factores positiva o negativamente (estrés) afectan al crecimiento, productividad,
supervivencia y reproduccion de las plantas, que evolutivamente han desarrollado
mecanismos para adaptarse y soportar dichos fendmenos (Lamberts et al., 2008).

1.3.2 Respuesta espectral de la vegetacion

Todos los objetos (independientemente de la radiacion que emitan) van a recibir radiacion
emitida por otros cuerpos, fundamentalmente del sol, que, en funcién del tipo de objeto
que se esté considerando puede seguir tres caminos: reflejarse, absorberse y transmitirse
(CCRS, 2007).
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Segln Baret y Andrieu (1994) y Guzman-Rey (2007), en el caso de la vegetacion, las
propiedades reflectivas de la misma dependen de tres tipos de factores: a) estructura de la
cubierta vegetal, principalmente caracterizada por su indice foliar, por la orientacion de las
hojas y por su distribucién y tamafio; b) propiedades Opticas de los elementos reflectantes
(tallos, hojas, flores y frutos); y c) geometria de la observacién, determinada por la
orientacion relativa entre el sol y la superficie y por la situacién del sensor con respecto a
esta Ultima. Las medidas de reflectancia espectral son usadas para valorar el estado fisioldgico
de la vegetacion y discriminar especies cultivables o detectar el impacto del estrés en las
plantas debido a enfermedades, estrés por déficit hidrico o deficiencias nutricionales
(Delalieux et al., 2007; Delalieux et al., 2009; Mahlein et al., 2010).

1.3.3 Efectos de los patogenos sobre la fisiologia y las
propiedades espectrales de las plantas

Son evidentes los efectos fisioldgicos que causan los patdgenos en las plantas, pero
muchos de los eventos que ocurren estdn poco documentados o entendidos (Rodriguez-
Gaviria y Cayon, 2008).

Segun Agrios (2005), los patdgenos ocasionan principalmente las siguientes alteraciones
fisioldgicas: a) disminucion notable de la fotosintesis; b) interferencia sobre el movimiento
ascendente del agua y de los nutrientes inorganicos; c) incremento en la transpiracion,
debido a una disminucion parcial de la proteccion cuticular, al aumento en la
permeabilidad de sus células y a las alteraciones que presentan los estomas; d)
interferencia de la translocacion de los nutrientes organicos a través del floema; e)
incremento de la tasa respiratoria debido a que los tejidos afectados utilizan con mayor
rapidez su reserva de carbohidratos que los tejidos sanos; f) cambios en la permeabilidad
de la membrana celular, lo que trae como consecuencia la pérdida incontrolable de
sustancias Utiles, asi como también la posibilidad de inhibir la entrada en la célula de
sustancias indeseables; g) alteracion de los procesos de transcripcion y traduccion, lo que
afecta la expresion de los genes y conlleva a cambios drésticos desfavorables en la
estructura y funcion de las células afectadas.

Los sintomas de las enfermedades de origen patogénico a menudo generan alteraciones en sus
propiedades espectrales (Pietrzykowski et al., 2006). El impacto de las enfermedades sobre la
fisiologia y la fenologia de las plantas, varia con la interaccion hospedante-patdgeno y puede
causar modificaciones en los pigmentos (Pinter et al., 2003), el contenido de agua, la
funcionalidad del tejido 6 la apariencia de las estructuras especificas del patdgeno. En realidad
estos aspectos individuales pueden alterar los patrones espectrales de la planta (Malhein et al.,
2010, 2013).

El conocimiento del efecto fisioldgico de las enfermedades sobre el metabolismo y estructuras
de las plantas son esenciales en la discriminacion espectral de las hojas y elementos del dosel
saludables y enfermos (Moran et al., 1997). Los mejores resultados para identificar
enfermedades han sido obtenidos en el rango del espectro visible (400-700 nm) y el rojo
cercano (700-1000 nm) (Malhein et al., 2010, 2013).
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1.3.4  El caucho natural (Hevea spp.)

El caucho natural (Hevea spp.) es originario de la cuenca del rio Amazonas, en los
territorios de Brasil, Bolivia, Per( y Colombia, y su uso radica en la produccion de latex
destinado principalmente a la industria llantera. EI caucho natural fue llevado a Asia en
donde logré gran adaptacién y mejor comportamiento que en su lugar de origen, debido
principalmente a que esa regién se encuentra libre del SALB, enfermedad endémica del
area amazonica (Compagnon, 1998; Gasparotto et al., 1997). Hevea brasiliensis (Willd. ex
Adr. de Juss.) Muell.-Arg. (Euforbiaceae) es la Unica especie cultivada en el mundo con el
proposito de obtener latex. Actualmente existen un poco mas de 6 millones de hectéreas
sembradas con este arbol para la produccion de caucho (Castellanos et al., 2009).

1.3.5  Mal suramericano de las hojas (SALB)

El SALB causado por el hongo M. ulei es la principal enfermedad del caucho natural y se
encuentra distribuida en todas las zonas productoras de caucho natural (Hevea spp.) de
América Central y del Sur, en donde representa el principal limitante para el
establecimiento de nuevos cultivos en estas regiones (Gasparotto et al., 1997, 2012). Este
hongo, endémico de Centro y Sudamérica, fue inicialmente identificado en arboles de
caucho del Brasil en 1904. La clasificacion taxonémica del hongo se ha realizado con base
en la forma perfecta o fase telomdrfica que es la correspondiente a Microcyclus ulei (P.
Henn) v. Arx, sin. Dothidella ulei P. Henn (Gasparotto et al., 2012).

Segln Ericsson y Hawksworth, (1993), el hongo pertenece a la clase Ascomycete, orden
Mycosphaerellales y familia Mycosphaerellaceae. M. ulei posee dos estados asexuales: un
estado conidial, Fusicladium macrosporum Kuyper 1912 y un estado picnidial,
Aposphaeria ulei P. Henn. El género Microcyclus fue incluido en la familia
Mycosphaerellaceae por quienes lo consideraron la contraparte estromatica de la familia
Mycosphaerellaceae (Dothideales). Sin embargo, Hora Junior et al. (2014) a través de
andlisis de relaciones filogenéticas usando secuencias de ADN y ARNr, proponen una
nueva nomenclatura para M. ulei: Pseudocercospora ulei (Henn.) Hora Junior & Mizubuti,
perteneciente al Orden Capnodiales y conservando la familia Mycosphaerellaceae. En el
mismo sentido, conservan la denominacion del anamorfo conidial (F. macrosporum = F.
heveae K. Schub. & U. Braun 2003) y en el caso del anamorfo A. ulei, afirman que las
estructuras picnidiales producidas por este estadio de desarrollo son en realidad
espermogonios y estarian estrechamente relacionados con las etapas iniciales del ciclo
sexual de M. ulei.

El SALB reviste gran importancia porque los dafios se localizan en las hojas, lo cual
disminuye la capacidad fotosintética de la planta, que repercute luego en el producto final
(Gasparotto et al., 1990); segun Chee y Holliday (1986), la produccion de latex disminuye
entre 20 y 75%. El uso de genotipos resistentes y la ubicacion de las plantaciones en las
areas de escape, definidas éstas como areas cuyas condiciones climaticas son
desfavorables a M. ulei, pero econdmicamente aptas para el crecimiento del cultivo de
caucho, constituyen las mejores alternativas recomendadas para el control de la
enfermedad (Leal, 1999).
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1.3.6 Morfologia y fisiologia

Segun Gasparotto et al. (2012), M. ulei es un hongo ascomicete, que presenta dos fases o
estados anamorficos (Deuteromycota): En su estado conidial (F. macrosporum) el hongo
presenta conidioforos simples, formados a partir de estromas (agrupamientos miceliales de
apariencia carbonosa) subepidérmicos. En el otro estado asexual (A. ulei) presenta
picnidios agrupados en forma circular sobre estromas que aparecen en el haz de los
foliolos. Durante su fase sexual o teleomorfica se producen ascocarpos dentro de estromas
superficiales de apariencia carbonosa y paredes rugosas, formando también circulos que
sobresalen con mas frecuencia en el haz de los foliolos. EI hongo produce cantidades
grandes de conidios los cuales son diseminados a través del agua lluvia o el viento siendo
este ultimo el responsable de la diseminacion del indculo (Gasparotto et al., 1984). La fase
picnidial no tiene importancia en la diseminacion del patégeno.

1.3.7 Ciclo de vida y epidemiologia

Segun Gasparotto et al. (2012) el ciclo de vida de M. ulei ocurre sélo en H. brasiliensis de
la siguiente manera: a partir de los cuatro a cinco afios de edad, se presenta el fendmeno
anual de caducifolismo. Los foliolos con madurez fisiologica (foliolos D) o foliolos
senescentes (foliolos E) (Halle et al., 1978) proximos a caer presentan los sintomas de lija
(Figura 1-1-B), o sea agrupamientos de estromas negros que abrigan ascosporos de la
reproduccion sexuada del hongo.

. Foliolos “C” (< 30 dias) Foliolos CID (< 90 dias)
<30 dias Lesiones 30 - 60 dias c Aposphaeria ulei
B conidiales =
A Foliolos : i % .
susceptibles g PEN e S o S o

Foliolos
“B” (10 - 20 ) = ) )
dias) . A 30 dias

Conidios

Peritecios
Humedad sobre arboles

Ascosporas Microcyclus ulei

, e T S Foliolos D (< 150 dias)
Foliolos caidos

Peritecios en hojas caidas

Figura 1-1. Ciclo de vida de Microcyclus ulei agente causal del mal suramericano de la
hoja de caucho (Hevea brasiliensis). Adaptado de Gasparotto et al. (2012)
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En los foliolos que caen al suelo y en aquellos que estan en la planta (caducifolismo
tardio), esos estromas son humedecidos por agua de lluvia que provocan el aumento de
tension interna de los ascostromas o pseudotecios que contienen ascas; de ahi son
liberados los ascosporos que son diseminados por el viento afectando foliolos jovenes,
especialmente de otras plantas (Figuras 1-1A, B, C, D). Las hojas viejas y los ascosporos
son los responsables de la infeccion primaria de los foliolos jovenes.

En los foliolos jovenes los ascosporos absorben humedad, germinan y producen tubos
germinativos. Esos producen apresorios, a partir de los cuales primordios de hifas
infectivas se desarrollan, penetran directamente y colonizan los foliolos. Bajo condiciones
favorables a la enfermedad, cerca de cinco a seis dias después, los foliolos infectados
exhiben lesiones cubiertas de esporulacion conidial de la primera fase anamorfica o
asexual del patégeno (F. macrosporum; sin. F. heveae) la cual es mas abundante en las
superficies abaxiales (Figura 1-1D, E, F). De esos foliolos lesionados todavia presentes en
ramas Yy peciolos, los conidios son diseminados por el viento o por la lluvia e infectan otros
foliolos nuevos de la misma planta o de plantas diferentes, de la misma manera que los
ascosporos (Figura 1-1E, F, D).

Siempre que las infecciones primarias por ascosporos, secundarias o recicladas por
conidios infectaren foliolos nuevos con hasta doce dias de edad, con numerosas lesiones en
el limbo, éstos caerdn precozmente. Las condiciones microclimaticas sobre los arboles
permiten el aumento de la esporulacion conidial sobre los foliolos caidos (Figura 1-G). Los
vientos contribuyen para que los conidios presente en los foliolos caidos migren a foliolos
no infectados presentes en arboles distantes de la plantacién, diseminando el patégeno. La
fase explosiva de la enfermedad surge cuando ocurren infecciones conidiales policiclicas,
causando nuevos defoliamientos e incremento en el inoculo conidial (Figura 1-E, F, G, D).
Es la fase mas grave de la enfermedad, que trae como consecuencia el debilitamiento
fisiolégico de los arboles, sujetos a un prolongado periodo de déficit energético y
alteracion de mecanismos fisiol6gicos para atender la continua reposicion de area foliar.

De acuerdo con Hashim & Pereira (1989), la infeccién conidial en hojas méas viejas
(amarillo-verdosas) desarrollara sélo pequefias manchas pero no lesiones caracteristicas de
la enfermedad. Una vez las hojas son completamente verdes, la planta de caucho es
inmune a la infeccién por M. ulei. De los doce dias hasta la maduracion completa, los
foliolos infectados por ascosporos o por conidios no son susceptibles a la caida prematura
por la enfermedad y permanecen en la planta. Estos foliolos pasaran al estadio C/D y cerca
de 30 a 60 dias se observaran estromas negros (sintoma de lija) que abrigan la segunda
fase asexual o picnidial del patégeno (A. ulei), o espermogonios como lo sefialan Hora
Junior et al. (2014) (Figura 1-H, I).

En los foliolos con madurez fisiologica, los sintomas tardio de lija (Figura 1- A, C),
revelan algunas cavidades con conidios picnidiales, otras con ascas y ascosporos, en
cuanto otras se encuentran vacias, donde presumiblemente hubo produccion y liberacion
de ascosporos. Esos foliolos caeran durante el periodo de caducifolismo repitiendo el ciclo.
La duracidn total del ciclo de vida del patdgeno es de cuatro a cinco meses.
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Dado que las plantas de caucho pasan por un periodo de latencia durante el cual se
presenta la caida de sus hojas, es probable que las infecciones nuevas o primarias se
produzcan a partir de los ascocarpos durante esta etapa del desarrollo de las plantas
(Torres, 1999). Las infecciones se producen cuando la espora en presencia de agua o rocio
produce un tubo germinativo que al entrar en contacto con los tejidos epidermales forma
un apresorio que le permite adherirse a la superficie foliar y luego penetrar en forma
directa para colonizar rapidamente los tejidos internos de la hoja. Bajo condiciones
ambientales favorables, el periodo de incubacion o aparicién de los primeros sintomas
ocurre antes de los 5 a 6 dias de haber penetrado el microorganismo, y a partir de ese
momento las lesiones aparecen con una esporulacion abundante de conidias, especialmente
sobre la cara superior del foliolo. Las conidias y ascosporas son diseminadas para infectar
e iniciar ciclos primarios y secundarios de la enfermedad. La fase epidemioldgica o
explosiva de la enfermedad se produce cuando el hongo cumple varios ciclos continuos
produciendo nuevas defoliaciones y mayor cantidad de indculo (Garzén, 2000).

El ciclo completo de la enfermedad dura aproximadamente de los 4 a 5 meses (Gasparotto
et al., 1997) La sobrevivencia del microorganismo ocurre aparentemente cuando se
produce la defoliacion por la enfermedad o por su caracteristica de ser un arbol
caducifolio. Es posible que sobre las hojas caidas el microorganismo sobreviva, dado que
el hongo en ausencia de los nutrimentos requeridos pasa rapidamente a cumplir su estado
telemorfo o sexual, que le permite tolerar condiciones adversas para su desarrollo.

1.3.8 Factores que favorecen la enfermedad

La enfermedad aparece cuando la humedad relativa es superior a 95% por lo menos 10
horas continuas, durante 12 noches en un mes. La temperatura que mas favorece su
incidencia es de 24°C, con un rango de 21 a 28°C, y se limita su desarrollo cuando es
menor de 21°C y mayor de 30°C (Gasparotto et al., 1991).

Se ha investigado que el ciclo de la enfermedad se interrumpe cuando el clima presenta
ciertas caracteristicas que afectan la viabilidad de las esporas, por tanto, su capacidad de
esporulacién; dentro de las méas conocidas se tienen: humedad relativa inferior a 70%,
temperatura media mensual de 20°C, evapotranspiracion real superior a los 900 mm vy
precipitacion anual entre 0 y 200 mm. Sin embargo, se considera que para el desarrollo de
la enfermedad es de gran importancia el tiempo que permanece la hoja mojada, de manera
que también se ha encontrado que en las zonas con vientos suaves las hojas se secan mas
rapidamente y la infeccion disminuye (Torres, 1999).

1.4 Estado actual

Los estudios fisiologicos en H. brasiliensis se han enfocado principalmente en la
influencia de los factores ambientales abidticos (Rodrigo, 2007; Da Matta, 2008). En H.
brasiliensis son apreciables los efectos fisiologicos que causa el SALB; sin embargo,
muchos de los eventos relacionados con la respuesta fisioldgica de la planta estan poco
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documentados o entendidos. Los estudios afines se han enfocado esencialmente en los
aspectos fisioldgicos de la resistencia a M. ulei, con el objetivo de identificar los procesos
involucrados en la interaccion-planta patdgeno (Hashim et al., 1980; Hashim y Pereira,
1989; Garcia et al., 1995, Rivano et al., 2013) y finalmente el desarrollo de marcadores
bioquimicos para asistir programas de mejoramiento (Lieberei, 2007).

Lieberei (1996) evalud en condiciones controladas diferentes aspectos fisiologicos de la
resistencia (contenido de clorofila, fotosintesis, respiracion, peso fresco y peso seco),
asociados al estado fenoldgico de las hojas afectadas. Sin embargo, no esta documentado
el efecto que tiene la severidad de la enfermedad sobre la fisiologia de la planta o en la
respuesta espectral de la misma. Tampoco se tiene claridad sobre los cambios en las
respuestas fisioldgica y espectral en relacion con el progreso de la infeccion o el ciclo de
desarrollo del patégeno en la planta. En este contexto, es necesario identificar las
variaciones fisioldgicas y espectrales entre diferentes genotipos hospedantes de H.
brasiliensis con distintos niveles de resistencia al SALB.

Como en muchos paises de Latinoamérica, el cultivo del caucho natural en Colombia ha
adquirido importancia en los ultimos afios debido a las iniciativas adelantadas por las
entidades regionales que han encontrado en la actividad heveicola un apoyo fundamental
para el desarrollo econdmico del sector agropecuario e industrial. Esta situacion obliga al
sector heveicola a ampliar las areas de siembra mediante el establecimiento y seleccion de
clones de alto desempefio, tolerantes a los principales limitantes fitosanitarios del cultivo,
especialmente al SALB.

En Colombia, el gobierno nacional priorizé diversos nacleos de produccion, teniendo en
cuenta la tradicién cauchera y la delimitacion por zonas de escape y no escape al hongo M.
ulei (STNCC, 2008). En esta priorizacion se incluyé la Amazonia colombiana
especialmente los departamentos de Caquetd, Putumayo y Guaviare, los cuales se ubican
principalmente en zona de no escape al SALB. En consideracién de las potenciales
limitaciones presentes en la zona antes referida, el conocimiento de la respuesta fisioldgica
y espectral de diferentes clones de caucho natural al SALB constituye un insumo clave
para el disefio de una herramienta tecnoldgica de diagndstico temprano para el manejo
apropiado del SALB en combinacion con las estrategias clasicas de manejo a través del
uso de clones resistentes.
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2. Capitulo 2. Efectos del SALB (Microcyclus ulei)
en la respuesta fisiologica y espectral de dos
clones de Hevea brasiliensis con diferente
reaccion al patégeno en condiciones de
inoculacion controlada

2.1 Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta fisioldgica y espectral de dos clones
(FX 3864 y FX 4098) de caucho (Hevea brasiliensis) al mal suramericano de las hojas
SALB (Microcyclus ulei) en condiciones de inoculacién controlada en Caqueté
(Colombia). Las evaluaciones se realizaron en camara hiumeda a 23 °C, HR > 90% y un
fotoperiodo de 12/12 h (PAR= 11.5 pmol fotones/m?.s?). Se analizaron cuatro variables
asociadas a la enfermedad, cuatro variables de intercambio gaseoso y cinco para la
fluorescencia de la clorofila a. Se estudié el efecto del SALB sobre las propiedades de
reflectancia espectral y se valoraron siete indices de vegetacion. M. ulei generd sintomas
en los dos clones a los 4 dias después de la inoculacion. Las tasas fotosintéticas en el clon
FX 3864 (susceptible) fueron significativamente afectadas por la infeccion de M. ulei, y en
un minimo grado en el clon FX 4098. La afectacion de la fotosintesis fue proporcional al
progreso de la enfermedad y el fendmeno se intensificd en foliolos inoculados del estadio
foliar B (18 — 20 dias). La enfermedad influyd significativamente en las propiedades
espectrales. Este efecto se observd principalmente en el contenido relativo de clorofila, la
fenologia de los foliolos, la clase de severidad y el tiempo de inoculacién del patdgeno. El
analisis de las firmas espectrales permitié obtener un nuevo indice de vegetacién para la
deteccion e identificacion espectral del SALB de acuerdo con la fenologia foliar. Se
reportan los primeros modelos lineales basados en indices espectrales para la prediccion de
las clases de severidad del SALB.

Palabras clave: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulei, fotosintesis, reflectancia.
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2.2 Abstract

This study aimed to evaluate the physiological and spectral response of two rubber tree
clones (FX 3864 and FX 4098) of Hevea brasiliensis to the South American Leaf Blight
SALB (Microcyclus ulei) under controlled inoculation in Caqueta (Colombia). Evaluations
were performed in a moist chamber at 23 © C, RH> 90% and a photoperiod of 12 h (PAR=
11.5 pumol fotones/m?.s?). Four variables associated with the disease, four variables of gas
exchange and five for the fluorescence of chlorophyll a were analyzed. Effect of SALB on
spectral reflectance properties was studied and seven vegetation indices were evaluated.
M. ulei generated symptoms in both clones at 4 days after inoculation. Photosynthetic rates
in clone FX 3864 (susceptible) were significantly affected in response to infection with M.
ulei, and to a minor degree in clone FX 4098. The involvement of photosynthesis was
proportional to the progress of the disease and phenomenon intensified in leaflets
inoculated leaf stage of B (18 — 20 days). Disease influenced significantly on the spectral
properties. This effect was mainly based on the relative content of chlorophyll, the
phenology of the leaflets, the kind of severity and time of inoculation of the pathogen. The
analysis of the spectral signatures generated one new vegetation indice for the detection
and identification of SALB according to the foliar phenology. The first linear spectral
models for predicting the severity classes of SALB were reported.

Key words: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulei, photosynthesis, reflectance

2.3 Introduccion

El desarrollo del cultivo de caucho natural [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.)
Muell.-Arg.] en la Amazonia Colombiana ha favorecido el establecimiento de 29.917 ha
aproximadamente, siendo el departamento del Caqueta quien presenta una de las mayores
superficies sembradas con un 14,41% del total cultivado (CCC, 2011). A nivel mundial, el
Sudeste Asiatico produce el 93% del caucho natural, Africa el 4% y América Central y del
Sur el 3%. Tailandia, Indonesia y Malasia concentran el 66.5% de la produccién, siendo
éstos los principales paises productores (IRSG, 2013).

En Colombia, a diciembre de 2013 se reporto la existencia de 44.100 ha cultivadas de
caucho (produccion anual de 3.950 toneladas), constituidas principalmente por clones
introducidos de origen asiatico, africano y americano (STN, 2013).

Dada la importancia del caucho natural y su creciente demanda en el mercado nacional,
situacion que impone al sector heveicola colombiano el reto no solo de incrementar las
areas de siembra sino ademas identificar para las diferentes regiones del pais los clones
apropiados con mejor desempefio y tolerancia a los principales limitantes del cultivo,
especialmente al principal problema fitosanitario, el mal suramericano de las hojas, por sus
siglas en inglés SALB (South American Leaf Blight) causada por el hongo ascomiceto
Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx (Gasparotto et al. 2012).
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Esta enfermedad reviste gran importancia porque produce defoliaciones prematuras
repetidas, reduce la actividad fotosintética de la planta, disminuye la produccion de latex
entre un 20% y 75% (Chee y Holliday, 1986) y puede ocasionar la muerte de la planta
(Gasparotto et al., 2012). Actualmente, el uso del mejoramiento genético para la
generacion de materiales con resistencia horizontal al SALB representa la principal
estrategia para el manejo de la enfermedad (Gasparotto et al., 2012).

Sin embargo, en Colombia y en zonas de no escape al SALB como la region amazodnica,
M. ulei constituye la principal amenaza para el establecimiento de nuevas plantaciones de
H. brasiliensis a escala comercial (Castellanos et al., 2009). En el Departamento del
Caquetd (Amazonia colombiana) los cultivares de caucho natural: IAN 873, IAN 710 y FX
3864 han reducido el desempefio en etapa improductiva (Sterling y Correa, 2010) y se ha
incrementado la susceptibilidad al SALB (Sterling et al., 2009, 2010a, b). Esta situacion
pone en riesgo el desarrollo de nuevas plantaciones de caucho en la regién amazonica
colombiana, debido a la poca variabilidad en su base genética y a la pérdida de resistencia
al hongo M. ulei (Sterling et al., 2010a, b).

Lo anterior ha impulsado a nivel regional la busqueda de nuevas fuentes de resistencia
genética a M. ulei, dentro las cuales se ha destacado el clon FX 4098 como un material
promisorio para la region amazonica colombiana (Sterling et al., 2010a, 2011, 2012).

Sin embargo, son pocos los estudios que han contribuido con el conocimiento de la
respuesta fisiologica de H. brasiliensis al SALB en condiciones controladas (Lieberei,
2007). Los estudios fisioldgicos realizados en H. brasiliensis han sido abordados en
plantas sanas y se ha analizado el efecto de diversos factores abi6ticos principalmente el
agua, el clima, la luz y el sistema de cultivo (Conforto et al., 2005; Cavalcante y Conforto,
2006; Rodrigo, 2007; Sena et al., 2007; Conforto, 2008; Righi y Bernardes, 2008).

No obstante, Sobre una base fisioldgica uno de los principales efectos de los patégenos
foliares biotroficos es en el proceso fotosintético (Berger et al., 2007; Domiciano et al.,
2009). Algunas de estas caracteristicas tales como el intercambio de gases, la clorofilay la
fluorescencia de la clorofila a han sido considerados como utiles indicadores no invasivos
de la conducta del aparato fotosintético en condiciones de estrés, incluyendo ataque por
patogenos (Baker y Rosenqvist, 2004; Berger et al., 2007; Bonfig et al., 2006; Domiciano
et al., 2009; Lichtenthaler y Miehe' 1997).

Cuando las plantas son atacadas por patdgenos, a menudo son alteradas propiedades
fisiolégicas y fotosintéticas (Guo et al., 2005; Swiech et al., 2001). Los estudios han
demostrado que la infeccion por patdégenos conduce a una disminucion en las tasas de
fotosintesis (Berger et al.,, 2007; Chou et al., 2000; Domiciano et al.,, 2009) y
modificaciones del aparato fotosintético (Lichtenthaler y Miehe 1997). Estas
modificaciones pueden deberse a la regulacién negativa o dafios en el aparato
fotosintético.

Las mediciones de fluorescencia de clorofila a, también han demostrado que la eficiencia
fotoquimica del fotosistema Il (PSII) se reduce por causa de la infeccion (Baker y
Rosengvist, 2004; Bassanezi et al., 2003; Bonfig et al., 2006). Al respecto, Pinkard y
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Mohammed (2006) mostraron una relacion lineal negativa entre la tasa de luz saturante de
la fotosintesis neta (Amax) y los dafios a nivel de hoja de Mycosphaerella sp.

Por otro lado, las enfermedades no sélo producen cambios en la fisiologia de la planta sino
que ademas alteran otras propiedades biofisicas, principalmente relacionadas con cambios
en la respuesta espectral de la misma (Zhang et al., 2002; Pietrzykowski et al., 2006;
Delalieux et al., 2007; Delalieux et al., 2009; Malhein et al., 2010). Las mediciones de
reflectancia espectral se utilizan para la evaluacion no destructiva del estado fisiologico de
la vegetacion (contenido de pigmento, area foliar), y para discriminar especies de cultivos
0 para detectar el impacto del estres, tales como enfermedades de las plantas, el estrés por
sequia o deficiencias nutricionales (Blackburn, 2007; Richardson et al., 2001).

Varios estudios han demostrado que los patdégenos también pueden causar dafio en las
hojas a nivel de cuticula y estomas, lo que puede conducir a cambios en la transpiracion, el
equilibrio hidrico de la planta, y, en Ultima instancia, la temperatura de la cubierta vegetal
(Aucique et al., 2014).

La reflectancia de la luz solar sobre las hojas en el espectro visible (VIS, 400-700 nm) y de
infrarrojo cercano (NIR, 700- 1000 nm) son impulsados por mdaltiples interacciones; la
dispersion de la luz como resultado de la superficie de la hoja y las estructuras celulares
internas, y la absorcion de energia radiante inducida por la quimica de la hoja. La funcién
descrita por la relacién de la intensidad de la luz reflejada a la luz iluminada para cada
longitud de onda forma la firma espectral de la hoja / dosel (Carter y Knapp, 2001; Jones
et al., 2003; West et al., 2003).

En consecuencia, los atributos biofisicos y bioguimicos de la vegetacion pueden ser
derivados por espectros de reflectancia. Los métodos épticos, tales como sensores de
imagen y sin imagenes hiperespectrales han demostrado ser una herramienta Gtil para
detectar cambios en la vitalidad de la planta (Hatfield et al., 2008; West et al., 2003).

Los indices de vegetacion espectrales (SVIs) son ampliamente utilizados para seguimiento,
analisis y cartografia de la variacién temporal y espacial en la vegetacion (Gitelson et al.
2002). En H. brasiliensis, no se ha documentado aln los efectos producidos por el SALB
sobre las propiedades de reflectancia espectral de la planta, en cuyo caso dicho
conocimiento representa una herramienta valiosa para la valoracion no destructiva del
estado fisioldgico de la misma, el impacto del estrés ocasionado y la discriminacion y
deteccion temprana del SALB.

De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar cual es el
comportamiento de los clones de caucho FX 3864 y FX 4098 en respuesta a la infeccion
por M. ulei, en condiciones controladas, para lo cual se analizo (a) la variacion temporal
del SALB (b) el intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a (c) y la reflectancia
espectral.
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2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Area de estudio y condiciones de inoculacion

El estudio se realizo en el cuarto climatizado del Laboratorio de Fitopatologia del Instituto
Amazonico de Investigaciones Cientificas Sinchi en Florencia, Caquetd (Colombia),
municipio localizado entre las coordenadas 1° 37' 03" de latitud Norte y 75° 37' 03" de
longitud Oeste (IGAC, 2010). Al interior del cuarto climatizado se adecuaron 10 cubiculos
(cabinas para inoculacién). Cada cubiculo con dimensiones de 1.3 m x 1.2 m x 2.5 m, se
construyd en pléstico negro con armazén en madera y con dos aperturas (un tragaluz y una
puerta) para el control de entrada del aire climatizado. La temperatura del aire se controlo
a 23 °C mediante el uso de dos aires acondicionados de 12000 Btu cada uno tipo mini split
con filtro deshumificador. El control de la humedad relativa (> 90%) se manejé mediante
un sistema de riego independiente por goteo. Finalmente dentro de cada cubiculo se
manejo un fotoperiodo de 12/12 h mediante la adecuacion de un temporizador y cuatro
lamparas fluorescentes de 40 W (PAR= 11.5 pumol fotones/m?2.s?) (Mattos et al., 2003;
Sterling et al., 2010 a, b).

2.4.2 Fuente de in6culo

Se empled el aislamiento CVI2 de M. ulei perteneciente al banco de aislamientos del
Laboratorio de Fitopatologia del Instituto Sinchi. Este aislamiento se obtuvo in vitro a
partir de lesiones conidiales presentes en foliolos infectados en campo (vivero del género
Hevea del Instituto Sinchi, localizado entre las coordenadas 1° 32' 54" y 1° 32' 50" de
latitud Norte y 75°28'47" y 75°28'44" de longitud Oeste en la vereda ltarca, inspeccion de
Santuario en el municipio de La Montafita (Caquetd, Colombia)) y escogido por su
virulencia (Sterling et al., 2011). El aislamiento fue conservado en medio de crecimiento
(MC) (adaptado de Junqueira et al., 1984) en oscuridad a 24 °C y esporulado en medio M4
(papa dextrosa agar — PDA) (adaptado de Mattos, 1999) con un fotoperiodo de 12/12 h. El
in6culo primario, consistio de conidios crecidos in vitro los cuales se depositaron con un
pincel pelo de marta (No. 2) en el envés de foliolos en estadio B> (foliolos B de 10-12 dias
de edad caracterizados por ser pendulares y tener una coloracidn antocianica poco intensa)
(Halle et al., 1978) de plantas de un clon altamente susceptible (PB 260) (Sterling et al.,
2009). Las esporas se recolectaron a partir de foliolos lesionados 8 dias después de la
inoculacion con un pincel pelo de marta estéril y humedecido con Tween 80 al 0.05%. Se
prepard en agua destilada estéril una suspension de indculo de 2 x 10° conidios/ml (Mattos
et al., 2003; Sterling et al., 2010a, b).

2.4.3 Material vegetal

Se utilizaron los clones FX 4098 y FX 3864 (Tabla 2-1) procedentes del Jardin clonal del
Instituto Amazodnico de Investigaciones Cientificas Sinchi en Florencia, Caqueta
(Colombia), los cuales se encuentran ampliamente difundidos a escala comercial en
Caqueta y poseen diferente susceptibilidad a M. ulei. EI clon FX 4098 en condiciones de
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la Amazonia colombiana ha sido clasificado como moderadamente resistente (Sterling et
al. 2012) [tipo de reaccion TR (esporulacion): 4 y 5 en la escala de Junqueira et al. (1986),
y 3y 4 en la escala de Mattos et al. (2003)]. En contraste el clon FX 3864, clasificado
como altamente susceptible (Sterling et al. (2009) [TR: 8 a 10 en la escala de Junqueira et
al. (1986), y 5y 6 en la escala de Mattos et al. (2003)] (Tabla 2-1). La identidad varietal
del clon FX 3864 fue confirmada por Fonseca y Aristizabal (2010) y la del clon FX 4098
por Quintero et al. (2012), mediante el uso de la técnica SSR usando cinco pares de
cebadores microsatélites del genoma de H. brasiliensis: hmac4, hmac5, hmctl, hmct5
(Saha et al., 2005), y M574 (Lespinasse et al., 2000; Lekawipat et al., 2003).

Por cada clon de H. brasiliensis se emplearon plantulas de 4 meses de edad (dos pisos
foliares) crecidas en bolsa con suelo de 7 Kg dentro de cubetas plasticas de 20 cm x 30 cm
y mantenidas en una casa de malla a un temperatura promedio de 29.7 °C, una humedad
relativa media de 80.8% y una radiacion PAR promedio de 275 pmol fotones/m2.s. El
material vegetal fue fertilizado periddicamente cada dos meses de acuerdo con sus
requerimientos nutricionales (Viegas et al., 1992) con aplicaciones edaficas de NPK
[Triple 15® (5 g/plantula)] y elementos menores [Agriminis® (5 g/plantula)]. Para las
inoculaciones se seleccionaron plantulas libres de sintomas por deficiencias nutricionales o
por ataque de plagas o patégenos (Mattos et al., 2003; Sterling et al. 2010a, b).

Tabla 2-1. Descripcion de los clones de caucho (Hevea brasiliensis) evaluados por la
reaccion a Microcyclus ulei en condiciones de inoculacion controlada.

Clon Progenitores  EspeciedeHevea Origen  Resistencia Descripcion general

Clon producido por la compaiia Ford en Brasil, con

caracteristicas de alta productividad (Mattos et al., 2007),

FX 4098 PB 86 X B 110 H. brgshgnssx H. Brasi Moder'adamente crecimiento vigoroso (SFeyImg y Correa, 2910; Sterling et al.,
brasiliensis resistente  2012) con susceptibilidad al secamiento del panel.

Moderadamente resistente a M. ulei (Le Guen et al., 2008,

Sterling et al. 2009, 2010; Rivano et al., 2010).

Clon secundario desarrollado por la compaiiia Ford, en el
H. brasiensis x H . Altamente Brasil, rgsultgnte del cruzamigqto .intra especificos dellos
FX 3864 PB 86 x FB 38 br.asiliensis " Brasil susceptible clones primarios de Hevea brasiliensis. Altamente susceptible
a M. ulei (Junqueira et al., 1988; Mattos et al., 2003; Sterling
etal., 2009)

2.4.4 Inoculaciones controladas y disefio experimental

Las inoculaciones se realizaron en cuarto climatizado a 23 °C y una humedad relativa
superior al 90%. Se utilizé una concentracion de indculo de 2 x 10° conidios/ml la cual se
asperjo en el enves de 12 foliolos jovenes (cuatro hojas trifoliadas) (12 dias de edad) en
estadio B> (Hallé et al., 1978) (Anexo 1) pertenecientes al segundo piso foliar de cada
planta con la ayuda de un aerografo acondicionado con un compresor eléctrico calibrado a
4.5 Pa de presion (Sterling et al., 2010a, b). Luego de la inoculacion, las plantas
permanecieron 24 horas en oscuridad y a partir de ahi hasta el dia 20 se sometieron a un
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fotoperiodo de 12/12 h, radiacion fotosintéticamente activa, PAR: 11.5 pmol fotones/m?.s.
Este grupo de plantas correspondio al tratamiento | (inoculadas). Como control se
emplearon plantas saludables no inoculadas con el patégeno (NI).

El experimento consistid en un disefio completamente aleatorio con dos tratamientos (clon
moderadamente resistente inoculado FX 4098 y clon altamente susceptible inoculado — FX
3864) con cinco repeticiones. La unidad experimental correspondi6é a cada una de las
plantas utilizadas. El experimento se realizo por triplicado.

2.4.5 Analisis de la variacion temporal a Microcyclus ulei en los clones de
caucho FX 3864 y FX 4098 en condiciones controladas

La evaluacién temporal de M. ulei (Fase conidial: F. macrosporum) se realizé a los 4, 8,
12, 16 y 20 dias después de la inoculacion (DDI) con el registro de las siguientes variables:

Severidad de ataque (SA), adaptada de la escala de Gasparotto et al. (1989): definida como
el porcentaje de area foliar lesionada, valorada de 0 a 4: 0= nulo (0% de area foliar
afectada); 1= bajo (0.2 - 5% del area foliar afectada); 2= medio (6 - 15% del area foliar
afectada); 3= alto (18 - 30% del area foliar afectada); 4= muy alto (40 - 100% del area
foliar afectada) (Anexo 2).

Intensidad de esporulacion conidial (IE) de 1 a 6: 1= lesiones necroticas sin esporas; 2=
lesiones clordticas sin esporas; 3= esporulacién muy baja y heterogénea sobre la cara
inferior de los foliolos; 4= esporulacion alta, heterogénea o parcial sobre la cara inferior de
los foliolos; 5= esporulacion muy alta y uniforme cubriendo la lesidn entera sobre la cara
inferior de los foliolos; y 6= esporulacion muy alta cubriendo la lesion entera sobre ambas
caras de los foliolos (Mattos et al., 2003).

Tamario de lesion (mm) (TL): el diametro promedio de la lesién fue calculado a partir de
la medicién del didmetro de las lesiones observadas en cada foliolo con un pie de rey
digital (adaptado de Garcia et al., 1999).

Frecuencia de infeccion (lesiones/8 cm?) (F1): El niumero de lesiones observadas sobre un
rectangulo de 8 cm? (Garcia et al., 1999). En ambos clones se determinaron también los
periodos de incubacion (numero de dias entre la inoculacion y la aparicion de los primeros
sintomas clordticos o necréticos) y de latencia (nimero de dias entre la inoculacién y la
primera aparicion macroscopica de los conidios) (Junqueira et al., 1990).

2.4.6 Evaluacion del intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a
en los clones de caucho FX 3864 y FX 4098 en respuesta a la
infeccion por Microcyclus ulei en condiciones controladas

e Variables del SALB consideradas
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Para la evaluacion de los parametros de intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila
a, se considerd la evaluacion de la severidad de ataque del SALB (Fase conidial: F.
macrosporum) a los 0, 4, 8, 12, 16 y 20 DDI a partir de la escala adaptada de Gasparotto et
al. (1989) como se definié en la seccion: analisis de la variacion temporal a M. ulei en
condiciones controladas. Adicionalmente se calculd el area bajo la curva de progreso del
SALB (AUSPC) a través de la integracion trapezoidal de la curva de progreso de la
severidad mediante la férmula propuesta por Campbell y Madden (1990).

e Intercambio gaseoso

Se midieron la tasa de asimilacion neta de CO; (A) (umol CO, m?2s?), la tasa de
transpiracion (E) (mmol H.0 m2.s?) y la conductancia estomatica (gs) (mol H,O m2.s?)
por medio de un equipo portatil de intercambio de gases IRGA de tipo abierto (TPS 2, PP
Systems, USA). Asimismo se calcul6 la eficiencia en el uso del agua, por su sigla en inglés
WUE (water use eficiency) mediante la expresion WUE = A/E, que permite determinar el
balance entre la pérdida de agua y la toma de CO2 (Bacon, 2004). Las lecturas se tomaron
después de la estabilizacion de los valores de A 'y gs. El equipo se programo en condiciones
de laboratorio a temperatura controlada (23 °C), humedad relativa saturante (>90%),
concentraciones de CO2 ambiente (~ 370 -380 ppm) y densidad de flujo fotonico
fotosintético saturante, por su sigla en inglés PPFD (photosynthetic photon flux density)
(1547 umol fotones m?2.s?), el dato de PAR se determind de acuerdo a curvas de luz.
Durante las mediciones, la temperatura foliar oscild entre 23.2 y 27.5 °C. Las evaluaciones
se realizaron en dos hojas trifoliadas (en el foliolo central de cada hoja) presentes en el
segundo piso foliar de cada planta en cada tratamiento (I y NI) entre las 9:00 y las 11:00
am. Cada hoja fue etiquetada para realizar las medidas repetidas en el tiempo a los 0, 4, 8,
12, 16 y 20 DDI con el fin de cubrir el progreso de la fase infecciosa de la enfermedad.
Las evaluaciones de intercambio gaseoso se realizaron por triplicado. Previo al inicio de
las evaluaciones de intercambio gaseoso y con el fin de determinar el valor de referencia
de A a luz saturante (Amax), en condiciones controladas, se realizaron con el IRGA entre las
9:00 y las 11:00 am curvas de saturacion fotosintética por luz en cada clon (cinco plantas),
en foliolos C (foliolos de 22 a 30 dias de edad, pendientes, flacidos y de color verde claro)
y en foliolos D (foliolos con madurez fisioldgica de 40 - 50 dias de edad y de color verde
oscuro) (dos foliolos por estadio) y en las clases de severidad ‘0’ y ‘2’ para el clon FX
4098 y ‘0’ y ‘4’ para el FX 3864. A partir de las curvas de luz se calcularon los puntos de
compensacion luminica, los puntos de saturacion luminosa (fotosintesis maxima a
saturacion por luz) y la eficiencia fotosintética (tasa de produccion de CO2 por energia
luminica captada) (Solarte et al., 2010a) por medio del modelo estadistico de Mitscherlich
(Aleric 'y Kirkman, 2005) (Anexos 3). Dadas las caracteristicas del equipo, la
determinacion de la curva de luz se empezé con un PPFD de 2023 pumol fotones/m?2.s 'y en
adelante en forma descendente a 1547, 711, 418, 279, 205, 147, 66, 15 y 0 umol fotones
m2.s con temperatura (31.5 °C) y CO> constante (380 ppm). Estos dos procedimientos
permitieron por tanto, determinar el nivel de saturacion luminica (PPFD saturante) en el
cual se realizaron los registros periodicos con el equipo IRGA sobre las plantas sanas e
inoculadas en condiciones controladas.

e Fluorescencia de la clorofila a
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Los parametros de fluorescencia de la clorofila a se estimaron inmediatamente después de
las medidas de intercambio gaseoso mediante un fluorémetro portéatil de pulso modulado
(Hansatech, Hoddesdon, Inglaterra). Las evaluaciones se realizaron en los mismos foliolos
que se utilizaron para las mediciones de intercambio gaseoso. Previo al registro de los
pardmetros de fluorescencia, el punto de medicion de cada foliolo se adapt6 a la oscuridad
durante 30 min. Una vez realizado éste procedimiento, el tejido vegetal se expuso a un haz
débil de luz modulada (0.03 umol m?2.s?) para determinar la fluorescencia inicial (Fo).
Luego un pulso de luz blanca saturante de 6000 pmol m?2.s™ fue aplicado por 1 s para
asegurar la méxima emision de fluorescencia (Fm), a partir de la cual se calculd el
pardametro Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm (rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il, PSII).
Se calcularon ademas bajo condiciones de luz actinica (1000 umol m2.s) los siguientes
parametros: eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de reaccion
abiertos del PSII (Fv7Fm’), los coeficientes de los quenching (apagamientos) fotoquimico
(gP) y no fotoquimico (NPQ) y la tasa de transporte de electrones, por su sigla en inglés
ETR (electron transport rate). La ETR se calcul6 con la ecuacion: ETR = ®psyj X PPFD X f
x o, donde ®psii corresponde al rendimiento cuéntico del PSII calculado con la formula:
(Fm” — Fs)/[Fm f es un factor que cuantifica la particion de energia entre PSIl y PSI
(fotosistema 1) y se asume con un valor de 0.5, lo cual indica que la energia de excitacion
es distribuida equitativamente entre los dos fotosistemas; y a es la absorbancia del tejido
fotosintético de una hoja, cuyo valor se asume en 0.84 (Aucique Pérez et al., 2014). Las
evaluaciones de fluorescencia de la clorofila a se realizaron por triplicado.

2.4.7 Determinacion de la respuesta espectral en los clones de caucho FX
3864 y FX 4098 a la infeccion por Microcyclus ulei en condiciones
controladas

e Medicion de la reflectancia a nivel foliar

La reflectancia espectral se midi6 con un espectrorradiometro portable, mediante el uso de
un cable de fibra Optica de 2m apoyado por un brazo metalico extensible
(Espectrorradiometro Apogee PS-100, StellarNet, Inc, Tampa, USA), inmediatamente
después de las medidas fisioldgicas en las mismas plantas y hojas en donde se realizaron
las mediciones de IRGA y fluorometro. EIl rango espectral fue de 300 — 1000 nm. Dado
que los datos de reflectancia espectral presentaron ruido en los extremos, se analizaron los
valores entre 400 y 900 nm. El intervalo de escaneo espectral fue automaticamente
interpolado a 1 nm mediante el software SpectraWiz de StellarNet. EI espectrorradiometro
se calent6 durante 60 min y se calibro previo a las mediciones espectrales, con el fin de
incrementar la calidad y homogeneidad de los datos de reflectancia. El promedio de 30
mediciones en el negro se calibro en relacion con el promedio de 30 mediciones realizadas
sobre una superficie blanca de referencia (reflectancia estandar) (RS50, StellarNet, Inc
Tampa, USA), iluminada con una lampara de luz halogena de 100 Watt. Dada la fuente de
luz disponible en laboratorio, se ajusté de manera constante el tiempo de integracion a 19
ms por escaneo. Las lecturas espectrales se realizaron en una hoja trifoliada (en los tres
foliolos de cada hoja) presentes en el segundo piso foliar de cada planta en cada
tratamiento (I y NI) entre las 9:00 y las 11:00 am. Por cada foliolo se realizaron tres
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escaneos (un registro en el apice y dos registros, uno a cada lado de la mitad inferior de la
vena central de la superficie adaxial). Cada escaneo representé el promedio de 30
espectros de reflectancia. El cable de fibra dptica se ubico a una distancia de 2.5 cm de
cada foliolo, con el fin de tener un diametro de escaneo de 1.35 cm en cada lectura
espectral. Por cada combinacion factorial (clon x tratamiento) se analizo el espectro de 5
plantas y una hoja por planta (promedio de la reflectancia obtenida de la superficie adaxial
de los tres foliolos). Cada hoja fue etiquetada para realizar las medidas repetidas en el
tiempo alos 0, 4, 8, 12, 16 y 20 DDI con el fin de cubrir el progreso de la fase infecciosa
de la enfermedad. Las evaluaciones espectrales se realizaron por triplicado.

e Medicion del indice de Concentracion de Clorofila (CCI)

Un medidor portatil de clorofila CCM-200 plus (Opti-Sciences, Inc, USA) permitié medir
el indice de Concentracion de Clorofila por sus siglas en inglés CCI (Chlorophyll
Concentration Index). EI CCI es proporcional a la cantidad de clorofila presente en el
tejido vegetal, por lo que este valor es un valor relativo del contenido de clorofila
(Richardson et al., 2002; Atkinson et al., 2006; Liberloo et al., 2007). En cada medicion,
el CClI fue obtenido a partir de la absorbancia 6ptica a 653 y 931 nm sobre una superficie
de tejido vegetal de 71 mm?. La calibracion se realiz6 luego de encenderse el equipo y una
vez se accedio al panel de medicion, manteniendo cerrada y libre la cdmara de medicion.
Una respuesta acustica del equipo 2 — 3 segundos confirmo el proceso de calibracion. Las
mediciones del CCI (de 0 a 200) se realizaron a nivel de foliolo inmediatamente después
de las lecturas espectrales y en los mismos puntos de muestreo donde se realizaron los
escaneos espectrales (Richardson et al., 2002; Pietrzykowski et al., 2006). Los valores de
CCl se registraron en foliolos inoculados (1) y no inoculados (NI) a los 0, 4, 8, 12, 16 y 20
DDI. Por cada combinacion factorial (clon x tratamiento) se analizaron los valores de CCI
de cinco plantas y una hoja por planta (promedio de las lecturas obtenidas de la superficie
adaxial de los tres foliolos). Las evaluaciones de CCI se realizaron por triplicado.

2.4.8 Analisis estadisticos

e Variacion temporal a Microcyclus ulei en condiciones controladas

Se ajusté un modelo lineal general con los factores: clon (FX 3864 y FX 4098), tiempo (4,
8,12, 16 y 20 DDI) y su interaccién, asi:

Yige =W+ Ci+ Tj + (CT)i + sijk

donde:

Yijk variable respuesta (SA, IE, TL, FI)

VI media general

Ci efecto del cloni,coni=1,2

T; efecto del tiempo j,conj=1,2,3,4,5

(CT); Interaccion clon x tiempo

Eijk error residual de la planta k perteneciente al clon i en el tiempo j
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La varianza residual se model6 para contemplar varianzas diferentes (Heterocedasticidad,
H) por clon, mientras que la correlacion residual para las observaciones sucesivas
realizadas sobre una misma planta se contemplé mediante los modelos de simetria
compuesta (SC), autorregresiva de orden 1 (AR1) y sin estructura (SE). Los criterios de
Akaike (AIC), Bayesiano (BIC) y LogLik se utilizaron para la seleccion de la estructura de
varianzas y correlaciones residuales (Di Rienzo et al., 2011). Los menores valores para
estos criterios indicaron el mejor modelo. El ajuste se realizé mediante la funcion Ime de la
libreria nlme (Pinheiro et al., 2013) de R (R Core Team, 2013), bajo la interfaz
implementada en InfoStat (Di Rienzo et al., 2013). EI andlisis de la interaccion clon x
tiempo para la comparacion de medias se realizd mediante la prueba de comparaciones
multiples LSD de Fisher (a = 0.05). Los coeficientes de correlacion (Prueba de Pearson)
entre las distintas variables se estimaron para cada tiempo con el fin de determinar la
variacion en el grado de inter-dependencia de los principales componentes de resistencia al
SALB a lo largo del proceso infeccioso en laboratorio. Todas las pruebas estadisticas se
corrieron en el programa InfoStat version 2013 (Di Rienzo et al., 2013).

e Intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a en respuesta a la infeccion
por Microcyclus ulei

Se ajustd un modelo lineal general con los factores: clon (FX 3864 y FX 4098),
tratamiento (I y NI), tiempo de muestreo (0, 4, 8, 12, 16 y 20 DDI) y sus interacciones, asi:

Yij = | + Ci+ Tj +TMk + (CxT)ij + (CXTM)ik + (TXTM)jk + (CXTXTM)ijk + &iji

donde:

Yijki variable respuesta (A, E, gs, WUE, Fv/Fm, F'\W/[F'm, gP, NPQ, ETR)
M media general

Ci efecto del cloni,coni=1,2

T; efecto del tratamiento j, conj=1, 2

TMk efecto del tiempo de muestreo k, conk =1, 2, 3,4,5,6

(CxT)jj Interaccion clon x tratamiento

(CxTM)ik Interaccion clon x tiempo de muestreo

(TXTM);« Interaccion tratamiento x tiempo de muestreo

(CXTxTM)ij  Interaccion clon x tratamiento x tiempo de muestreo

Eijkl error residual de la planta | perteneciente al clon i, del tratamiento j en el

tiempo k

La varianza residual se modeld para contemplar varianzas diferentes (Heterocedasticidad,
H) por tiempo de muestreo, mientras que la correlacion residual para las observaciones
sucesivas realizadas sobre una misma planta se contemplé mediante los modelos de
simetria compuesta (SC), autorregresiva de orden 1 (AR1) y sin estructura (SE). Los
criterios de Akaike (AIC), Bayesiano (BIC) y LogLik se utilizaron para la seleccion de la
estructura de varianzas y correlaciones residuales (Di Rienzo et al., 2011). Los menores
valores para estos criterios indicaron el mejor modelo.
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El ajuste se realizé mediante la funcion Ime de la libreria nime (Pinheiro et al., 2013) de R
(R Core Team, 2013), bajo la interfaz implementada en InfoStat (Di Rienzo et al., 2013).
El andlisis de los factores fijos y sus interacciones para la comparacién de medias se
realizd mediante la prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher (o = 0.05). Los
coeficientes de correlacion (Prueba de Pearson) entre las distintas variables se estimaron
para los estadios foliares B y C de las plantas inoculadas del clon susceptible (FX 3864) ,
debido a que éste material presentd los mayores niveles de severidad de la enfermedad.
Todas las pruebas estadisticas se corrieron en el programa InfoStat version 2013 (Di
Rienzo et al., 2013).

e Respuesta espectral a la infeccion por Microcyclus ulei

A partir de las lecturas de reflectancia se construyeron las firmas espectrales para cada
clase de severidad del SALB, en cada uno de los estadios foliares [B (10 a 18 dias de edad)
y C (22 a 30 dias de edad)] y en ambos clones de caucho. Un andlisis de varianza permitio
evaluar la significancia de la severidad sobre la reflectancia en el espectro visible (VIS,
400 - 700 nm) y en el infrarrojo cercano (NIR, 700 — 900 nm). En este mismo sentido, con
el fin de detectar en qué longitudes de onda se presentaron las mayores diferencias, se
calculo la diferencia de reflectancia, restando las medias de reflectancia de foliolos sanos a
las medias de foliolos infectados en cada longitud de onda (Mahlein et al., 2010).
Adicionalmente, se calculd la sensibilidad de la reflectancia como el cociente entre las
medias de reflectancia de foliolos infectados y las medias de foliolos sanos en cada
longitud de onda (Delaliux et al., 2009). Un analisis de correlacion lineal simple de
Pearson, permitio analizar la intensidad de la relacion entre la firma espectral y la
severidad en el VIS y en el NIR (Pietrzykowski et al., 2006). Se utilizaron indices de
vegetacion espectral (IVEs) relacionados con diferentes pardmetros fisioldgicos con el fin
de identificar y discriminar entre clones, tratamientos, estadios fenoldgicos y clases de
severidad. Se emplearon IVEs obtenidos de las curvas de sensibilidad de la reflectancia
(méximos y minimos), e IVEs relevantes reportados en la literatura (Tabla 2-2).

Tabla 2-2. indices de vegetacion espectral y algoritmos utilizados para analizar la
respuesta espectral de dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) al mal suramericano de
las hojas (Microcyclus ulei) en condiciones de inoculacion controlada.

indice Ecuacion® Relacionado con Referencia
R674/R550 R674/R550 Clorofila Autor
R678/R550 R678/R550 Clorofila (Pietrzykowki et al. (2006)

Biomasa/area de la
hoja

Indice de vegetacion de diferencia

. NDVI = (R800 - R680)/(R800 + R680)
normalizada

Lichtenthaler et al. (1996)

Indice de reflectancia fotosintético PRI = (R570 -R531)/(R570 + R571) Xantofila Gamon et al. (1990)
R850/R710 R850/R710 Clorofila Datt (1999)
I’ild;ﬁ;]'{fepe”d'e”te delaestructuradel o5, Rg00 - R445)/(R800 + R630) Carotenoides: Pefiuclas et al . (1995)
Pig clorofila a

Indice de reflectancia de antocianina ARI = (1/R550) - (1/R700) Antocianina Gitelson et al. (2001)

“Reflectancia en longitudes de onda indicadas
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Se realizd un andlisis de varianza para determinar qué IVEs presentaron diferencias
significativas entre las clases de severidad con un nivel de significancia del 5%. Luego una
prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher (o = 0.05) permiti6é identificar las
diferencias entre las medias de los IVEs para las clases de severidad analizadas. A
continuacion se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson entre las clases de
severidad del SALB, el CCI medido con el CCM 200-Plus y los IVEs utilizados.

Con el fin de analizar el efecto del progreso temporal del SALB sobre los siete IVEs, se
ajustd un modelo lineal general con los factores: clon (FX 3864 y FX 4098), tratamiento (I
y NI), tiempo de muestreo (0, 4, 8, 12, 16 y 20 DDI) y sus interacciones, asi:

Yijw = W + Ci+ Tj +TMk + (CXT)ij + (CXxTM)ik + (TXTM)jk + (CXTXTM)ijk + éiji

donde:

Yijk variable respuesta (R674/R550, R678/R550, NDVI, PRI, R850/R710, SIPI,
ARI)

I media general

Ci efecto del cloni,coni=1,2

T; efecto del tratamiento j, conj=1, 2

TMk efecto del tiempo de muestreo k,conk=1,2,3,4,5,6

(CxT)jj Interaccion clon x tratamiento

(CxTM)ik Interaccion clon x tiempo de muestreo

(TXTM);x Interaccion tratamiento x tiempo de muestreo

(CxTxTM)ij«  Interaccion clon x tratamiento x tiempo de muestreo

Eijkl error residual de la planta | perteneciente al clon i, del tratamiento j en el
tiempo k

La varianza residual se model6 para contemplar varianzas diferentes (Heterocedasticidad,
H) por tratamiento, mientras que la correlacion residual para las observaciones sucesivas
realizadas sobre una misma planta se contemplé mediante los modelos de simetria
compuesta (SC), autorregresiva de orden 1 (AR1) y sin estructura (SE). Los criterios de
Akaike (AIC), Bayesiano (BIC) y LogLik se utilizaron para la seleccion de la estructura de
varianzas y correlaciones residuales (Di Rienzo et al., 2011). Los menores valores para
estos criterios indicaron el mejor modelo. El ajuste se realizé mediante la funcion Ime de la
libreria nlme (Pinheiro et al., 2013) de R (R Core Team, 2013), bajo la interfaz
implementada en InfoStat (Di Rienzo et al., 2013). El analisis de los factores fijos y sus
interacciones para la comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de
comparaciones multiples LSD de Fisher (a = 0.05).

Finalmente, se realizO una regresion lineal multiple mediante el método stepwise
(regresion por pasos) para identificar el mejor modelo para explicar la relacion entre las
clases de severidad y el espectro de reflectancia. Para el analisis de regresion se tuvieron
en cuenta longitudes de onda sensibles a la severidad del SALB y los IVEs estudiados. Se
probaron los supuestos de normalidad, no autocorrelacion de Durbin-Watson y la
multicolinealidad. EI modelo con el menor nimero de variables significativas dados los
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mejores coeficientes de determinacion (R?) y el error cuadratico medio (ECM) se
utilizaron como criterios para la seleccién del mejor modelo predictivo de las clases de
severidad del SALB. Se realiz6 un diagrama de dispersion entre los valores predichos
contra los valores observados y se trazo la linea de ajuste de la regresion lineal entre estos
valores. Se calcularon también los porcentajes de clases de severidad subestimada,
sobrestimada y correctamente clasificada. Todas las pruebas estadisticas se corrieron en el
programa InfoStat version 2013 (Di Rienzo et al., 2013).

2.5 Resultados y discusion

2.4.2 Variacion temporal a Microcyclus ulei en los clones de caucho FX
3864 y FX 4098 en condiciones controladas

e Seleccion del modelo estadistico para el analisis de los datos

El andlisis de las variables SA, IE, TL y FI se basé en un modelo de analisis de varianza de
datos longitudinales (Tablas 2-3, 2-4 y 2-5). EI mejor modelo fue el de simetria compuesta
con varianzas homogéneas (SC) (Tabla 2-3). En general, para las variables evaluadas, los
criterios (AIC y BIC) fueron minimos para éste modelo, excepto para la variable TL en la
cual el modelo SE present6 el menor valor para el criterio AIC (Tabla 2-3). EI modelo SC
se utilizo para la inferencia estadistica principalmente para analizar la significancia de la
interaccion Clon x Tiempo (Tabla 2-4 y Figuras 2-1A-D).

Tabla 2-3. Criterios para la eleccion del modelo de anélisis de datos longitudinales para la
evaluacion en el tiempo (dias) del SALB (Microcyclus ulei) en los clones de caucho FX
3864 y FX 4098 en condiciones de inoculacion controlada.

Severidad de ataque, Intensidad de . Frecuencia de infeccion
a Tamafio de lesion (mm), TL

Variable SA esporulacion conidial, 1E (lesiones/gert), F

Modelo AIC BIC LogLik AIC BIC LogLik AIC BIC  LogLik AIC BIC  LogLik
SC 5310 7337 -1455 4094 6121 -847 -2350 -323 2375 13548 15575 -B5.74

SCH - - - - - - -2413  -218 2507 13671  158.66 -55.35
AR1 65.32 8559 -20.66 4107 6134 -854 -18.89 1.38 2145 17576  196.03 -75.88
ARIH - - - - - -20.73 1.23 2336 15793  179.89  -65.97
SE - - 58.72 9419 -8.36 -28.56 6.91 3528 14328 178.75 -50.64

AIC: Criterio de informacion de Akaike; BIC: Criterio de informacion bayesiano; LogLik: Log de Likelihood (Di Rienzo et al ., 2011)
SC: Modelo de simetria compuesta con varianzas uniformes; SCH: Modelo de simetria compuesta con varianzas heterogéneas; ARL:
Modelo autorregresivo de orden 1 con varianzas uniformes; AR1H: Modelo autorregresivo de orden 1 con varianzas diferentes; SE:
Modelo sin estructura. El mejor modelo es el de simetria compuesta con varianzas uniformes (SC).

El modelo seleccionado en éste estudio para analizar la variacion temporal del SALB en
condiciones de inoculacion controlada difiere del utilizado por Rivano et al. (2010)
quienes reportaron un modelo autorregresivo de primer orden con varianzas heterogéeneas
(AR1H) para la evaluacion mensual de la susceptibilidad al SALB en condiciones de
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campo en Ecuador. En ambos estudios, los criterios AIC y BIC fueron los mas importantes
en la eleccion del modelo.

Tabla 2-4. Analisis de la varianza basado en el modelo de simetria compuesta con
varianzas uniformes (SC).

Efecto gl SA IE TL Fi
Clon 1 72.25(<0.0001) 103.14 (<0.0001) 216.62 (<0.0001) 186.12 (<0.0001)
Tiempo 4 53.39(<0.0001) 89.91 (<0.0001) 87.66 (<0.0001)  42.52 (<0.0001)
ClonxTiempo 4 2.96(0.0313)  4.70 (0.0033)  22.47 (<0.0001)  0.78 (0.5432)

SA, severidad de ataque; IE, intensidad de esporulacién conidial, TL, tamafio de lesién (mm), FI,
frecuencia de infeccion (lesiones/8 sz)

e Reaccion del FX 3864 y FX 4098 a Microcyclus ulei

M. ulei gener6 sintomas cloréticos (SA, TL, FI) del SALB en ambos clones de caucho (FX
3864 y FX 4098) (Tabla 2-5), los cuales se observaron a los 4 dias después de la
inoculacién (periodo de incubacion) (Figuras 2-1A-C). Los signos de la enfermedad (IE=
3) se manifestaron a los 8 dias en el clon FX 3864 y a los 12 dias en el clon FX 4098
(periodo de latencia) (Figura 2-1D). El clon FX 3864 present6 la mayor susceptibilidad a
M. ulei con las mayores notas de severidad de la enfermedad (Tabla 2-5) y una
esporulacion alta, heterogénea sobre la cara inferior de los foliolos (IE= 4) registrada a
partir del dia 16 después de la inoculacion (Figura 2-1D). Luego del dia 12 después de la
inoculacion, en general se observaron a través del tiempo minimas diferencias en los
valores medios de las cuatro variables analizadas (Tabla 2-5 y Figuras 2-1A-D).

Tabla 2-5. Medias para cuatro componentes fisiolégicos asociados a la reaccion a
Microcyclus ulei de dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) evaluados a través del
tiempo en condiciones de inoculacion controlada.

Variables de reaccion a M. ulei

Factor Nivel

SA TL FI IE
Clon FX 3864 3.16 + 0.11%" 1.83 +£0.03a 16.84 + 0.54a 3.20 + 0.05a
FX 4098 1.80 + 0.11b 1.13 + 0.03b 6.40 + 0.54b 2.44 + 0.05b
4 1.50 + 0.10b 1.02 + 0.04d 9.70 £ 0.42d 1.80 + 0.08d
Tiempo (dias 8 2.60 £ 0.10a 1.38 £ 0.04c 11.30 £ 0.42c 2.50 £ 0.08c
después de la 12 2.70 £ 0.10a 1.62 + 0.04b 11.90 £ 0.42b 2.80 + 0.08b
inoculacion) 16 2.80+0.10a 1.63 +0.04b 12.40 £ 0.42ab 3.50 + 0.08a
20 2.80 + 0.10a 1.75 + 0.04a 12.80 + 0.42a 3.50 + 0.08a

®Error estandar

P\/alores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05)

SA, severidad de ataque; IE, intensidad de esporulacion conidial, TL, tamafio de lesién (mm), FI, frecuencia de

infeccion (lesiones/8 cm?)
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El periodo de incubacion observado en este estudio para los clones FX 3864 y FX 4098
fue de 4 dias, muy similar a los reportes de Chee (1976) (5 dias), Junqueira et al. (1990)
(2.6 a 5 dias) y Garcia et al. (1999) (4.5 dias). Segin Hashim et al. (1978) los foliolos con
mayor edad (12 - 20 dias) son menos receptivos a la infeccidon por M. ulei, por lo que en
materiales susceptibles como moderadamente resistentes, los sintomas se presentan en un
mayor tiempo (10 — 25 dias después de la inoculacion). Lo anterior, podria explicar por
que clones que han demostrado resistencia parcial a M. ulei como el FX 4098 (Junqueira et
al., 1990, Mattos et al., 2003, Sterling et al. 2010a, b) presentd en este estudio lesiones
cloroticas antes de los 5 dias, igual a lo observado en el clon mas susceptible, el FX 3864.

En relacién con el periodo de latencia, Junqueira et al. (1988) observaron signos de M. ulei
en el clon FX 3864 con un rango de 6.5 a 11 dias después de la inoculacion, mientras que
en el clon FX 4098 fue de 8 a 10 dias. Hashim et al. (1978) observaron signos del
patogeno a los 9 dias. Garcia et al. (1999), registraron un periodo de latencia de 7 dias en
el clon FX 4098. En el presente estudio el periodo de latencia para FX 4098 (12 dias) fue
superior a lo reportado por dichos autores, lo que indica una menor virulencia del
aislamiento CVI2 en el clon FX 4098. Sin embargo, segin Mattos et al. (2003), la reaccion
(resistente o susceptible) a M. ulei del clon FX 4098 puede variar segun la virulencia del
aislamiento probado.

Por otro lado, el periodo de latencia para el clon FX 3864 (8 dias) estuvo dentro del rango
observado por Hashim et al. (1978) lo que confirma la susceptibilidad de éste clon a M.
ulei. Garcia et al. (1999), afirman que la esporulacion en foliolos jovenes, susceptibles en
general, se manifiesta entre los 5 y los 8 dias posteriores a la inoculacién, similar a lo
observado en este estudio para el clon FX 3864 (8 dias) (Figura 2-1D).

Segun las tablas 2-4 y 2-5, se encontraron diferencias significativas entre los dos clones de
caucho y entre los dias después de la inoculacion para las cuatro variables del SALB. La
prueba de hipotesis con el modelo SC resultd significativa para la interaccién Clon x
Tiempo en las variables SA, IE y TL (Tabla 2-4). La significancia observada en este
estudio por efecto del genotipo también ha sido reportada en condiciones de inoculacion
controlada por autores como Jungueira et al. (1990), Garcia et al. (1999), Mattos et al.
(2003), Le Guen et al. (2008) y Sterling et al. (2010b, 2011). En relacion con el efecto del
tiempo, la mayoria de estos estudios han analizado la reaccion a M. ulei en lecturas
iniciales (periodos de incubacion y latencia) y finales de la enfermedad (severidad,
esporulacién conidial, diametro de lesion, frecuencia de infeccion, entre otros) entre los 12
y 17 dias después de la inoculacion.

e Analisis de la interaccion Clon x Tiempo

El anélisis de la interaccion Clon x Tiempo para las cuatro variables estudiadas se presenta
en las figuras 2-1A-D. En este sentido, se encontrd que el valor medio de SA (severidad de
ataque) fue de 2.48 el cual oscilo entre 1.00 (ataque bajo) para el clon FX 4098 en el dia 4
después de la inoculacion y 3.60 (ataque alto a muy alto) en el clon FX 3864 a partir del
dia 16 después de la inoculacion (Figura 2-1A).

52



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién
Armando Sterling Cuéllar

4.00 2.50
ab a a A a B
) i i = b b .
5 5 }b - 2.00 &
P c
.
c = 1.50
& 2.00- ' PO LA A £ de A& de 59
[7¢] / 4 ) o S’ @ ", Y
vl o | A
2 = 100 £
d "o 'S
1.00 (¢
k —@—FX 3864 0.50 ® FX 3864
A—FX 4098 A FX 4098
0.00 v T T ' d 0.00 ' ' .
4 8 12 16 20 g 8 12 16 20
Dias despus:de la inoculacién Dias después de la inoculacion
19.00 . g 6.00
a _a
b + b P Py C D
C ® 5.00
15.20 . 5.
v a a
E 4.00 L3 .
o 11404 h b . "
5]
= = 3.00 . L A
2 ed 1 rs
& 760 . of o 4 d d .
= & g 4 2.00 . &
(29 ‘ ~ A
3.80 ® X 3864 1.00 ® I'X 3864
A X 4098 A X 4098
0.00 + v v il 0.00 v ' '
4 8 12 16 20 4 8 12 16 20

Dias después de la inoculacion Dias después de la inoculacion

Figura 2-1. Progreso del SALB (Microcyclus ulei) en dos clones de caucho (Hevea
brasiliensis) en condiciones de inoculacion controlada en Caquetda (Colombia). A.
Severidad de ataque (SA) de 0 a 4 (0: nulo; 1: leve; 2: medio; 3: alto y 4: muy alto),
modificada de la escala de Gasparotto et al. (1989). B. Tamafio de lesién (mm) (TL)
(Garcia et al., 1999). C. Frecuencia de infeccion (Lesiones/8 cm?) (FI) (Garcia et al.,
1999). D. Intensidad de esporulacién conidial (IE) de 1 a6 (1y 2: lesiones sin esporas; 3 'y
4: lesiones con esporulacion débil; 5 y 6: lesiones con esporulacion fuerte y muy fuerte,
respectivamente), segln la escala de Mattos et al. (2003). Cada punto representa la media
de cinco réplicas. Las barras representan el error estandar. Medias seguidas por la misma
letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05).

A lo largo del tiempo, el valor medio de SA en el clon FX 3864 fue significativamente
superior a lo observado en el clon FX 4098 (p < 0.05). La SA en el clon mas susceptible
(FX 3864) se estabilizé a partir del dia 12 después de la inoculacion, mientras que en el
clon FX 4098 ocurrio a partir del dia 8 en donde se observo una severidad media maxima
constante (SA= 2.00) (Figura 2-1A). Los mayores tamafios de lesion (TL) se presentaron
en el clon FX 3864, los cuales oscilaron entre 1.16 mm y 2.24 mm a los 4 y 20 dias
después de la inoculacion, respectivamente (Figura 2-1B). Entre el dia 16 y 20 se observé
un incremento significativo (p < 0.05) de TL en el clon FX 3864 contrario a lo registrado
en el clon FX 4098. El mayor tamafio de lesion (1.26 mm) en el clon FX 4098 se observo
en el dia 20 después de la inoculacion.
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En relacién con la frecuencia de infeccion (FI), en ambos clones se observo un incremento
significativo en el nimero de lesiones hasta el dia 12 (6.6 lesiones/ 8 cm? en FX 4098 y
17.2 lesiones/ 8 cm?en FX 3864), en adelante FI no presentd variacion significativa en el
tiempo (Figura 2-1C), dado el desarrollo fenologico de los foliolos en estadio C impiden
que el indculo presente reinfecte (Lieberei, 2007). Aunque la interaccion Clon x Tiempo
no resultd significativa para Fl (Tabla 2-4), la prueba LSD de Fisher mostré diferencias
debido al efecto significativo exhibido por los efectos principales (Clon y Tiempo)
(ambos, p < 0.01) (Tablas 2-3 y 2-4). Lo anterior significa que aunque la FI medio
observado en cada clon no fue influenciado por el tiempo transcurrido entre la inoculacion
y el avance de la enfermedad (se observd el mismo patron de incremento), si se evidencio
a lo largo del tiempo una mayor susceptibilidad en el clon FX 3864 en relacion con el clon
FX 4098 (Figura 2-1C).

En relacion con los signos del SALB, se observo una esporulacion conidial débil (IE > 2)
en el clon FX 4098 en el dia 12 y en el clon FX 3864 en el dia 8 posteriores a la
inoculacion. La maxima IE (> 4) (esporulacion alta) en el clon FX 3864 se presentd a
partir del dia 16 y hasta el dia 20 después de la inoculacion (Figura 2-1D). La mayor
produccién de esporas (IE= 3) en el clon FX 4098 se registro en los dias 16 y 20
posteriores a la inoculacion.

En general, se observd para este estudio que un aumento en TL conllevé a una mayor
severidad (SA) y esporulacion (IE) de la enfermedad, aunque la frecuencia de infeccion
(FI) no fuese importante en algunos dias posteriores a la inoculacion. Esta aseveracion es
similar a lo afirmado por Hashim y Pereira (1989) quienes reportaron mayores severidades
del SALB en clones que habian desarrollado lesiones de mayores tamafios y menos
abundantes por unidad de superficie foliar.

Los resultados de ésta investigacion para SA y Fl en ambos clones coincide con Garcia et
al. (1999); se observan mayores notas de éstas variables (mayor susceptibilidad) en el clon
FX 3864 y por tanto una mayor resistencia en el clon FX 4098. Sin embargo, las notas
medias maximas observadas por Garcia et al. (1999) para ambos clones fueron inferiores
(SA=0.8y FI=5 para FX 4098 y SA= 1.3 y FI= 15 para FX 3864) a lo observado en este
estudio. La mayor susceptibilidad observada en el clon FX 3864 también ha sido
reportada en condiciones de campo por diferentes autores (Mattos et al., 2005; Sterling et
al., 2009, 2010c; Rivano et al., 2010; Cardoso et al., 2014).

En este estudio, las variables IE y TL se observaron con medias significativamente
diferentes en ambos clones (Tabla 2-4). Sin embargo, Garcia et al. (1999) no evidenciaron
diferencias para IE y TL entre los clones FX 3864 y FX 4098. Al respecto, Junqueira et al.
(1988, 1990) afirman que la reaccion a M. ulei del clon FX 4098 difiere de lo observado en
el clon FX 3864, ya que el menor tamafio de lesiones (0.5 a 2.2 mm) y la menor
esporulacion se observaron en el clon FX 4098. Hashim y Pereira (1989), Mattos et al.
(2003), Le Guen et al. (2008) y Sterling et al. (20104, b) reportaron que el clon FX 4098
posee una menor esporulacion conidial producida por M. ulei en condiciones de
inoculacion controlada, lo cual es similar a lo encontrado en el presente estudio (Figura 2-
1D). Garcia et al. (1999) reportaron que el clon FX 4098 y FX 3864 presentan para el
aislamiento FTP25 de M. ulei los componentes mas desfavorables para el desarrollo del
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hongo. Lo anterior coincide para el clon FX 4098 pero difiere para el clon FX 3864 dado
que éste material fue el mas susceptible en la presente investigacion.

En general, en el presente estudio la mayor resistencia al SALB en el clon FX 4098
también ha sido registrada en campo por Garcia et al. (2004), Sterling et al. (2009, 2010c,
2012, 2013). No obstante, Rivano et al. (2010) en condiciones de campo, observaron en el
clon FX 4098 una alta severidad de ataque en hojas jovenes y maduras y una alta
esporulacion (mayor a 4) durante el periodo de mayor precipitacion.

e Variacion de las correlaciones entre variables

Se observaron bajas correlaciones, no significativas (r < 0.45; gl=9; p > 0.05), en el dia 12
después de la inoculacion entre IE y las tres variables restantes (Figura 2-2). Cabe
mencionar ademas que las bajas correlaciones que se analizaron entre IE y las variables
SA y Fl en el dia 12 también se evidenciaron en el dia 4 después de la inoculacion. La
correlacion mas baja (r = 0.44) se present6 entre IE y FI en el dia 4 después de la
inoculacién. Altas correlaciones significativas (r > 0.84; gl=9; p < 0.01) se encontraron
entre SA y las variables TL y FI en todos los puntos del tiempo de progreso de la
enfermedad. Lo mismo ocurri6 entre TL y FI (r > 0.81). En general, los coeficientes de
correlacion se hicieron mayores con el tiempo, es decir, que a lo largo de todo el proceso
infeccioso, aumento la inter-dependencia entre las variables que explican la intensidad de
los sintomas y signos del SALB.

El comportamiento atipico evidenciado entre IE y SA especialmente en el dia 12 después
de la inoculacién (Figura 2-2) se puede atribuir al hecho que entre los dias 8 y 12, la
severidad y la esporulacion fueron constantes en los clones FX 4098 y FX 3864,
respectivamente (Figura 2-1A), contrario a lo observado en los demaés intervalos de tiempo
en los que ambas variables incrementaron significativamente. Por otro lado, la relacién
atipica entre la esporulacion y las variables TL y Fl en el dia 12 después de la inoculacién,
podria explicarse en los valores constantes de IE en el clon FX 3864 entre los dias 8 y 12,
diferente a lo observado en las variables TL y FI, las cuales se incrementaron
significativamente a través del tiempo (Figuras 2-1 B - D).

Las bajas correlaciones observadas en éste estudio en el dia 12 entre IE y las variables SA
y TL, difieren de Sterling et al. (2010b) quienes encontraron para el mismo periodo de
evaluacion una importante correlacion entre la esporulacion y la severidad del SALB (r =
0.76). Sterling et al. (2011) en condiciones de campo también reportaron una alta
correlacion entre el ataque y la esporulacion (r = 0.87) de M. ulei en genotipos élite
regionales de caucho en la Amazonia colombiana. Con excepcion de las correlaciones
observadas entre IE y SA en los dias 4 y 12 (Figura 2-2), en los demas dias del progreso
del SALB, la severidad de ataque y la esporulacion conidial de M. ulei se correlacionaron
positivamente (r > 0.90), similar a los reportes de los autores antes mencionados.

Hashim y Almeida (1987), Hashim y Pereira (1989) y Garcia et al. (1999) reportaron la
mayor correlacion entre el didmetro de lesion y la intensidad de esporulacion, resultados
que difieren de lo reportado en éste estudio para IE y TL en el dia 12 después de la
inoculacion (r = 0.47). Sin embargo, los reportes de estos autores coinciden con el presente

55



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién
Armando Sterling Cuéllar

estudio en los demas dias del progreso del SALB, con coeficientes de correlacion altos (r >
0.81).

SA IE
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Figura 2-2. Correlaciones entre las cuatro variables de reaccion a Microcyclus ulei
evaluadas en los clones de caucho (Hevea brasiliensis) FX 3864 y FX 4098 a través del
tiempo (dias después de la inoculacion). Severidad de ataque (SA). Intensidad de
esporulacién conidial (IE). Tamafio de lesion (mm) (TL). Frecuencia de infeccion
(Lesiones/8 cm?) (FI). Los asteriscos indican correlaciones significativas en un punto del
tiempo dado (Prueba Pearson; p < 0.05).
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En la presente investigacion las altas correlaciones observadas a lo largo del tiempo entre
TL y FI difieren de Garcia et al. (1999) quienes no encontraron correlacion entre el tamafio
de lesion y la frecuencia de infeccion. Sin embargo, las correlaciones entre la severidad del
SALB vy la produccion de esporas, y también entre produccion de esporas y el tamafio de
lesion, fueron similares a las observadas en éste estudio. Adicionalmente en eésta
investigacion entre los dias 12 y 20 después de la inoculacion se evidenciaron
correlaciones altas y uniformes entre TL y FI. Lo anterior indicaria que el desarrollo de la
enfermedad a partir del dia 12 avanzd con tamarfios y frecuencias de lesiones con un patrén
de crecimiento uniforme hasta el final del seguimiento.

2.4.3 Intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a de los clones
de caucho FX 3864 y FX 4098 en respuesta a la infeccion por
Microcyclus ulei en condiciones controladas

e Severidad del SALB y AUSPC

Se encontraron diferencias significativas en la severidad y en el area bajo la curva del
progreso del SALB (AUSPC) (ambas, p < 0.05) en los dos clones de caucho (Tabla 2-6).

Tabla 2-6. Analisis de varianza de los efectos clon (C), tratamiento (T), tiempo de
muestreo (TM), y sus interacciones, para severidad, area bajo la curva de progreso del
SALB (AUSPC), tasa de asimilacion neta de CO2 (A), conductancia estomatica a vapor de
agua (gs,), tasa de transpiraciéon (E), eficiencia en el uso del agua (WUE), rendimiento
cuantico maximo del fotosistema Il (PSII) (F./Fm), eficiencia en la captura de la energia de
excitacion por los centros de reaccion abiertos del PSIl (F.'/Fn"), coeficientes de los
quenching fotoquimico (qP) y no fotoquimico (NPQ) y tasa de transporte de electrones
(ETR).

p - valores basados en el estadistico de Fisher (F)

Variables?®
C T ™ CXT CxTM TXTM CXTxTM

Severidad <0.001 - <0.001 - 0.031 - -
AUSPC <0.001 - <0.001 - <0.001 - -
A <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
ds <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
E <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
WUE <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
F./Fn 0.021 <0.001 0.001 0.008 0.419 <0.001 0.005
Fy/Fg' 0.535 0.004 <0.001 0.601 0.003 0.004 0.024
qP 0.003 0.191 <0.001 0.874 <0.001 0.031 0.007
NPQ 0.730 0.466 0.053 0.616 0.179 0.135 0.317
ETR 0.001 0.115 <0.001 0.946 <0.001 0.014 0.470

%Para las variables de la enfermedad, el mejor modelo fue el de simetria compuesta con varianzas
homogéneas (SC); para las variables fisiologicas el modelo seleccionado fue el de simetria compuesta con
varianzas heterogéneas, SCH
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Figura 2-3. A, Curva de progreso de la severidad del SALB (fase conidial: Fusicladium
macrosporum) y B, area bajo la curva de progreso del SALB (AUSPC) para dos clones de
caucho (Hevea brasiliensis) en condiciones de inoculacion controlada. Fenologia foliar (0
— 8 dias, estadio B y > 12 dias, estadio C). Medias para FX 3864 (Altamente susceptible) y
FX 4098 (moderadamente resistente) seguidas por letras distintas para cada evaluacion en
el tiempo o por un asterisco, fueron significativamente diferentes (Prueba LSD, p < 0.05).
Las barras representan el error estandar de la media; n =5

La severidad del SALB en el clon FX 3864 fue significativamente superior a traves del
tiempo respecto a lo observado en el clon FX 4098, donde la diferencia fue mayor a partir
de los 12 DDI (Figura 2-3A). EI AUSPC en el clon FX 3864 fue 42.8 % superior al
calculado en el clon FX 4098 (p < 0.05) (Figura 2-3B).

e Parametros fotosintéticos

Se encontraron diferencias significativas en A, gs, E y WUE entre los dos clones de caucho,
entre los tratamientos (I y NI) y a través del tiempo (DDI). Asimismo resultaron
significativas todas las interacciones entre estos factores (Tabla 2-6). Para el clon FX 4098
(moderadamente resistente) se encontraron diferencias significativas entre plantas
inoculadas (I) y plantas no inoculadas (NI) a los 8 DDI (Figura 2-4A) y a los 8, 16 y 20
DDl para el clon FX 3864 (susceptible) (Figura 2-4B).

En el clon FX 4098 la mayor afectacion de A ocurri6 en el estadio foliar B, a los 8 DDI en
las plantas inoculadas con una reduccion del 45.2% en comparacién con las plantas no
inoculadas, diferente a lo observado en el estadio foliar C (> 12 dias) donde no hubo una
reduccién significativa de A. Para el clon FX 3864, la disminucion de A fue del 88.3% a
los 8 DDI (estadio B) y del 70.6% a los 20 DDI (estadio C) en plantas inoculadas frente a
las no inoculadas. Similar a lo registrado en A, las mayores reducciones en WUE se
presentaron en ambos clones a los 8 DDI (71.1% en FX 4098, y 93.5% en FX 3864)
(Figura 2-4 G y H). En las plantas inoculadas del clon FX 3864, el mas afectado por el
SALB (< A), los parametros gs y E fueron significativamente inferiores en un 74.6% a los
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16 DDI y 58.8% a los 20 dias, respectivamente, en comparacion con las plantas no
inoculadas (Figura 2-4D y F).

Se encontraron diferencias significativas entre los clones FX 4098 y FX 3864 desde los 4
hasta los 20 DDI para A y para gs (excepto a los 8 DDI) (Figura 2-4A, B, Cy D), y alos 12
y 16 DDI para E (Figura 2-4E y F). Entre los dias 12 y 16 DDI no se observaron
diferencias significativas en el valor medio de WUE entre los dos clones de caucho (Figura
2-4G y H).

Se encontraron diferencias significativas en Fv/Fm, F/'/Fn', P y ETR en al menos uno de
los factores (clon, tratamiento y DDI) al igual que en algunas de las interacciones entre
estos factores (Tabla 2-6). No hubo un efecto significativo de estos factores ni de sus
interacciones en el valor medio de NPQ.

En el clon moderadamente resistente (FX 4098) se observo un efecto significativo del
tratamiento (1 y NI) sobre los parametros Fv/Fm, F\'/Fn' y gP a los 20 DDI, y a los 16 DDI
para qP (en todos los casos, en el estadio foliar C) (Figura 2-5A, C y E). En este sentido,
los valores medios de Fv/Fm, FV'/Fr', y gP decrecieron significativamente en 5.8, 5.2 y
20.8% en plantas inoculadas respecto a las plantas no inoculadas al final del seguimiento
(20 DDI). Asimismo, hubo una reducciéon del 30.7% en la media de gP de plantas
inoculadas frente a las no inoculadas a los 16 DDI. No se presentaron diferencias
significativas entre inoculadas y no inoculadas para los parametros NPQ y ETR (Figura 2-
5Gyl).

En el clon susceptible (FX 3864), los valores medios de F./Fm decrecieron
significativamente en 9.5, 9.6 y 11.9% en plantas inoculadas en comparacién con las no
inoculadas a los 8, 16 y 20 DDI, respectivamente (Figura 2-5B). Asimismo, F.'/Fn'
descendi6 significativamente en 12.2 y 6.7% en plantas inoculadas respecto a las no
inoculadas a los 8 y 20 DDI, respectivamente (Figura 2-5D). No se observo un efecto
significativo del tratamiento (I y NI) sobre los parametros qP, NPQ y ETR (Figura 2-5F, H

yJ).

No se encontraron diferencias significativas para F./Fm entre los clones FX 4098 y FX
3864 (Figura 2-5A y B). Hubo diferencias significativas para la media de F.'/Fn' entre
ambos clones a los 12 DDI, con valores superiores en el FX 4098 (Figura 2-5C y D). Para
gP y ETR estas diferencias entre clones ocurrieron a los 0, 4 y 20 DDI (Figura 2-5, E, F, |
y J). Asimismo, se presentaron diferencias significativas para qP a los 16 DDI.

e Correlacion de Pearson

El andlisis de correlacion de Pearson realizado en las plantas inoculadas del clon
susceptible (FX 3864), mostro una correlacion positiva de A con gs, E y WUE en ambos
estadios foliares (Tabla 2-7). Asimismo se observo en ambos estados fenoldgicos una
correlacion negativa de la severidad del SALB con todos los pardmetros de intercambio
gaseoso, en donde la correlacion de la severidad con WUE en el estadio foliar C fue la
unica no significativa.
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Figura 2-4. Ay B, Tasa de asimilacion neta de COz (A); C y D, conductancia estomatica a
vapor de agua (gs); E y F, tasa de transpiracion (E); y G y H, eficiencia en el uso del agua
(WUE) para foliolos de plantas de caucho (Hevea brasiliensis) de los clones FX 4098
(moderadamente resistente) (A, C, E'y G) y FX 3864 (altamente susceptible) (B, D, F y
H), inoculados (I) y no inoculados (NI) con Microcyclus ulei (fase conidial: Fusicladium
macrosporum) en condiciones controladas. Fenologia foliar (0 — 8 dias, estadio B 'y > 12
dias, estadio C). Medias para los clones FX 4098 y FX 3864 seguidos por un triangulo
invertido y para los tratamientos 1 y NI seguidos por un asterisco (*) para cada evaluacion
en el tiempo fueron significativamente diferentes (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras
representan el error estandar de la media; n =5
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Figura 2-5. A y B, Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSII) (Fv/Fm); Cy
D, eficiencia en la captura de la energia de excitacion por los centros de reaccién abiertos
del PSII (F/'/Fn'); E y F, quenching fotoquimico (qgp); G y H, quenching no fotoquimico
(NPQ); 1 y J, tasa de transporte de electrones (ETR) para foliolos de plantas de caucho
(Hevea brasiliensis) de los clones FX 4098 (moderadamente resistente) (A, C,E, Gy )y
FX 3864 (altamente susceptible) (B, D, F, H y J), inoculados (1) y no inoculados (NI) con
Microcyclus ulei (Fase conidial: Fusicladium macrosporum) en condiciones controladas.
Fenologia foliar (0 — 8 dias, estadio B y > 12 dias, estadio C). Medias para los clones FX
4098 y FX 3864 seguidos por un triangulo invertido y para los tratamientos | y NI
seguidos por un asterisco (*) para cada evaluacion en el tiempo fueron significativamente
diferentes (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media; n
=5.
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Tabla 2-7. Coeficientes de correlacion de Pearson para el estadio foliar B (arriba de la
diagonal) y el estadio foliar C (abajo de la diagonal), entre la severidad del SALB, A, gs, E
y WUE medidos en plantas de caucho (Hevea brasiliensis) del clon FX 3864 (susceptible)
inoculadas con Microcyclus ulei (Fase conidial: Fusicladium macrosporum).

Par ametros A Os E WUE Severidad
A o 0.60** 0.86** 0.98** -0.76**
Os 0.94** . 0.73** 0.62** -0.63**
E 0.95** 0.86** . 0.92** -0.87**
WUE 0.87** 0.85** 0.70** . -0.80**
Severidad -0.54* -0.58* -0.58* -0.38ns

A, Tasa de asimilacion neta de CO,; g,, conductancia estomatica a vapor de agua; E, tasa de
transpiracion; eficiencia en el uso del agua, WUE

*p < 0.05; significativo; **p < 0.01, muy significativo; NS, no significativo

En relacion con los parametros de la fluorescencia de la clorofila a, se observaron
correlaciones positivas significativas de F./Frn con gP, NPQ y ETR en el estadio foliar B
(10 - 18 dias), mientras que en el estadio foliar C (22 — 30 dias) solo se presentaron
correlaciones positivas significativas de Fv/Fm con Fv'/Fn'y ETR (Tabla 2-8). F/Fn fue el
Unico parametro que se correlaciond negativamente con la severidad en ambos estadios
foliares.

Tabla 2-8. Coeficientes de correlacion de Pearson para el estadio foliar B (arriba de la
diagonal) y el estadio foliar C (abajo de la diagonal), entre la severidad del SALB, Fu/Fm,
Fv'/Fm', gP, NPQ y ETR medidos en plantas de caucho (Hevea brasiliensis) del clon FX
3864 (susceptible) inoculadas con Microcyclus ulei (Fase conidial: Fusicladium
macrosporum).

Parametros Fv/Fm F/Fn gP NPQ ETR Severidad
Fv/iFm 0.87** 0.48NS 0.11INS 0.51* -0.57*
F/F o 0.35NS 0.57* 0.34NS 0.60* -0.61*
gP 0.50* 0.11NS 0.52* 0.99**  -0.09NS
NPQ 0.59* 0.26NS 0.11NS 0.53* -0.01INS
ETR 0.53* 0.24NS 0.96** 0.20NS -0.12NS
Severidad -0.58* -0.38NS -0.34NS -0.57* -0.37NS

F,/F ., rendimiento cuantico méximo del fotosisterma Il (PSII); F',/F',, eficiencia en la captura
de la energia de excitacion por los centro abiertos del PSIl; gPy NPQ, coeficientes de los
guenching fotoquimicos y no fotoquimicos, respectivamente; ETR, tasa de transporte de electrones.

*p < 0.05; significativo; **p < 0.01, muy significativo; NS, no significativo

Los resultados de la presente investigacion muestran que los pardmetros de intercambio
gaseoso y la fluorescencia de la clorofila a fueron poco afectados en el clon
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moderadamente resistente (FX 4098) después de la inoculacién con F. macrosporum (fase
conidial de M. ulei). Este comportamiento es afin con el buen desempefio agronémico que
ha expresado éste material en condiciones de campo (Sterling y Correa, 2010; Rivano et
al., 2010; Sterling et al., 2012). En contraste, en el clon susceptible (FX 3864) los
pardmetros de intercambio gaseoso fueron fuertemente afectados por la infeccién de M.
ulei. Segun Aucique Pérez et al. (2014) en cualquier interaccion hospedero-parasito, la
reduccion en la fotosintesis, la disminucion en la concentracion de pigmentos
fotosintéticos, el dafio estructural de los cloroplastos, las alteraciones en la disipacion de
energia a través de la fluorescencia de la clorofila y aumentos en la temperatura de la hoja,
constituyen los principales efectos negativos que resultan de la infeccion por patogenos.

En el presente estudio, la infeccion por M. ulei sobre foliolos jovenes [(estadios B (10 a 18
dias) y C (22 a 30dias)] de caucho, ocasiond efectos negativos significativos sobre la
fotosintesis (analizada como A) en plantas susceptibles al patdgeno. A medida que la
severidad del SALB se incrementd en el tiempo, los valores de A decrecieron
significativamente, pero este efecto fue menos evidente en el clon con menor
susceptibilidad al SALB (FX 4098). La reduccion de A debido al incremento en la
severidad de las enfermedades foliares ha sido demostrada en otros estudios (Bastiaans,
1993; Pinkard y Mohammed, 2006; Hajji et al., 2009; Alves et al., 2011; Dallagnol et al.,
2011; Cruz-Aguilar et al., 2012; Resende et al., 2012; Polanco et al., 2014; Rios et al.,
2014).

Las bajas tasas fotosintéticas en los estadios foliares inmaduros (B y C) pueden estar
asociados a procesos como la resistencia estomatica, elevada respiracion (Samsuddin y
Impens, 1979; Schwob et al., 1998) y altos puntos de compensacién de CO (Bergonci,
1981). Sin embargo, otras caracteristicas como la acumulacion de materia seca, el
contenido de cloroplastos (Bergonci, 1981) y la conductancia estomatica (Schwob et al.,
1998; Miguel et al. 2007) se incrementan con la edad de las hojas, alcanzando los maximo
valores en los foliolos maduros. En el presente estudio, el desbalance de estos parametros
pudieron relacionarse con la reduccidon de la fotosintesis neta en los foliolos jovenes de los
dos clones evaluados.

Erickson et al. (2003) afirman que el cierre estomético es una de las principales causas por
las cuales los patdgenos reducen la fotosintesis, debido a que obstruye el ingreso del CO2 a
la planta y por tanto, se afecta el papel que desempefian los cloroplastos en el proceso
fotosintético (Azcdn-Bieto, 2000; Grassi et al., 2005). Segun Bacelar et al. (2006) el cierre
estomatico debido a una menor disponibilidad de agua en los tejidos enfermos
compromete la cadena transportadora de electrones (ETR) y reduce la entrada de CO; en el
ciclo de Calvin en los cloroplastos, lo que incrementa la foto-oxidacion de los pigmentos
antena en los fotosistemas.

Segun Erickson et al. (2003) la reduccién en la conductancia estomatica (gs) es uno de los
parametros que mas limita la fotosintesis en plantas enfermas debido a la reduccién en el
influjo del CO: hacia la planta. En el patosistema H. brasiliensis — M. ulei esta situacion
fue evidente en las etapas mas avanzadas de la enfermedad (8 DDI, foliolos B, y 16 — 20
DDI foliolos C) donde se evidencidé una reduccion significativa de gs a la par de un
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descenso significativo de A en el clon susceptible. Pinkard y Mohamed (2006) y Alves et
al. (2011) describieron un efecto similar en los patosistemas eucalipto (Eucalyptus
globulus) — Mycosphaerella sp. y E. urophylla — Puccinia psidii en condiciones de
invernadero.

Lo anterior permitiria afirmar que la reduccién en A no fue influenciada por la entrada de
CO:2 hacia el mesofilo de las hojas, sino por accion de la enfermedad que probablemente
llevd a diversas limitaciones bioquimicas en la asimilacion y fijacion del CO; en el
estroma de los cloroplastos durante el ciclo de Calvin (Debona et al., 2012; Aucique Pérez
et al., 2014). Estas reducciones en A pueden deberse especificamente a la baja actividad de
enzimas fotosintéticas como la Rubisco (Guo et al., 2005; Debona et al., 2012) o enzimas
involucradas en la degradacion de fotoasimilados (Baker et al., 1997).

Debona et al. (2012) demostraron que la fotosintesis en plantas de trigo (Triticum
aestivum) se redujo drasticamente durante el proceso infeccioso de Piricularia oryzae,
debido principalmente a las restricciones bioguimicas relacionadas con una menor
actividad aparentemente en la Rubisco. Asimismo Shen et al. (2010) observaron que un
incremento de la fotosintesis en plantas no estresadas de soya (Glycine max) estuvo
relacionado con una mayor actividad de enzimas fotosintéticas. Esto explicaria los
mayores valores de A observados en éste estudio para las plantas inoculadas del clon FX
4098 en comparacion con el FX 3864.

En la mayoria de las enfermedades, A es reducida desde el inicio de la infeccion
(Domiciano et al., 2009). No obstante, en este estudio la afectacion de la fotosintesis
ocurrié a los 8 DDI en foliolos con sintomas del SALB con las clases de severidad ‘2’ y
‘3’ en los clones FX 4098 y FX 3864, respectivamente. Es decir, que la disminucién de A
ademas de ser proporcional al progreso de la severidad del SALB en el tiempo, también
fue influenciada por el nivel de resistencia del clon de caucho.

Los valores negativos de la fotosintesis neta en foliolos B reportados en este estudio
pueden estar relacionados con bajos contenidos de clorofila y una baja actividad de la
Rubisco (Lieberei, 2007; Miguel et al., 2007). Asimismo, Bergonci (1981), reporto
limitaciones fisicas (resistencia estomatica) y bioguimicas (contenido de clorofila y
reduccion de la actividad enzimética sobre el CO2) en el proceso fotosintético presente
durante la ontogenia foliar del clon de caucho FX 2261.

Por otro lado, Bergonci (1981) en el clon FX 2261 y Miguel et al. (2007) en los clones
RRIM 600, PB 235 y GT 1, encontraron altas tasas fotosintéticas y una importante
conductancia estomatica en hojas completamente desarrolladas (foliolos D). En contraste,
en foliolos del estadio B, ambos estudios reportaron tasas netas de fotosintesis negativa y
bajas conductancias estomaticas. Estos autores sugieren que la reduccién en la
conductancia estomatica, depende principalmente de la transformacién de las células pre-
estomaticas durante el desarrollo de la hoja. Basado en estas afirmaciones, es posible que
en la presente investigacion los estomas no alcanzaron su desarrollo completo en el
estadio foliar B, implicando con esto una baja conductancia estomatica y por tanto la
ausencia de una fotosintesis neta positiva.
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Las reducciones en la transpiracion (E) en las plantas inoculadas del clon susceptible
pudieron relacionarse con disminuciones en los valores de gs (dado que se observaron
correlaciones positivas significativas) y por tanto, pudieron estar asociadas con el cierre
estomatico. Distintos estudios han demostrado reducciones similares en E y gs en los
patosistemas trigo (T. aestivum) — Puccina triticina (McGrath y Pennypacker, 1990),
roble (Quercus robur) — Erysiphe alphitoides (Hajji et al., 2009), E. urophylla — P. psidii
(Alves et al., 2011), arroz (Oryza sativa) — Bipolaris oryzae (Dallagnol et al., 2011), sorgo
(Sorghum bicolor) — Colletotrichum sublineolum (Resende et al., 2012), frijol (Phaseolus
vulgaris) — C. lindemuthianum (Polanco et al., 2014) y trigo (T. aestivum) — P. oryzae
(Rios et al., 2014).

Las reducciones en E en las plantas susceptibles de caucho también podrian relacionarse
con el incremento en la intensidad de los sintomas cloroticos a partir de los 8 DDI debido a
la colonizacion masiva de los tejidos vegetales por M. ulei. Esta idea es soportada por
Resende et al. (2012) y Rios et al. (2014) quienes encontraron una asociacion entre la
reduccion en E y los sintomas de desecacion y marchitez observados en hojas altamente
colonizadas con C. sublineolum en sorgo y con P. oryzae en trigo, respectivamente.

Asimismo, las reducciones en el uso eficiente del agua (WUE) se relacionaron con
reducciones en A, E y gsen ambos estadios foliares. Estas reducciones en WUE implicarian
por tanto, un desbalance entre la pérdida de agua por transpiracion y la toma de CO
(Bacelar et al., 2006; Poni et al., 2009), es decir, una afectacion en las estrategias
utilizadas por las plantas susceptibles de caucho para la conservacion del agua en los
tejidos foliares debido a la infeccion por M. ulei.

En el presente estudio, en foliolos sanos de ambos clones de caucho, las mayores tasas
fotosintéticas y la mayor eficiencia en el uso del agua se presentaron en foliolos C (22 — 30
dias de edad). Esto coincide con Miguel et al. (2007) quienes observaron en foliolos C de
47 dias, incrementos significativos en la conductancia estomatica, el contenido de
clorofila, la eficiencia de la carboxilacion y en el uso eficiente del agua. Vinod et al.
(2010) reportaron también aumentos significativos en el contenido de clorofilas a, b, total
y la relaciéon a/b durante el proceso de ontogenia foliar de cinco clones de caucho
sometidos a estrés por bajas temperaturas.

El menor impacto negativo observado sobre los pardmetros de intercambio gaseoso en el
clon FX 4098, podria explicarse mas alld de la menor susceptibilidad al ataque de M. ulei
(menor severidad), al incremento en la actividad de algunas enzimas antioxidantes
expresadas dentro de los mecanismos bioquimicos activos de defensa de la planta en
respuesta a la infeccion (Agrios, 2005). Resende et al. (2012) encontraron que la menor
afectacion de los pardmetros de intercambio gaseoso en plantas de sorgo debido a la
infeccion por C. sublineolum, estuvo asociada al incremento de la actividad de algunas
enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y
glutatién reductasa, que limitaron por tanto, el dafio celular a lo largo del proceso
infeccioso.
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En el clon altamente susceptible (FX 3864), la infeccion por M. ulei provocd una
afectacion del rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSII) (FvW/Fm) con una
media que disminuyé de 0.83 a 0.75, lo que pudo relacionarse con algin nivel de
afectacion en el centro de reaccion del PSII (Krause y Weis, 1991; Baker y Rosenqvist,
2004; Bonfig et al., 2006; Baker, 2008). Asimismo fue evidente un descenso simultaneo
en la eficiencia en la captura de la energia de excitacion cuando se encuentran abiertos los
centros de reaccion del PSII (F,'/Fn") y en la disipacion fotoquimica de luz absorbida (gP)
(8 DDI), lo que indica que las plantas inoculadas redujeron significativamente la capacidad
de capturar y utilizar la energia luminica. Disfunciones fotoquimicas similares han sido
reportadas para otros patosistemas como E. urophylla — P. psidii (Alves et al., 2011) y T.
aestivum — P. oryzae (Aucique Pérez et al., 2014).

Maxwell y Johnson (2000) afirman que una reduccion en gP indicaria que la energia
fotoquimica podria no ser completamente disipada a través de la asimilacion del COg, el
sumidero principal para la luz absorbida en los cloroplastos. La reduccion en gP puede
también interpretarse como un aumento en la proporcion de la quinona A oxidada, y por
tanto, representa una fraccion de los centros de reaccion del PSII que estdn propensos a
sufrir dafio fotoinhibitorio (Lima et al., 2002; Baker, 2008).

Las reducciones en F/Fm, F\'/Fn' y qP también se asociaron con disminuciones en ETR
(especialmente en foliolos C), lo cual probablemente creé un exceso de poder reductor
(acumulacion de €7) y una serie de efectos foto-oxidativos (Krause y Weis, 1991; Maxwell
y Johnson, 2000; Baker, 2008). En el presente estudio las plantas inoculadas del clon
altamente susceptible hicieron frente a éste exceso de energia via disipacion térmica a los
12 DDiI (foliolos C), dado que hubo un incremento de NPQ en ésta etapa de la infeccion.
Segun Krause y Weis (1991) y Maxwell y Johnson (2000), las plantas utilizan diferentes
mecanismos de fotoproteccion celular para disipar el exceso de energia y evitar por tanto,
el dafio oxidativo. Estos resultados indicarian al menos en esta etapa del proceso
infeccioso, una baja probabilidad de sufrir dafio fotoinhibitorio en los centros de reaccion
del PSII. No obstante, segun Rios et al. (2014) los incrementos leves en NPQ en otras
etapas de la infeccion demostrarian que la disipacion térmica no seria suficiente para
prevenir la fotoinhibicion, debido a la reduccion en los valores de Fv/Fm, como se
evidencio en el presente estudio.

En éste estudio se observo una reduccion en NPQ en las etapas avanzadas del SALB (> 12
DDI) lo que probablemente podria afectar la capacidad de la planta para disipar el exceso
de energia de excitacion (Baker, 2008). Resultados similares fueron descritos por Rios et
al. (2014) en plantas de T. aestivum inoculadas con P. oryzae, con un incremento
significativo en NPQ a las 120 horas después de la inoculacion. Alves et al. (2011)
afirmaron para el patosistema E. globulus — P. psidii que la aparicion de los sintomas
cloréticos y necréticos pudieron expresarse como resultado del dafio oxidativo, situacion
que seria menos evidente en el presente estudio dado que aungue hubo una intensificacion
de la severidad en las tardias de la infeccion (> 12 DDI) no se observaron lesiones
necroticas importantes.
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En éste estudio es bastante probable que las reacciones fotoquimicas hayan influenciado la
tasa de asimilacion de CO dado que se observo un decrecimiento inter-dependiente entre
laETR y A en los dias donde hubo mayor impacto de la enfermedad, especialmente en el
clon susceptible. Este comportamiento fue contrario a lo reportado por Alves et al. (2011)
y Rios et al. (2014) en los patosistemas T. aestivum — P. oryzae y E. globulus — P. psidii
respectivamente, en los cuales se observo un leve descenso en ETR en comparacion con la
reduccion en A,

A partir del analisis de la fluorescencia de la clorofila a, se pudo evidenciar que la
afectacion en la captura, uso y disipacion de la energia de excitacion son los indicadores
mas importantes en la discriminacion de la respuesta fotosintética entre los clones FX
3864 y FX 4098 en respuesta a la infeccion por F. macrosporum (fase conidial de M. ulei)
en condiciones de inoculacion controlada.

2.4.4 Respuesta espectral de los clones de caucho FX 3864 y FX 4098 a la
infeccion por Microcyclus ulei en condiciones controladas

e Influencia de la severidad del SALB sobre el espectro de reflectancia foliar

Durante el seguimiento temporal del espectro de reflectancia en ambos clones de caucho,
las firmas espectrales de foliolos B (10 a 18 dias) y C (22 a 30 dias) no inoculados, fueron
caracteristicas de foliolos saludables y se evidencié una fuerte absorcion por parte de los
pigmentos fotosintéticos en el VIS y un alto plato de reflectancia en el NIR atribuido a la
estructura interna de la hoja.

En general, la reflectancia en foliolos inoculados se incrementd a medida que aumentdé la
severidad en el VIS especialmente en el rango espectral entre el verde y el rojo (500 -700
nm) y decrecid a mayor severidad en el NIR (Figura 2-6A-D). En la region del VIS
comprendida entre los 400 y 550 nm, el mayor incremento en los valores medios de
reflectancia se observo en los foliolos B del clon FX 3864 (Figura 2-6B). En contraste, el
menor incremento en la reflectancia media en la region del NIR se observé en los foliolos
B del clon FX 4098 (Figura 2-6C). En ambos clones de caucho y para todas las clases de
severidad, la reflectancia en el VIS fue superior en foliolos en estadio B respecto a lo
observado en los foliolos en estadio C. Lo contrario ocurrio con la reflectancia en el NIR.
Para todo el espectro de reflectancia, las firmas espectrales en el clon FX 3864
(susceptible) presentaron valores superiores a las reportadas en el clon FX 4098
(moderadamente resistente).

En foliolos en estadio B (10 a 18dias) del clon FX 3864, las mayores diferencias
significativas se presentaron entre la clase de severidad ‘3’ y los foliolos sanos (p < 0.01),
en el VIS entre los 500 y 700 nm, y en el NIR una maxima diferencia positiva a los 701
nm (region del red-edge) y un méaxima diferencia negativa desde los 800 hasta los 900 nm
(Figura 2-7A). Las longitudes de onda con maxima sensibilidad al SALB presentaron dos
picos en el VIS, a los 504 y 680 nm (Figura 2-8A). La sensibilidad de la reflectancia fue
baja y con una tendencia plana en el NIR en contraste con la curva de diferencia de la
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reflectancia. En foliolos C (22 a 30 dias) del FX 3864 las mayores diferencias
significativas ocurrieron entre los 400 y 500 nm y entre los 600 y 700 nm (p < 0.01)
(Figura2-7B). La maxima diferencia se presentd entre la clase de severidad ‘4’ y los
foliolos sanos en la region del NIR (706 nm). En relacion con la sensibilidad de la
reflectancia, ésta presentd dos picos, uno en el rango de los 400-500 nm vy otro en el rango
de los 550 -700 nm, con cocientes maximos entre reflectancias de foliolos con severidad
‘4’ y foliolos sanos, a los 462 y 682 nm, respectivamente.
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Figura 2-6. Curvas con la media del espectro de reflectancia para foliolos no inoculados
de caucho (Hevea brasiliensis) (‘0’) y cada una de las clases de severidades generadas por
el mal suramericano de las hojas SALB (Fase conidial: Fusicladium macrosporum) (donde
‘4> representa mas del 30% del area foliar lesionada) en condiciones de inoculacion
controlada. A y B, clon altamente susceptible FX 3864 en los estadios foliares B (10 — 18
dias) y C (22 — 30 dias), respectivamente. C y D, clon moderadamente resistente FX 4098
en los estadios foliares B y C, respectivamente.
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En el clon FX 4098, las mayores diferencias significativas en el espectro de reflectancia
entre foliolos infectados (clase de severidad 2°) y foliolos sanos (p < 0.01), se presentaron
en foliolos B en el VIS en el rango de los 500 — 700 nm (con un pico méximo en el NIR, a
los 730 nm) y en foliolos C en el NIR entre los 704 y 900 nm (méaximas diferencias a los
704 y 749 nm) (Figura 2-7C y D).
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Figura 2-7. Curvas con la media de la diferencia de reflectancia para foliolos no
inoculados de caucho (Hevea brasiliensis) (‘0’) y cada una de las clases de severidades
generadas por el mal suramericano de las hojas SALB (Fase conidial: Fusicladium
macrosporum) (donde ‘4’ representa mas del 30% del area foliar lesionada) en condiciones
de inoculacién controlada. A y B, clon altamente susceptible FX 3864 en los estadios
foliares B (10 a 18 dias) y C (22a 30 dias), respectivamente. C y D, clon moderadamente
resistente FX 4098 en los estadios foliares B y C, respectivamente. Las curvas de
diferencia se calcularon restando las medias de reflectancia de foliolos sanos a las medias
de foliolos infectados en cada longitud de onda.
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En relacién con las curvas de sensibilidad en el clon FX 4098, tanto en foliolos B como en
C, las mayores sensibilidades en los espectros de reflectancia entre foliolos infectados
(clase de severidad 2”) y foliolos sanos, se presentaron en el VIS entre los 400 y 500 nm y
entre los 600 y 700 nm (Figura 2-8C y D). En ambos casos, el pico maximo de
sensibilidad se observo a los 674 nm. En el NIR las sensibilidades fueron muy bajas y con
una tendencia constante.
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Figura 2-8. Curvas con la media de la sensibilidad de la reflectancia para foliolos no
inoculados de caucho (Hevea brasiliensis) (‘0’) y cada una de las clases de severidades
generadas por el mal suramericano de las hojas SALB (Fase conidial: Fusicladium
macrosporum) (donde ‘4’ representa mas del 30% del area foliar lesionada) en condiciones
de inoculacién controlada. A y B, clon altamente susceptible FX 3864 en los estadios
foliares B (10 a 18 dias) y C (22 a 30 dias), respectivamente. C y D, clon moderadamente
resistente FX 4098 en los estadios foliares B y C, respectivamente. Las curvas de
sensibilidad se calcularon por el cociente entre las medias de reflectancia de foliolos
infectados y las medias de foliolos sanos en cada longitud de onda.
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Las longitudes de onda con maxima y minima sensibilidad se utilizaron para calcular
nuevos IVEs en ambos clones de caucho. En el FX 3864 se calcularon los indices
R662/R545 y R662/896 para foliolos B, y R682/R727 y R682/R544 para foliolos C. Para
el FX 4098, se generaron los indices R674/R490 y R674/R730 en foliolos B y R674/R749
y R674/R550 en foliolos C. Todos los IVEs calculados se correlacionaron positivamente
con la severidad de la enfermedad (r > 0.9). Los ocho IVEs calculados se probaron para
cada uno de los estadios foliares en cada clon, en donde el indice R674/R550 mostré ser el
mas estable (mayores correlaciones significativas entre las distintas combinaciones
clon/fenologia foliar). Este indice se compard con los seis IVEs tomados de la literatura
con el fin de discriminar entre las clases de severidad del SALB (Tabla 2-9).

En el presente estudio, se analizaron diferencias cualitativas y cuantitativas en el espectro
de reflectancia medidas en diferentes longitudes de onda en condiciones controladas, entre
plantas saludables y enfermas de dos clones de caucho como conocimiento base para la
deteccion temprana y la discriminacion de los niveles de severidad del SALB producidos
por la fase conidial de M. ulei (F. macrosporum) en foliolos jovenes B y C.

El andlisis cualitativo de las diferentes firmas espectrales permitié confirmar la absorcién
de la luz visible por parte de los pigmentos fotosintéticos en las regiones del azul (400 -
500 nm) y del rojo (600 -700 nm), asi como la menor absorcion de la luz infrarroja en la
region comprendida entre los 700 y 900 nm. Segun Jacquemoud y Baret (1990)
Chandrasekharan (2005) la reflectancia en el NIR depende de la estructura de la hoja, la
cual ocasiona una dispersion mdltiple de la luz en proporcion a los espacios aéreos
presentes en el mesofilo de la hoja.

Las interacciones fisiologicas entre patdogenos y hospederos vegetales, varian dependiendo
principalmente de la virulencia del patdgeno (Jones y Dangl, 2006; Mahlein et al., 2010,
2013), la susceptibilidad del genotipo (Alves et al., 2011), la fenologia foliar del
hospedero y la etapa de la infeccion (Delalieux et al., 2009). Segin Mahlein et al. (2010)
la intensidad de los cambios fisioldgicos y el progreso de los sintomas de las enfermedades
influyen directamente sobre las propiedades de reflectancia espectral de las plantas.

En éste estudio, se consideraron la variacion clonal y fenoldgica del cultivo del caucho con
el fin de identificar y discriminar entre las clases de severidad del SALB, asi como el
efecto del progreso temporal de la misma sobre la respuesta espectral en plantas sanas e
inoculadas con F. macrosporum (anamorfo conidial de M. ulei) en condiciones controladas
de infeccion.

Los resultados de ésta investigacion permitieron evidenciar diferencias significativas en el
espectro de reflectancia entre los dos clones de caucho, con medias de reflectancia
superiores en el clon FX 3864, el cual presentd menores contenidos relativos de clorofila.
Segun Jing et al. (2007) una disminucién en el contenido de los pigmentos fotosintéticos
implicara una reduccion en la absorcion de la luz en el VIS, y por tanto una mayor
reflectancia espectral. Asimismo los foliolos con fenologia B expresaron una mayor
reflectancia en el VIS y menores valores en el NIR en comparacion con los foliolos C.
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En caucho los foliolos B corresponden a estadios foliares con un alto contenido de
pigmentos rojizos (antocianinas) y bajos contenidos de clorofila los cuales son
enmascarados por las antocianinas (Miguel et al., 2007). Esto explicaria la menor
absorcion de la luz en el VIS en los foliolos B como resultado del menor contenido
relativo de clorofila. En relacion con el patron espectral observado en el NIR para éstos
mismos foliolos, la menor reflectancia estaria relacionada con un menor desarrollo del
mesofilo como resultado del estado de desarrollo de éstos foliolos en comparacion con los
foliolos C que poseen un mejor desarrollo anatomico congruente con la mayor edad
alcanzada (Halle et al., 1978). Estos cambios asociados a la fenologia foliar fueron
demostrados por Delalieux et al. (2009) en la costra del manzano producida por Venturia
inaequalis mediante el analisis de indices de vegetacion espectral. Asimismo, Kobayashi
et al. (2001) en el cultivo del arroz (Oryza sativa) encontraron divergencias espectrales
asociadas a la etapa de desarrollo del grano durante la infeccion debida a Pyricularia
oryzae.

Independiente del clon de caucho o del estadio foliar, las firmas espectrales se
incrementaron en el VIS a medida que aumentaron los sintomas del SALB y decrecieron
en el NIR con el desarrollo de la enfermedad. En el VIS estos cambios fueron claramente
evidenciados en la region comprendida entre los 600 y 700 nm. La aparicion de lesiones
necroticas o clordticas inducen senescencia en los tejidos vegetales y como consecuencia
se genera una acumulacion de pigmentos amarillentos (Pietrzykowski et al. (2006) o
marrones (Mabhlein et al. (2010) que incrementan significativamente la reflectancia en el
rango de los 600 a 700 nm.

En relacion con el descenso de la reflectancia en el NIR como resultado del incremento de
la enfermedad, Malthus y Madeira (1993) afirman que el avance de la infeccion genera
cambios evidentes en la estructura celular los cuales contribuyen con una mayor disipacion
de la luz a través de los tejidos internos de la hoja (Chandrasekharan, 2005).

e Relacion de las firmas espectrales con la severidad del SALB y con el contenido
relativo de clorofila

El coeficiente de correlacion lineal (r) entre las clases de severidad y el espectro de
reflectancia varié considerablemente a través de las longitudes de onda. En general, se
presentaron correlaciones positivas en el VIS y negativas hacia el NIR (Figura 2-9). La
correlacion entre la severidad y la reflectancia en foliolos B del clon FX 3864 alcanzé los
maximos positivos (r > 0.90) entre los 501 y 510 nm y desde los 577 a los 706 nm.

En el NIR se presentd una correlacion maxima negativa en los 736 nm (r = -0.70; p <
0.05) (Figura 2-9A). En relacion con los foliolos C del FX 3864, altas correlaciones
positivas (r > 0.80) se presentaron en todo el VIS (Figura 2-9B), con picos maximos en el
rojo y en el azul a los 684 y 470 nm, respectivamente. La mayores correlaciones negativas
(r =-0.73) en el NIR se presentaron entre los 870 y 900 nm.

En lo foliolos B del clon FX 4098, se observé una fuerte variacién en la correlacion
positiva, entre los 400 y 500 nm, con un maximo a los 467 nm y un minimo a los 490 nm
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(Figura 2-9C). La mayor correlacion en el VIS se presentd a los 677 nm (r = 0.97; p <
0.01). En la region del NIR la mayor correlacion negativa se presentd a los 728 nm (r = -
0.18; p > 0.05).

En adelante se observo un comportamiento muy homogéneo en la correlacion hasta los
900 nm. En foliolos C del FX 4098, en la region del VIS comprendida entre los 511 y 524
nm, se presentd las mayores correlaciones positivas (r > 0.98) (Figura 2-9D). En el NIR,
las mayores correlaciones negativas se presentaron a partir de los 736 nm y hasta los 900
nm (-0.91 <r <-0.89).
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Figura 2-9. Correlograma basado en el coeficiente de correlacion de Pearson entre la
reflectancia espectral y las clases de severidad generadas por el mal suramericano de las
hojas SALB (Fase conidial: Fusicladium macrosporum) en condiciones de inoculacion
controlada. A y B, clon altamente susceptible FX 3864 en los estadios foliares B (10 a 18
dias) y C (22 a 30 dias), respectivamente. C y D, clon moderadamente resistente FX 4098
en los estadios foliares B y C, respectivamente.
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En el presente estudio, en ambos clones de caucho la mayor sensibilidad de la reflectancia
a la severidad del SALB ocurrié primordialmente en la region del rojo (600 - 700 nm),
principalmente a los 674 nm. Asimismo en ésta region se presentaron altas correlaciones
positivas entre la reflectancia y la severidad.

Kobayashi et al. (2003) y Pietrzykowski et al. (2006) identificaron en la regién del rojo,
especificamente en la reflectancia a los 675 nm, una alta sensibilidad de la reflectancia a la
severidad de la piricularia (Magnaporthe grisea) en arroz (O. sativa) y a la severidad de
Mycosphaerella en eucalipto (Eucalyptus globulus), respectivamente.

En las longitudes de onda més sensibles a la severidad del SALB, se presentaron algunas
correlaciones significativas entre la reflectancia y el contenido relativo de clorofila en al
menos uno de los estadios foliares en cada clon de caucho. En el VIS, la mejor relacion
entre la reflectancia y el contenido relativo de clorofila se present6é a los 545 nm con un
coeficiente de correlacion r = -0.72 en foliolos C del clon FX 3864 y r = -0.40 en foliolos
C del FX 4098. No se presentaron correlaciones significativas en las regiones del azul (400
- 500 nm) y el rojo (600 - 700 nm). En el NIR se presentaron algunas correlaciones
positivas significativas en ambos estadios foliares, las cuales oscilaron entre r = 0.37 en el
FX 4098 y r =0.84 en el FX 3864 a los 749 nm.

La infeccion por M. ulei afectd negativamente la concentracion relativa de la clorofila,
especialmente en los foliolos C de plantas susceptibles de caucho. Esta situacién pudo
relacionarse con la accién de enzimas liticas o de toxinas no selectivas producidas por el
patdgeno durante la colonizacion del tejido vegetal (Rios et al., 2014). Segin Smirnoff
(1995) la reduccion en la concentracion de pigmentos son rasgos tipicos del estrés
oxidativo ocasionado por infecciones de patdgenos y podria ser una consecuencia de la
degradacion acelerada de la clorofila o por reducciones en su sintesis debido a cambios en
la composicion de la membrana tilacoidal.

La reflectancia cercana a los 674 nm fue destacada por Merzlyak et al. (1999) por ser
sensible al deterioro de la clorofila y también es influenciada por la retencién o
acumulacién de pigmentos carotenoides durante la senescencia o por la infeccion por
patbgenos como una estrategia para proteger el aparato fotosintético contra el dafio
fotoquimico debido al oxigeno singlete producido por el estado excitado triplete de la
clorofila (Bacelar et al., 2006; Rios et al., 2014).

Gitelson et al. (2003) encontraron una fuerte relacion lineal de la reflectancia con el
contenido total de clorofila cerca a los 700 nm y Jing et al. (2007) describieron una fuerte
correlacion entre la concentracion de clorofila y la severidad de la roya amarilla en trigo
(Triticum sp.) alrededor de los 700 nm. Sin embargo, Pietrzykowski et al. (2006) no
encontraron correlaciones significativas en ésta region del espectro, similar a lo reportado
en la presente investigacién en donde en la region del rojo no hubo significancia en la
relacion lineal de la reflectancia con la clorofila en ambos clones de caucho.

e Influencia de la severidad del SALB sobre los IVEs
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Todos los IVEs probados permitieron discriminar significativamente entre las clases de
severidad del SALB (p < 0.01), con excepcién del PRI en foliolos B del clon FX 3864 en
donde no se presentaron diferencias significativas entre las clases de severidad (p > 0.05)
(Tabla 2-9). En general, aunque los indices PRI, R850/R710 y ARI fueron influenciados
de forma significativa por la severidad del SALB, éstos presentaron la menor capacidad
para discriminar entre las clases de severidad, debido a que la separacion de medias
mediante la prueba de LSD de Fisher, no mostré6 una diferenciacion total entre las
severidades reportadas.

Todos los IVEs se correlacionaron significativamente con las clases de severidad del
SALB (p < 0.01), con excepcién del PRI en foliolos B del clon FX 3864 y del PRI en
foliolos C del clon FX 4098 (Tabla 2-10). En general, las correlaciones entre los IVEs y la
severidad del SALB fueron mayores en el estadio foliar C.

En ambos clones de caucho y para ambos estadios foliares, los IVEs que mejor se
correlacionaron con la severidad fueron: R674/R550, R678/R550, NDVI y SIPI. Por otro
lado, los IVEs que mejor se correlacionaron con el contenido relativo de clorofila fueron:
R850/R710, ARl y PRI (Tabla 2-10). En general, la mejor correlacién de éstos IVEs con la
clorofila se observo en el estadio de foliar C.

Los IVEs han sido Utiles en la deteccion temprana de las enfermedades, debido a la
sensibilidad que poseen frente a cambios en la reflectancia ocasionados por agentes
fitopatdgenos (Mahlein et al. 2013). Diversos estudios han estimado el potencial de los
indices de vegetacion en la deteccion temprana de enfermedades (Pietrzykowski et al.,
2006; Wu et al., 2008; Delalieux et al. 2009; Naidu et al., 2009; Rumpf et al., 2010;
Mabhlein et al. 2009, 2010, 2013).

La mayoria de los indices estan altamente correlacionados con el contenido de pigmentos,
biomasa o area foliar. Sin embargo, la mayoria de éstos indices espectrales no son
especificos en la deteccidn de estrés bidtico por patdégenos (Mahlein et al., 2013).

En ésta investigacion la severidad del SALB afect6 significativamente a la mayoria de los
IVEs, donde el nuevo indice propuesto (R674/R550) resulté muy significativo y estuvo
fuertemente correlacionado con las distintas clases de severidad del SALB en ambos
clones de caucho y en los dos estadios fenoldgicos considerados. No obstante, no se
correlaciond significativamente con el contenido relativo de clorofila.

e Efecto del progreso del SALB sobre los indices de vegetacion espectral

En ambos clones de caucho se observd un incremento en los valores medios de algunos
IVEs y una disminucion paulatina para otros IVEs a través del tiempo de muestreo, en
plantas no inoculadas debido al cambio en la edad y la fenologia de los foliolos, y en
plantas inoculadas, debido principalmente al progreso de la enfermedad (Tabla 2-11). En
este sentido, se observaron mayores camibios a traves del tiempo en las medias de los
IVEs calculados en plantas inoculadas, principalmente en el clon susceptible (FX 3864).
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Tabla 2-9. Medias de siete indices de reflectancia espectral para foliolos no inoculados (‘0’) de dos clones de caucho (Hevea
brasiliensis) y cada una de las clases de severidades generadas por el mal suramericano de las hojas SALB (fase conidial: Fusicladium
macrosporum) en condiciones de inoculacion controlada.

Clase de severidad por fenologia foliar

indice de on
reflectancia Estadio foliar B Estadio foliar C
0] 1 2 3 0 1 2 3 4

R674/R550 FX 3864° 0.07 +0.003°%° 0.28 + 0.006c 0.39+0.006b 0.74 + 0.008a 0.08+0.004e 0.38+0.01d 0.66+0.01lc 1.11+0.01b 1.25+0.0l1a
FX 4098" 0.07+0.01c 0.23+0.01b 0.38+0.01a - 0.07+0.003c 0.19+0.01b 0.29 +0.003a - -

R678/R550 FX 3864 0.08 £0.003d 0.28 +£0.007c 0.37 +£0.007b 0.75+ 0.009a 0.07 £0.01e 041+0.01d 0.72+0.0lc 1.21+0.01b 1.32+0.01a
FX 4098 0.07+£0.004c 0.24+0.01b 0.38+0.01a - 0.08+0.004c 0.20+0.01b 0.29+0.01a - -

NDVI FX 3864 0.97+0.003a 0.87+0.006b 0.80+0.006c 0.53+0.009d 0.98+0.002a 0.86+0.01lb 0.76+£0.01c 0.63+0.004d 0.57 +0.004e
FX 4098 0.97+0.001a 0.92+0.002b 0.83+0.004c - 0.98+0.002a 0.93+0.01b 0.89 +0.003c - -

PRI FX 3864 -0.05 £ 0.024a -0.08 +0.046a -0.09 £+ 0.046a -0.02 + 0.065a -0.06 £ 0.0007d -0.03 + 0.001c -0.03 +0.001c 0.004 + 0.001b 0.01 + 0.001a
FX 4098 0.04 +£0.003a 0.01+0.01b 0.03+0.0lab - 0.05+0.01b 0.09+0.01a 0.06 +0.01ab - -

R850/R710 FX 3864 10.78 £0.714a 6.87 +1.383b 4.81+1.383b 2.49 +1.956b 7.45+0.13a 3.06+£0.30b 2.38+0.30bc 1.96+0.26c 1.74+0.23c
FX 4098 3.69+0.15a 3.770.22a 2.31+0.33b - 2.64 + 0.09a 248 +£0.26ab 2.21+0.10b - -

SIPl FX 3864 0.97+0.002a 0.91+0.004b 0.87+0.004c 0.73 +0.006d 0.98+0.002a 0.89+0.01b 0.83+0.01c 0.73+0.004d 0.69 +0.004e
FX 4098 0.97+0.001a 0.94+0.002b 0.89+0.003c - 0.98+0.001a 0.95+0.004b 0.91+0.001c - -

AR FX 3864 -72.02 £ 1.273d -27.77 + 2.465¢ -15.27 + 2.465b -1.81 + 3.487a -68.77+1.47b 081+3.29a 5.33+3.29a 7.10+2.85a 7.46+2.55a
FX 4098 -0.50 £ 0.04b -0.38+0.05b -0.18 + 0.08a - -37.98+298b -19.19+8.16a -11.95 + 3.20a - -

®Error estandar

®Para cada indice, medias en cada fila (clon) por estadio foliar seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05)
‘Altamente susceptible al SALB; Moderadamente resistente al SALB

NDVI, indice de vegetacion de diferencia normalizada; PRI, Indice de reflectancia fotosintético; SIPI, Indice independiente de la estructura del pigmento; ARI, indice de reflectancia de antocianina.
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Todos los IVEs mostraron diferencias significativas entre el inicio del seguimiento (0
DDI) y al final del monitoreo (20 DDI) (cuando se alcanzd el maximo desarrollo de la
enfermedad) en las plantas inoculadas del clon FX 3864. En el clon FX 4098
(moderadamente resistente) estas diferencias solo se evidenciaron con los indices
R850/R710, SIPI y ARI. En el clon FX 3864, se evidenciaron diferencias significativas
entre plantas sanas e infectadas a los 4 DDI para los siete IVES estudiados. En el clon FX
4098, estas diferencias se observaron a los 4 DDI con los indices R674/R550, R678/R550
y PRI; a los 8 DDI con los indices NDVI, R850/R710 y SIPI; y a los 12 DDI con ARI.

Tabla 2-10. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre siete indices de reflectancia
espectral y (a) las clases de severidades generadas por el mal suramericano de las hojas
SALB (fase conidial: Fusicladium macrosporum) de caucho (Hevea brasiliensis) y (b) la
concentracion relativa de clorofila en condiciones de inoculacion controlada.

indice de Clon Estadio foliar B2 Estadio foliar C
reflectancia (@) Severidad (r) (b) Clorofila (r)  (a) Severidad (r) (b) Clorofila (r)
a Jk - ** -
RE74/R550 FX 3864b 0.98 0.26 NS 0.99 0.27 NS
FX 4098 0.99** -0.02 NS 0.99** -0.17NS
FX 3864 0.97** -0.14 NS 0.99** -0.26 NS
ROT8IRSS0 FX 4098 0.99** -0.01 NS 0.98** -0.18 NS
NDVI FX 3864 -0.95** 0.12 NS 0.99** 0.31NS
FX 4098 -0.98** -0.02 NS -0.97** 0.20 NS
PRI FX 3864 -0.04 NS -0.69** 0.98** -0.25NS
FX 4098 -0.43* -0.14 NS 0.21 NS -0.64**
FX 3864 -0.75** 0.54** -0.91** 0.46 *
RESORTL0 FX 4098 -0.47* 0.17 NS -0.52* 0.55*
SIP| FX 3864 -0.96** 0.12NS -0.99** 0.33NS
FX 4098 -0.97** -0.02 NS -0.98** 0.15NS
AR FX 3864 0.95** -0.26 NS 0.88** -0.47**
FX 4098 0.64** 0.46* 0.75** -0.41*

*p < 0.05; significativo; **p < 0.01, muy significativo; NS, no significativo

®Altamente susceptible al SALB; "Moderadamente resistente al SALB
NDVI, indice de vegetacion de diferencia normalizada; PRI, Indice de reflectancia fotosintético; SIPI, Indice
independiente de la estructura del pigmento; ARI, Indice de reflectancia de antocianina.
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Tabla 2-11. Efecto del progreso del mal suramericano de las hojas SALB (fase conidial:
Fusicladium macrosporum) sobre siete indices de reflectancia espectral calculados en dos
clones de caucho (Hevea brasiliensis) en condiciones de inoculacion controlada.

Indice de Clon Tratamiento Tiempo de muestreo’ (dias después de la inoculacion)
reflectancia’ 0 4 8 12 16 20
Fx 3864° [ 007+0.067°%f 0.34+0.067cd 050+0.067 0.75+0.067) 0.82+0.0670 1.20+0.067a
RG74/R550 0.06£0.002f 0.07+0.002ef 0.09+0.002f 0.10+0.002f 0.09+0.002ef 0.06 +0.002f
. I 0.15+0.067d-f 0.22+0.067de 0.33+0.067cd 0.26+0.067d 0.27+0.067d 0.30£0.067d
FX40%8 NI 0.06£0002f 0.04+0.002f 0.10+0.002ef 0.08+0.002f 0.07+0.002¢f 0.05+0.002f
EX 3864 I 0.07+0.072¢f 0.33+0.072cd 050£0.072c 079+0.072b 08710072 129£0.072a
RETSIR550 NI 0.06£0001f 0.08+0.00lef 0.09+0.00lef 0.08+0.00%ef 0.07+0.00lef 0.05+0.001f
EX 4098 [ 0.14£0.072d-f 0.23£0.072de 0.33+0.072cd 0.27£0.072de 0.26+0.072de 0.30 + 0.072cd
NI 008+000lef 0.04+0001f 008+0.00lef 009+0.00%ef 0.08+0.00ef 0.054+0.001f
FX 3864 [ 0.97£0.033a-c 0.84£0.033d 0.71+0033 072£0.033% 07210033 0.60+0.033f
NDVI NI 097+000%ab 0.97+0.00lab 0.96+0.00la-c 0.97+0.001ab 0.98+0.00la 0.98+0.00la
FX 4098 [ 0.95£0.033a-c 0.92+0.033a-d 0.85+0.033d 0.89+0.033cd 0.90 £ 0.033b-d 0.88 + 0.033cd
NI 0.9620.00%a-c 0.98+0.00a 097+0.001ab 0.9720.001ab 0.98+0.00la 0.990.001a
EX 3864 I 0.06+0.012bc -0.07+0.012f -0.07£0.012f -0.02£0.012 -0.01+0.012 0.01+£0.0L2d
BRI NI 006+0001h -002+0.00%e -0.19+0.001g -0.06+0.001f -0.06+0.001f -0.06+ 0.001f
EX 4098 [ 0.03£0.012b-d 0.01£0.012de 0.03+0.012cd 0.10£0.012a 0.03+0.012b-d 0.07 + 0.012b
NI 005+0.00thc 0.05+0.00lbc 0.02+0.001d 0.07+0.001b 0.05+0.00lbc 0.05+0.001hc
FX 3864 [ 10.37+0.460b 5.34+0.460g 5.00+0.460gh 2.62 +0.460k-m2.26 £ 0.460lm 1.69 + 0.460m
RESOIRTL0 NI 1085£0.007b 6.76+0.007e 14.74+0.007a 6.61+0.007f 7.56+0.007d 8.16+0.007c
FX 4098 I 4.10+0.460g-i 3.96 + 0.460h-j 2.70+0.460k-m2.10 + 0.460m 2.32 £ 0.460lm 2.32 £ 0.460Im
NI 306200071 436+0.007gh 3.64+0.007jj 220£0.007m 2.46+0.007m 3.26 £ 0.007i-k
EX 3864 I 0.96+0.018a-d 0.90+ 0018 0.83£0.018f 0.79+0.018g 0.80+0.018fy 0.71£0.018h
SIPI NI 097+0.00%ab 0.97+0.00lab 0.96+0.001b-d 0.97 £0.001ab 0.98+0.001ah 0.99 +0.001a
EX 4098 [ 0.96£0.018a-c 0.95+0.018b-e 0.91+0.018¢c-e 0.93+0.018c-e 0.91+0.018 0.92 + 0.018de
NI 097+000%ab 0.98+0.00lab 0.97+£0.00lab 0.97+0.00%ab 0.98+0.00lab 0.99 £0.001a
FX 3864 [ -75.74 £2.102m-23.70 + 2.102¢f -11.45 £ 2.102d 319 +2.102bc 558 £2.102ah 8.06 + 2.102a
ARI NI -77.67+0.179m-67.20 £ 0.17% -71.20£ 0.1791 -61.07 +0.179i -66.68 £ 0.179) -78.56 £ 0.179m
FX 4098 I -0.50£2.102c -0.44+2.102c -0.19+2.102hc -10.03+2.102d -7.42+2.102d -21.28 +2.102%¢
NI -0.65+£0.179c -0572£0.179c -0.29+0.179%c -27.69+0.179f -28.76 £ 0.179g -57.50 £ 0.179h
*Error estandar

®Para cada indice, medias en cada fila (clon x tratamiento) sequidas por la misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05)

“Mejor modelo estadistico, sin estructura con varianzas heterogéneas (SEH)

IAkamente susceptible al SALB; “Moderadamente resistente al SALB

'0- 8 dias después de la inoculacion (estadio foliar B); > 8 dias después de la inoculacin (estadio foliar C)

NDVI, indice de vegetacion de diferencia normalizada; PRI, indice de reflectancia fotosintético; SIPI, Indice independiente de la estructura del pigmento:
ARI, Indice de reflectancia de antocianina; 1, Inoculado; NI, No inoculado (Testigo).
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Los resultados de éste estudio reportados para el clon FX 4098 coinciden para los indices
NDVI y SIPI con Mahlein et al. (2010, 2013) quienes analizaron la respuesta espectral de
la remolacha (Beta vulgaris) a tres enfermedades foliares, pero difieren para ARI, dada la
deteccidn tardia (12 dias) que se observo para éste indice en la presente investigacion. Sin
embargo, los resultados difieren notablemente para el clon FX 3864, en donde todos los
indices estudiados permitieron realizar una deteccion mas oportuna (4 dias) que lo
reportado por aquellos autores (8 — 17 dias). Segin Mahlein et al. (2013) las
modificaciones bioquimicas manifestadas en plantas enfermas hacen que unos indices sean
maés discriminantes que otros en regiones vecinas del espectro de reflectancia y a través del
tiempo.

e Modelos de regresion para la prediccion de las clases de severidad del SALB

Los mejores modelos de regresion que explicaron la relacion entre las clases de severidad
del SALB vy la respuesta espectral para cada combinacion clon/fenologia foliar aparecen
reportados en la figura 2-10.

Los modelos construidos se utilizaron para predecir las clases de severidad en cada
combinacion clon/fenologia foliar. Esta validacion independiente mostré una alta
correlacion significativa entre los datos predichos y los observados (r > 0.9; p < 0.0001)
(Figura 2-10).

En los foliolos B del clon FX 3864, el 36% de las predicciones fueron exactas, 40%
subestimadas y 24% sobrestimadas. En foliolos C, el 26% de las predicciones fueron
exactas, 37% subestimadas y 37% sobrestimadas. En el clon FX 4098, en foliolos B y C,
las predicciones exactas fueron 12 y 40%, las subestimadas 42 y 30% y las sobrestimadas
48 y 30%, respectivamente.

Los resultados de éste estudio presentan modelos de prediccion de las clases de severidad
al SALB, especificos para foliolos jovenes tanto en B como en C y en dos clones de
caucho con diferente reaccion a M. ulei en condiciones controladas de infeccion. Estos
modelos presentaron un mejor ajuste lineal que el reportado por Pietrzykowski et al.
(2006) para Mycosphaerella en E. globulus (R? =0.83).

Asimismo, los modelos aqui presentados poseen una mayor capacidad predictiva para
valores exactos de las severidades evaluadas. Estas diferencias en la capacidad predictiva
de los modelos ademéas de los patosistemas evaluados, podrian relacionarse en la
diferencia de sensores utilizados (rango espectral: 250 -2100 nm vs 300 -1000 nm) y en las
diferentes circunstancias de medidas con respecto al presente estudio (dosel simulado vs
foliolos, dos lamparas de 150 W vs cuatro lamparas de 40 W).
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Figura 2-10. Relacidn entre los valores observados y los valores predichos de las clases de
severidad del SALB (fase conidial: Fusicladium macrosporum) en dos clones de caucho
(Hevea brasiliensis), a partir de modelos de regresion lineal maltiple de la respuesta
espectral en condiciones de inoculacion controlada. A y B, clon altamente susceptible FX
3864 en los estadios foliares B y C, respectivamente. C y D, clon moderadamente
resistente FX 4098 en los estadios foliares B y C, respectivamente. ECM, Error cuadratico
medio.

Este estudio es el primer reporte en el que se analiza desde un enfoque multi-temporal los
cambios de los principales componentes fisioldgicos asociados a la reaccion de los clones
FX 3864 y FX 4098 a M. ulei en condiciones de inoculacion controlada durante la fase
infecciosa de la enfermedad. Asimismo, es el primer estudio en el que se analiza los
cambios en la respuesta fisioldgica (intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a)
y en las propiedades de reflectancia espectral en foliolos jévenes (B y C) de los clones de
caucho FX 4098 y FX 3864 en respuesta a la infeccion por M. ulei en condiciones de
inoculacién controlada.
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2.6 Conclusiones

e EIl andlisis de la variacién temporal de los principales componentes fisioldgicos
asociados a la reaccion de los clones de H. brasiliensis FX 3864 y FX 4098 a M. ulei,
permite concluir que en condiciones controladas, la intensidad y la frecuencia de los
sintomas asi como el grado de esporulacion producidos por M. ulei cambian
significativamente a través del tiempo y esta variacion esté influenciada a su vez por
el nivel de susceptibilidad a M. ulei presentado por cada clon. Se observa ademés que
la variacion temporal de los sintomas y signos del SALB en los clones FX 3864 y FX
4098, afecta significativamente el grado de inter-correlacion entre las variables de
ataque y esporulacion conidial especialmente entre los dias 8 y 12 posteriores a la
inoculacion.

e El anélisis de los parametros fisioldgicos (intercambio gaseoso y fluorescencia de la
clorofila @) permiten concluir: (a) las tasas fotosintéticas en el clon FX 3864 (altamente
susceptible) fueron significativamente afectadas en respuesta a la infeccion por M. ulei,
y en un minimo grado en el clon FX 4098 (moderadamente resistente), como resultado
de una menor conductancia estomatica y un baja eficiencia en el uso del agua en el
clon susceptible; la afectacion de la fotosintesis fue proporcional al progreso de la
enfermedad y el fendmeno se intensifico en foliolos inoculados pertenecientes al
estadio foliar B.

e EIl anédlisis de la respuesta espectral al SALB permite concluir que la enfermedad
posee un efecto significativo en las propiedades espectrales de los clones de caucho FX
3864 y FX 4098 en condiciones de inoculacion controlada. Este efecto se basa
principalmente en las caracteristicas fisioldégicas de cada clon como el contenido
relativo de clorofila, en la fenologia de los foliolos (B o C), en la clase de severidad de
la enfermedad y en el tiempo de inoculacion del patégeno.

e El andlisis de las firmas espectrales y de la diferencia y sensibilidad de la reflectancia,
permitieron obtener un nuevo indice de vegetacion espectral para la detecciéon e
identificacion del SALB en foliolos jovenes de los clones de caucho FX 4098 y FX
3864. Asimismo se reportan los primeros modelos lineales basados en indices
espectrales para la prediccion de las clases de severidad del SALB en las dos
fenologias foliares estudiadas en cada clon de caucho.
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3. Capitulo 3. Efectos del SALB (Microcyclus ulei)
en la respuesta fisioldgica y espectral de dos clones
de Hevea brasiliensis crecido bajo condiciones
ambientales de Caqueta-Colombia

3.1 Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta fisioldgica y espectral de dos clones
(FX 3864 y FX 4098) de caucho (Hevea brasiliensis) crecido en jardin clonal bajo
condiciones ambientales de Caquetad-Colombia, al mal suramericano de las hojas SALB
(Microcyclus ulei). Se clasifico la severidad del SALB de acuerdo con la fenologia foliar
del caucho y con el desarrollo del patdgeno (anamorfos F. hevae y A. ulei, y teleomorfo M.
ulei). Se analizaron cuatro variables de intercambio gaseoso y cinco de fluorescencia de la
clorofila a. Se estudio el efecto del SALB sobre las propiedades de reflectancia espectral y
se valoraron siete indices de vegetacion. Las tasas fotosintéticas en el FX 3864 fueron
significativamente afectadas por M. ulei, y en un minimo grado en el FX 4098. La
afectacion de la fotosintesis fue proporcional a la intensidad de los sintomas de la
enfermedad y el fendbmeno se intensificd en foliolos infectados B (16 — 20 dias) y C (24 —
28 dias). La enfermedad influyé significativamente en las propiedades espectrales. Este
efecto se basé principalmente en el tipo de clon, el contenido relativo de clorofila, la
fenologia foliar y la clase de severidad segun el estadio de desarrollo del patdgeno. El
analisis de las firmas espectrales permitio obtener dos nuevos indices de vegetacion para la
deteccidn e identificacion del SALB. Asimismo se reporta para cada clon de caucho, un
modelo lineal para la prediccion de las clases de severidad del SALB en plantas crecidas
bajo condiciones ambientales.

Palabras clave: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulei, fotosintesis, reflectancia, jardin
clonal
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3.2 Abstract

This study aimed to evaluate the physiological and spectral response of two rubber tree
clones (FX 3864 and FX 4098) (Hevea brasiliensis) to the South American Leaf Bligth
SALB (Microcyclus ulei) grown in clonal garden under ambient conditions of Caqueta -
Colombia. Evaluations were performed in clonal garden, with ambient PAR, temperature
and relative humidity. SALB severity according to the foliar phenology of rubber and
pathogen development was classified (anamorphics F. macrosporum and A. ulei, and
teleomorph M. ulei). Four variables of gas exchange and five for the fluorescence of
chlorophyll a were analyzed. Effect of SALB on spectral reflectance properties studied
seven vegetation indices was evaluated. Photosynthetic rates in the FX 3864 were
significantly affected by M. ulei, and a minimum degree FX 4098. Involvement of
photosynthesis was proportional to the intensity of the symptoms of disease and
phenomenon intensified in infected leaflets B (16 — 20 days) and C (24 — 28 days). The
disease influenced significantly on the spectral properties. This effect was mainly based in
the type of clone, the relative chlorophyll content, leaf phenology and the kind of severity
depending on the stage of development of the pathogen. The analysis of the spectral
signatures yielded two new vegetation indices for the detection and identification of
SALB. Also reported for each rubber tree clone, a linear model for the prediction of
severity classes SALB under natural inoculation.

Key words: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulei, photosynthesis, reflectance, clonal
garden

3.3 Introduccidén

El caucho natural [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.] es una
especie de origen suramericano productora de latex, destinado principalmente a la
industria llantera (Compagnon, 1998). A nivel mundial, el Sudeste Asiatico produce el
93% del caucho natural, Africa el 4% y América Central y del Sur el 3%. Tailandia,
Indonesia y Malasia concentran el 66.5% de la produccién, siendo éstos los principales
paises productores (IRSG, 2013).

Segun la CCC (2011), en Colombia la explotacion cauchera se concentra en plantaciones
comerciales constituidas por clones introducidos principalmente de origen asiatico,
africano y americano, con una superficie total establecida de 29.346 ha a diciembre de
2010. EI 80% del area total establecida se concentra en cuatro nucleos caucheros: Meta,
Magdalena medio, Caqueta y Antioquia-Cérdoba. Caqueté es el departamento con mayor
tradicion cauchera de Colombia y el tercero en area sembrada con 6.017 ha de caucho, de
las cuales 1.581 ha son plantaciones en etapa productiva con una produccién de 1.894
toneladas de caucho seco por afio (Asoheca, 2014).
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Debido a la creciente demanda, el subsector cauchero colombiano requiere no solo
establecer nuevas areas de siembra sino también seleccionar los mejores clones para cada
region, con buen desempefio y tolerancia a los principales limitantes fitosanitarios del
cultivo. En relacion con el aspecto fitosanitario, los estudios se han enfocado
principalmente en la busqueda de resistencia al mal suramericano de las hojas, por sus
siglas en inglés SALB (South American Leaf Blight) (Garcia-Romero et al., 2006; Garcia
et al., 2011), patologia ocasionada por el hongo ascomycete Microcyclus ulei (anamorfo
Fusicladium macrosporum), el cual constituye el principal limitante del cultivo en
América, area de donde el microorganismo patégeno es endémico.

En el departamento del Caqueté los clones de caucho natural: IAN 873, IAN 710 y FX
3864 han reducido el desempefio en etapa improductiva (Sterling y Correa, 2010) y se ha
incrementado la susceptibilidad al SALB (Sterling et al., 2009, 20103, b). Lo anterior ha
impulsado a nivel regional la busqueda de nuevas fuentes de resistencia genética a M. ulei
dentro de las cuales se resalta el clon FX 4098 como un material promisorio para la region
amazonica colombiana, a partir de evaluaciones preliminares realizadas en experimentos
clonales a gran escala (Sterling et al., 2010a, 2011, 2012) y en sistema agroforestal
(Sterling y Rodriguez, 2014).

Los estudios fisiologicos realizados en H. brasiliensis han sido abordados en plantas sanas
enfocandose principalmente en el efecto de factores abidticos (Conforto et al., 2005;
Cavalcante y Conforto, 2006; Miguel et al., 2007; Rodrigo, 2007; Sena et al., 2007;
Conforto, 2008; Righi y Bernardes, 2008). Desde el punto de vista del estrés por factores
bidticos, aun falta por esclarecer los mecanismos por los que por ejemplo los patdgenos
afectan la capacidad fotosintética de la planta (Dallagnol et al. 2011).

La fotosintesis constituye el principal proceso fisiologico el cual es afectado por los
patdgenos foliares tanto biotréficos (Berger et al., 2007; Domiciano et al., 2009) como
necrotroficos (Bassanezi et al., 2002). Algunas de estas caracteristicas tales como el
intercambio de gases y pardmetros de fluorescencia de la clorofila han sido considerados
como indicadores Utiles no invasivos del estado del aparato fotosintético en condiciones de
estrés, incluyendo el ataque por patdgenos (Lichtenthaler y Miehe', 1997; Baker y
Rosenqvist, 2004; Bonfig et al., 2006; Berger et al., 2007; Domiciano et al., 2009;).

Los estudios sobre fisiologia del estrés biotico han demostrado que la infeccion por
patdégenos conduce a una disminucion significativa en las tasas de fotosintesis, en la
conductancia estomatica y en las tasas de transpiracion (Chou et al., 2000; Berger et al.,
2007; Domiciano et al., 2009; Aucique Pérez et al., 2014; Rios et al., 2014; Alves et al.,
2011;)

El andlisis sobre la fluorescencia de clorofila a, también han demostrado que la eficiencia
fotoquimica del fotosistema Il (PSII) se reduce por causa de la infeccion (Van Kooten et
al., 1990; Bassanezi et al., 2003; Baker y Rosenqvist, 2004; Bonfig et al., 2006;) y esta a
su vez ocasiona modificaciones en el aparato fotosintético (Lichtenthaler y Miehe', 1997).

95



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién

Armando Sterling Cuéllar

Sin embargo, las enfermedades no s6lo producen cambios en la fisiologia de la planta sino
que alteran principalmente la respuesta espectral de la misma (Mahlein et al., 2013). Segun
Mahlein et al. (2012), las tecnologias de sensores remotos pueden proveer una alternativa
automatica y objetiva para la deteccion y evaluacion en campo de las enfermedades de
cultivos. Varios estudios han demostrado la posibilidad de utilizar sensores remotos para
discriminar entre plantas sanas, y plantas no saludables o enfermas (Moshou et al., 2004;
Delaliux et al., 2009; Rumpf et al., 2010; Hillnhiitter et al., 2011; Mahlein et al., 2012).

Es comdn que las condiciones sanitarias de un cultivo bajo condiciones de campo sean
evaluados por métodos directos tales como exploracion y comprobacion en el dosel de las
plantas. Sin embargo, este método requiere bastante tiempo y mucha mano de obra, lo que
resulta en un aumento de costos para la vigilancia de la enfermedad en la agricultura a gran
escala (Zhang et al., 2002). Los métodos de estimacién remota que utilizan firmas
espectrales e hiperespectrales resultan ser muy precisos y eficientes para el monitoreo de
las enfermedads en campo (Rumpf et al., 2010).

En este sentido, las mediciones de reflectancia espectral se utilizan para la evaluacion no
destructiva del estado fisiologico de la vegetacion (contenido de pigmento, area foliar), y
para discriminar especies de cultivos o para detectar el impacto del estrés, tales como
enfermedades de las plantas, el estrés por sequia o deficiencias nutricionales (Moran et al.,
1997; Richardson et al., 2002; Blackburn, 2007). La deteccion mediante observacion
directa no permite identifar las fases tempranas de las enfermedades, por lo que las
medidas de control ademas de ser inaprpoiadas, se aplican demasiado tarde (Mahlein et al.,
2013).

En consecuencia, los atributos biofisicos y bioguimicos de la vegetacion pueden ser
derivados por espectros de reflectancia. Los métodos épticos, tales como sensores de
imagen y sin imagenes hiperespectrales han demostrado ser una herramienta Gtil para
detectar cambios en la vitalidad de la planta (Nilsson, 1995; West et al., 2003; Hatfield et
al., 2008). Con las tecnologias de avion y de satélite de avance ha habido un interés
creciente en el uso de sensores Opticos remotos para el mapeo y monitoreo de
enfermedades de los cultivos en tiempo real en la escala local (Déguisé et al., 1998; Bryant
y Moran, 1999).

En H. brasiliensis, bajo condiciones de campo, no se ha documentado ain los efectos
producidos por el SALB sobre las propiedades de reflectancia espectral de la planta, en
cuyo caso dicho conocimiento representa una herramienta valiosa para la valoracion no
destructiva del estado fisiologico de la misma, el impacto del estrés ocasionado, la
discriminacion, deteccion temprana y el monitoreo en tiempo real del SALB.

De acuerdo con lo anterior, el objetivo fue determinar cual es el comportamiento de los
clones de caucho FX 3864 y FX 4098 en respuesta a la infeccidén por Microcyclus ulei, en
condiciones ambientales de jardin clonal en Caqueta-Colombia, para lo cual se analizé: (a)
la variacion de los principales parametros climaticos medidos en el tiempo real durante las
evaluaciones fisioldgicas, (b) el intercambio gaseoso y la fluorescencia de la clorofila, y
(c) la reflectancia espectral.
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3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Area de estudio

El estudio se realizo en los jardines clonales de caucho de la Asociacion de Reforestadores
y Cultivadores de Caucho del Caqueta-ASOHECA, localizados entre las coordenadas 1°
32' 54" y 1° 32' 50" de latitud Norte y 75°28'47" y 75°28'44" de longitud Oeste en la
vereda Itarca, inspeccién de Santuario en el municipio de La Montafita (Caqueta,
Colombia) (Anexo 5). Esta zona se encuentra situada en el area de transicion entre la
cordillera oriental y la planicie amazdnica a 450 msnm, presenta una precipitacion de 3340
mm, una temperatura de 25.2 °C, una humedad relativa de 85.7% y un brillo solar de 1452
horas/luz/afio (IDEAM, 2009).

3.4.2 Material vegetal

Se seleccionaron plantas monopodiales de 12 meses de edad con una altura promedio de
2.0 £ 0.1 m y un didmetro a la altura del pecho (DAP) de 3.8 £ 0.2 cm de los clones de
caucho FX 4098 y FX 3864 (Tabla 2-1) pertenecientes a los jardines clonales de
ASOHECA en el municipio de La Montafiita, Caqueta (Colombia). La identidad varietal
del clon FX 3864 fue confirmada por Fonseca y Aristizabal (2010) y la del clon FX 4098
por Quintero et al. (2012), mediante el uso de la técnica SSR usando cinco pares de
cebadores microsatélites del genoma de H. brasiliensis: hmac4, hmac5, hmctl, hmct5
(Saha et al., 2005), y M574 (Lespinasse et al., 2000; Lekawipat et al., 2003).

3.4.3 Condiciones de infeccién natural y manejo del experimento

Para cada uno de los clones de caucho se delimitaron dos parcelas pareadas, cada una con
100 individuos a razon de 20 individuos por surco de siembra, los cuales fueron
previamente sembrados (12 meses de edad) con un distanciamiento de 1 m x 1 m. Una de
las parcelas estuvo libre de la aplicacion de plaguicidas (tratamiento sin control quimico,
SQ) para aumentar la probabilidad de infeccion natural debida al indculo de M. ulei
presente en el ambiente, mientras que la parcela homologa recibi6 aspersiones (tratamiento
con control quimico, Q) semanales y alternadas con cada uno de los siguiente fungicidas:
Clorotalonil (2.5 g.I"Y), Mancozeb (2.5 g.I"Y) y Azoxystrobin/Cyproconazol (1.0 ml.I%).
Estas aplicaciones se realizaron cinco meses antes de las evaluaciones fisioldgicas con el
fin de tener una parcela control, con ausencia de sintomas o signos visibles producidos por
el SALB.

Asimismo, se realizaron controles mecanicos de arvenses mensualmente y se aplicd un
plan de fertilizacion cada dos meses de acuerdo con los requerimientos nutricionales del
cultivo del caucho (Viegas et al., 1992) con aplicaciones edaficas de NPK (100 g por
planta) y de elementos menores (15 g por planta).
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3.4.4 Seleccion de las severidades del SALB segun el estadio de desarrollo
del patdgeno

Durante la época de mayor prevalencia del SALB (M. ulei) (marzo a septiembre) en Caqueta
(Colombia) (Sterling et al., 2010c), para cada clon de caucho, en cada parcela pareada y
mediante un muestreo dirigido, se seleccionaron para cada uno de los estados fenoldgicos
foliares del cultivo de caucho (Halle et al., 1978) las clases de severidad del SALB
producidas por diferentes estadios de desarrollo de M. ulei en condiciones ambientales
(Tabla 3-1). En este sentido, por cada clase de severidad se escogieron cinco plantas y dos
foliolos por planta. La planta se consideré como la unidad experimental.

Tabla 3-1. Clases de severidad del mal suramericano de las hojas (Microcyclus ulei) segun
la fenologia foliar y el estadio de desarrollo del patdgeno, presentes en dos clones de
caucho (Hevea brasiliensis) en condiciones de jardin clonal en Caqueta (Colombia).

Tratamiento® F?gﬁ';;%ia Estadio de desarrollo del patégeno Clave g:rs?j:;
FX 3864 (Altamente susceptible)

Q B,C,C/IDYD - - 0

SQ B,C,C/IDyD - - 0
SQ B Fusicladium macrosporum (fase conidial) BFm 1,2y3
SQ C Fusicladium macrosporum (fase conidial) CFm 1,2,3y4
SQ C/D Aposphaeria ulei (fase picnidial) C/DAu 1,2,3y4
SQ D Microcyclus ulei (fase ascosporica) DMu 1,2,3y4

FX 4098 (M oderadamente resistente)

Q B,C,C/IDyD - - 0
SQ B,C,C/IDYD - - 0
SQ B Fusicladium macrosporum (fase conidial) BFm ly2
SQ C Fusicladium macrosporum (fase conidial) CFm ly?2
SQ C/ID Aposphaeria ulei (fase picnidial) C/DAu ly2
SQ D Microcyclus ulei (fase ascospérica) DMu ly?2

#Q, plantas con control quimico [aplicaciones semanales y alternadas con cada uno de los siguientes fungicidas:
Clorotalonil (2.5g.1""), Mancozeb (2.59.1"") y Azoxystrobin/Cyproconazol (1.0 mLI™*), cinco meses previos al
registro de las evaluaciones fisi

"B, C, C/Dy D, foliolos con 16 -20, 24 - 28, 80 - 90 y 140 -150 di as de edad, respectivamente
“Definidas por el porcentaje de area foliar lesionada, valorada de 0 a 4: 0=nulo (0%); 1= bajo (0.2 - 5%); 2=

medio (6 - 15%); 3= alto (18 - 30%); 4= muy alto (40 - 100%) (Adaptado de Gasparotto et al., 1989).
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3.4.5 Medicion en tiempo real de los principales pardmetros climaticos

En el desarrollo de las evaluaciones fisiologicas realizadas en jardin clonal, se registraron
en tiempo real las variables ambientales: PAR (radiacion fotosintéticamente activa) con un
equipo portéatil de intercambio de gases IRGA de tipo abierto (TPS 2, PP Systems, USA),
temperatura ambiente y humedad relativa con un termohigrémetro portatil (Kestrel®3000
Pocket, Nielsen-Kellerman, USA). Los datos climaticos se sistematizaron y analizaron en
valores medios para cada clon, en cada estadio foliar y para cada una de las clases de
severidad registradas, con el fin de discutir la influencia o relacién de éstos con los
parametros fisiologicos estudiados.

3.4.6 Evaluacion del intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a
en los clones de caucho FX 3864 y FX 4098 en respuesta a la
infeccion por Microcyclus ulei bajo condiciones ambientales

e Intercambio gaseoso

Se midieron la tasa de asimilacion neta de CO, (A) (umol CO, mZs?), la tasa de
transpiracion (E) (mmol H.0 m2.s?) y la conductancia estomatica (gs) (mol H.O m?2.s™)
por medio de un equipo portatil de intercambio de gases IRGA de tipo abierto (TPS 2, PP
Systems, USA). Asimismo se calcul6 la eficiencia en el uso del agua, por su sigla en inglés
WUE (water use eficiency) mediante la expresion WUE = A/E, que permite determinar el
balance entre la pérdida de agua y la toma de CO2 (Bacon, 2004). Las lecturas se tomaron
después de la estabilizacion de los valores de A y gs. Se utilizd el equipo a PAR,
temperatura y CO2 ambientales (Tabla 3-3). . Durante las mediciones, la temperatura foliar
oscild entre 26.7 y 33.3 °C. Las evaluaciones se realizaron entre las 9:00 y las 11:00 am en
cinco plantas y dos foliolos por planta, para cada una de las clases de severidad registradas
en cada estadio foliar de cada clon de caucho. Las evaluaciones de intercambio gaseoso se
realizaron en los afios 2012 y 2013.

Previo al inicio de las evaluaciones de intercambio gaseoso y con el fin de determinar el
valor de referencia de A a luz saturante (Amax), €en condiciones naturales de jardin clonal, se
realizaron con el IRGA entre las 9:00 y las 11:00 am curvas de saturacion fotosintética por
luz en cada clon (cinco plantas), en los estadios C (22 — 24 dias) y D (80 — 90 dias) (dos
foliolos por estadio) y en las clases de severidad ‘0’ y ‘2’ para el clon FX 4098 y ‘0’ y ‘4’
para el FX 3864. A partir de las curvas de luz se calcularon los puntos de compensacion
luminica, los puntos de saturacion luminosa (fotosintesis maxima a saturacion por luz) y la
eficiencia fotosintética (tasa de produccion de CO2 por energia luminica captada) por
medio del modelo estadistico de Mitscherlich (Aleric y Kirkman, 2005) (Anexos 6). Dadas
las caracteristicas del equipo, la determinacion de la curva de luz se empez6 con un PPFD
de 2023 umol fotones/m?.s y en adelante en forma descendente a 1547, 711, 418, 279, 205,
147, 66, 15 y 0 pmol fotones m™2.s con temperatura (31.5 °C) y CO, constante (380 ppm).
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e Fluorescencia de la clorofila a

Los parametros de fluorescencia de la clorofila a se estimaron inmediatamente después de
las medidas de intercambio gaseoso mediante un fluorémetro portatil de pulso modulado
(Hansatech, Hoddesdon, Inglaterra). Las evaluaciones se realizaron en los mismos foliolos
que se utilizaron para las mediciones de intercambio gaseoso. Previo al registro de los
parametros de fluorescencia, el punto de medicion de cada foliolo se adapté a la oscuridad
durante 30 min. Una vez realizado éste procedimiento, el tejido vegetal se expuso a un haz
débil de luz modulada (0.03 umol m?.s?) para determinar la fluorescencia inicial (Fo).
Luego un pulso de luz blanca saturante de 6000 umol m™2.s™ fue aplicado por 1 s para
asegurar la méaxima emision de fluorescencia (Fm), a partir de la cual se calculo el
pardmetro Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm (rendimiento cuéntico maximo del fotosistema Il, PSII).
Se calcularon ademas bajo condiciones de luz actinica (1000 pmol m?2.s™) los siguientes
parametros: eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de reaccién
abiertos del PSII (Fv/Fn), los coeficientes de los quenching (apagamientos) fotoquimico
(gP) y no fotoquimico (NPQ) y la tasa de transporte de electrones, por su sigla en inglés
ETR (electron transport rate). La ETR se calcul6 con la ecuacion: ETR = ®psyj X PPFD X f
x o, donde ®psii corresponde al rendimiento cuéntico del PSII calculado con la formula:
(Fm" — Fs)/Fn”; f es un factor que cuantifica la particion de energia entre PSII (fotosistema
I1) y PSI (fotosistema 1) y se asume con un valor de 0.5, lo cual indica que la energia de
excitacion es distribuida equitativamente entre los dos fotosistemas; y o es la absorbancia
del tejido fotosintético de una hoja, cuyo valor se asume en 0.84 (Maxwell y Johnson,
2000). Las evaluaciones de fluorescencia de la clorofila a se realizaron por duplicado
(afios 2012 y 2013).

3.4.7 Determinacion de la respuesta espectral en los clones de caucho FX
3864 y FX 4098 a la infeccion por Microcyclus ulei en condiciones
ambientales

e Medicion de la reflectancia a nivel foliar

La reflectancia espectral se midié inmediatamente después de las medidas fisiologicas con
un espectrorradiométrico portable, mediante el uso de un cable de fibra dptica de 2m
apoyado por un brazo metalico extensible (Espectrorradiometro Apogee PS-100,
StellarNet, Inc, Tampa, USA). El rango espectral fue de 300 — 1000 nm. Dado que los
datos de reflectancia espectral presentaron ruido en los extremos, se analizaron los valores
entre 400 y 900 nm. El intervalo de escaneo espectral fue automaticamente interpolado a 1
nm mediante el software SpectraWiz de StellarNet. El espectrorradiometro se calentd
durante 60 min y se calibro previo a las mediciones espectrales, con el fin de incrementar
la calidad y homogeneidad de los datos de reflectancia. EI promedio de 30 mediciones en
el negro se calibro en relacion con el promedio de 30 mediciones realizadas sobre una
superficie blanca de referencia (reflectancia estandar) (RS50, StellarNet, Inc Tampa,
USA), iluminada con una lampara de luz haldgena de 100 Watt. Dada la variacion
luminica en campo, se ajustd de manera constante el tiempo de integracién entre 100 y 120
mS por escaneo.
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Para la obtencion de las firmas espectrales se realizaron tres escaneos por foliolo (un
registro en el apice y dos registros, uno a cada lado de la mitad inferior de la vena central
de la superficie adaxial) en los dos foliolos de cada planta, con el fin de optimizar el
barrido espectral a nivel foliar. Cada escaneo represento el promedio de 30 espectros de
reflectancia. El cable de fibra Optica se ubico a una distancia de 2.5 cm de cada foliolo, con
el fin de tener un diametro de escaneo de 1.35 cm en cada lectura espectral. Los datos
espectrales se tomaron en cinco plantas y dos foliolos por planta, para cada una de las
clases de severidad registradas en cada estadio foliar de cada clon de caucho. Se analizo el
espectro de cinco plantas para cada una de las combinaciones evaluadas
(clon/fenologia/severidad). Las evaluaciones espectrales se realizaron por duplicado (afios
2012 y 2013).

Medicion del Indice de Concentracion de Clorofila (CCI)

Un medidor portatil de clorofila CCM-200 plus (Opti-Sciences, Inc, USA) permitié medir
el indice de Concentracion de Clorofila por sus siglas en inglés CCI (Chlorophyll
Concentration Index). EI CCI es proporcional a la cantidad de clorofila presente en el
tejido vegetal, por lo que este valor es un valor relativo del contenido de clorofila
(Richardson et al., 2002; Atkinson et al., 2006; Liberloo et al., 2007). En cada medicion,
el CClI fue obtenido a partir de la absorbancia 6ptica a 653 y 931 nm sobre una superficie
de tejido vegetal de 71 mm?. La calibracion se realiz6 luego de encenderse el equipo y una
vez se accedio al panel de medicién, manteniendo cerrada y libre la cAmara de medicion.
Una respuesta acustica del equipo 2 — 3 segundos confirmo el proceso de calibracion. Las
mediciones del CCI (de 0 a 200) se realizaron en cada foliolo inmediatamente después de
las lecturas espectrales y en los mismos puntos de muestreo donde se realizaron los
escaneos espectrales (Richardson et al., 2002; Pietrzykowski et al., 2006). Los valores de
CCI se registraron en cinco plantas y en dos foliolos por planta, para cada clase de
severidad en cada estadio foliar de cada clon de caucho. Se analizaron los valores de CCI
en cinco plantas para cada una de las combinaciones (clon/fenologia/severidad). Las
mediciones se realizaron por duplicado (afios 2012 y 2013).

3.4.8 Analisis estadisticos

e Analisis de los principales parametros climaticos

Se realizaron pruebas de andlisis de varianza (anova) (o = 0.05) sobre los principales
parametros climaticos (PAR, T y HR) tomados en tiempo real, con el fin de evaluar la
variacion de éstos a través de las clases de severidad en las que se tomaron los respectivos
registros fisioldgicos dentro de cada estadio foliar y en cada clon de caucho. Se
compararon también mediante anova, las medias de éstos parametros entre los dos clones
para cada uno de los estadios foliares evaluados. Se probaron los supuestos de normalidad
(Q-Q plot y prueba de Shapiro-Wilks) y homocedasticidad (fitted plot y prueba de Levene)
sobre los residuales de los datos con una significancia del 5%. La separacion de medias se
realizd mediante la prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher (o = 0.05).
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e Intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a en respuesta a la infeccion
por Microcyclus ulei

Se realizaron andlisis de varianza (anova) para evaluar el efecto de la clase de severidad
producida por M. ulei segun el estadio de desarrollo expresado en condiciones ambientales
del jardin clonal, sobre los principales pardmetros fisiolégicos (A, gs, E, WUE, Fv/Fm,
Fv'/Fm', gP, NPQ y ETR) registrados en cada clon de caucho y en cada estadio foliar, asi
como la influencia que tuvo el clon (independiente del nivel de severidad) sobre estas
variables para cada uno de los estadios foliares evaluados. Se probaron los supuestos de
normalidad (Q-Q plot y prueba de Shapiro-Wilks) y homocedasticidad (fitted plot y prueba
de Levene) sobre los residuales de los datos con una significancia del 5%. La separacion
de medias se realizé mediante la prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher (a =
0.05). Los coeficientes de correlacion (Prueba de Pearson) entre las clases de severidad y
las variables fisioldgicas se estimaron para los datos de las plantas del clon susceptible (FX
3864) para cada uno de los estadios de desarrollo de M. ulei expresados en los distintos
estadios foliares (B, C, C/D y D) (Tabla 3-1).

e Respuesta espectral a la infeccion por Microcyclus ulei

A partir de las lecturas de reflectancia se construyeron las firmas espectrales para cada
clase de severidad expresada por los diferentes estadios de desarrollo de M. ulei en cada
uno de los estadios foliares (B, C, C/D y D) en ambos clones de caucho. Un andlisis de
varianza permitié evaluar la significancia de la severidad sobre la reflectancia en el
espectro visible (VIS, 400 - 700 nm) y en el infrarrojo cercano (NIR, 700 — 900 nm). En
este mismo sentido, con el fin de detectar en qué longitudes de onda se presentaron las
mayores diferencias, se calculd la diferencia de reflectancia, restando las medias de
reflectancia de foliolos sanos a las medias de foliolos infectados en cada longitud de onda
(Mahlein et al., 2010). Adicionalmente, se calculd la sensibilidad de la reflectancia como
el cociente entre las medias de reflectancia de foliolos infectados y las medias de foliolos
sanos en cada longitud de onda (Delaliux et al., 2009). Un analisis de correlacién lineal
simple de Pearson, permitio analizar la intensidad de la relacién entre la firma espectral y
la severidad en el VIS y en el NIR (Pietrzykowski et al., 2006).

Se utilizaron indices de vegetacion espectral (IVEs) relacionados con diferentes
parametros fisioldgicos con el fin de identificar y discriminar entre clones, estadios
fenoldgicos y clases de severidad. En este sentido, se emplearon IVEs obtenidos de las
curvas de sensibilidad de la reflectancia (maximos y minimos) para foliolos jovenes (B y
C) y maduros (C/D y D), e IVEs relevantes reportados en la literatura (Tabla 3-2).

Se realizd un andlisis de varianza para determinar qué IVEs presentaron diferencias
significativas entre las clases de severidad con un nivel de significancia del 5%. Luego una
prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher (a0 = 0.05) permitio identificar las
diferencias entre las medias de los IVEs para las clases de severidad analizadas. A
continuacion se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson entre las clases de
severidad del SALB, el contenido relativo de clorofila medido con el CCM 200-Plus y los
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IVEs utilizados. Para éste analisis de correlacion se tuvo en cuenta para foliolos sanos, los
datos del tratamiento 0Q (con control quimico), dado que éste tratamiento se empleo6 para
asegurar la evaluacion de foliolos sensu estricto libres del SALB en condiciones de jardin
clonal.

Tabla 3-2. indices de vegetacion espectral y algoritmos utilizados para analizar la
respuesta espectral de dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) al mal suramericano de
las hojas (Microcyclus ulei) en condiciones ambientales de jardin clonal.

indice Ecuaciéon® Relacionado con  Referencia
. b

R438/R570 R438/R570 Clorofila (foliolos™ 5 o

ByC)

Clorofila (foliolos
R670/R569 R670/R569 D1y D2) Autor
R678/R550 R678/R550 Clorofila (Pietrzykowki et al . (2006)
indice d tacion de difel i Bi a/area d .
rdice de vegetacion de diferencia NDVI = (R800 - R680)/(R800 + R680) o€ e ) iortenthaler et al . (1996)
normalizada la hoja
indice de reflectancia fotosintético PRI = (R570 -R531)/(R570 + R571) Xantofila Gamoén et al . (1990)
R850/R710 R850/R710 Clorofila Datt (1999)
Ir;drlgsr:tr:;d ependiente de la estructura del SIPI = (R800 - R445)/(R800 + R680)  Carotenoides: Penuelas et al . (1995)
P clorofila a
indice de reflectancia de antocianina ARI = (1/R550) - (1/R700) Antocianina Gitelson et al . (2001)

®Reflectancia en longitudes de onda indicadas
bB, C, C/D y D, foliolos con 16 -20, 24 - 28, 80 - 90 y 140 -150 dias de edad, respectivamente

Finalmente, se realizO una regresion lineal multiple mediante el método stepwise
(regresion por pasos) con el fin de seleccionar el mejor modelo predictivo de la
enfermedad para cada clon de caucho, capaz de discriminar entre clases de severidad para
cualquier fenologia foliar o estadio de desarrollo del patdégeno. Para el analisis de regresion
se tuvieron en cuenta longitudes de onda sensibles a la severidad del SALB en el VIS y en
el NIR, asi como los IVEs estudiados. En la construccion del modelo se excluyeron los
datos de foliolos sanos del tratamiento 0SQ (sin control quimico), dado que con el modelo
resultante se procurd predecir la severidad ‘0’en foliolos sensu estricto libres del SALB.
Se probaron los supuestos de normalidad, no autocorrelacién de Durbin-Watson y la
multicolinealidad.

El modelo con el menor nimero de variables significativas dados los mejores coeficientes
de determinacion (R?) y el error cuadratico medio (ECM) se utilizaron como criterios para
la seleccion del mejor modelo. Se realiz6 un diagrama de dispersion entre los valores
predichos contra los valores observados y se trazo la linea de ajuste de la regresion lineal
entre estos valores (validacion independiente). Se calcularon también los porcentajes de
clases de severidad subestimadas, sobrestimadas y correctamente clasificadas. Todos los
andlisis estadisticos se corrieron en el programa InfoStat version 2013 (Di Rienzo et al.,
2013).
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3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Variacién de los principales parametros climaticos medidos en
tiempo real durante las evaluaciones fisioldgicas

En la tabla 3-3 se presentan los principales parametros climaticos registrados en tiempo

real durante las evaluaciones fisiologicas en jardin clonal.

Tabla 3-3. Medias de los principales parametros climaticos registrados durante las
evaluaciones fisioldgicas en dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) sometidos a presion
de inéculo natural de Microcyclus ulei en condiciones de jardin clonal en Caqueta

(Colombia)
Fenologia Estadio de _ PAR .
foliar” desarr,ollo del  Severidad Lot 2 ) T (°C) HR (%)
patogeno (nmol fotones m °.s
FX 3864 (clon altamente susceptible)
- 0Q 704.5 + 80.21% &° 26.5+0.05ab 85.8+0.04a
- 0SQ 779.8 £ 80.21 ab 26.8+0.05ab 85.6+0.04a
B Fusicladium 1 893.4+80.21a 26.6 £ 0.05 ab 85.5+0.04a
macrosporum 2 623.2 +80.21 ab 26.2+0.05a 85.7+0.04a
3 843.2+£80.21ab 26.6 £ 0.05 ab 85.9+0.04a
Media® 768.8 a 26.5a 85.7 a
- 0Q 726.6 +109.12 bc 26.3+0.09 bc 85.1 £ 0.09 he
- 0SQ 442.2 £109.12 ¢ 25.6+0.09¢c 85.4+0.09c
1 1049.5+109.12 a 27.8+0.09a 83.8+0.09a
C Fusicladium 2 966.9 + 109.12 ab 27.7+£0.09a 83.5+0.09a
macrosporum 3 1152.4 £109.12 a 28.2+£0.09 ab 84.3£0.09 ab
4 498.6 + 109.12 ¢ 258+0.09¢c 85.2+0.09¢c
Media 806.0 a 26.9a 845a
- 0Q 1550.2+69.5a 31.8+0.07a 79.8+0.09a
- 0sSQ 1396.7+69.5a 31.6+0.07a 80.2+0.09a
1 1444.9 + 69.5 a 31.8+0.07a 80.2+0.09a
C/ID Aposphaeria 2 1490.1+69.5a 31.7+0.07a 79.8+0.09a
ulei 3 1369.2+69.5a 31.7+0.07a 80.4+0.09a
4 1438.8+69.5a 31.3+0.07a 79.9+0.09a
Media 1448.3 a 3l6a 80.1b
- 0Q 1256 + 150.7 ab 31.3 £0.07a 80.1+0.09a
- 0sSQ 1256 + 150.7 ab 315 £0.07a 80.8+0.09a
1 1465.4 + 150.7 ab 30.9 +0.07a 80.2+0.09a
D Microcyclus 2 1163.2 £ 150.7 ab 314 £0.07a 80.1£0.09a
ulei 3 1687 + 150.7 a 312 £0.07a 79.8+0.09 a
4 1507.9 + 150.7 ab 31.3 +0.07a 79.9+0.09a
Media 1389.2 a 31.2a 80.1a
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Tabla 3-3 (Cont.)

Fenologia Estadio de _ PAR
i desarrollo del ~ Severidad 2 ) T(°C) HR (%)
folia patégeno (umol fotones m .S
FX 4098 (clon moderadamente resistente)
- 0Q 610.5+72.13 ab 255+0.07a 86.6 £0.09a
- 0SQ 678.6 £ 72.13 ab 253+0.07a 86.8+0.09 a
B Fusicladium 1 831.2+72.13a 259+0.07a 86.5+0.09 a
macrosporum 2 5422 +£72.13 ab 254+0.07a 86.2+0.09a
Media 665.6 a 255b 86.5b
- 0Q 344.8+79.86 a 243+0.07a 88.5+£0.09a
- 0SQ 321.1+79.86a 249+0.07a 88.6+0.09a
C Fusicladium 1 506.0 + 79.86 a 246+0.07a 88.8+£0.09a
macrosporum 2 365.2+79.86a 243+0.07a 88.2+0.09a
Media 384.3b 245b 88.5b
- 0Q 850.6 £80.4 a 289+0.07a 85.8+£0.09a
- 0SQ 842.4+804a 286+0.07a 85.7+0.09a
C/D Aposphaeria 1 4472+ 80.4b 27.3+0.07b 84.1+0.09b
ulei 2 955.6 £ 80.4 a 282+0.07a 85.0£0.09a
Media 773.9b 28.2b 85.2b
- 0Q 964.3+ 62.952a 275+0.07a 84.6+0.09a
- 0SQ 598.5+ 62.95¢ 28.7+0.07¢c 83.6+0.09¢
D Microcyclus 1 729.2 £ 62.95 bc 28.8£0.07 be 83.8+0.09 bc
ulei 2 913+ 62.95ab  27.4+0.07ab 84.7 £ 0.09 ab
Media 801.3 b 28.1b 84.2b

®Error estandar
®Medias en cada columna para cada fenologia/patégeno seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente
(Prueba LSD, p < 0.05)

“Valores promedios entre clones para un misma fenologia foliar, seguidos por la misma letra no difieren
estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05)

‘B,C,CID y D, foliolos con 16 -20, 24 - 28, 80 - 90 y 140 -150 dias de edad, respectivamente
PAR, radiacion fotosintéticamente activa; T, temperatura ambiente; HR, humedad relativa; Q, plantas con control
quimico [aplicaciones semanales y alternadas con cada uno de los siguiente fungicidas: Clorotalonil (2.5g. I'l),

Mancozeb (2.5g.I") y Azoxystrobin/Cyproconazol (1.0 ml.I'), cinco meses previos al registro de las evaluaciones
fisioldgicas); SQ, plantas sin control quimico.

De acuerdo con la tabla 3-3, se presentaron variaciones significativas en la PAR, T y HR
durante las evaluaciones fisioldgicas realizadas entre las clases de severidad producidas
por F. macrosporum en foliolos C del clon FX 3864 y en las generadas por A. ulei y M.
ulei en foliolos C/D y D, respectivamente, en el clon FX 4098. Asimismo, hubo
diferencias significativas en el registro de los parametros climaticos entre clones, excepto
para la PAR, durante las evaluaciones fisiol6gicas que se realizaron entre las severidades
producidas por F. macrosporum en foliolos B.
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3.5.2 Intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a de los clones
de caucho FX 3864 y FX 4098 en respuesta a la infeccién por
Microcyclus ulei en condiciones ambientales de jardin clonal

e Parametros fotosintéticos

En ambos clones de caucho, se encontraron diferencias significativas en A, E y WUE entre
las clases de severidad del SALB producidas por F. macrosporum en foliolos B (BFm) y C
(CFh) y entre las clases de severidad producidas por A. ulei y M. ulei en foliolos C/D
(C/DAu) y D (DMu), respectivamente (Tabla 3-4). El valor medio de gs no vario
significativamente entre las clases de severidad producidas por M. ulei en foliolos C/D
(clon FX 3864) y entre las severidades generadas por F. macrosporum en foliolos C (clon
FX 4098). Entre clones de caucho, las mayores diferencias en los pardmetros de
intercambio gaseoso se observaron en los estadios foliares B y D. En el estadio foliar C
solo se presentaron diferencias significativas en gs y en foliolos C/D no se presentaron
diferencias en ninguno de los parametros evaluados.

Tabla 3-4. Andlisis de varianza de los efectos severidad del mal suramericano de las hojas
(Microcylus ulei) y clon de caucho (Hevea brasiliensis), para las variables fisiologicas tasa
de asimilacion neta de CO2 (A), conductancia estomatica a vapor de agua (gs), tasa de
transpiracion (E), eficiencia en el uso del agua (WUE), rendimiento cuantico maximo del
fotosistema Il (PSII) (F./Frm), eficiencia en la captura de la energia de excitacion por los
centros abiertos del PSII (F,'/Fn"), coeficientes de los quenching fotoquimico (gP) y no
fotoquimico (NPQ) y tasa de transporte de electrones (ETR).

Severidad

Variables FX 3864 FX 4098 Clon

BFm® CFh DlAu D2Mu BFm CFh Dl1Au D2Mu BFm CFh D1Au D2Mu
A <0.001 <0001 <0.002 <0001 <0001 <0.001 <0.001 <0.001 0007 0398 0829 0.008
9 0003 <0.001 0001 0066 0044 0192 0005 <0.001 0193 <0.00L 0721 0.002
E <0001 <0.001 <0.001 0003 0003 0009 0003 0009 0016 0895 0325 0.002
WUE <0001 <0.001 0004 <0.001 <0.001 <0.001 0018 <0.001  0.002 0372 0061 0.359
FF,, 0021 0238 0015 0018 0245 0408 0549 0191 0413 0104 0241 0618
FF " 0013 0014 0103 0279 085 0503 0244 0703 0218 <0.001 0.006 0.854
9P 0394 0114 0669 041 0398 0292 0519 0502 0361 0008 0.080 <0.001
NPQ 0723 0089 0557 0022 0893 0376 0463 0033 0782 0502 0005 0.734
ETR 0139 0310 0190 0072 0729 0050 0061 0802 0042 0019 <0.001 0.487

BFm, foliolos B (16 -20 dias) infectados con Fusicladium macrosporum; CFm, foliolos C (24 - 28 dias) infectados con F.
macrosporum ; C/DAu, foliolos C/D (80 - 90 dias) infectados con Aposphaeria ulei ; DMu, foliolos D (140 - 150 dias) infectados con
Microcyclus ulei.

En el clon FX 3864, en los foliolos de los estadios B, C, C/D y D con la mayor clase de
severidad del SALB, hubo una reduccién en A del 79.05, 92.8, 88.8 y 81.5%
respectivamente, en comparacion con los foliolos sanos (0Q). En el clon FX 4098 ésta
reduccién fue del 74.2, 54.8, 56.7 y 52.4% para foliolos B, C, C/D y D, respectivamente
(Figuras 3-1A, B y 3-2A, B). Entre clones, el FX 3864 presentd una reduccion
significativa en A del 45.7 y 27.2% en foliolos B y D, respectivamente, en comparacion
con los foliolos correspondientes del clon FX 4098.

106



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién
Armando Sterling Cuéllar

13.00 A Clase de severidad B Clase de severidad
Moo z M oQ
975 B o so b B oso
% [ | 1 c 4, J |
- 6.50 [ ]2 d 5
= E b | E
S 325 & c 4
= .
(=] .
£  0.00 -
= ! a?;{
T 325 A
(& s C
-6.50 =d:
5.00 C D
o 3:75 a
=
Q % b pb ab@
o~ 2.50
s o] b be
= A aa <
E a
=] b
S 125 - &
SS) bbb
0.00 .
2.50 E I
—_
T 1.88
(‘.l
=]
)
125 %
'6’ aa
g aa
By 0.63 . -
a aa B
thCdd U‘abb EC cdeg d ’
0.00 I—I—‘
S 7.00 .
S sk
- G H .
—E ! abab % 8
S | |
O || L ‘ |
= -2.00 aa abf
£ c
= |
= b
= J
= -6.50 L
FX 3864 FX 4098 FX 3864 FX 4098
Clon Clon

Figura 3-1. A y B, Tasa de asimilacion neta de COz (A), C y D, tasa de transpiracion (E),
E y F, conductancia estomética a vapor de agua (gs); y G y H, eficiencia en el uso del agua
(WUE) para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en foliolos jovenes sanos (0Q, con
control quimico y 0SQ, sin control quimico) y con cada una de las clases de severidad del
SALB producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones
ambientales en jardin clonal. A, C, E y G, foliolos en estadio B (16 — 20 dias) infectados
con Fusicladium macrosporum; B, D, F y H, foliolos en estadio C (24 — 28 dias)
infectados con F. macrosporum. Medias para los clones FX 3864 y FX 4098 sin asterisco
(*) y para las clases de severidad en cada clon seguidas por la misma letra no difieren
estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la
media; n=5
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Figura 3-2. A y B, Tasa de asimilacion neta de COz (A), C y D, tasa de transpiracion (E),
E y F, conductancia estomética a vapor de agua (gs); y G y H, eficiencia en el uso del agua
(WUE) para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en foliolos maduros sanos (0Q, con
control quimico y 0SQ, sin control quimico) y con cada una de las clases de severidad del
SALB producidas por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones
ambientales de jardin clonal. A, C, E y G, foliolos en estadio C/D (80 — 90 dias)
infectados con Aposphaeria ulei; B, D, F y H, foliolos en estadio D (140 — 150 dias)
infectados con M. ulei. Medias para los clones FX 3864 y FX 4098 sin asterisco (*) y para
las clases de severidad en cada clon seguidas por la misma letra no difieren
estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la
media;n=5
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En la clase de severidad mas alta del SALB (segun el estadio foliar), en el clon FX 3864 la
mayor reduccion significativa en E y gs fue del 81.9% (foliolos C/D) y 85.2% (foliolos
C/D), respectivamente. En relacion con el WUE se observé incremento significativo del
85.1% en los valores negativos reportados para los foliolos B. En el clon FX 4098 la
disminucion de E y gs fue del 48.6% (foliolos C/D) y 90.6% (foliolos D), respectivamente.
Asimismo, los valores negativos de WUE se incrementaron en un 71.4% (foliolos B),
(Figuras 3-1C, D, E,F, G,Hy 3-2C, D, E, F, G, H).

Las bajas tasas fotosintéticas en los estadios foliares inmaduros (B y C) pueden estar
asociados a procesos como la resistencia estomatica, elevada respiracion (Samsuddin y
Impens, 1979; Schwob et al., 1998) y altos puntos de compensacion de CO2 (Bergonci,
1981). Sin embargo, otras caracteristicas como la acumulacion de materia seca, el
contenido de cloroplastos (Bergonci, 1981) y la conductancia estomatica (Schwob et al.,
1998: Miguel et al. 2007) se incrementan con la edad de las hojas, alcanzando los
méaximos valores en los foliolos maduros. En el presente estudio, la combinacion de estos
parametros pudieron contribuir con el incremento de la fotosintesis neta y la eficiencia en
el uso del agua en los dos clones evaluados.

Los valores negativos de la fotosintesis neta en foliolos B reportados en este estudio
pueden estar relacionados con bajos contenidos de clorofila y una baja actividad de la
Rubisco (Lieberei, 2007; Miguel et al., 2007). Asimismo, Bergonci (1981), reporto
limitaciones fisicas (resistencia estomatica) y bioguimicas (contenido de clorofila y
reduccion de la actividad enzimatica sobre el CO2) en el proceso fotosintético presente
durante la ontogenia foliar del clon de caucho FX 2261.

Por otro lado, Bergonci (1981) en el clon FX 2261 y Miguel et al. (2007) en los clones
RRIM 600, PB 235 y GT 1, encontraron altas tasas fotosintéticas y una importante
conductancia estomatica en hojas completamente desarrolladas (foliolos D). En contraste,
en foliolos del estadio B, ambos estudios reportaron tasas netas de fotosintesis negativa y
bajas conductancias estomaticas. Estos autores sugieren que la reduccion en la
conductancia estomatica, depende principalmente de la transformacién de las células pre-
estomaticas durante el desarrollo de la hoja. Basado en estas afirmaciones, es posible que
los foliolos de estadio B utilizados en la presente investigacidon no alcanzaron su desarrollo
completo, implicando con esto una baja conductancia estomética y por tanto la ausencia de
una fotosintesis neta positiva.

Los resultados de la presente investigacion muestran que los parametros de intercambio
gaseoso y la fluorescencia de la clorofila a fueron poco afectados en el clon
moderadamente resistente en foliolos B y C infectados con F. macrosporum, C/D con A.
ulei y D con M. ulei. Este comportamiento es afin con el buen desempefio agronémico que
ha expresado este material en condiciones de campo (Sterling y Correa, 2010; Rivano et
al., 2010; Sterling et al., 2012, 2014a).

En contraste, en el clon susceptible (FX 3864) los parametros de intercambio gaseoso
fueron fuertemente afectados por la infeccion de M. ulei en todo los estadios foliares
estudiados. Segun Resende et al. (2012) y Aucique Pérez et al. (2014) en cualquier
interaccion hospedero-parasito, la reduccion en la fotosintesis, la disminucion en la
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concentracion de pigmentos fotosintéticos, el dafio estructural de los cloroplastos, las
alteraciones en la disipacion de energia a traves de la fluorescencia de la clorofila y
aumentos en la temperatura de la hoja, constituyen los principales efectos negativos que
resultan de la infeccion por patdgenos.

En el presente estudio, la infeccién por M. ulei sobre foliolos jovenes (estadios By C) y
maduros (estadios C/D y D) de caucho, ocasion6 efectos negativos significativos sobre la
fotosintesis (A) en plantas susceptibles al patégeno en condiciones de inoculacion natural.
En la medida en que la severidad del SALB se intensificd, los valores de A decrecieron
significativamente en los cuatro estadios foliares, pero este efecto fue menos evidente en el
clon con menor susceptibilidad al SALB (FX 4098). Segun Lieberei (2007) los materiales
con resistencia al SALB poseen diversos mecanismos bioquimicos y fisioldgicos que
incluyen una mayor concentracion de compuestos fendlicos, lignina, HCN y fitoalexinas,
un aumento en la actividad de las enzimas de defensa como quitinasas, a-hidroxinitrilo
liasa y B-glucosidasas y una réapida transcripcion de genes relacionados con la resistencia
del hospedero.

La reduccién en A debido al incremento en la severidad de las enfermedades foliares ha
sido demostrada en otros estudios en condiciones semicontroladas y controladas
(Bastiaans, 1993; Lopes y Berger, 2001; Pinkard y Mohammed, 2006; Hajji et al., 2009;
Alves et al., 2011; Dallagnol et al., 2011; Cruz-Aguilar et al., 2012; Resende et al., 2012;
Polanco et al., 2014; Rios et al., 2014) y poco documentado en condiciones de campo
(Pinkard y Mohammed, 2006; Hajji et al., 2009).

En el patosistema H. brasiliensis — M. ulei (con sus anamorfos F. macrosporum y A. ulei)
se observaron reducciones significativas en gs en los foliolos con mayor intensidad de
sintomas cloréticos y necréticos (clase de severidad ‘4’) principalmente en los estadios B,
C y C/D. Alves et al. (2011) y Aucique Pérez et al. (2014) describieron esta misma
situacion con los patosistemas E. urophylla — P. psidii y T. aestivum — P. oryzae,
respectivamente, en condiciones de invernadero.

Lo anterior permitiria afirmar que la reduccion en A fue por accion de la enfermedad que
probablemente llevé a diversas limitaciones bioquimicas en la asimilacion y fijacion del
CO: en el estroma de los cloroplastos durante el ciclo de Calvin (Debona et al., 2012;
Aucique Pérez et al., 2014). Estas reducciones en A pueden deberse especificamente a la
baja actividad de enzimas fotosintéticas como la Rubisco (Guo et al., 2005; Debona et al.,
2012; Rios et al. (2014)), los cambios en la capacidad de regeneracién de RuBP (Taiz y
Zeiger, 2006), o a enzimas involucradas en la degradacién de fotoasimilados (Baker et al.,
1997).

Por otra parte, la disminucion en A fue proporcional al incremento de la clase de severidad
del SALB y la magnitud de la afectacion congruente con la fenologia foliar y con el nivel
de resistencia clonal. Debona et al. (2012) en el patosistema T. aestivum — P. oryzae,
observaron que A, E y gs se redujeron drasticamente en dos cultivares de trigo con
diferentes niveles de resistencia, aunque tales reducciones se produjeron en mayor medida
para el cultivar susceptible.
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Las reducciones en la transpiracion (E) en los diferentes estadios foliares de las plantas
infectadas del clon susceptible (FX 3864) pudieron relacionarse con disminuciones en los
valores de gs (dado que se observaron correlaciones positivas significativas principalmente
en foliolos D infectados con M. ulei) y por tanto, pudieron estar asociadas con el cierre
estomatico. Distintos estudios han demostrado reducciones similares en E y gs en los
patosistemas T. aestivum — P. triticina (McGrath y Pennypacker, 1990), Q. robur — E.
alphitoides (Hajji et al., 2009), E. urophylla — P. psidii (Alves et al., 2011), O. sativa — B.
oryzae (Dallagnol et al., 2011), S. bicolor — C. sublineolum (Resende et al., 2012), P.
vulgaris — C. lindemuthianum (Polanco et al., 2014) y T. aestivum — P. oryzae (Rios et al.,
2014).

Las reducciones en E en las plantas susceptibles de caucho también podrian relacionarse
con el incremento en la intensidad de los sintomas principalmente en foliolos C, C/D y D
infectados con F. macrosporum, A. ulei y M. ulei, respectivamente. Esta idea es soportada
por Resende et al. (2012) y Rios et al. (2014) quienes encontraron una asociacion entre la
reduccién en E y los sintomas de desecacion y marchitez observados en hojas altamente
colonizadas con C. sublineolum en sorgo y con P. oryzae en trigo, respectivamente.

Asimismo, las reducciones en el uso eficiente del agua (WUE) se relacionaron con
reducciones en A, E y gs principalmente en foliolos jovenes B y C. Estas reducciones en
WUE implicarian por tanto, un desbalance entre la pérdida de agua por transpiracion y la
toma de CO: (Bacelar et al., 2006; Poni et al., 2009), es decir, una afectacion en las
estrategias utilizadas en los foliolos jovenes de las plantas susceptibles de caucho para la
conservacion del agua en los tejidos foliares debido a la infeccion por F. macrosporum. En
los foliolos D infectados con M. ulei, no se observé ninguna asociacion de WUE con A, E
Y 0s, lo que debio implicar un mayor balance entre la pérdida de agua y la fotosintesis, a
pesar de que WUE decrecié significativamente con el incremento de la severidad del
SALB.

El menor impacto negativo observado sobre los parametros de intercambio gaseoso en el
clon FX 4098, podria explicarse mas alld de la menor susceptibilidad al ataque de M. ulei
(menor severidad), al incremento en la actividad de algunas enzimas del sistema
antioxidante expresadas dentro de los mecanismos bioquimicos activos de defensa de la
planta en respuesta a la infeccion (Agrios, 2005; Resende et al. 2012; Polanco et al. 2014)

En el presente estudio, en foliolos sanos de ambos clones de caucho, las mayores tasas
fotosintéticas y la mayor eficiencia en el uso del agua se presentaron en foliolos
completamente desarrollados (D). Esto coincide con Miguel et al. (2007) quienes
observaron en foliolos maduros de 52 y 57 dias, incrementos significativos en la
conductancia estomatica, el contenido de clorofila, la eficiencia de la carboxilacion y en el
uso eficiente del agua. Vinod et al. (2010) reportaron también aumentos significativos en
el contenido de clorofilas a, b, total y la relacion a/b durante el proceso de ontogenia foliar
de cinco clones de caucho sometidos a estrés por bajas temperaturas.

En relacion con la fluorescencia de la clorofila, se observaron diferencias significativas
entre las clases de severidad del SALB en al menos en uno de los estadios foliares del clon
FX 3864 para las medias de Fv/Fm, Fv'/Fn', y NPQ. En el clon FX 4098 s6lo se presentaron
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diferencias en la media de NPQ entre las clases de severidad producidas por M. ulei en
foliolos D (Tabla 3-4). Entre clones, los parametros F.'/Fn',, gP, NPQ y ETR presentaron
diferencias en al menos uno de los estadios foliares, destacandose los estadios C y C/D
donde se presentaron el mayor niumero de parametros influenciados por el SALB.

En el clon FX 3864, en los foliolos de los estadios B, C/D y D en la clase de severidad mas
alta del SALB, hubo una reduccion significativa en F./Fn del 13.3, 9.7% y 12.1%
respectivamente, en comparacion con los foliolos sanos (0Q). Ninguna clase de severidad
afecto significativamente el valor medio de F./Fm en ninguno de los estadios foliares del
clon FX 4098 (Figuras 3-3A, B y 3-4A, B). Entre clones, no se observaron diferencias
significativas en la media de Fv/Fm,

En la mayor severidad del SALB (segun el estadio foliar), para el clon FX 3864 la mayor
reduccion significativa en Fv'/Fr', y NPQ fue del 9.8% (foliolos B) y 47.7% (foliolos D),
respectivamente. ElI mayor incremento significativo en gP fue del 36.1% en foliolos C. En
el clon FX 4098, la unica variacion significativa (incremento) se presentd en NPQ en los
foliolos D con un valor de 36.4%.

En el clon altamente susceptible (FX 3864), la infeccion por M. ulei provocd una
afectacion del rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSIl) (Fv/Fm) el cual
decrecio a < 0.80 en los cuatro estadios foliares evaluados, lo que sugiere una posible
afectacion en el centro de reaccion del PSII (Krause y Weis, 1991; Baker y Rosenqvist,
2004; Bonfig et al., 2006; Baker, 2008). Asimismo en foliolos jovenes C fue evidente un
descenso simultaneo en la eficiencia en la captura de la energia de excitacién cuando se
encuentran abiertos los centros de reaccion del PSIlI (F/'/Fn') y un aumento en la
disipacion fotoquimica de luz absorbida (gP), lo que indica que las plantas susceptibles
infectadas redujeron significativamente la capacidad de capturar la energia luminica y
aunque hubo una mayor porporcién de centros de reaccion abiertos, la energia capturada
no fue significativamente disipada por los mecanismos fotoquimicos (dada la disminucién
de FJ/Fm). Disfunciones fotoquimicas similares han sido reportadas para otros
patosistemas como E. urophylla — P. psidii (Alves et al., 2011) y T. aestivum — P. oryzae
(Aucique Pérez et al., 2014).

En éste estudio, en foliolos jovenes (C), las plantas susceptibles de caucho en la severidad
mas alta del SALB (‘4’) disiparon el exceso de energia absorbida mediante la ruta
fotoquimica (gqP) mas que por disipacion térmica (NPQ). En foliolos B no se evidenciaron
alteraciones significativas en gP y en NPQ, no obstante se observé una tendencia hacia el
incremento de la disipacion fotoquimica. Esto indicaria una descenso en la proporcion de
quinona A oxidada, y por tanto una menor probabilidad de sufrir dafio fotoinhibitorio
(Baker, 2008).

En éste estudio es bastante probable que las reacciones fotoquimicas hayan influenciado la
tasa de asimilacion de CO, dado que se observo un decrecimiento inter-dependiente entre
la ETR y A en los estadios foliares donde hubo mayor impacto de la enfermedad,
especialmente en el clon susceptible. Este comportamiento fue contrario a lo reportado por
Alves et al. (2011) en el patosistema E. urophylla — P. psidii y por Aucique Pérez et al.
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(2014) en el patosistema T. aestivum en donde hubo un leve descenso de la ETR en
relacion con la reduccion de A.

Dentro de los mecanismos de fotoproteccion celular, las plantas poseen otras vias de
disipacion de la energia de excitacion con el fin de evitar el dafio oxidativo, entre las que
destaca la disipacion térmica (Krause y Weis, 1991; Maxwell y Johnson, 2000).

En esta investigacion, la fraccién de la energia luminica absorbida que fue disipada
térmicamente (NPQ) en el clon susceptible, se redujo significativamente en la severidad 3
en foliolos D por lesiones ocasionadas por M. ulei. Esto indicaria que los centros de
reaccion del PSII pueden sufrir un dafio fotoinhibitorio por un exceso de energia de
excitacion no disipada. No obstante en otros estadio foliares hubo una reduccion en NPQ
entre algunas severidades, lo que implicaria finalmente la posibilidad de sufrir fotodafio
cronico (Lima et al., 2002).

Resultados similares fueron descritos por Rios et al. (2014) en plantas de T. aestivum
inoculadas con P. oryzae, con un incremento significativo en NPQ. Alves et al. (2011)
afirmaron para el patosistema E. globulus — P. psidii que la aparicion de los sintomas
cloréticos y necroticos pudieron expresarse como resultado del dafio oxidativo, situacion
que puede considerarse en el presente estudio dada la intensificacion de la severidad del
SALB especialmente en foliolos maduros.

En el presente estudio las plantas infectadas, como una de sus posibles alternativas, hacen
frente a un exceso de la energia de excitacidn a traves de la disipacion de calor, como lo
demuestra el aumento del NPQ. Sin embargo, Aucique Pérez et al. (2014) afirman que la
disipacion térmica puede no ser suficiente para evitar la fotoinhibicion, dados los
descensos observados en Fy / F.

A partir del andlisis de la fluorescencia de la clorofila a, se pudo evidenciar que la
afectacion en la captura, uso y disipacion de la energia de excitacion son los indicadores
mas importantes en la discriminacion de la respuesta fotosintética entre los clones FX
3864 y FX 4098 en respuesta a la infeccion por M. ulei en condiciones ambientales
principalmente en los estadios foliares maduros C/D y D.

e Correlacion de Pearson

El analisis de correlacién de Pearson realizado en el clon de caucho que expresé las
mayores severidades del SALB (FX 3864), mostré una correlacion positiva de A con gs, E
y WUE en todos los estadios foliares, exceptuando la correlacion entre A y WUE en el
estadio C/D que resultd no significativa (Tabla 3-5). Asimismo se observo en todos los
estados fenoldgicos una correlacion negativa muy significativa de la severidad del SALB
con todos los pardmetros de intercambio gaseoso, donde los mayores coeficientes de
correlaciones se presentaron en los foliolos jovenes B (fase conidial infecciosa) y C/D
(fase inicial estromatica).
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Figura 3-3. A y B, Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSII) (Fv/Fm); Cy
D, eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de reaccién abiertos
del PSII (F/'/Fn'"); E y F, quenching fotoquimico (gp); G y H, quenching no fotoquimico
(NPQ); 1 y J, tasa de transporte de electrones (ETR) para dos clones de caucho (Hevea
brasiliensis) en foliolos jovenes sanos (0Q, con control quimico y 0SQ, sin control
quimico) y con cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales en jardin clonal. A,
C, E, Gy I, foliolos en estadio B infectados con Fusicladium macrosporum; B, D, F, Hy
J, foliolos en estadio C infectados con F. macrosporum. Medias para los clones FX 3864 y
FX 4098 sin asterisco (*) y para las clases de severidad en cada clon seguidas por la
misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan el
error estandar de la media; n=5
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Figura 3-4. A y B, Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSIl) (Fv/Fm); Cy
D, eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de reaccién abiertos
del PSII (F/'/Fn'"); E y F, quenching fotoquimico (gp); G y H, quenching no fotoquimico
(NPQ); 1 y J, tasa de transporte de electrones (ETR) para dos clones de caucho (Hevea
brasiliensis) en foliolos maduros sanos (0Q, con control quimico y 0SQ, sin control
quimico) y con cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales en jardin clonal. A,
C, E, G y I, foliolos en estadio C/D infectados con Aposphaeria ulei; B, D, F, Hy J,
foliolos en estadio D infectados con M. ulei. Medias para los clones FX 3864 y FX 4098
sin asterisco (*) y para las clases de severidad en cada clon seguidas por la misma letra no
difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05). Las barras representan el error estandar
de lamedia; n=5
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Tabla 3-5. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la severidad del SALB
(Microcyclus ulei), A, gs, E y WUE medidos en plantas de caucho (Hevea brasiliensis) del
clon FX 3864 (altamente susceptible) en condiciones de jardin clonal en Caqueta
(Colombia)

A E Os WUE Severidad
Variables
Foliolos?® jovenes (B, arriba en la diagonal y C, abajo en la diagonal)
A .. 0.63** 0.69** 0.83** -0.95**
E 0.64** 0.57** 0.81** -0.75**
gs 0.79** 0.59** 0.71** -0.73**
WUE 0.73** 0.04NS 0.51** -0.90**
Severidad  -0.98** -0.61** -0.72** -0.74**
Foliolos maduros (C/D, arriba en la diagonal y D, abajo en la diagonal)
A 0.85** 0.54** 0.29NS -0.98**
E 0.79** 0.71** -0.21INS -0.83**
Js 0.54** 0.44* -0.18NS -0.48**
WUE 0.82** 0.59** 0.28NS -0.30**
Severidad  -0.98** -0.75** -0.53** -0.81**

B, C, C/D y D, foliolos con 16 -20, 24 - 28, 80 - 90 y 140 -150 dias de edad,
respectivamente

A, Tasa de asimilacion neta de CO2; g 5, conductancia estomatica a vapor de agua; E , tasa
de transpiracion; eficiencia en el uso del agua, WUE

*p < 0.05; significativo; **p < 0.01, muy significativo; NS, no significativo

En relacion con los parametros de la fluorescencia de la clorofila a, se observaron
correlaciones positivas significativas de Fv/Fn con F'W/F'm, y ETR en el estadio foliar B,
mientras que en los estadios foliares C, C/D y D soOlo se presentaron correlaciones
positivas significativas de F./Fn con F'/Fn' (Tabla 3-6).

FvFm y F'/Fn'fueron los parametros que mejor se correlacionaron negativamente con la
severidad en todos los estadios foliares, con excepcion de F'v/F'men el estadio D donde la
correlacion resultdé no significativa. En el estadio C se presentaron el mayor nimero de
parametros correlacionados con la enfermedad, en donde se evidencid que la severidad del
SALB afectd negativamente la ETR y positivamente a gP.

Las correlaciones positivas reportadas en éste estudio en el patosistema H. brasiliensis —
M. ulei (con sus anamorfos F. macrosporum y A. ulei) para A en relacién con E 'y gs y las
correlaciones negativas entre la severidad y los parametros de intercambio gaseoso,
coinciden con Alves et al. (2011) en el patosistema E. urophylla — P. psidii, Resende et al.
(2012) en el patosistema S. bicolor — C. sublineolum y Debona et al. (2014), Aucique
Pérez et al. (2014) y Rios et al. (2014) en el patosistema T. aestivum — P. oryzae.
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Tabla 3-6. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la severidad del SALB
(Microcyclus ulei), Fv/Fm, F'/Fr', qP, NPQ y ETR medidos en plantas de caucho (Hevea
brasiliensis) del clon FX 3864 (altamente susceptible) en condiciones de jardin clonal en
Caqueta (Colombia)

Fv/Fm F olF qP NPQ ETR Severidad
Variables
Foliolos® jovenes (B, arriba en la diagonal y C, abajo en la diagonal)
Fv/Fm 0.71** -0.64** -0.44* 0.51** -0.62**
F/F 0.84** -0.07NS -0.10NS 0.61** -0.66**
qP -0.28NS -0.37* 0.46* -0.12NS 0.21INS
NPQ -0.25NS -0.28NS 0.57** -0.30NS 0.15NS
ETR 0.34NS 0.34NS -0.46* -0.38* -0.49*
Severidad -0.45* -0.62** 0.49** 0.04NS -0.39* ..
Foliolos maduros (C/D, arriba en la diagonal y D, abajo en la diagonal)
Fv/Fm 0.78** -0.6NS -0.33NS 0.16NS -0.55**
F'/F' 0.50** -0.07NS -0.10NS 0.16NS -0.45*
gP -0.04NS -0.23NS 0.20NS 0.16NS 0.10NS
NPQ 0.04NS 0.17NS -0.42* 0.26NS 0.17NS
ETR 0.30NS 0.03NS 0.41* -0.37* -0.02NS
Severidad  -0.60** -0.10NS 0.06NS -0.03NS -0.16NS

B, C, C/D y D, foliolos con 16 -20, 24 - 28, 80 - 90 y 140 -150 dias de edad, respectivamente

Fv/Fm, rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSII); F'v/F'm, eficiencia en la captura de la
energia de excitacion por los centro abiertos del PSII; gP y NPQ, coeficientes de los quenching fotoquimicos
y no fotoquimicos, respectivamente; ETR, tasa de transporte de electrones.

*p < 0.05; significativo; **p < 0.01, muy significativo; NS, no significativo

Sin embargo, la correlacion negativa entre los coeficientes de los quenching fotoquimico
(gP) y no fotoquimico (NPQ) reportada por Alves et al. (2011) s6lo coincidié con la
correlacion reportada en éste estudio para el estadio foliar C/D. Lo que indica que en los
demas estadios foliares un incremento de la severidad llevo a una reduccion de Fu/Fm y
simultaneamente a un aumento en gqP y NPQ, como vias de disipacion para liberar el
exceso de la energia de excitacion absorbida.

3.5.3 Respuesta espectral de los clones de caucho FX 3864 y FX 4098 a la
infeccidén por Microcyclus ulei en condiciones ambientales

e Influencia de la severidad del SALB sobre el espectro de reflectancia foliar

En ambos clones de caucho, las firmas espectrales de los foliolos B, C, C/D y D sanos
(0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico), fueron caracteristicas de foliolos
saludables y se evidencié una fuerte absorcién por parte de los pigmentos fotosintéticos en
el VIS (600 — 650 nm) y un alto plato de reflectancia en el NIR (700 — 900 nm) atribuido a
la estructura interna de la hoja. En general, se observaron algunos incrementos leves no
significativos en el VIS y lo contrario en el NIR en la firma espectral de foliolos sanos sin
control quimico en comparacion con los foliolos sanos con tratamiento quimico.
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La reflectancia en foliolos infectados en los diferentes estadios foliares se incrementé a
medida que aumento la severidad en el VIS y decrecié a mayor severidad en el NIR
(Figuras 3-5A, B, C, D y 3-8A, B, C, D). Los cambios en el VIS fueron més evidentes en
la region del azul (400 — 500 nm) y del rojo (600-700 nm) para el clon FX 3864, y en la
region del verde (500 — 600 nm) y del rojo en el clon FX 4098. Para los dos clones y en
todas las clases de severidad, la reflectancia en el VIS fue superior en foliolos jovenes (B y
C) respecto a lo observado en los foliolos maduros (C/D y D). Lo contrario ocurrié con la
reflectancia en el NIR. Para todos los estadios foliares y en todo el espectro de
reflectancia, las firmas espectrales en el clon FX 3864 presentaron valores superiores a lo
reportado en el clon FX 4098.

En el clon FX 3864, las mayores diferencias significativas entre las clases de severidad del
SALB (p < 0.01) se presentaron en los rangos comprendidos entre los 450 y 550 nm y
entre los 650 y 700 nm (Figura 3-6A, B, C, D). Las maximas diferencias con picos
positivos se presentaron a los 699, 694, 700 y 698 nm en los estadios foliares B, C, C/D y
D, respectivamente. En el NIR las mayores diferencias con picos negativos se
evidenciaron a los 789, 723, 749 y 717 nm para los estadios B, C, C/D y D,
respectivamente. En el VIS, las longitudes de onda con maxima sensibilidad al SALB se
presentaron en los rangos 400 -500 nm y 600 -700 nm, con picos maximos a los 443, 688,
670 y 438 en los estadios B, C, C/D y D, respectivamente (Figura 3-7A, B, C, D). Las
minimas sensibilidades en los diferentes estadios foliares se presentaron a los 550nm o en
la proximidad de éste. En el NIR las sensibilidades fueron muy bajas y con una tendencia
constante. En los estadios B y C, se evidencié mejor la separacion de las curvas de
sensibilidad entre las clases de severidad.

En el clon FX 4098, las méaximas diferencias significativas entre las clases de severidad
del SALB se presentaron se presentaron a los 679, 678, 696 y 690 nm en los estadios
foliares B, C, C/D y D, respectivamente (Figura 3-9A, B, C, D). En el NIR las mayores
diferencias con picos negativos se evidenciaron a los 848, 798, 849 y 716 nm para los
estadios B, C, C/D y D, respectivamente. En el VIS, las longitudes de onda con maxima
sensibilidad al SALB se presentaron en los rangos 400 -500 nm y 600 -700 nm (Figura 3-
10A, B, C, D). Las minimas sensibilidades en los diferentes estadios foliares se
presentaron entre los 500 y 600 nm con puntos de maximo descenso de la reflectancia a los
550, 530, 570 y 552 nm en los estadios B, C, C/D y D, respectivamente. En el NIR las
sensibilidades fueron muy bajas y con una tendencia constante. En los estadios C y D, se
evidencid mejor la separacion de las curvas de sensibilidad entre las clases de severidad.

Las longitudes de onda con maxima y minima sensibilidad se utilizaron para calcular
nuevos IVEs en ambos clones de caucho. En el FX 3864 (Figura 3-7) se calcularon los
indices R678/R567 y R500/R567 en foliolos B, R688/R570 y R438/R570 en foliolos C,
R670/R569 y R434/R569 para foliolos C/D, y R698/R536 y R490/R536 para foliolos D.
Para el FX 4098 (Figura 3-10), se generaron los indices R679/R550 y R506/R550 en
foliolos B, R668/R530 y R440/R530 en foliolos C, R695/R570 y R433/R570 para foliolos
C/D, y R619/R530 y R502/R530 para foliolos D.
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Todos los IVEs calculados se correlacionaron positivamente con la severidad de la
enfermedad (r > 0.9). Los 16 IVEs calculados se probaron para cada uno de los estadios
foliares en cada clon, en donde los indices R438/R570 y R670/R569 se seleccionaron para
foliolos jovenes y maduros, respectivamente, por presentar las mayores correlaciones
significativas entre las distintas combinaciones clon/fenologia foliar. Estos indices se
compararon con los seis IVEs tomados de la literatura con el fin de discriminar entre las
clases de severidad del SALB (Tablas 3-2, 3-7 y 3-8).

En el presente estudio, el analisis cualitativo de las firmas espectrales permitié confirmar
la absorcion de la luz visible por parte de los pigmentos fotosintéticos en las regiones del
azul (400 -500 nm) y del rojo (600 -700 nm), asi como la menor absorcion de la luz
infrarroja en la region comprendida entre los 700 y 900 nm. De acuerdo con Jacquemoud y
Baret (1990), Asner (1998) y Chandrasekharan (2005) la reflectancia en el NIR esta
influenciada principalmente por la estructura interna de la hoja, asociada a procesos de
dispersion debidos a los espacios de aire, contenido de agua y las interfases de aire-agua.

Las interacciones fisiologicas entre patdgenos y hospederos vegetales, varian dependiendo
principalmente de la virulencia del patdgeno (Jones y Dangl, 2006; Mahlein et al., 2010),
la susceptibilidad del genotipo (Alves et al., 2010), la etapa de crecimiento del cultivo
(Xavier et al. 2006), la fenologia foliar del hospedero y la etapa de la infeccién (Delalieux
et al., 2009). Sims y Gamon (2002) demostraron que otros factores como la edad, la
senescencia y los efectos de la sombra, pueden tener una influencia considerable en la
fisiologia y en el espectro de reflectancia de la vegetacion.

En éste estudio, se destaca un nuevo criterio de variacion que corresponde al estadio de
desarrollo del patogeno (F. macrosporum, A. ulei y M. ulei) inherentes a cada uno de los
estados fenoldgicos foliares del cultivo del caucho. Esto con el fin de identificar y
discriminar (a) entre las clases de severidad del SALB producidas por cada estadio del
patdgeno, y (b) entre el manejo quimico o no, sobre la respuesta espectral en plantas sin
sintomas (0Q, y 0SQ) y con sintomas (SQ) en condiciones naturales de infeccion.

Los resultados de ésta investigacion evidenciaron diferencias significativas en el espectro
de reflectancia entre los dos clones de caucho, con medias de reflectancia superiores en el
clon FX 3864, el cual presenté menores contenidos relativos de clorofila. Segun Jing et al.
(2007) una disminucién en el contenido de los pigmentos fotosintéticos implicara una
reduccién en la absorcion de la luz en el VIS, y por tanto una mayor reflectancia espectral.
Asimismo los foliolos jévenes con fenologia B y C” expresaron una mayor reflectancia en
el VIS y menores valores en el NIR en comparacion con los foliolos maduros C y D.

En caucho los foliolos B (< 10 dias de edad) corresponden a estadios con bajos contenidos
de clorofila los cuales compiten inicialmente con la expresion de los pigmentos
antocianinicos (Miguel et al., 2007). Por su parte los foliolos C (< 40 dias de edad),
aunque verdes, contindan en el proceso de sintesis de clorofila hasta alcanzar los estadios
maduros D (> 40 dias de edad) (Halle et al., 1978). En este estudio el estadio D se
subclasifico en C/D y D con el fin de discriminar entre foliolos D infectados con A. ulei y
con M. ulei, respectivamente.
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Esta variacion en la fenologia foliar explicaria la menor absorcion de la luz en el VIS en
los foliolos B y C como resultado del menor contenido relativo de clorofila y el aumento
en la pigmentacion marrén por antocianinas particularmente en los foliolos B. Segun
Gausman (1985), la presencia de antocianinas durante la ontogenia foliar, causa un
aumento pronunciado de la reflectancia en el rojo (600 — 700 nm) en hojas inmaduras en
comparacion con la menor reflectancia exhibida en hojas maduras verdes. La mayoria de
los modelos de hojas no tienen en cuenta la presencia ocasional de antocianinas, que puede
influir significativamente en el espectro de reflectancia de la hoja. El uso de los indices de
reflectancia para monitorear cambios dindmicos en la pigmentacion durante el desarrollo
de la hoja, proporciona otra poderosa aplicacion de la reflectancia (Gamon y Surfus, 1999)

En el presente estudio fue notable la pigmentacion antocianinica en foliolos B de caucho.
Estos pigmentos son claves por el papel fotoprotector (Day et al., 1992; Gould et al.,
1995) y defensivo (Coley y Barone, 1996) que desempefian en las plantas. A pesar de esto,
se observaron incrementos significativos en los valores de reflectancia para los cuatros
estadios foliares estudiados en las plantas susceptibles de caucho.

En relacion con el patron espectral observado en el NIR para los foliolos B, la menor
reflectancia estaria relacionada con un menor desarrollo del mesofilo como resultado del
estado de desarrollo de estos foliolos en comparacién con los foliolos maduros D que
poseen un mejor desarrollo anatémico congruente con la mayor edad alcanzada (Halle et
al., 1978). Independiente del clon de caucho o del estadio foliar, las firmas espectrales se
incrementaron en el VIS a medida que aumentaron los sintomas del SALB y decrecieron
en el NIR con el desarrollo de la enfermedad. En el VIS estos cambios fueron claramente
evidenciados en la region comprendida entre los 600 y 700 nm.

Delalieux et al. (2007) afirman que la region de borde rojo (685-715 nm) representa un
rango espectral sensible al estrés bidtico por patdgenos. En esta zona por tanto, es evidente
la deteccion de incrementos significativos en la reflectancia, debido a la aparicion de
lesiones necroticas o cloroticas asociadas con la senescencia de los tejidos vegetales por
acumulacién de pigmentos amarillentos (Merzlyak et al., 1999; Pietrzykowski et al., 2006)
0 marrones (Mabhlein et al., 2010).

En relacion con el descenso de la reflectancia en el NIR como resultado del incremento de
la enfermedad, Malthus y Madeira (1993) afirman que el avance de la infeccién genera
cambios evidentes en la estructura celular los cuales contribuyen con una mayor disipacion
de la luz a través de los tejidos internos de la hoja (Kuma et al., 2001; Chandrasekharan,
2005; Delalieux et al., 2007). Con lo anterior, es posible afirmar que los distintos estadios
de desarrollo de M. ulei al penetrar la cuticula y crecer entre ésta y las paredes de las
células epidérmicas del caucho (Lieberei, 2007), afectarian significativamente los valores
de reflectancia en la region del infrarrojo cercano. En el presente estudio éste efecto se
evidencid especialmente en los foliolos jovenes (B y C) infectados por F. macrosporum.
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Figura 3-5. Curvas con la media del espectro de reflectancia para foliolos sanos (0Q, con
control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 3864 de caucho (Hevea
brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales. A y B, foliolos
jovenes B y C, respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum.
C y D, foliolos maduros C/D y D, con lesiones producidas por Aposphaeria ulei y

Microcyclus ulei, respectivamente.
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Figura 3-6. Curvas con la media de la diferencia de reflectancia para foliolos sanos (0Q,
con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 3864 de caucho (Hevea
brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales. A y B, foliolos
jovenes B y C, respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum.
C y D, foliolos maduros C/D y D, con lesiones producidas por Aposphaeria ulei y
Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de diferencia se calcularon restando las
medias de reflectancia de foliolos sanos a las medias de foliolos infectados en cada
longitud de onda.
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Figura 3-7. Curvas con la media de la sensibilidad de la reflectancia para foliolos sanos
(0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 3864 de caucho (Hevea
brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales. A y B, foliolos
jévenes B y C, respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum.
C y D, foliolos maduros C/D y D, con lesiones producidas por Aposphaeria ulei y
Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de sensibilidad se calcularon por el cociente
entre las medias de reflectancia de foliolos infectados y las medias de foliolos sanos en

cada longitud de onda.
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Figura 3-8. Curvas con la media del espectro de reflectancia para foliolos sanos (0Q, con
control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 4098 de caucho (Hevea
brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales. A y B, foliolos
jovenes B y C, respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum.
C y D, foliolos maduros C/D y D, con lesiones producidas por Aposphaeria ulei y

Microcyclus ulei, respectivamente.
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Figura 3-9. Curvas con la media de la diferencia de reflectancia para foliolos sanos (0Q,
con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 4098 de caucho (Hevea
brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales. A y B, foliolos
jovenes B y C, respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum.
C y D, foliolos maduros C/D y D, con lesiones producidas por Aposphaeria ulei y
Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de diferencia se calcularon restando las
medias de reflectancia de foliolos sanos a las medias de foliolos infectados en cada
longitud de onda.
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Figura 3-10. Curvas con la media de la sensibilidad de la reflectancia para foliolos sanos
(0Q, con control quimico y 0SQ, sin control quimico) del clon FX 4098 de caucho (Hevea
brasiliensis) y cada una de las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales. A y B, foliolos
jévenes B y C, respectivamente, con lesiones producidas por Fusicladium macrosporum.
C y D, foliolos maduros C/D y D, con lesiones producidas por Aposphaeria ulei y
Microcyclus ulei, respectivamente. Las curvas de sensibilidad se calcularon por el cociente
entre las medias de reflectancia de foliolos infectados y las medias de foliolos sanos en
cada longitud de onda.
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e Relacion de las firmas espectrales con la severidad del SALB

El coeficiente de correlacion lineal (r) entre el espectro de reflectancia y las clases de
severidad varié considerablemente a través de las longitudes de onda en los distintos
estadios foliares (Figura 3-11).
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Figura 3-11. Correlograma basado en el coeficiente de correlacion de Pearson entre la
reflectancia espectral y las clases de severidad del SALB producidas por diferentes
estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en condiciones ambientales. A, C, E 'y G, clon
susceptible FX 3864; B, D, F y H, clon moderadamente resistente FX 4098; A y B,
foliolos B infectados con Fusicladium macrosporum; C y D, foliolos C infectados con F.
macrosporum; E y F, foliolos C/D infectados con Aposphaeria ulei; G y H, foliolos D con
M. ulei.
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En general, en ambos clones se presentaron importantes correlaciones positivas en dos
regiones del VIS, entre los 450 y 500 nm (r > 0.8) y entre los 650 y 700 nm (r > 0.7). La
region entre los 500 y 600 nm mostrd una variacién con correlaciones positivas y
negativas, principalmente en el clon FX 3864. En el NIR todas las correlaciones fueron
negativas (Figura 3-11).

En el clon FX 3864 y en la region de mayor variacion espectral (500 - 600 nm) las
mayores correlaciones (r > 0.9) entre la reflectancia y las clases de severidad del SALB se
presentaron a los 551, 531, 591 y 531 nm en foliolos C, B, C/D y D, respectivamente
(Figura 3-11A, C, E, G). En la region del NIR las correlaciones mas negativas (r < - 0.9)
se presentaron a los 810, 749, 724 y 894 nm en foliolos C, B, C/D y D, respectivamente.

En todos los estadios fenoldgicos del clon FX 4098, se presentaron correlaciones positivas
(r > 0.8) en la region comprendida entre los 400 y 500 nm (Figura 3-11B, D, F y H). Sin
embargo, en la region entre los 500 y 600 nm se observaron picos de correlaciones
negativas en los foliolos C (r = - 0.81) y C/D (r = -0.96) a los 570 y 575 nm,
respectivamente. Entre los 600 y 700 nm las correlaciones se incrementaron positivamente
hasta alcanzar un descenso abrupto con correlaciones negativas (r < -0.8) a partir de los
710, 705, 710 y 716 nm en foliolos B, C, C/D y D, respectivamente.

En el presente estudio, en ambos clones de caucho la mayor sensibilidad de la reflectancia
a la severidad del SALB ocurrié principalmente en la region del rojo (600 -700 nm),
principalmente a los 674 nm. Asimismo en ésta region se presentaron altas correlaciones
positivas entre la reflectancia y la severidad.

Los cambios en la reflectancia de las plantas debido a las enfermedades estan fuertemente
correlacionados con la etapa de la patogénesis y la intensidad de los sintomas (Mahlein et
al., 2009). Kobayashi et al. (2003) y Pietrzykowski et al. (2006) identificaron en la region
del rojo, especificamente en la reflectancia a los 675 nm, una alta sensibilidad de la
reflectancia a la severidad de la piricularia (M. grisea) en arroz (O. sativa) y a la severidad
de Mycosphaerella en eucalipto (E. globulus), respectivamente.

e Relacion entre la reflectancia y el contenido relativo de clorofila (valores CCI)

En las longitudes de onda méas sensibles a la severidad del SALB, se observaron
correlaciones significativas entre la reflectancia y el contenido relativo de clorofila en los
estadios foliares B, C y C/D del clon FX 3864. En el VIS, las correlaciones mas negativas
se presentaron a los 588, 484 y 501 nm en foliolos C/D (r =-0.90), C (r= -0.81) yB (r
= - 0.81), respectivamente. En el NIR los mayores coeficientes de correlacion positivos se
presentaron a los 789, 723 y 749 nm en foliolos B (r = 0.84), C (r= 0.82) y C/D (r =
0.60). No se presentaron correlaciones significativas entre la reflectancia y el contenido
relativo de clorofila en el VIS ni en el NIR para todos los estadios foliares del clon FX
4098 y para los foliolos D del FX 3864 infectados con M. ulei.

Segun Delalieux et al. (2007), cambios en las células estructurales de las hojas, inducidos
por el estrés bidtico, pueden generar lesiones cloréticas visibles con mayor impacto sobre
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los valores de reflectancia en las longitudes de onda comprendidas entre los 580 a 660 nm,
y por tanto una reduccién en el contenido de clorofila. En el patosistema H. brasiliensis —
M. ulei se encontro en los foliolos una reduccion en el indice de concentracion de clorofila
(CCI) en la region del rojo.

El contenido de pigmentos y las propiedades fisioldgicas relacionadas con la reflectancia
varian con la ontogenia (Sestak, 1985), la senescencia (Merzlyak y Gitelson, 1995), el
contenido de nitrogeno (Khamis et al., 1990), la historia de luz (Thayer y Bjérkman, 1990)
y el tipo funcional (Gamon et al., 1997). En consecuencia, la evaluacion de la reflectancia
en relacion con los pigmentos de las hojas, pueden proporcionar indicadores Utiles sobre el
estado fisiologico de la hoja en una amplia gama de condiciones (Delalieux et al., 2007).

Blackburn (1998) y Richardson et al. (2002) encontraron que a los 513 nm, antes del pico
del verde, y a los 570 nm, detras del pico del verde, la reflectancia estad influenciada
principalmente por el contenido de clorofila y se puede utilizar como un indicador de la
relacion de clorofila / carotenoides. Jing et al. (2007) afirmaron que en longitudes de onda
inferiores a 733 nm, se presentan correlaciones negativas entre la reflectancia espectral y la
concentracion de la clorofila a.

La reflectancia cercana a los 674 nm fue destacada por Merzlyak et al. (1999) por ser
sensible al deterioro de la clorofila y también es influenciada por la retencion o
acumulacién de pigmentos carotenoides durante la senescencia o por la infeccion por
patbgenos como una estrategia para proteger el aparato fotosintético contra el dafio
fotoquimico debido al oxigeno singlete producido por el estado excitado triplete de la
clorofila (Bacelar et al., 2006; Rios et al., 2014).

Gitelson et al. (2003) encontraron una fuerte relacion lineal de la reflectancia con el
contenido total de clorofila cerca a los 700 nm. Jing et al. (2007) describieron una alta
correlacion entre la concentracion de clorofila y la severidad de la roya amarilla en trigo
(Triticum sp.) alrededor de los 700 nm. Sin embargo, Pietrzykowski et al. (2006) no
encontraron correlaciones significativas en ésta region del espectro, similar a lo reportado
en la presente investigacién en donde en la region del rojo no hubo significancia en la
relacion lineal de la reflectancia con la clorofila en ambos clones de caucho.

e Influencia de la severidad del SALB sobre los IVEs

En ambos clones de caucho, los IVEs permitieron discriminar significativamente entre las
clases de severidad del SALB producidas por los diferentes estadios de desarrollo de M.
ulei en todas las fenologias foliares consideradas (p < 0.01), con excepcién del PRI en el
estadio D del clon FX 4098 donde no se observaron diferencias significativas entre las
clases de severidad.

Sin embargo, entre clones no se presentaron diferencias significativas en R678/R550 y
NDVI en foliolos B, R678/R550 en foliolos C, y R670/R569, R678/R550, NDVI y SIPI en
foliolos C/D (Tabla 3-7). Todos los IVEs se correlacionaron significativamente con las
clases de severidad del SALB (p < 0.01), con excepcion del PRI en foliolos D en ambos

129



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién

Armando Sterling Cuéllar

clones de caucho donde no hubo el PRI no fue dependiente de la severidad (Tabla 3-8). En
general, las correlaciones entre los IVEs y la severidad del SALB fueron mayores en los
estadios foliares C y C/D.

En ambos clones de caucho y para los diferentes estadios foliares, los IVEs que mejor se
correlacionaron con la severidad fueron: R438/R570, R670/R569, NDVI y SIPIl. En el
clon FX 3864 se presentaron las principales correlaciones significativas entre los IVEs y el
contenido relativo de clorofila (valores de CCI). Los IVESs que mejor se correlacionaron
con el contenido relativo de clorofila fueron R438/R570, R670/R569, NDVI y SIPI (Tabla
3-8). En general, la mejor correlacion de éstos IVEs con la clorofila se observé en el
estadio de foliar D.

Segn Gamon et al. (1992) la reflectancia a 531 nm puede detectar la interconversién del
ciclo de las xantofilas. Dado que las xantofilas son pigmentos tipo carotenoides
reguladores ligados a la eficiencia del PSII, los indices de reflectancia que incorporen
reflectancias proximas a 531 nm, podrian proporcionar informacion importante sobre la
actividad fotosintética. No obstante, en el presente estudio el indice PRI so6lo se
correlacioné significativamente con el indice de concentracion de clorofila (CCI) en los
foliolos B del clon FX 3864.

La identificacion de una enfermedad especifica basada en IVESs no es posible hasta ahora,
ya que estos indices carecen de especificidad en la patologia. Por lo tanto, se requieren
métodos de andlisis de datos y algoritmos especificos para cada enfermedad (Rumpf et al.,
2010; Mahlein et al., 2013).

Sin embargo, los IVEs han sido dtiles en la deteccion temprana de las enfermedades,
debido a la sensibilidad que poseen frente a cambios en la reflectancia ocasionados por
agentes fitopatdgenos (Mahlein et al. 2013). Diversos estudios han estimado el potencial
de los indices de vegetacion en la deteccion temprana de enfermedades (Pietrzykowski et
al., 2006; Delalieux et al. 2009; Naidu et al., 2009; Rumpf et al., 2010; Mahlein et al.
2010, 2013).

En ésta investigacion la severidad del SALB afect6 significativamente a la mayoria de los
IVEs, donde el nuevo indice propuesto (R674/R550) resultdé muy significativo y estuvo
fuertemente correlacionado con las distintas clases de severidad del SALB en ambos
clones de caucho y en los dos estadios fenoldgicos considerados. No obstante, no se
correlacion6 significativamente con el contenido relativo de clorofila.

Segun Mahlein et al. (2013) las modificaciones bioquimicas manifestadas en plantas
enfermas hacen que unos indices sean mas discriminantes que otros en regiones vecinas
del espectro de reflectancia y a través de tiempo. Del mismo modo las variaciones en la
fenologia de la hoja contribuyen con las modificaciones en el tipo y concentracion de los
pigmentos fotosintéticos, los cuales influyen directamente en las patrones de absorcion de
laluz enel VIS (Delalieux et al. 2009).

130



Tabla 3-7. Medias de siete indices de reflectancia espectral para foliolos sanos (‘0”) de dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) y
cada una de las clases de severidad del mal suramericano de las hojas SALB producidas por diferentes estadios de desarrollo de

Microcyclus ulei en condiciones de jardin clonal en Caquetéd (Colombia)

. Clases de severidad
Indice e
reflectancia B CFm
00 05Q 1 2 3 Media 0Q 05Q 1 2 3 4 Media
REBRST0 FX 3864 04040000 0.00£0.001d 0.250+000Lc 025400010 03240001 0202 0.1420000f 01420000 0.19£0000d 0.20£0.000c 0.28+0.000b 0.29+0.000a 0.20a
409" 00940000d 009+0000d 0.123+0.0000 0.12+0.000a - 041 013+0000d 0.13+0000c 0.17+0000b 0.21+0.000a - - 0.16b
RET8RSS0 FX3864  030£0.000d 0.30+0.000d 0.39+0.000b 0.38+0.000c 0.41+0.000a 035  04410000f 044400008 05740.000d 058+0.000c 0.580.000b 059400002 053
FX4098  032£0000d 0.32+0.000c 0.38+0.000b 0.38+0.000a - 035  048+0000c 047£0000d 055+0.000a 0.5+ 0.000 - - 051a
\DVI FX3864 0.71£0000a 0.71+0.000b 0.64+0.000c 0.63+0.000d 0.60+0.000e 066a 07400002 07400000 0.65+0.000d 0.70+0.000c 0.61+0.000e 0.60%0.000f 0.67b
FX4098 0.70£0000a 0.70+0.000b 0.66+0.000c 0.65+0.000d - 068 07300000 0.75+0.000a 0.70£0.000c 0.69+0.000d - - 0.71a
o FX3864 -0.03+0.000a -0.03+0.000b -0.03+0.000d -0.03 +0.000e -0.030.000c 003 -0.02£0.000a -0.030.000b -0.03£0.000d -0.03+0.000f -0.03+0.000¢ -0.03£0.000¢ -0.020
FX4098  -0.01+0.000a 0.0200.000b -0.02:#0.000c -0.02+ 0.000d - -002a  0.01+0000a 0.01+0.000b 0.000£0000c 0000£0000c - - 0.00a
RGSORTI0 FX3864 1.05£0000c 105+0.000b 1.05+0000d 1.06+0.000a 1.04+0.000e 105% 105400008 105£00000 1.04+0000c 102+0000e 1.02+0000f 1.03+0000d 1.03a
FX4098 104400000 1.04+0000a 1.01+0000d 1.01+0.000c - 103 104400008 1.04£00000 1.0140.000d 1.02+0.000c - - 1.02b
Sl FX3864 082£0000a 0.82+0.000a 0.74%0.0000 0.73+0.000c 0.70+0.000d 0.76b  0.84+0000a 084£0.000b 0.79+0000d 0.80+0.000c 0.74+0.000e 0.74+0.000f 0.79b
FX4098 082£0000a 0.82+0.000b 0.78£0.000d 0.79+0.000c - 080a 08400000 0.85+0.000a 0.81+0000c 0.81+0.000d - - 082
R FX3864 039£0001d 038+0.00le 0.79+0.001h 0.72+0001c 0.98+0.001a 06%  337+0000e 3.36+0000f 3.39£0000d 347+0000b 357+0000a 3.46+0000c 343b
FX4098 191400000 1.90+0.000d 1.90+0.000c 1.920.000a - 191a  382£0000c 3.77£0.000d 3.98+0000a 3.90+0.000b - - 3.86a
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Tabla 3-7 (Cont.)

. Clases de severidad
Indice de

reflectancia on C/DAU DMu
0Q 0SQ 1 2 3 4 Media 0Q 0SQ 1 2 3 4 Media

RG70R569  FX 364 059£0000f 059£0000e 086400004 095£0000c 101£0.000b 109400002 0852 0.68£0.000f 0.69£0.000e 0.81£0.000d0 0.85%0000c 1.05£0.000b 1.06+0.000a 0.86a
FX4098" 0750000 0.75+0000d 091+0000b 098+ 0.000a - - 0.8% 059£0026b 063£0026b 0.76£0.026a 0.77£0.026a - - 0.6%

RET8IRS50 FX3864 055£0000f 0.55+0.000e 0.74£0000d 0.75£0000c 0.79£0000a 0.79£0000b 0.70a  0.62£0.000f 062£0000e 0.86+0.000d 0.88+0000c 0.94£0.000a 093£0.000b 08la

FX4098  0.62+0000d 0.63+0.000c 0.85+0.000b 0.85+0.000a - - 0.74a 05400150 05700150 0.65+0.0152 0.67 +0.015a - - 0.61h
NDVI FX3864 0.76+0.000a 0.76+0.0000 0.70+0.000c 0.70+0.000d 0.68+0.000e 0.67+0.000f 0.71a 081£0.000a 0.81+0000b 0.74+0.000c 0.74+0.000d 0.73+0.000e 0.72+0.000f 0.76h

FX4008 0.75£0.000a 0.75+0.000b 0.69+0.000c 0.69 +0.000d - - 0.72a 084+0.003 083+0003b 0.82+0.003b 0.81+0.003¢ - - 0.83a
Rl FX3864 -0.08+0.000b -0.08+0.000a -0.08+0.000d -0.09+0.000f -0.08+0.000¢ -0.08+0.000c -0.08a  -0.08+0.000b -0.08+0.000a -0.08+0.000d -0.09+0.000f -0.08 +0.000e -0.08+0.000¢ -0.08a

FX4098  -0.09+0.000a -0.09+0.000a -0.25+0.000c -0.25+ 0.000h - - -017h  -0.10£0.004a -0.10%0.004a -0.10+0.004a -0.09+0.004a - - -0.10b
RESOIRTI0 FX3864 123+0.000a 1.23+0.000b 1.07+0.000d 1.07+0.000e 1.08+0.000c 1.06+0.000f 1.12a 122+0000a 1.22+0.000b 1.08+0.000e 1.08+0.000f 1.09+0.000c 1.08+0.000d 1.13h

FX4098 104+000b 1.05+0000a 1.02+0.000c 1.02+0.000d - - 1.03b 123£0011a 122+0011a 1.17+0.011b 1.14+0.011b - - 1.19
SPp) FX3864 0.85+0000a 0.85+0.000h 081+0.000c 0.81+0.000d 0.79+0.000e 0.79+0.000f 0.82a 0.88+0.000a 0.88+0.000b 0.84+0.000d 0.84+0.000c 0.81+0.000e 0.81+0.000f 0.84b

FX4098 0.85+0000a 0.85+0.000b 0.81+0.000d 0.81+0.000c - - 0.83a 0900003 0.89+0.003% 0.87+0.003b 0.86+0.003¢ - - 0.88a
AR FX3864 456+0000e 4.55+0000f 4.93+0000d 5.04+0000b 510£0.000a 4.96+0.000c 4.86b 6.90+0.000e 6.90+0.000f 7.36%0.000c 7.29+0.000d 7.94+0.000a 7.62+0.000b 7.34h

FX4098  601+0001d 6.04+000lc 6.80+000la 6.62+0.001h - - 6.37a 802+0011h 777+0011b 851+0011a 8.40+0.011a - - 8.18a
*Error estandar

®Para cada indice, medias en cada fila (clon) por estadio foliar sequidas por la misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0.05)

*Altamente susceptiole al SALB; "Moderadamente resitente al SALB
“BFm, foliolos B (16 -20 dias) infectados con Fusicladium macrosporum ; CFm, foliolos C (24 - 28 dias) infectados con F. macrosporum ; C/DA, foliolos C/D (80 - 90 dias) infectados con Aposphaeria ulei ; DMu, foliolos D (140 - 150 dias) infectados con

Microcyclus ulei.
NDVI, indice de vegetacion de diferencia normalizada; PRI, indice de reflectancia fotosintético; SIPI, Indice independiente de la estructura del pigmento; ARI, indice de reflectancia de antocianina.
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Tabla 3-8. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre siete indices de reflectancia
espectral y (a) las clases de severidad del mal suramericano de las hojas SALB producidas
por diferentes estadios de desarrollo de Microcyclus ulei en dos clones de caucho (Hevea
brasiliensis) y (b) la concentracion relativa de clorofila (valores CCI) en condiciones
ambientales de inoculacién.

Indice de Clon BFEMS CFm
reflectancia (a) Severidad (r) (b) Clorofila (r) (a) Severidad (r) (b) Clorofila (r)
a ek _ *k ek _ ek
R438/R570 FX 3864b 0.93 0.82 0.976 0.805
FX 4098 0.94** -0.31NS 0.998** -0.368NS
FX 3864 0.86** -0.81** 0.766** 0.536**
R678/R
678/RS50 FX 4098 0.89** -0.26NS 0.907** -0.311NS
NDVI FX 3864 -0.93** 0.85** -0.871** -0.727**
FX 4098 -0.87** 0.24NS -0.905** 0.310NS
PRI FX 3864 -0.68** 0.77** -0.423* 0.159NS
FX 4098 -0.95** 0.31NS -0.837** 0.278NS
FX 3864 -0.59** 0.29NS -0.735** 0.416*
R850/R710 FX 4098 -0.85** 0.22NS -0.834** 0.277NS
SIPI FX 3864 -0.94** 0.84** -0.924** 0.766**
FX 4098 -0.82** 0.19NS -0.951** 0.334NS
ARI FX 3864 0.89** -0.76** 0.713** -0.374NS
FX 4098 0.75** -0.48NS 0.537** -0.150NS
Indice de Clon C/DAuU DMu
reflectancia (a) Severidad (r) (b) Clorofila (r) (a) Severidad (r) (b) Clorofila (r)
R670/R569 FX 38642 0.939** -0.758** 0.966** -0.798**
FX 4098° 0.978** -0.219NS 0.720** -0.387NS
FX 3864 0.835** -0.596** 0.837** -0.659**
R678/R550
FX 4098 0.869** -0.208NS 0.802** -0.440NS
NDVI FX 3864 -0.907** 0.713** -0.891** 0.715**
FX 4098 -0.883** 0.211NS -0.835** 0.470NS
PRI FX 3864 -0.309** -0.000NS -0.303NS 0.263**
FX 4098 -0.862** 0.209NS 0.254NS -0.177NS
FX 3864 -0.719** 0.49* -0.686** 0.525**
R R71
850/ 0 FX 4098 -0.891** 0.211NS -0.818** 0.443NS
SIPI FX 3864 -0.877** 0.670** -0.948** 0.767**
FX 4098 -0.848** 0.207NS -0.848** 0.477NS
ARI FX 3864 0.728** -0.409* 0.827** -0.627**
FX 4098 0.742** -0.189NS 0.462NS -0.231NS

*p < 0.05; significativo; **p < 0.01, muy significativo; NS, no significativo
dAltamente susceptible al SALB; PModeradamente resistente al SALB

°BFm, foliolos B (16 -20 dias) infectados con Fusicladium macrosporum ; CFm, foliolos C (24 - 28 dias)
infectados con F. macrosporum ; C/DAu, foliolos C/D (80 - 90 dias) infectados con Aposphaeria ulei ; DMu,
foliolos D (140 - 150 dias) infectados con Microcyclus ulei .

NDVI, indice de vegetacion de diferencia normalizada; PRI, Indice de reflectancia fotosintético; SIPI, Indice
independiente de la estructura del pigmento; ARI, indice de reflectancia de antocianina.
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e Modelos de regresion para la prediccion de las clases de severidad del SALB
Los mejores modelos de regresion que explicaron la relacion entre las clases de severidad

del SALB vy la respuesta espectral para cada clon de caucho crecido en condiciones
ambientales en jardin clonal, aparecen reportados en la figura 3-12.

1 A

Predichos

Predichos

0 1 2 3 4
Observados

Figura 3-12. Relacidn entre los valores observados y los valores predichos de las clases de
severidad del SALB para dos clones de caucho (Hevea brasiliensis), a partir de modelos
de regresion lineal multiple de la respuesta espectral en condiciones ambientales. A, clon
altamente susceptible FX 3864, Severidad = 7.52 - [20.94 x (R800 - R680)/(R800 +
R680)] + [16.88 x (R570 - R531)/(R570 + R531)] + (5.67 x R850/R710) - [0.22 x (1/R550
- 1/R700)] + (6.08 x R670/R569), R? = 0.88, ECM = 0.23, p < 0.0001. B, clon
moderadamente resistente FX 4098, Severidad = -19.57 — (86.62 x R522) + (28.19 x
R850/R710) — [10.59 x (R800 - R680)/(R800 + R680)] - [1.52 x (1/R550 - 1/R700)] +
(7.85 x R670/R569) + (318.51xR450), R? = 0.89, ECM = 0.08, p < 0.0001
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Los modelos construidos se utilizaron para predecir las clases de severidad en cada clon y
poseen el poder de discriminar entre severidades del SALB independiente de la fenologia
foliar y del estadio de desarrollo del patégeno. La validacion independiente mostré una
alta correlacion significativa entre los datos predichos y los observados (r = 0.94; p <
0.0001 parael clon FX 3864 y r > 0.95; p < 0.0001 para el clon FX 4098) (Figura 3-12).

En el clon FX 3864 (independiente del estadio foliar), el 5.2% de las predicciones fueron
exactas, 47.4% subestimadas y 47.4% sobrestimadas. Para el FX 4098 (independiente de la
fenologia foliar), el 20% de las predicciones fueron exactas, 41.7% subestimadas y 38.3%
sobrestimadas.

Los resultados de éste estudio presentan modelos de prediccion de las clases de severidad
el SALB a nivel foliar, independientes del estado fenoldgico y el estadio de desarrollo del
patogeno y aplicable especificamente a cada clon de caucho en condiciones ambientales.
Estos modelos presentaron un mejor ajuste lineal que el reportado por Pietrzykowski et al.
(2006) para Mycosphaerella en E. globulus (R? =0.83). Asimismo, los modelos aqui
presentados poseen una mayor capacidad predictiva para valores exactos de las
severidades evaluadas. Estas diferencias en la capacidad predictiva de los modelos ademas
de los patosistemas evaluados, podrian relacionarse en la diferencia de sensores utilizados
(rango espectral: 250 -2100 nm vs 300 -1000 nm) y en las diferentes circunstancias de
medidas con respecto al presente estudio (dosel simulado vs foliolos, dos lamparas de 150
W vs cuatro lamparas de 40 W).

Este estudio es el primer reporte en el que se analiza los cambios en la respuesta
fisiologica (intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila @) y en las propiedades de
reflectancia espectral en foliolos jévenes (B y C) y maduros (C/D) de los clones de caucho
FX 4098 y FX 3864 en respuesta a la infeccion por los tres estadios de desarrollo del
patégeno (F. macrosporum, A. ulei y M. ulei) en condiciones ambientales de crecimiento
en jardin clonal.

3.6 Conclusiones

El andlisis de los parametros fisioldgicos (intercambio gaseoso y fluorescencia de la
clorofila a) en condiciones ambientales de jardin clonal permiten concluir:

e Las tasas fotosintéticas en el clon FX 3864 (susceptible) fueron significativamente
afectadas en respuesta a la infeccion por M. ulei, y en un minimo grado en el clon FX
4098 (moderadamente resistente), como resultado de una menor conductancia
estomatica y una baja eficiencia en el uso del agua en el clon susceptible; la afectacion
de la fotosintesis fue proporcional a la intensidad de los sintomas de la enfermedad
(mayor nivel de severidad) y el fenomeno se intensifico en foliolos infectados
pertenecientes a los estadios foliares By C.
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e Existe una diferenciacion significativa en la habilidad para capturar, usar y disipar la
energia luminica por parte del fotosistema Il principalmente en el clon FX 3864 y en
los estadios foliares jovenes (B y C).

e El andlisis de la respuesta espectral al SALB permite concluir que la enfermedad
posee un efecto significativo en las propiedades espectrales de los clones de caucho FX
3864 y FX 4098 en condiciones ambientales de crecimiento en jardin clonal. Este
efecto se basa principalmente en las caracteristicas fisioldgicas de cada clon como el
contenido relativo de clorofila, en la fenologia de los foliolos (B, C 0 D) y en la clase
de severidad de la enfermedad segun el estadio de desarrollo del patdgeno.

e El andlisis de las firmas espectrales y de la diferencia y sensibilidad de la reflectancia,
permitieron obtener dos nuevos indices de vegetacion espectral para la deteccién e
identificacion del SALB en foliolos jovenes y maduros de los clones de caucho FX
4098 y FX 3864. Asimismo se reportan para cada clon de caucho, el primer modelo
lineal basados en indices espectrales para la prediccion de las clases de severidad del
SALB en condiciones de inoculacion natural.
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4 Capitulo 4. Consideraciones finales vy

conclusiones

El analisis de la respuesta fisiologica y espectral de los clones de H. brasiliensis FX 3864
y FX 4098 a la infeccion producida por M. ulei (SALB) en diferentes condiciones de
infeccion, permite concluir que:

El desempefio fotosintético se redujo en el clon FX 3864 (susceptible) y en menor
grado en el clon FX 4098 (moderadamente resistente), como resultado de un aumento
en la intensidad de los sintomas producidos por el SALB a nivel foliar tanto en
condiciones de inoculacion controlada como en condiciones ambientales de jardin
clonal.

La reduccion de la fotosintesis en el clon FX 3864 fue proporcional al progreso
temporal de la enfermedad en condiciones controladas, principalmente en foliolos B
infectados por F. macrosporum. En condiciones de jardin clonal, la afectacion de la
fotosintesis ocurre principalmente en los foliolos C infectados por F. macrosporum,
seguido de los foliolos D infectados por A. ulei y por M. ulei.

Existe una diferenciacion significativa en la habilidad para capturar, usar y disipar la
energia luminica por parte del aparato fotosintético (fotosistema Il) entre los clones de
H. brasiliensis FX 3864 y FX 4098. Esta capacidad a su vez es afectada por la
intensidad de los sintomas producidos por el SALB a nivel foliar tanto en condiciones
de inoculacion controlada como en condiciones ambientales de jardin clonal. En
condiciones de jardin clonal, el mayor efecto del SALB sobre el desempefio del
aparato fotosintético en estos dos clones ocurre principalmente en foliolos C infectados
por F. macrosporum.

El clon susceptible FX 3864 posee una menor reflectancia a nivel foliar tanto en el
espectro visible VIS (400 — 700 nm) como en el infrarrojo cercano NIR (700 — 900
nm) y esta respuesta espectral a su vez se incrementa en ambos clones en el VIS y se
reduce en el NIR en la medida en que se incrementa la severidad del SALB,
dependiente de la fenologia foliar e independiente de las condiciones en las que ocurre
la infeccion por M. ulei.

148



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién
Armando Sterling Cuéllar

En los clones de caucho FX 3864 y FX 4098, el uso de los indices espectrales
R674/R550, R438/R570 y R670/R569, permiten detectar, discriminar y predecir a
nivel foliar la intensidad de los sintomas del SALB de acuerdo a la fenologia foliar y
segun el estadio de desarrollo de M. ulei, con una alta precision en laboratorio (el
primer indice) y en un menor grado en condiciones de jardin clonal (los otros dos
indices).

La deteccion y discriminacion de los niveles de dano producidos por el SALB esta
principalmente relacionada con la sensibilidad de la propiedades espectrales y con la
disminucion del contenido de clorofila de la hoja en la region del rojo (600 — 700 nm)
como respuesta al incremento de los sintomas clordticos y necréticos presentes en los
foliolos infectados en las etapas mas avanzadas de la enfermedad.

A partir de los resultados y las conclusiones obtenidas en esta investigacion, se plantean
las siguientes recomendaciones:

Se sugiere analizar en campo la respuesta fisioldgica y espectral de los dos clones
caucho a nivel de dosel teniendo en cuenta el estado fenoldgico y la densidad foliar,
como una herramienta para asistir los programas de mejoramiento genético que buscan
resistencia durable a M. ulei

Es importante analizar a nivel espacial con imégenes de satélite, las firmas espectrales
y los indices de vegetacion espectral obtenidos, con el fin de validar la deteccion
temprana del SALB vy la valoracion remota del impacto fisiolégico ocasionado por el
SALB en viveros, jardines clonales, y especificamente en plantaciones en crecimiento
y en etapa productiva con los dos clones de caucho analizados en el presente estudio.
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ANEXOS

Anexo A.

Estadios foliares - Desarrollo fenoldgico de foliolos de Hevea spp., tomada de
Hallé et al. (1978) y adaptada pictéricamente para mayor comprension
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Anexo B.

Escala diagramatica de severidad de Microcyclus ulei — Modificado de

Gasparotto et al. (1989)
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Anexo C.

Curva de respuesta a la luz de la fotosintesis y parametros calculados en dos clones
de caucho FX 3864 y FX 4098 en condiciones de laboratorio

Curva de luz laboratorio FX3864

T
0
e 4
i . hd
E . . * X
a A . B il
S ., . o
o

g . Y
g . !

4
—E N AZS_O]'{I-E[ 0.0039"(PPFD-226 .1-‘|JJ s A=243 '{1_el 0.0050"|PPFD: meu}

&
= ] 600 1200 1800 24000 800 1200 1600 2400
<

PPFD (umoles de fotones.m™.s7)

Fig 1. Curvas de respuesta a la luz de la fotosintesis (A) como una funcién de densidad de
flujo fotosintético (PPFD) en el cultivar de Hevea brasiliensis FX3864 crecido bajo
condiciones de laboratorio, con diferentes estadios foliares y severidades de SALB
(Microcyclus ulei). Las curvas de luz se ajustaron por regresion no lineal utilizando la
ecuacion de Mitscherlich. A-B. Foliolos en estadio C con niveles de severidad 0 y 4,
respectivamente.

Curva de luz laboratorio FX4098
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Fig 2. Curvas de respuesta a la luz de la fotosintesis (A) como una funcion de densidad de
flujo fotosintético (PPFD) en el cultivar de Hevea brasiliensis FX4098 crecido bajo
condiciones de laboratorio, con diferentes estadios foliares y severidades de SALB
(Microcyclus ulei). Las curvas de luz se ajustaron por regresion no lineal utilizando la
ecuacion de Mitscherlich. A-B. Foliolos en estadio C con niveles de severidad 0 y 4
respectivamente.

152



Efectos del mal suramericano de la hoja (Microcyclus ulei) sobre la respuesta fisiolégica y espectral del caucho
(Hevea brasiliensis) sometido a diferentes condiciones de infeccién
Armando Sterling Cuéllar

Tabla 1. Pardmetros fotosintéticos en foliolos C de dos clones de Hevea brasiliensis (FX
4098 y FX 3864) derivados del ajuste del modelo de Mitscherlich en condiciones de
laboratorio.

Aua Ade PCL PSL
a Estadio Severidad (umoles de 0 (uino_llej de | (umolesde ~ (umolesde  Rd (umoles de Peudo R
M foliare VN CO,m2s") s ) umoles fotones.m-2s-) fotones.m-2s-')  CO,.m-s-!) seuco
’ de fotones.m-2s-')
0 3.83 0.0031 22691 969.68 391 0.9966
FX4098 C
2 291 0.0042 234.90 783.13 -4.89 0.9981
0 3.01 0.0039 22637 816.78 427 0.9581
FX 3864
¢ 4 243 0.0050 22697 687.49 -5.13 0.9753

A = Asintota de la fotosintesis a luz saturante (fotosintesis maxima); Aqe = Pendiente inicial de la curva (eficiencia de la
fotosintesis (¢); PCL = Punto de compensacion por luz (intercepto en x cuando la fotosintesis es igual a cero); PSL = Punto de
saturacion luminico; Rd = Tasa de respiracion en oscuridad

*C, foliolos con 22 - 30 dias de edad evaluados en laboratorio, los cuales poseen tasas de asimilacion neta positivas (4)
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Anexo D.

Localizacion geogréfica del vivero de ASOHECA y los jardines clonales de
ASOHECA y SINCHI, localidad de Itarca, municipio de la Montafita, Caquetéa-

Colombia.
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Anexo E

Curva de respuesta a la luz de la fotosintesis y parametros calculados en dos clones
de caucho FX 3864 y FX 4098 en condiciones ambientales en jardin clonal

Curva de luz jardin clonal FX 3864
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Fig 3. Curvas de respuesta a la luz de la fotosintesis (A) como una funcion de densidad de
flujo fotosintético (PPFD) en el clon de Hevea brasiliensis FX 3864 crecido bajo
condiciones ambientales en jardin clonal con diferentes estadios foliares y severidades de
SALB (Microcyclus ulei). Las curvas de luz se ajustaron por regresion no lineal utilizando
la ecuacion de Mitscherlich. A-B. Foliolo en la etapa C con niveles de severidad 0 y 4,
respectivamente. C-D. Foliolo en la etapa D con severidad 0 y 4, respectivamente.

Curva de luz jardin clonal FX 4098
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Fig 4. Curvas de respuesta a la luz de la fotosintesis (A) como una funcion de densidad de
flujo fotosintético (PPFD) en el clon de Hevea brasiliensis FX 4098 crecido bajo
condiciones ambientales en jardin clonal con diferentes estadios foliares y severidades de
SALB (Microcyclus ulei). Las curvas de luz se ajustaron por regresion no lineal utilizando
la ecuacion de Mitscherlich. A-B. Foliolo en la etapa C con niveles de severidad 0 y 4,
respectivamente. C-D. Foliolo en la etapa D con severidad 0 y 4 respectivamente.
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Tabla 2. Parametros fotosintéticos en foliolos C y D de dos clones de Hevea brasiliensis
(FX 4098 y FX 3864) derivados del ajuste del modelo de Mitscherlich en condiciones de

jardin clonal.

Amax (um‘z‘ll; . PCL PSL
Cultivar Efs(:ﬁgro Severidad C((L)Tl;l'is_sq?) CO,m *s 1)/(_;1mi>les fot(()ﬁi?ie_l) fotf)lrt I:S(?rlzijse_l) Rcdo(;l ;1_02 liige Pseudo R*
de fotones.m 25 )
FX4098 C 0 13.58 0.0032 1.890 72145 -0.08 0.99
FX4098 C 2 1148 0.0033 10.57 708.32 -041 0.98
FX4098 D 0 14.67 0.0025 10.84 931.87 -040 0.99
FX4098 D 2 11.70 0.0037 20.80 643.12 -0.94 0.99
FX384 C 0 12.45 0.0039 16.79 607.20 -0.84 0.99
FX384 C 4 10.73 0.0032 47.64 767.20 -1.77 0.99
FX384 D 0 13.32 0.0038 20.02 625.96 -1.05 0.97
FX384 D 4 11.55 0.0036 30.82 67043 -1.36 0.99

A = Asintota de la fotosintesis a luz saturante (fotosintesis maxima); Aqe = Pendiente inicial de la curva (eficiencia de la fotosintesis

(9); PCL=Punto de compensacion por luz (intercepto en x cuando la fotosintesis es igual a cero); PSL =Punto de saturacion luminico; Rd

= Tasa de respiracion en oscuridad

*Cy D, foliolos con 24 - 28 y 80 - 90 dias de edad evaluados en jardin clonal, los cuales poseen tasas de asimilacion neta positivas (4)
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