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Introduccion

EL caucHO NATURAL [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.) Mue-
11.-Arg.] es una especie de origen suramericano productora de latex
destinado principalmente a la industria llantera (Compagnon, 1998).
El Sudeste Asiatico produce el 91% del caucho natural a nivel mundial.
Tailandia, Indonesia y Malasia concentran el 66.5% de la produccion,
siendo éstos los principales paises productores. América Central y del
Sur representan el 3% de la producciéon mundial (IRSG, 2013).

En Colombia, a diciembre de 2014, se reporto la existencia de 49500
ha cultivadas de caucho, constituidas principalmente por clones intro-
ducidos de origen asiatico, africano y americano (CCC, 2014). E168.5%
del area total establecida se concentra en cuatro nucleos caucheros:
Meta, Santander, Caqueta y Antioquia (Becerra, 2014). Segtun Asoheca
(2014), el departamento de Caquetd posee 6017 ha de caucho, de las
cuales 1581 ha son plantaciones en etapa productiva con una produc-
cion de 1894.4 toneladas de caucho seco por ano.

En Colombia, el sector cauchero es uno de los renglones con mejores
ventajas competitivas en el mercado, dado que el caucho natural es uno
de los productos con mas amplia oferta y demanda a nivel internacional
(MADR-Agronet, 2013). Sin embargo, para responder positivamente
ante ésta demanda, es necesario optimizar la productividad primaria
del sector a través del uso de materiales genéticos sobresalientes (clones
de alto rendimiento y tolerancia a los principales limitantes fitosanita-
rios) y la implementacion de modelos de siembra sostenibles para las
diferentes regiones del pais.

En este sentido, el Instituto Amazonico de Investigaciones Cien-
tificas "SINCHI”, la Universidad de la Amazonia y la Asociacion de



Reforestadores y Cultivadores de Caucho del Caqueta, ASOHECA, han
contribuido con informacion preliminar sobre la ampliaciéon de la base
genética de caucho en la region con nuevos materiales (Sterling y Ro-
driguez, 2011, 2012) y han adoptado la idea de reconvertir el modelo
tradicional del monocultivo por modelos agroforestales con especies
nativas maderables o frutales promisorios para la region como el co-
poazu [ (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum)] (Ster-
ling y Rodriguez, 2014).

Al incorporar el concepto agroforestal en la produccion de caucho
en la Amazonia colombiana, ademas de incrementar la diversidad de
especies por hectarea y producir ingresos economicos derivados de las
especies asociadas, se generan una serie de beneficios ambientales en-
tre los que se destacan la conservacion de la biodiversidad (Beukema
et al., 2007; Sterling et al. 2014), el secuestro de carbono (Moreno et
al., 2005), la adaptacion ecofisiologica al cambio climatico (Rodrigo,
2007), la recuperacién potencial de areas degradadas por efecto de la
ganaderia extensiva y de manera indirecta, la reduccion de la presion
antropica sobre nuevas areas de bosque destinadas para la implemen-
tacion de actividades productivas no sostenibles.

En este documento se presentan para el departamento de Caque-
td y con potencial para la Amazonia colombiana, las bases técnicas y
cientificas para la implementacion y adopcion preliminar de un nuevo
modelo de enriquecimiento agroforestal de plantaciones en monocul-
tivo de caucho en surco doble, a través de la incorporacion de nuevos
ecotipos clonados de copoazu en los primeros anos de la etapa impro-
ductiva del cultivo de caucho.

Esta publicacion se deriva del proyecto de investigacion denominado:
“Evaluacion del asocio agrisilvicola: caucho (Hevea brasiliensis) — nuevos
clones de copoazu (Theobroma grandiflorum) mediante el uso de indica-
dores agronémicos, ecofisiolégicos, bioquimicos y epidemiolégicos en
el departamento del Caqueta”. Este proyecto hace parte integral del
Contrato RC No. 746 -2011 celebrado entre la Fiduciaria Bogota como
vocera del Patrimonio Auténomo denominado Fondo Nacional de Fi-
nanciamiento para la Ciencia, la Tecnologia y la Innovacion Francisco
José de Caldas, el Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas
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“SINCHI”, la Universidad Nacional de Colombia y la Asociacién de Re-
forestadores y Cultivadores de Caucho del Caqueta, ASOHECA.

La presente publicacion se dividié en cinco capitulos que describen
las etapas del proceso técnico e investigativo a partir del cual se realizo
la evaluacion inicial del asocio agrisilvicola caucho — copoazu en dos
zonas climaticas del departamento de Caqueta.

El capitulo 1 presenta la evaluacion del desempeno inicial del asocio
agrisilvicola: caucho (clones FX 3864, FX 4098 y IAN 873) y copoazu
(ecotipos clonados 4, 11 y un testigo local) en los municipios de Belén
de los Andaquies y San Vicente del Caguan.

En el capitulo 2 se muestran los resultados de la respuesta bioquimi-
ca (enzimas del sistema antioxidante y el contenido de osmolitos) de
tres clones de caucho y de tres ecotipos clonados de copoazu en asocio
agrisilvicola en dos zonas climaticas del departamento de Caquetay tres
épocas estacionales (seca, humeda y transicion a seca).

El capitulo 3 expone los resultados del seguimiento temporal (dos
ciclos de defoliacion — refoliacion anual) del SALB (Microcyclus ulei)
en tres clones de caucho presentes en dos zonas climaticas del depar-
tamento de Caqueta.

El capitulo 4 reporta los cambios fisiologicos expresados por dos clo-
nes de caucho (FX 3864 y FX 4098) con diferente resistencia al SALB,
ante la infeccion producida por M. ulei en condiciones de inoculacién
controlada y de infeccion natural en el departamento de Caqueta.

El capitulo 5 presenta los resultados relacionados con el beneficio
de almendras de copoazu, una labor que comprende una serie de ope-
raciones como recoleccion del fruto, separacion de la semilla, fermen-
tacion, secado y procesamiento con el fin de presentar un producto
de buena calidad en el mercado y con potencial de aprovechamiento
agroindustrial en el departamento de Caqueta.
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Introduccion

El caucho natural [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.) Mue-
11.-Arg.], es una especie productora de latex cuyos origenes se remon-
tan en las llanuras de la region Amazoénica y la Orinoquia en América
del Sur con una amplia distribucion en paises como Bolivia, Brasil,
Colombia, Guyana francesa, Peru, Surinam y Venezuela (Goncalves
et al., 1997).

En Colombia, el sector cauchero es uno de los renglones con mejores
ventajas competitivas en el mercado, dado que el caucho natural es uno
de los productos con mas amplia oferta y demanda a nivel internacional
(MADR-Agronet, 2013). Sin embargo, para responder positivamente
ante ésta demanda, es necesario optimizar la productividad primaria
del sector a través del uso de materiales genéticos sobresalientes (alto
rendimiento y tolerancia a los principales limitantes fitosanitarios) y la
implementacion de modelos de siembra sostenibles para las diferentes
regiones del pais.

En este sentido, en regiones como la Amazonia colombiana y en
zonas con amplia tradicion cauchera como el departamento de Caqueta,
el Instituto Amazoénico de Investigaciones Cientificas "SINCHI”,
la Universidad de la Amazonia y la Asociacion de Reforestadores y
Cultivadores de Caucho del Caqueta, Asoheca, han contribuido con
informacion preliminar sobre la ampliacion de la base genética de
caucho en la region con nuevos materiales de siembra (Sterling y
Rodriguez, 2011, 2012) y han adoptado la idea de reconvertir el modelo
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tradicional del monocultivo por arreglos agroforestales con especies
nativas frutales o maderables promisorias para la region (Sterling y
Rodriguez, 2014, Sterling et al., 2015).

Segun Barrera et al. (2009), entre los frutales amazonicos el
copoazu [(Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum) ]
posee las potencialidades para su cultivo en asocio bajo arreglo
agroforestal con lenosas perennes como el caucho que es de ciclo
productivo largo y se impone dentro del arreglo cubriendo el estrato
superior del dosel.

Al incorporar el concepto agroforestal en la produccion de caucho
en la Amazonia colombiana, ademas de incrementar la diversidad
biologica de especies por hectarea, se generan flujos de caja a partir
de las especies asociadas dentro del periodo improductivo del cultivo
de caucho. En este sentido, es fundamental identificar los principales
parametros técnicos que determinan la viabilidad de la implementacion
de estos arreglos, a partir de la evaluacion del desempeno, la respuesta
ambiental, el comportamiento fitosanitario y el potencial agroindustrial
de las especies asociadas con el fin de recomendar la mejor alternativa
al productor.

Rodrigo et al. (2004) y Snoeck et al. (2013) afirman que los asocios
del caucho con diversas especies vegetales pueden favorecer en un 50%
el desarrollo y el crecimiento de los arboles de caucho en comparacion
con el monocultivo. Aunque son muchos los beneficios reales y
potenciales que se atribuyen al uso de los sistemas agroforestales con
caucho (Pereira et al., 1997), han sido poco comprendidos los efectos
producidos por la interaccion entre factores como el genotipo vegetal, el
tipo de asocio o los factores ambientales inherentes sobre el desempeno
del cultivo del caucho y de las especies asociadas en las primeras etapas
de la implementacion de estos arreglos.

En el presente capitulo se exponen los resultados relacionados con la
evaluacion del desempeno inicial de tres clones de caucho (crecimiento
y potencial precoz productivo en los clones FX 3864, FX 4098 y IAN 873)
y de tres ecotipos clonados de copoazu (supervivencia y crecimiento en
los ecotipos 4, 11 y un testigo local) en asocio agrisilvicola en dos zonas
climaticas del departamento del Caqueta (Amazonia colombiana).
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Las especies
El caucho (Hevea brasiliensis)

Clasificaciéon taxonémica (Compagnon, 1998)
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Hevea
Epiteto de la especie: brasiliensis
Nombre cientifico: Hevea brasiliensis L. (Willd. ex A.Juss.) Mull.Arg.
Nombre Comun: caucho, siringa, seringueira, hule (Figura 1.1A).

Descripcion botanica

Segin Compagnon (1998), el arbol de caucho alcanza alturas entre los
20 y 30 m. El tronco es recto y cilindrico de 30 a 60 cm de diametro,
su madera es de color blanca y liviana. Sus hojas son compuestas trifo-
liadas, alternas, de 16 cm de longitud, por 6 a 7 cm de ancho. Durante
la estacion seca las hojas de la copa del arbol se tornan de color rojizo,
luego se presenta un desprendimiento parcial de su masa foliar. Las flo-
res son pequenas y reunidas en amplias paniculas. Produce fruto desde
los cuatro anos, cada uno de los cuales es una gran capsula de 4 cm de
diametro que se abre en valvas, con semillas ricas en aceite.

Su latex es blanco o amarillento y abundante. El sangrado “sangrar”
se realiza en el tronco del arbol; Cuando el arbol alcanza un diametro >
a 45 cm, de circunferencia a 1.30 m de altura, se traza la linea de rayado
apertura de panel”, la cual se le debe dar una inclinaciéon de 45° para
que al rayado el latex drene hasta depositarse en una taza que adhiere
con alambre al tronco en su base inferior.

Generalidades del cultivo

El caucho es una especie forestal perennifolia cuya principal fuente de
aprovechamiento es la produccion de latex destinada principalmente a
la industria llantera y automotriz (Compagnon, 1998). Segiin Goncalves
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et al. (1997), los origenes del caucho natural se remontan a las llanuras
de la region Amazonica y a la Orinoquia en América del Sur con una
amplia distribucion en paises como Brasil, Bolivia, Colombia, Guyana
Francesa, Pert, Surinam y Venezuela.

El Sudeste Asiatico produce el 91% del caucho natural a nivel
mundial. Tailandia, Indonesia y Malasia concentran el 66.5% de la
produccion, siendo estos los principales paises productores. América
Central y del Sur representan el 3% de la produccién mundial (IRSG,
2013). Colombia solo cubre el 8.5% de la demanda nacional (MADR.
Agronet, 2013).

En Colombia, a diciembre de 2013, se reporto6 la existencia de
44100 ha cultivadas de caucho, constituidas principalmente por clones
introducidos de origen asiatico, africano y americano (Becerra, 2014).
El 68.5% del area total establecida se concentra en cuatro nucleos
caucheros: Meta, Santander, Caqueta y Antioquia (Becerra, 2014).
Segun Asoheca (2014), el departamento de Caqueta posee actualmente
6017 ha de caucho, de las cuales 1581 ha son plantaciones en etapa
productiva con una produccion de 1894.4 toneladas de caucho seco
por ano.

El copoaza (Theobroma grandiflorum)

¢ (Clasificacion taxonémica (Alverson et al., 1999)

Clase: Magnoliopsida.

Subclase: Caryophyllidae.

Orden: Malvales

Familia: Esterculiaceae

Género: Theobroma

Epiteto de la especie: grandiflorum

Nombre cientifico: Theobroma grandiflorum

Nombre Comun: en Pera: Copoazu; en Brasil: copoazu, cacau,
cupuacu verdadeiro; en Colombia: bacau; Ecuador: patas (Figura 1.1B).

24 Evaluacion inicial del asocio caucho - copoazu en el Caqueta:
una alternativa de enriquecimiento agroforestal con potencial para la Amazonia colombiana.




Descripcion botanica

Segun Vargas y Arguelles (2000), el copoazi es un arbol que puede cre-
cer hasta 18 m en estado silvestre, cultivado sin clonar alcanza una altura
entre 5 m a 8 m. Las ramas son plagiotropicas. La formacion o estruc-
tura de las mesas o ramificaciones es importante para una produccion
balanceada de frutos y para planificar distancias de siembra cuando se
planifica el establecimiento de arreglos agroforestales. Las hojas son
simples subcoriaceas, lamina foliar oblonga u oblonga, ovalada, glabra
de color verde en el haz y verde claro o rosado en el envés.

Las inflorescencias estan ubicadas en la parte apical de las ramas
plagiotropicas en numero de 3 a 5. Flor pentamera, 5 sépalos y 5 pétalos.
Ovario supero pentagonal con 5 l6culos multiovalados. Frutos en baya
drupdcea de forma elipsoide u oblonga, con exocarpio rigido, lenoso
y verde recubierta por una coloracion ferruginosa y polvosa que se
desprende al manipular. El mesocarpio es blanco de 7 mm de espesor.
El fruto puede contener de 20 a 50 semillas pero existen plantas que

producen frutos sin semillas.

Generalidades del cultivo
El copoazu forma parte de las 22 especies descritas del genero Theo-
broma, en donde nueve de ellas son nativas de Amazonia; razén por la
se sugiere la region como posible centro de origen (Gentry, 1996). El
principal producto del copoazu es su pulpa, la cual es utilizada en la
industria de refrescos, dulces, jaleas, sorbetes y otros; sin embargo, sus
semillas también pueden ser utilizadas para obtener un producto se-
mejante al chocolate obtenido del cacao (Hernandez y Barrera, 2004).
Segun Barrera et al. (2009), el copoazu cumple los requerimientos
para su cultivo bajo arreglo agroforestal; se desempena bien en asocio
con lenosas perennes como el caucho que es de ciclo productivo largo
y se impone dentro del arreglo cubriendo el estrato superior del dosel.
El copoazu es un buen complemento para la diversificacion del modelo
tradicional del monocultivo de caucho, ademas de convertirse en una
opcion economica en el periodo improductivo del caucho.
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Figura 1.1. Especies vegetales utilizadas en el establecimiento de seis parcelas

agrisilvicolas de investigacion en dos localidades de Caqueta (Colombia). A.

Caucho (Hevea brasiliensis). B. Copoazu ( Theobroma grandiflorum) .

Descripcion del area de estudio

Localizacion y clima

La presente investigacion se desarroll6 en el departamento de Caqueta
(Amazonia colombiana), en los municipios de Belén de los Andaquies
al sur y San Vicente del Caguan al norte del Departamento (Tabla 1.1).

El Caqueta se localiza al Sur de Colombia, forma parte de la Region
Amazoénica y de la subregion denominada Amazonia Occidental, ca-
racterizada por contar con la mayor densidad demografica. Concentra
mas de 86% de la poblacién de toda la region amazénica. Segun Oje-
da (2004) el territorio del departamento de Caqueta tiene un area de
88.965 Km?®, con corredores biolégicos tinicos y gran variedad de fauna
y flora, que lo caracterizan como uno de los departamentos mas mega
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Tabla 1.1. Localizacion y aspectos climaticos generales del area geografica

donde se realiz6 la investigacion en Caqueta (Colombia)

Localidad Altura Precipitacion Hrl:lr;:i(‘i,:d Temperatura Clasificacion
(Munici-  Latitud Longitud media anual . media anual de Caldas
. (msnm) media .
pio) (mm) anual (%) cC) Lang

Belén de 01° 09’ 75° 48” 300 3471 87.1 25 Calido
los Anda- 20.2” 08” humedo
quies
San Vi-02° 01’ 74° 55> 344 2503 82.3 25.4 Calido se-
cente del 33.6” 07.4” mihimedo
Caguan a humedo

Fuente: datos climdticos anuales (IDEAM, 2014); coordenadas geograficas (Sinchi,
2014); clasificacion Caldas Lang (IGAC, 2010).

biodiversos del pais. De acuerdo con la ubicacion geografica de la Ama-
zonia colombiana en el tropico humedo, con area en los dos hemisfe-
rios, la proximidad al eje ecuatorial y la incidencia casi vertical de la
radiacion solar durante todo el ano, estimulan una zona de mayor ca-
lentamiento, de un alto potencial de recepcion de energia solar, que es
interceptada por los sistemas convectivos locales, asociados al régimen
de precipitacién, biomas, zonobiomas, orobiomas y principalmente a
los sistemas de circulacion atmosférica intertropical (Alisios del NE y del
SE) y regional (Zona de Convergencia Intertropical — ZCIT en la Lla-
nura Oriental Colombiana) (Rangel y Luengas, 1997; SINCHI-INADE,
1998; IGAC, 1999). En la figura 1.2 se pueden apreciar las principales ti-
pologias climaticas caracteristicas del area de estudio (SINCHI, 2015b).

En Caqueta, la presencia de lluvias es constante durante todo el
ano, pero se pueden definir unas épocas de “verano ecolégico (época
seca)”, en las cuales el volumen de lluvia mensual estd por debajo del
promedio, que corresponde a los meses de noviembre a febrero. Por
otra parte, se observa un periodo en el cual el volumen de lluvias es
superior al promedio mensual, determinando una época de “invierno
ecologico (época lluviosa)”, que corresponde a los meses de abril a
junio. Un periodo entre estas épocas denominado “transicional” puede
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Figura 1.2. Mapa climitico del drea de estudio (estrellas verdes) localizada en el

departamento del Caquetd (Colombia). Fuente: SINCHI (2015b).

distinguir el paso de la época lluviosa hacia la época seca. En la tabla
1.2, se pueden observar los principales parametros climaticos de las tres
épocas antes referidas, las cuales se consideraron en las evaluaciones
fisiologicas en campo (Capitulos 2y 3).
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Tabla 1.2. Principales parametros climaticos promedio inherentes a las

épocas pluviométricas consideradas en los municipios de Belén de los

Andaquies y San Vicente del Caguan (Caqueta, Colombia) en el periodo

Nombre
de la
época

Epoca
seca

Epoca
Iluviosa

Tran-
sicion
hacia la
época
seca

comprendido entre noviembre de 2012 y enero de 2015.

Nomen-
clatura Meses
utilizada compren-
parala didos
época
Noviem-
Seca bre a
febrero
. Marzo a
Lluvia ..
junio
Transi- Julio a
cion octubre

*Medias con error estandar
"PAR (Radiacion fotosintéticamente activa)
Fuente: datos Belén de los Andaquies (IDEAM, 2015); datos San Vicente del Caguan
(Sinchi, 2015a)

Localidad

Belén de
los An-
daquies
San Vi-
cente del
Caguan
Belén de
los An-
daquies
San Vi-
cente del
Caguan
Belén de
los An-
daquies
San Vi-
cente del
Caguan

Precipita-
cion media
mensual
(mm)

260.6+9.0*

420

437.7+50.6

266.0+8.7

306.0£64.2

110.8+28.2

Tempe-
ratura
media

mensual

(°C)

25.9+0.2

26.9+0.1

25.1+0.1

25.1+0.2

24.7+0.1

21.3+0.4

Suelos segun el tipo de paisaje y relieve
Los suelos del departamento de Caqueta en términos generales, pre-

Hume-
dad relati-
va media
mensual

(%)

84.7+1.5

69.6+0.4

89.0+1.0

85.0+0.2

87.7+0.2

81.6+0.5

Radiacion
fotosinté-
ticamente
activa®
(pmol CO,.
m?2.s?!

87135

1525+87

653.4+47

952+64

798+52

1367+75

sentan textura principalmente fina, predominio de arcillas, con limi-

taciones y diferentes grados de drenaje interno. El pH, acido fluctaa
entre 4.5y 5.8 (IGAC, 1993). La saturacion de bases es baja. Presentan
alto contenido o saturacion de aluminio. En los horizontes minerales
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se presenta bajo contenido de carbén, fosforo, potasio y magnesio. En
la figura 1.3 se pueden apreciar las principales unidades de relieve pre-
sentes en la zona de estudio (SINCHI, 2015c), a partir de las cuales se
asociaron los suelos de piedemonte (arcillosos, acidos a muy acidos, con
alto contenido de aluminio, que los hace toxicos y una baja fertilidad)
a los ensayos establecidos en Belén de los Andaquies), y suelos de lome-
rio (arcilloso-arenosos principalmente, acidos a muy acidos, con un alto
contenido de aluminio que los hace téxicos y con una baja fertilidad)
a los ensayos establecidos en San Vicente del Caguan (IGAC, 2010).

75°300'W 75°00'W

ZONA DE ESTUDIO

2300N
+
2300N

Puerto
Losada,~&

200N
200N

1°300N
1°300N

100N
100N

75°300'W 75°00'W

Figura 1.3. Mapa de tipos de relieve asociados al drea de estudio (estrellas verdes)

localizada en el departamento del Caqueta (Colombia). Fuente: SINCHI (2015c).
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Material vegetal

El material vegetal correspondio a tres clones de caucho (H. brasilien-
sis) de origen americano (los cultivares FX 3864 y IAN 873, y el clon
promisorio FX 4098) con un rango de edad de 4-5 anos (Tabla 1.3).

En relacion con los cultivos asociados, se utilizaron tres materiales
promisorio de copoazu, denominado “Ecotipo sobresaliente No. 4y 11
de la coleccion de germoplasma de SINCHI en el Departamento del
Guaviare y un testigo local” (Melgarejo et al., 20006).

Tabla 1.3. Listado de clones de caucho (Hevea brasiliensis) evaluados en
asocio agrisilvicola con copoazu (Theobroma grandiflorum) en los municipios

de Belén de los Andaquies y San Vicente del Caguan (Caqueta, Colombia).

. . Tipo de
Progeni- Especie de . o 8. oz
Clon S Hevea Origen reaccién Descripcion general

a M. ule?®

Clon producido por la compania Ford

en Brasil, con caracteristicas de alta

Modera productividad (Mattos et al., 2005), cre-

FX PB86xB H. brasiliensis Brasil damente cimiento vigoroso (Rivano et al., 2010;

4098 110 x H. brasiliensis resistente Sterling et al., 2012) con susceptibilidad

al secamiento del panel. Resistencia par-
cial a M. ulei (Le Guen et al., 2008, Riva-
no et al., 2010; Sterling y Dussan, 2012).

Clon secundario desarrollado por la
compania Ford, en el Brasil, resultan-
te del cruzamiento intra especificos de

rasil ~ Susceptible los clones primarios de Hevea brasilien-
sis. Susceptible a M. ulei (Junqueira et
al,. 1986; Mattos et al., 2003; Sterling et
al., 2009)

FX PB86x H. brasiliensis
3864 FB 38 x H. brasiliensis

Clon secundario desarrollado por el Ins-
tituto Agonomico del Norte. Sus arboles
IAN FA 1717 x H. brasiliensis Brasil Suscentible son altos y vigorosos, con un tallo verti-
873 PB 86 x H. brasiliensis P cal y de rdpido crecimiento. Susceptible
a M. ulei (Junqueira et al., 1986; Sterling
y Dussdn, 2012; Sterling et al., 2012)

*Fuente: Junqueira e al. (1986); Mattos et al. (2003); Rivano et al. (2010).
® Fuente: Gasparotto et al. (1997)
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Diseno experimental

En ambas localidades, se eligieron tres plantaciones monoclonales (una
por clon), cada una de 1 ha, para un total de seis parcelas experimenta-
les las cuales se encontraban establecidas en surco doble con distancia
de siembra 4.0 x 2.8 x 10.0 m.

Cada plantacion monoclonal se subdividio en tres tratamientos, cada
uno constituido por un ecotipo clonado de copoazu (ecotipos 4y 11 de
la Coleccion de SINCHI en Guaviare y un testigo caquetense) (Figura
1.4A). Los materiales de copoazu se establecieron entre las lineas de las
calles dobles del caucho con un distanciamiento de 3.0 x 4.0 m, para
un total de 156 plantas por tratamiento (Figura 1.4B).

Establecimiento de las parcelas agrisilvicolas

Identificacion y seleccion de las plantaciones monoclona-
les de caucho

Para el establecimiento de las seis parcelas agrisilvicolas se selecciona-
ron seis plantaciones monoclonales de caucho distribuidas asi: IAN 873
(vereda Buenos Aires #2), FX 3864 (vereda La Reforma #2) y FX 4098
(vereda Puerto Losada) en el municipio de San Vicente del Caguan (Fi-
gura 1.5A — C); y IAN 873 (vereda Buena Vista), FX 3864 (vereda Aza-
bache) y FX 4098 (vereda Agua Dulce) en el municipio de San Vicente
del Caguan (Figura 1.5D - F).
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Figura 1.4. Esquema general del asocio agrisilvicola: caucho (Hevea brasiliensis)

— copoazu (Theobroma grandiflorum). A. Diseno de los tratamientos. B. Modelo y
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Figura 1.5. Predios seleccionados para el establecimiento de las seis parcelas

agrisilvicolas de caucho (Hevea brasiliensis) y copoazu (Theobroma grandiflorum) A, B
y G, plantaciones de IAN 873, FX 3864 y FX 4098, respectivamente, en el municipio
de San Vicente del Caguan. D, E y F, plantaciones IAN 873, FX 3864 y FX 4098,

respectivamente, en el municipio de Belén de los Andaquies.

34 Evaluacion inicial del asocio caucho - copoazu en el Caqueta:
una alternativa de enriquecimiento agroforestal con potencial para la Amazonia colombiana.



Labores técnicas relacionadas con el enriquecimiento
agrisilvicola con copoazu

En la figura 1.6 se resumen las distintas fases técnicas involucradas
en el establecimiento de las seis parcelas experimentales (plantaciones
monoclonales de caucho enriquecidas con copoazi) en las dos

localidades de Caqueta.

Figura 1.6. Labores técnicas de establecimiento técnico de las seis parcelas
agrisilvicolas de caucho y copoazu. A. Limpieza mecanica de lotes. B. Ahoyado de los
terrenos. C. Aplicacion de correctivos edaficos. D. Siembra de patrones de copoazu.

E. Asocio agrisilvicola caucho—copoazi. F. Valla del proyecto.
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Las principales labores técnicas de establecimiento consistieron
en: a) limpieza de terrenos (la cual se realizé6 mediante guadana)
(Figura 1.6A); b) ahoyado de los terrenos (se delimitaron los tres
tratamientos experimentales y los puntos de siembra de los patrones
de copoazu) (Figura 1.6B); c) aplicacion de correctivos edaficos [cal
dolomita (300 g/planta) y fosforita (300 g/planta)] y fertilizacion
organica con compost (500 g/planta) (Figura 1.6C); d) siembra del
material vegetal de copoazu (patron en bolsa de 5 meses de edad)
(Figura 1.6D).

Sotenimiento de las parcelas agrisilvicolas

Labores técnicas relacionadas con el sostenimiento de los
enriquecimientos agrisilvicolas
Luego de la siembra de los patrones de copoazu en las calles dobles de
las plantaciones monoclonales de caucho, se continu6 con la injertacion
in situ de los tres ecotipos de copoazu, y en adelante con las respecti-
vas labores técnicas de sostenimiento de las seis parcelas agrisilvicolas
(Figura 1.7).

Las principales labores técnicas de sostenimiento consistieron en:
a) seleccion de varetas para la injertacion de los patrones de copoazu
(Figura 1.7A); b) injertacién in situ del material vegetal de copoazu
(propagacion clonal) (Figura 1.7By C); ¢) deschupone y podas de for-
macion (Figura 1.7D); d) limpieza y plateo del terreno (Figura 1.7E
y F); e) implementacion del plan de fertilizacion con la aplicacion de
insumos agricolas como abono organico (300 a 500 g/planta), abono
compuesto (150 a 300 g/planta), fertilizante foliar (80 cm®/planta) y
el respectivo manejo fitosanitario contra plagas y arvenses segun co-
rrespondi6 (Figura 1.7G); f) incorporacion de un sombrio transitorio
con platano Hart6n entre las lineas de copoazu para reducir el flujo
de radiacion debajo del dosel de los arboles de caucho en crecimien-
to y por tanto, favorecer la supervivencia y desarrollo del copoazu
(Figura 1.7H).
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Figura 1.7. Principales labores técnicas de sostenimiento de las parcelas agrisilvicolas

de caucho y copoazu. A. Seleccion de las varetas de los ecotipos de copoazu. B.
Injertacion in situ de los patrones. C. Plantula injertada. D. Deschupone y podas. E.
Limpieza mecdnica de surcos y calles. F. Plateo. G. Fertilizacién. H. Establecimiento

de un sombrio transitorio de platano Harton entre las lineas de copoazu.
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Evaluacion del crecimiento y el potencial precoz
productivo de los tres clones de caucho

Evaluacion de los principales parametros de crecimiento

Altura total (AT) (m)

La altura total de los arboles de caucho se determiné anualmente en el
100% de los individuos, a partir de la distancia comprendida entre el
suelo y el dpice de la copa (Pereira et al. 2007), mediante el uso de una
vara centimétrica de 4 m de longitud.

Altura comercial (AC) (m)

La altura comercial de los arboles es la parte del fuste que puede uti-
lizarse o aprovecharse con fines industriales, esta se determiné en el
100% de los individuos, a partir de la distancia comprendida entre el
suelo y la primera ramificacion del arbol (Pereira et al. 2007), mediante
el uso de una vara centimétrica de 4 m de longitud.

Circunferencia del tronco o vigor (CT) (cm)
El vigor de los arboles se expreso como la medida de la circunferencia
(cm) del tronco a 1.2 m del suelo a través de una cinta métrica utilizada

sobre el 100% de los individuos (Junior et al. 2007).

Indice de area foliar (IAF)

El indice de area foliar por su sigla en inglés LAI (leaf area index) es el
area proyectada de las superficies de las hojas por unidad de area de
suelo (Marshall y Waring, 1986). Esta medida de crecimiento se relacio-
na con el area de la superficie fotosintética (necesaria para capturar la
energia luminica) (Wilhem et al., 2000) y con la transpiracién dentro
del dosel (Chen et al., 1997).

La medicion indirecta del IAF se realizé6 por medio de un Cepto-
metro AccuPAR® Modelo LP.80, con la barra dispuesta de manera
perpendicular al eje vertical de la planta, ajustando el nimero se sen-
sores al diametro del dosel de la misma. Los valores de IAF se calcu-
laron a partir de las lecturas de la PAR que llega al dosel (PAR ), y la
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PAR que hay debajo de este (PAR) (Carvery Griffiths, 1981; Fournier
y Andreu 1999).

Evaluacion de los principales parametros de produccion
precoz
Con el fin de evaluar el rendimiento precoz productivo de los tres clones
de caucho, se realiz6 el equipamiento y las respectivas pruebas de san-
gria en las seis parcelas agrisilvicolas durante seis meses de seguimiento
(agosto de 2014 a enero de 2015) (Figura 1.8). Asimismo, y con el ob-
jetivo de identificar la calidad fisica del caucho obtenido, se realiz6 en
el Laboratorio de Calidad de la Planta TSR 20 de Asoheca (La Monta-
nita, Caqueta), la determinacion del contenido de caucho seco por sus
siglas en inglés DRC (Dry Rubber Content), la plasticidad inicial (PI)
y el indice de retencion de plasticidad (PRI) sobre muestras de coagu-
lo fresco recolectadas en el proceso de extraccion del latex en campo.
Para la evaluacion de la produccion precoz (produccion de caucho
seco en arboles en etapa de crecimiento) se empleo el sistema de ex-
plotacion 1/820 d/36d/7 2 x 1 cm® x 2.5% de Etephon (Sangria en
media espiral, cada 3 dias con un dia de descanso en la semana y dos
estimulaciones con 1 cm?® de Etephon (Ethrel) al 2.5%). La sangria se
realizo en horas de la manana. Una hora después de la sangria se aplico
1 ml de acido acético (7%) en las tazas de sangrado durante el periodo
lluvioso. Con el fin de prevenir enfermedades en el panel de sangria
se realizo la aplicacion una vez por semana de una mezcla de fungicida
Ridomil®, en dosis de 25 g/L H,O. Esta mezcla se aplico con un pincel
en lo largo del corte de sangria.

Evaluacion de la supervivencia y el crecimiento de los
tres ecotipos de copoazu

Evaluacion de los principales parametros de
supervivencia

La supervivencia de los materiales de copoazu injertados se evalu6 al
mes, a los 3 meses y a los 6 meses posteriores al establecimiento, como
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Figura 1.8. Principales labores técnicas de equipamiento y sangria precoz realizada

sobre tres clones de caucho en diferentes parcelas agrisilvicolas localizadas en dos
localidades de Caquetd, Colombia. A. Medicién de la circunferencia del tronco. B.

Trazado del panel. C. Rayado del panel. D. Caucho recolectado en campo.

el porcentaje de plantas vivas en relacion con el total de plantas injer-
tadas en campo definitivo.

Evaluacién de los principales parametros de
crecimiento

Al cabo del primero y segundo ano, posteriores al establecimiento en
campo definitivo de los ecotipos clonados de copoazu, se realizo la eva-
luacion de los siguientes parametros de crecimiento:

Altura total (AT) (m)
La altura total de las plantas de copoazu se determin6 anualmente en
el 100% de los individuos, a partir de la distancia comprendida entre
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el suelo y el apice de la copa (Pereira et al. 2007), mediante el uso de
una vara centimétrica de 4 m de longitud.

Diametro a 10 cm del suelo (D+10) (cm)

El vigor de los arboles se expreso como la medida de la circunferencia
(cm) del tallo a 10 cm del suelo en el copoazi a través de una cinta mé-
trica utilizada sobre el 100% de los individuos.

Indice de area foliar (IAF)

El indice de area foliar (LLAI) se hizo de manera indirecta mediante un
Ceptometro AccuPAR® Modelo LP.80, siguiendo la misma metodologia
empleada con el cultivo del caucho.

Analisis estadistico

Para el analisis de las variables de crecimiento del caucho se ajust6 un
modelo lineal general (MLG) donde los factores fijos fueron la locali-
dad, el ano de evaluacion, el clon de caucho y sus interacciones. Para la
variable produccién de caucho seco se ajusté un MLG con los factores
fijos localidad, clon, tratamiento (ecotipo de copoazu), tiempo (medido
en meses) y sus interacciones. Asimismo, se emple6 un MLG para los
parametros de calidad fisica del caucho (DRC, PI'y PRI) con los efectos
fijos localidad, clon y sus interacciones. Para las variables de crecimiento
del copoazu se analizaron mediante un MLG los efectos fijos localidad,
ano de evaluacion, clon de caucho, tratamiento y sus interacciones.

Para todas las variables analizadas, la varianza residual se modelo
para contemplar varianzas diferentes segun la heterocedasticidad ob-
servada en los efectos considerados. En el caso de las variables de creci-
miento y produccion de caucho seco, se analizo6 la correlacion residual
para las observaciones sucesivas (ano o mes) realizadas sobre una misma
planta mediante los modelos de simetria compuesta y sin estructura,
respectivamente.

Los criterios de Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC) se utilizaron para
la seleccion de la estructura de varianzas y correlaciones residuales.
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El ajuste del MLG se realiz6 utilizando la funciéon Ime de la libreria
nlme (Pinheiro et al., 2013) de R (R Core Team, 2014), bajo la interfaz
implementada en InfoStat (Di Rienzo et al., 2014). La comparacion
de medias para las combinaciones de los niveles de todos los factores
evaluados, se realizo mediante la prueba de comparaciones multiples
LSD de Fisher con una significancia del 5%.

Todas las pruebas estadisticas se corrieron en el programa InfoStat
version 2014 (Di Rienzo et al., 2014).

Crecimiento y el potencial precoz productivo de los tres
clones de caucho

Altura total (AT) y comercial (AC) (m)

De acuerdo con la tabla 1.4 las medias en la altura total (AT) de los ar-
boles de H. brasiliensis presentaron diferencias significativas entre los
clones y entre las localidades (P < 0.05). En general, la mayor AT se
observo en la localidad de San Vicente del Caguan con una media de
10.58 m. No hubo diferencias significativas en la AT entre los clones
FX 3864 y IAN 873.

Por otro lado, se observaron diferencias significativas en la altura
comercial (AC) de H. brasiliensis entre localidades, anos y clones (P <
0.05). No hubo diferencias significativas en la AC entre FX 4098 y tes-
tigo IAN 873 (Tabla 1.4). Luego del segundo ano de seguimiento del
cultivo del caucho, entre localidades las mayores medias de AT y AC
se presentaron en el clon FX 4098 en el municipio de San Vicente del
Caguan (10.58 y 3.97 m, respectivamente) (Tabla 1.4).

En la figura 1.9 se muestra el comportamiento de la AT en cada lo-
calidad para cada clon durante dos anos de evaluaciéon. Independiente
del ano, para ambas localidades, el clon FX 4098 presento diferencias
significativas (P < 0.05) con una media de 10.46 m siendo considerado
este clon el de mayor altura (11.85 m) en el municipio de San Vicente
del Caguan, mientras que en Belén de los Andaquies, éste material no
supero los 9.94 m.
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Al respecto, Sterling et al. (2014) plantean que las diferencias de la
altura se deben posiblemente a la capacidad de adaptacion que tienen
los genotipos a las condiciones climaticas, sumado a la tolerancia a los
problemas fitosanitarios. Los valores medios de AT reportados en el pre-
sente estudio son superiores a los encontrados por Macedo et al. (2006)
los cuales oscilaron entre 1.35 a 2.15 m donde especificamente las va-
riaciones se pueden relacionar a que el material utilizado presentaban
mayor madurez y por lo tanto mayor porte y altura, a las condiciones
climaticas y a la misma densidad de siembra.

Los resultados arrojados en esta investigacion evidenciaron indices
de crecimiento de H. brasiliensis superiores, especialmente en el clon
promisorio FX 4098, similar a lo informado por Sterling et al. (2012a,
2014, 2015) quienes registraron para la misma localidad y en el mismo
clon las mayores medias de AT en campos de monocultivos y con dise-
no agroforestal.

Sterling y Correa (2010) y Vélez-Sanchez y Nieto-Rodriguez (2013),
informan que en La Montanita y en la Orinoquia colombiana la me-
nor altura y vigor fue dado en el clon IAN 873 al igual que en la pre-
sente investigacion donde la media no supero6 los 9.25 m (Tabla 1.4).
Cabe senalar que en el presente estudio, aunque los clones de caucho
presentaron mayor tiempo de establecimiento respecto a otras investi-
gaciones, se puede ver marcadamente el desarrollo de estos genotipos
independiente del tiempo de madurez.

De acuerdo con lo anterior, los valores medios de altura total (AT)
(10.46 m) en el clon FX 4098 fueron superiores a los informados por
Goncalves y Rossetti (1982), quienes encontraron alturas que oscilaron
entre 2.31 y 2.93 m en plantaciones con dos anos de edad establecidas
en Manaos (Brasil).

En esta investigacion, el crecimiento observado en el clon FX 4098
en los dos anos de seguimiento fue superior a sus homologos, lo que
indica que este material posee una mayor tasa de crecimiento alticlinal,
similar a lo reportado en condiciones de jardin clonal por Sterling y
Correa (2010) y en campo clonal a gran escala por Sterling et al. (2012).

Del mismo modo, los estudios de Macedo et al. (2006) y Sterling y
Correa (2010) registraron rangos de alturade 1.3522.15my2.2a 3.8
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m, respectivamente, inferiores a lo informado en el presente estudio.
Esto confirma la superioridad en altura de los materiales evaluados en
esta investigacion, dada la edad del cultivo y las condiciones de siembra
en las que los arreglos agrisilvicolas fueron establecidos.

Al respecto, Rodrigo et al. (2001, 2004) y Snoeck et al. (2013) afir-
man que los asocios de materiales sobresalientes de caucho con diversas
especies vegetales pueden favorecer en un 50% el desarrollo y el creci-
miento de los arboles de caucho en comparaciéon con el monocultivo.

En relacion con la AC, se puede observar que entre localidades el
crecimiento fue mayor en San Vicente del Cagudn donde se present6 un
progreso muy significativo para el clon FX 4098 (4.41 m). Sin embargo,
en Belén de los Andaquies la mejor AC fue dada para el clon FX 3864
(3.35 m) seguido por el IAN 873 (3.26 m) (Figura 1.9).

Segun Pereira et al. (2007), la altura comercial es considerada una
de las medidas mas importantes en las diferentes especies maderables,
puesto que es la que permite calcular la parte del fuste que puede utili-
zarse o aprovecharse para la venta, siendo en este caso donde se realiza
el panel de rayado para la extraccion del latex.

En consecuencia, se puede afirmar que la estabilizacion de la altura
total y comercial y el incremento en el vigor aumentan la probabilidad
de obtener mejores indices de produccion de latex (Gongalves et al.,
2001). Segun Vasconcellos y Abreu (1983), aunque la altura es un para-
metro secundario en la evaluacion del desempeno, se debe considerar la
seleccion de plantas de menor altura, debido a que la reduccion en la al-
tura ejerce un efecto apreciable sobre la produccion en plantas jovenes.

Segun la tabla 1.4 el crecimiento entre las localidades especificamente
para Belén de los Andaquies se encontré que esta fue menor (8.77
m), debido posiblemente a las condiciones eadofoclimaticas que
se presentan en cada zona. Rao et al. (1998), indico que los factores
agrometeorolégicos presentan un papel importante en la relacion
agua -suelo—planta, causando efectos significativos en el crecimiento
del cultivo del caucho.

Segun Pereira (2007) la altura de los arboles y la circunferencia del
tronco son dos indices de crecimiento muy importantes en la valoracion
del desempeno de H. brasiliensis en la etapa improductiva del cultivo.
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Tabla 1.4. Medias de altura total (AT), altura comercial (AC), circunferencia

del tronco (CT) e indice de area foliar (IAF) de arboles de caucho (Hevea

brasiliensis) segun la localidad y el clon de caucho, para dos anos de

evaluacion en Caquetd (Colombia).

Factor Nivel Ano?

San Vicente
del Caguan 9

Locali-

dad

Belén de los 1
Andaquies 9

FX 4098

Clon FX 3864

TAN 873

Media

* Error estandar

AT (m)
9.99 + 0.04* b®
11.17+0.14 2
10.58 a
7.87+0.04d
9.67 +0.04 ¢
8.77b

10.04 + 0.05 ¢
10.89 + 0.05 a
10.46 a

8.36 + 0.06 d
10.26 + 0.06 b
9.31b
8.39+0.05d
10.10 + 0.05 be
9.95b

AC (m)
3.62+0.03b
4.33+£0.03a
3.97 a
3.01+0.08 d
8.45 + 0.03 c
3.23b
3.46 £ 0.04 ¢
4.03+£0.04a
3.74 a
3.20+£0.04d
3.61£0.04 b
3.40 b
3.29+0.04d
4.03+0.04 a
3.66 a

CT (cm)
43.70 £ 0.32 b
48.49 £ 0.32 a
46.09 a
34.85 + 0.35 d
38.08 + 0.35 c
36.47 b
41.84+£0.39b
44.50 £ 0.39 a
43.17 a
37.93 +0.44 ¢
43.46 + 0.44 a
40.69 b
38.05 +0.39 ¢
41.90 £ 0.39 b
39.97 b

IAF
2.54+0.05b
2.96 + 0.05 a
2.75 a
1.24 + 0.06 ¢
2.81 +0.06 a
2.03 b
1.69 £ 0.06 d
3.42 +0.06 a
2.65a
1.81 £0.07d
3.19+£0.07b
2.50 a
2.04 £ 0.06 ¢
2.18 +0.06 ¢
2.11b

P Valores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente
entre anos para cada nivel del factor (Medias separadas por la prueba LSD, p > 0.05;

n = 35)

¢ Medias en cada columna seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente
entre niveles del factor (Prueba LSD, p > 0.05)
dq (Marzo de 2013 a marzo de 2014); 2 (Marzo de 2014 a marzo de 2015)
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Figura 1.9. Altura total (AT) (m) de tres clones de caucho (Hevea brasiliensis) en
dos localidades de Caqueta (Colombia) para dos anos de evaluaciéon. A, Cy E,
municipio de Belén de los Andaquies; B, D y F, municipio de San Vicente del
Caguan; Ay B, clon FX 4098; Cy D, clon FX 3864; E y F, Clon IAN 873. Medias

seguidas por la misma letra para cada clon en una misma localidad, no difieren

estadisticamente entre anos (Prueba LSD; P < 0.05). Las barras representan el error

estandar de la media.

Circunferencia del tronco (CT) (cm)

De acuerdo con la tabla 1.4 la circunferencia del tronco (CT) present6 una
diferencia significativa entre localidad, ano y clon de caucho (P < 0.05).
Sin embargo, entre clones FX 3864 y IAN 873 fueron estadisticamente
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Figura 1.10. Altura comercial (AC) (m) de tres clones de caucho (Hevea brasiliensis)
en dos localidades de Caqueta (Colombia). A, municipio de Belén de los Andaquies;
B, municipio de San Vicente del Caguan. Medias seguidas por la misma letra para
cada clon en cada ano no difieren estadisticamente (Prueba LLSD, P< 0.05). Las

barras representan el error estandar de la media.

similares. Entre localidades, fue mayor la CT en San Vicente del Caguan
(46.09 cm) en comparacion con Belén de los Andaquies (36.47 cm).

Respecto a las diferencias encontradas entre los dos anos de segui-
miento, se observa un incremento progresivo de la CT en los tres clones
de caucho para ambas localidades (Figura 1.11). No obstante, se destaca
el clon FX 4098 quien presento mayor circunferencia del tronco 49.74
cm y 39.27 cm en San Vicente del Cagudn y Belén de los Andaquies,
respectivamente.

Narayanan et al. (1974) afirman que este parametro indicador del vi-
gor de los arboles es el mas importante en el desempeno de H. brasilien-
sis, debido a que esta directamente relacionado con el grado de madurez
de la plantacion, lo que determina el inicio de la sangria. Este proceso
inicia comercialmente una vez los arboles alcanzan una circunferencia
minima de 45 cm a 1.20 m por encima del suelo (Bernardes et al., 1988;
Pereira et al., 2001).

Segun Gongalves et al. (2001), los genotipos mas vigorosos son mas
deseados, debido a que alcanzaran mas rapidamente el periodo de san-
gria y permitiran la explotacion y recuperacion economica temprana.

Los valores medios de CT reportados en esta investigacion, fueron
similares a los registrados por Sterling et al. (2010, 2012, 2014, 2015),
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quienes encontraron mayores crecimientos de CT en el clon FX 4098,
siendo este el mas vigoroso, en la localidad de San Vicente del Caguan.

No obstante, estos resultados difieren de Mattos et al. (2007) y Ster-
ling y Correa (2010), Oliveiray Cruz (2007) quienes observaron el ma-
yor vigor en los clones de la serie CDC y FDR. Estas variaciones en el
crecimiento de la circunferencia fue afectada posiblemente a las varia-
ciones genotipicas entre materiales similar a lo reportado por Vélez-San-
chez y Nieto-Rodriguez (2013), quienes encontraron diferencias entre
los materiales, una circunferencia media de 6.69 cm para FX 3864 y
4.61 cm para PR 255.

Los resultados de éste estudio muestran como la variacion clonal in-
fluye directamente en la expresion de los caracteres fenotipicos de H.
brasiliensis (Goncalves et al., 2006; Sterling et al., 2012; Vélez-Sanchez y
Nieto-Rodriguez, 2013). Segun Vinod et al. (1996), tales caracteres no
solo responden a la naturaleza genética de los arboles, sino también a
las variaciones ambientales del sitio en donde estan establecidos, afir-
macion que considera el presente estudio, en donde se encontraron
diferencias significativas en la CT entre los municipios de Belén de los
Andaquies y San Vicente del Caguan.

Indice de area foliar (IAF)

Segun la tabla 1.4 existen diferencias significativas en el IAF entre
localidades, anos de seguimiento y material vegetal (P < 0.05). Entre
clones, FX 4098 y FX 3864 fueron estadisticamente similares. Entre
localidades el mayor IAF se present6 en San Vicente del Caguan (2.75)
en comparacion a Belén de los Andaquies (2.03).

En la figura 1.12 se observa que la mayor media de IAF (3.66) se
present6 en el municipio de San Vicente del Caguan en el clon FX
4098. Seguido por el clon FX 3864, que aunque presento medias
similares (3.62) estas fueron alcanzadas en el municipio de Belén de
los Andaquies.

De acuerdo con lo anterior Sterling et al. (2014, 2015), en asocios
agroforestales con caucho y copoazu reportaron que las mayores
medidas de IAF fueron dadas en la localidad de San Vicente del Caguan
en el clon FX 4098.
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Figura 1.11. Circunferencia de tronco (CT) (cm) de tres clones de caucho (Hevea
brasiliensis) en dos localidades de Caqueta (Colombia). A, Cy E, municipio de Belén
de los Andaquies; B, D y F, municipio de San Vicente del Caguan; Ay B, clon FX
4098; Cy D, clon FX 3864; E y F, Clon IAN 873. Medias seguidas por la misma letra
para cada clon en una misma localidad, no difieren estadisticamente entre anos

(Prueba LSD; P < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media.

Segun Waring et al. (1996), el IAF es un indicador importante de la
productividad y del crecimiento del tronco de los arboles. En este sen-
tido, los valores medios de IAF reportados en la presente investigacion
para el clon FX 4098 resultaron superiores a los observados en el clon

49

Desempeno inicial del asocio agrisilvicola




testigo IAN 873, lo que permite presumir un alto potencial producti-
vo en el clon FX 4098, y por tanto un desempeno superior en la etapa
productiva del cultivo (Goncalves et al., 2006).

Daniel et al. (1982), Klepac (1983), Goncalves y Marques (2008)

afirman que muchos de los caracteres anatomicos relacionados con el
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Figura 1.12. Indice de drea foliar (IAF) de tres clones de caucho (Hevea brasiliensis)
en dos localidades de Caqueta (Colombia). A, Cy E, municipio de Belén de los
Andaquies; B, D y F, municipio de San Vicente del Caguan; Ay B, clon FX 4098; Cy
D, clon FX 3864; E y F, Clon IAN 873. Medias seguidas por la misma letra para cada
clon en una misma localidad, no difieren estadisticamente entre anos (Prueba LLSD; P

<0.05). Las barras representan el error estandar de la media.
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crecimiento de los clones de caucho estan determinados por las condi-
ciones ambientales del sitio en donde se establecieron.

De acuerdo con lo anterior, independiente del clon utilizado, en el
presente estudio las mejores medias de IAF fue dado en la localidad de
San Vicente del Caguan lo cual confirma la influencia de las condicio-
nes ambientales y del modelo de siembra en el desarrollo del dosel del
cultivo del caucho.

Parametros de produccion precoz y calidad fisica del
caucho

Se encontraron diferencias muy significativas en la produccion de caucho
seco (PCS) para todos los efectos analizados (Tabla 1.5). En el caso del
contenido del caucho seco (DRC) no hubo diferencia significativa en la
localidad ni en la interaccion localidad x clon (similar al indice de plas-
ticidad, PRI). En general, las variables que que mas fueron influenciadas
por los efectos estudiado fueron PCS y plasticidad inicial (PI) (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Analisis de la varianza de los efectos localidad (L), clon (C),
tiempo (T) y sus interacciones, para el rendimiento de produccion de
caucho seco (PCS) (g. arbol! .sangria'), contenido de caucho seco (DRC)
(%), plasticidad inicial (PI) e indice de retencion de plasticidad (PRI) (%),

en Caqueta (Colombia).

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

Variables

C T LxC LxT CxT LxCxT
PCS 0.0001** 0.0001*%* 0.0001** 0.0001** 0.0001** 0.0001** 0.0001%*
DRC (%) 0.6428NS 0.0009%** ... 0.4589NS
PI 0.0001** 0.0001%* ... 0.0001%*
PRI (%) 0.0001%* 0.0001%** ... 0.0911NS

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

Se encontré que el PCS vario6 significativamente entre clones y en
relacion a los tratamientos de copoazi con los que fueron asociados di-
chos materiales (Tabla 1.6). El clon FX 4098 presenté mayor PCS (9.48
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g . arbol™. sangria™) respecto al clon FX 3864 quien presento la menor
produccion (6.32 g . arbol™. sangria™) en cada uno los tres tratamientos
con los que se asoci6 en el municipio de Belén de los Andaquies (Tabla
1.6). Sin embargo, en el municipio de San Vicente del Caguan, el clon
FX 3864 present6 el mayor PCS (28.29 g . arbol”. sangria™).

Independiente del clon de caucho, el mayor PCS (24.05 g . arbol™.
sangria™) se report6 en el municipio de San Vicente del Caguan con el
tratamiento testigo, seguido por el los tratamiento T4 (ecotipo clona-
do 4) y T11, los cuales no exhibieron diferencias significativas entre si
(Tabla 1.6). Belén de los Andaquies fue el municipio con las menores
medias de PCS. El PCS oscil6 entre 6.32 y 9.48 g . arbol. sangria™ en
los clones de caucho FX 3864 y FX 4098, respectivamente.

En el municipio de Belén de los Andaquies, se registro la menor
media de PCS la cual no super6 los 16.01 g . arbol™. sangria™ para los
tres clones de caucho durante los seis meses de evaluacion. El asocio
FX 4098/ecotipo testigo de copoazu fue el mas sobresaliente en PCS al
final del monitoreo mensual (Figuras 1.13 A, CyE).

En San Vicente del Cagudn, durante el mes de diciembre de 2014 se
present6 la mayor PCS en el clon FX 3864 (43.94 g . arbol™. sangria™)
asociado con el ecotipo testigo de copoazu (Figura 1.13B). Segun las
figuras 1.13B y 1.13D, los mejores meses para la produccion de caucho
seco fueron septiembre y diciembre de 2014 (Tabla 1.2) para los clones
de caucho FX 3864 y FX 4098. Sin embargo, en San Vicente del Caguan
la mayor PCS en el clon testigo IAN 873 se present6 en el mes de agos-
to (transicion hacia la época seca) (43.81 g. arbol™. sangria™) en asocio
con el ecotipo testigo de copoazu (Figura 1.12F).

Los valores de PCS reportados en la presente investigacion, difieren
de los resultados de Lima et al. (2002), quienes encontraron en el
periodo lluvioso una mayor metabolizacion de aziicares asimilables
(reductores) que conlleva a una alta produccion de latex. También
contrasta con los resultados de Conforto et al. (2007) quienes reportaron
para el clon asiatico PB 235 un aumento en la produccion en periodo
lluvioso, debido a la mayor disponibilidad hidrica para la fabricacion
de los carbohidratos y por tanto, en el aumento de la biomasa del clon.
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Tabla 1.6. Medias de la produccién de caucho seco (PSC) (g . arbol.
sangria™) de los clones de caucho (Hevea brasiliensis): FX 4098, FX 3864 y el
testigo IAN 873 (Hevea brasiliensis) en asocio agrisilvicola con tres ecotipos
(tratamientos) de copoazu (Theobroma grandiflorum) en dos localidades de

Caqueta (Colombia).

Belén de los Andaquies

Clon
T4 T11 Testigo Promedio
IAN 873 9.2+0.52'de® 10.07£0.52d  8.99 + 0.52de  9.42d
FX 4098 9.82 +0.52d 9.04 + 0.52de  9.56 £ 0.52de  9.48d
FX 3864 4.63+0.52f 6.08 + 0.52f 8.26 + 0.52e 6.32¢
Media“ 7.88d 8.40cd 8.94c 8,40
San Vicente del Caguan

IAN 873 18.94 + 1.26bc 20.63 +1.26b 25.20 =1.26a 21.59b
FX 4098 18.42 +1.26bc 16.23 +1.26c 18.47 +1.26bc 17.71c
FX 3864 28.04 £1.26a 28.34 =1.26a 28.48 +1.26a 28.29a
Media 21.80b 21.73b 24.05a 22,53

2 Error estindar

P Valores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente
(LSD, P<0.05)

“ Medias de los valores en esta fila seguidas por la misma letra no difieren estadistica-
mente (Prueba LSD, P< 0.05).

Tratamiento: (T4, ecotipo 4 de Copoazu; T11, ecotipo 11 de Copoazi y Testigo, ecoti-
po testigo de Copoazu).

Sterling y Hernandez (2012) reportaron los maximos valores de la
PCS en el segundo muestreo de recolecta del coagulo de campo, es
decir, en la época seca del departamento del Caquetd, lo cual coincide
con el presente estudio. De acuerdo con lo anterior, se observa que los
factores climaticos afectan la produccion de latex ya que estos tienen
una influencia importante sobre el metabolismo de los carbonos en
H. brasiliensis, principalmente en los carbohidratos disponibles para la
sintesis de latex (Ubeda et al., 2002).
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Figura 1.13. Media de la produccién (g.arbol”.Sangria’) de tres clones de caucho
(Hevea brasiliensis) en asocio con tres ecotipos de copoazu (Theobroma grandiflorum)
en dos localidades de Caqueta (Colombia) para seis meses de evaluacion (agosto
de 2014 a enero de 2015). A, Cy E, municipio de Belén de los Andaquies; B, Dy F,
municipio de San Vicente del Caguan. Ay B, clon FX 3864; Cy D, clon FX 4098; Ey
F, clon IAN 873. Medias seguidas por la misma letra para cada ecotipo en cada ano
no difieren estadisticamente (Prueba LSD; P< 0.05). Las barras representan el error

estandar de la media.
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Los resultados de la presente investigacion son similares con los es-
tudios realizados por Gongalves y Rossetti (1982) en Brasil, quienes de-
mostraron mediante pruebas de microsangria en plantas de dos anos
de edad, que la altura y la produccion son imposibles de correlacionar,
lo cual se not6 muy marcadamente en el presente estudio, puesto que
aunque las mayores tallas en AT, ACy CT se dieron en para un mismo
clon, la PCS fue mayor en otro genotipo.

Gongalves et al. (1984) afirman que una alta correlacion fenotipica y
genética entre produccion, altura de la planta y diametro, evidencia la
posibilidad de obtener materiales jovenes con una alta capacidad pro-
ductiva y de gran vigor. Asimismo, Goncalves et al. (2006) demostraron
que la productividad de latex no esta necesariamente relacionada con el
aumento del perimetro del arbol. Sin embargo, los resultados aqui pre-
sentados difieren con los reportes de Martinez et al. (2003), quienes afir-
man que las variables dasométricas diametro normal y altura total, son
variables que influyen en la produccion de latex en el arbol del caucho.

En relacion con los parametros de calidad fisica del caucho, se en-
contro un efecto significativo de la interaccion localidad x clon para las
variables DRCy PRI (P> 0.05) (Figuras 1.14A y C). Se observé ademas
para ambas localidades que el clon FX 3864 fue el que presenté mayor
DRC (61.19% en Belén de los Andaquies y 63.19% en San Vicente del
Caguan) en comparacion con los otros clones evaluados. Por otro lado,
las mayores medias de PI y PRI para ambas localidades, se reportaron en
el clon IAN 873, con valores maximos en el municipio de San Vicente
del Caguan (PI=37.27y PRI =41.72 %) (Figuras 1.14 By C).

La produccion y la calidad fisica del caucho dependen especialmente
de caracteristicas genotipicas de los clones y de los factores ambienta-
les. En este sentido, no todos los clones de caucho se comportan de la
misma manera en una misma region, de hecho, algunos alcanzan las
condiciones ideales para su aprovechamiento (45 cm de circunferen-
cia a la altura del pecho y 7 mm de grosor de corteza) al quinto y sex-
to ano del establecimiento, otros por el contrario, se pueden demorar
mas de 7 anos (Goncalves ef al., 2000; Ramos et al., 2001; Premakumari
et al., 2002).
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Figura 1.14. Media de parametros fisicos de calidad de caucho seco determinados
en laboratorio para tres clones de caucho (Hevea brasiliensis) en dos localidades
de Caqueta (Colombia). A, contenido de caucho seco (DRC) (%); B, indice de

plasticidad (PI); G, indice de retencién de plasticidad PRI (%). Medias seguidas por
la misma letra para cada clon en cada localidad no difieren estadisticamente (Prueba

LSD; P< 0.05). Las barras representan el error estandar de la media.

Supervivencia y crecimiento de los tres ecotipos de
copoazu

Prendimiento y supervivencia

Con el fin de reducir el impacto de la radiacion solar sobre la supervi-
vencia del copoazu (debido a la baja densidad foliar de los arboles de
caucho), fue necesario establecer dos lineas de platano Harton en las
calles dobles del caucho, lo cual favorecio significativamente la super-
vivencia y el desarrollo de los tres ecotipos de copoazi en ambas loca-
lidades. Sterling y Sudrez (2014) destacaron las ventajas que ofrece el
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platano como sombrio transitorio para el copoazu en diferentes sistemas
agroforestales con caucho en dos zonas edafoclimaticas del Caqueta
(Albania y San Vicente del Cagudn).

Segun la tabla 1.7, el ecotipo 11 y el testigo de copoazi en asocio
con el clon de caucho IAN 873, fueron los que presentaron los mayo-
res porcentajes de prendimiento (> 86% en Belén de los Andaquies y >
90% en San Vicente del Caguan). Sin embargo, la mayor supervivencia
(< 40% sin sombrio transitorio y > 84% con sombrio transitorio) se re-
gistr6 en los ecotipos 4 y 11. Los menores indices de supervivencia se
observaron en el municipio de Belén de los Andaquies, en el cual las
copas de los arboles presentaron una menor densidad foliar en compa-
racion con San Vicente del Caguan.

Segun Sterling et al. (2012b) los bajos indices de densidad foliar ob-
servados en Caqueta, estan principalmente relacionados con una mayor
incidencia de problemas fitosanitarios que alteran los patrones feno-
logicos de la planta. Esta afectacion reduce por tanto, la capacidad de
interceptacion luminica y se favorecen altos niveles de radiacion solar
bajo el dosel del caucho que llega a ser limitante para el copoazu, de-
bido a que ésta especie posee una baja tolerancia a la luz solar directa
(Barrera et al., 2006; Guerrero et al., 2007; Guerrero, 2012).

Altura total (AT) (m)

Para cada ano de evaluacion, se encontraron diferencias significativas
en la AT entre localidades, ecotipo de copoazu y el clon de caucho aso-
ciado (P <0.05) (Tabla 1.8). No hubo diferencias significativas en la AT
entre los ecotipos 11 y el testigo, ni entre los plantas de copoazu que
se asociaron con los clones de caucho FX 4098 y FX 3864. Las mayores
medias de AT (0.84 m) se reportaron en el municipio de San Vicente
del Caguan.

El ecotipo 11 presenté la mayor media de AT (1.27 m) en asocio con
el clon AN 873 en la localidad de San Vicente del Cagudn. Asimismo,
el segundo mejor crecimiento se observo en el ecotipo testigo (1.25 m)

pero ésta vez en asocio con el clon FX 3864 (Figura 1.15).
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una alternativa de enriquecimiento agroforestal con potencial para la Amazonia colombiana.
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Sterling y Suarez (2014) en un estudio con copoazui bajo sistema
agroforestal con caucho, reportaron que el mayor incremento del co-
poazu se presento en el municipio de San Vicente del Caguan, lo cual
coincide con la presente investigacion. Del mismo modo, estos autores
encontraron mayor respuesta del desempeno del copoazu, cuando los
tratamientos tuvieron menor distancia de siembra entre arboles de cau-
cho en el estrato superior. En el presente estudio, al observar el dosel
del estrato superior generado por el caucho, sobresale el dosel de los
clones IAN 873 y FX 3864 en la localidad de San Vicente del Caguan,
los cuales favorecieron el buen desempeno del copoazu.

Al comparar los datos de crecimiento luego de 24 meses del estable-
cimiento del cultivo del copoazi en asocio agrisilvicola, se refleja que
estos fueron inferiores a los reportados por Deus et al. (1993) con 133
cm, Embrapa/Cpaf-Ro (1996) con 163 cm, Silvestre (1996) con 163
cm, Ribeiro et al. (2004) con 154.5 cm y Perez et al. (2005) con 213 cm.

Sin embargo, se puede observar que los resultado de los tratamien-
tos 11 y testigo no estuvieron distantes de los resultados reportados por
Deus et al. (1993), fueron similares a lo informado por Ribeiro et al.
(2004), y superan los reportes de Sterling y Suarez (2014) en estudios
realizados en Caqueta Colombia.

Cabe resaltar que en la presente investigacion se emplearon materiales
de siembra de origen sexual clonados, lo cual incidi6 en la homogeneidad
esperada respecto al desempeno de la especie. Por lo tanto, se puede afir-
mar que el buen desempeno que expresaron algunos clones de caucho, la
edad del cultivo y las distancias empleadas en el presente estudio, incidie-
ron directamente en la fase de crecimiento del cultivo asociado (copoazu).

El buen desempeno del ecotipo testigo puede asociarse a la adap-
tabilidad del material en las condiciones agroecologicas de region, en
tanto que el ecotipo 11 de copoazi amerita profundizar en su desempe-
no, dado que es un material prometedor y su buen desempeno puede
estar ligado a condiciones genéticas.
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Tabla 1.8. Medias de altura total (AT), diametro del fuste basal (DB) ya 10

cm del suelo (D+10) e indice de drea foliar (IAF) de plantas de copoazi

(Theobroma grandiflorum) segun la localidad, el ecotipo de copoazu y el clon

de caucho con el que se asoci6 el copoazu, para dos anos de evaluacion en

Caqueta (Colombia).

Factor Anoe AT (m) D+10 (cm) IAF
San Vicente 1 0.71£0.02abb 1.86+0.05¢  2.88+0.07 b
del Caguan 2 0.98 £ 0.02 a 2.72 £0.05 a 4.14 £ 0.07 a
Mediac 0.84 a 2.29 a 3.51a
Beléndelos 1 043+001d 1.39+0.03d 1.36+0.05d
Localidad Andaquies 2 0.60 £ 0.01 ¢ 2.00+0.03b 2.18+0.05 ¢
Media 0.52 b 1.70 b 1.77 b
1 0.59 +£0.02 ¢ 1.68 + 0.05 ¢ 2.08 £0.07d
1 2 0.83 +£0.02a 2.52 +0.05 a 3.3+0.07 a
Media 0.71 a 2.10 a 2.69 a
p 1 0.47 £0.02d 1.54 +0.05d 1.91 £ 0.07 d
2 0.68 +0.02 b 221 +0.05b 277+ 0.07b
) Media 0.58 b 1.88 b 2.34 c
Ecotipo 1 0.64+0.02bc 1.65+0.05cd 2.37+0.07c
Testigo
2 0.86 + 0.02 a 2.34+0.05b 3.42 +0.07 a
Media 0.75a 2.00 a 2.89 a
1 0.49 £ 0.02 ¢ 1.62 + 0.05 d 1.97 +0.07 ¢
FX 4098
2 0.67+0.02b 2.27+0.05b 348 +0.07 a
Media 0.58 b 1.95 b 2.72 b
1 0.54+0.02c¢c 1.46 £ 0.05 e 1.77 +0.07 ¢
FX 5864 2 0.73 £ 0.02 b 2.31 £0.05 b 2.56+0.07 b
Clon Media 0.63 b 1.89 b 2.17 ¢
1 0.68 + 0.02 b 1.79 £ 0.05 ¢ 2.62 £0.07 b
IAN 873
2 0.97£0.02a 2.50 +0.05 a 3.45+0.07 a
Media 0.83 a 2.14 a 3.03 a

* Error estandar

" Valores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente
entre anos para cada nivel del factor (Medias separadas por la prueba LSD, p > 0.05;
n = 35)

¢ Medias en cada columna seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente en-
tre niveles del factor (Prueba LSD, p > 0.05)

dl (Marzo de 2013 a marzo de 2014); 2 (Marzo de 2014 a marzo de 2015)
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Figura 1.15. Altura total (m) de tres ecotipos de copoazui (Theobroma grandiflorum)

en asocio con diferentes clones de caucho (Hevea brasiliensis) en dos localidades de
Caqueta (Colombia) para dos anos de evaluacion. A, Cy E, municipio de Belén de
los Andaquies; B, D y F, municipio de San Vicente del Caguan. Ay B, clon FX 4098;
CyD, clon FX 3864; Ey F, clon IAN 873. Medias seguidas por la misma letra para

cada ecotipo en cada ano no difieren estadisticamente (Prueba LSD; P< 0.05). Las

barras representan el error estandar de la media.
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Diametro a 10 cm del suelo (D+10) (cm)

Para cada ano de evaluacion, se encontraron diferencias significativas en
el diametro a 10 cm del suelo (D+10) entre localidades, ecotipo de co-
poazuy el clon de caucho asociado (P <0.05) (Tabla 1.8). En el ano 2 del
seguimiento, en el municipio de Belén de los Andaquies el ecotipo 4 fue
el que present6 el mayor D+10 con cada uno de los tres clones de caucho
con los que se asocio (Figuras 1.16A, Cy E). El asocio con el clon IAN
873 fue el mas favorable para el D+10 en los tres ecotipos de copoazu
(2.45, 2.33 y 2.30 cm para los ecotipos 4, 11y testigo, respectivamente).

En el municipio de San Vicente del Caguan, se destacaron los eco-
tipos 11y el testigo (Figuras 1.16B, D y F). El mejor asocio para estos
ecotipos fue con el clon FX 3864 (D+10= 3.54 cm para el ecotipo 11y
D+10= 3.09 cm para el ecotipo testigo). Sin embargo, se observo tam-
bién un crecimiento sobresaliente del ecotipo 11 con el clon FX 4098
(D+10=3.07 cm). El asocio con el clon AN 873, mostro resultado simi-
lares para ambos ecotipos para los dos anos de evaluacion.

Al respecto, Sterling y Sudrez (2014) reportan para la localidad de
San Vicente del Caguan las mejores tallas en cuanto a la circunferen-
cia del tallo del copoazu, debido a las condiciones microclimaticas que
permitieron un mejor desarrollo de la especie, similar a lo publicado
en la presente investigacion.

Barrera et al. (2009) al evaluar el crecimiento de copoazu en diferentes
niveles de radiacion bajo sistemas agroforestales por un periodo de
2 anos encontraron un crecimiento continuo reportando valores
inferiores para el ano 1y 2 que oscilaron entre de 0.5 0.9 cmy 0.7 a
1.4 cm, respectivamente. Situacion similar a la reportada en el presente
estudio. De igual forma Silvestre (1996), Ribeiro et al. (2004) y Sterling
y Suarez (2014), reportan valores de circunferencia de 4.3 y 3.6 cm,
respectivamente, muy cercanos a los encontrado en el presente estudio.

Indice de area foliar (IAF)

Segun la tabla 1.8 se observaron diferencias significativas en el IAF en-
tre localidades, clones de caucho y ecotipos de copoazu para ambos
anos de evaluacion (todas, P <0.05). Los ecotipos 11y el testigo fueron
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Figura 1.16. Diametro a 10 cm del suelo (D+10) (cm) de tres ecotipos de copoazu
(Theobroma grandiflorum) en asocio con diferentes clones de caucho (Hevea
brasiliensis) en dos localidades de Caqueta (Colombia) para dos anos de evaluacién.
A, Cy E, municipio de Belén de los Andaquies; B, D y F, municipio de San
Vicente del Caguan. Ay B, clon FX 4098; Cy D, clon FX 3864; Ey F, clon IAN
873. Medias seguidas por la misma letra para cada ecotipo en cada ano no difieren
estadisticamente (Prueba LSD; P< 0.05). Las barras representan el error estandar

de la media.
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estadisticamente similares (P > 0.05). Entre localidades, el mayor IAF
se dio en los individuos establecidos en el municipio de San Vicente
del Caguan (IAF = 3.51). Las mayores medias de IAF se presentaron en
el ecotipo 11 en asocio con los clones IAN 873 (IAF = 4.93) y FX 3864
(IAF = 4.57) (Figura 1.17).

Segun Sterling y Suarez (2014), en un estudio agroforestal con
caucho y copoazu en Caqueta, reportaron que el mayor IAF fue dado
en la localidad de Albania al sur del Departamento del Caqueta, lo cual
contrasta con los resultados encontrados en la presente investigacion
en el cual el mayor IAF se presenté6 en la zona norte del Departamento,
especificamente en el municipio de San Vicente del Caguan.

Es importante mencionar que este tipo de estudios en los que se
analiza la relacion de especies vegetales con su entorno ambiental, son
la base técnica para la formulacion y el diseno agroforestal con especies
nativas promisorias como es el caso de 7. grandiflorum. Las especies
vegetales tropicales cumplen principios basicos que rigen la respuesta de
la planta frente a factores como la densidad de la poblacion, la radiacion
solar, el suministro de agua y de nutrientes como factores limitantes en
la produccion (Valladares y Niinemets, 2008).

El presente estudio indica una interaccion genotipo-ambiente
distinta para cada localidad, reflejado en el comportamiento vegetativo
de la planta, lo cual refleja una plasticidad fisiologica para diferentes
ambientes, especialmente favorable hacia la zona norte de Caqueta.
Esta capacidad de adaptacion resulta favorable en el asocio con caucho,
toda vez que el manejo apropiado del régimen luminico resulta
preponderante para la supervivencia y desarrollo del copoazu (Guerrero
et al., 2007).
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Figura 1.17. Indice de drea foliar (IAF) de tres ecotipos de copoazu (Theobroma

grandiflorum) en asocio con diferentes clones de caucho (Hevea brasiliensis) en dos

localidades de Caqueta (Colombia) para dos anos de evaluacién. A, Cy E, municipio

de Belén de los Andaquies; B, D y F, municipio de San Vicente del Caguan. Ay B,
clon FX 4098; Cy D, clon FX 3864; Ey F, clon IAN 873. Medias seguidas por la misma

letra para cada ecotipo en cada ano no difieren estadisticamente (Prueba LSD; P <

0.05). Las barras representan el error estandar de la media.
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Consideraciones finales

En la localidad de San Vicente del Caguan (Caquetd, Colombia) se ob-
servan los mejores indices de crecimiento (AT, AC, CT y IAF) para los
tres clones de caucho, dentro de los que se destaca el clon FX 4098 por
su mejor desempeno tanto en San Vicente del Cagudan como en Belén
de los Andaquies.

El mejor potencial precoz productivo (produccion de caucho seco
por arbol por sangria y DRC) se presento en San Vicente del Caguan,
en el asocio agrisilvicola: clon de caucho FX 3864—ecotipo testigo de
copoazu. Sin embargo, los mejores indices de calidad fisica del caucho
(indice de plasticidad, PI e indice de retencion de plasticidad, PRI), se
observaron en el clon IAN 873 tanto en San Vicente del Caguan como
en Belén de los Andaquies.

En general, el ecotipo 11 de copoazu presento el mejor crecimiento
vegetativo en los diferentes asocios con caucho, especialmente en el
municipio de San Vicente del Caguan. No obstante, despreciando el
efecto de la localidad, los asocios que se realizaron con el clon IAN
873 resultaron mas favorables para la supervivencia y desarrollo de los
diferentes ecotipos de copoazu. En este sentido, no se observo una
diferenciacion significativa en el efecto producido por los clones FX
4098 y FX 3864 sobre el crecimiento del copoazu.
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Introduccion

El caucho natural (H. brasiliensis) es una planta endémica y ampliamen-
te distribuida en la Amazonia colombiana, siendo el departamento de
Caqueta el que provee la mayor tasa de produccion y transformacion
de la planta (Sterling et al., 2012); mientras que el copoazu es un frutal
amazonico con amplias perspectivas de industrializacion en la region.
El clima del departamento, influenciado por su ubicacion geografica en
la zona ecuatorial, presenta una distribucion de lluvias monomodal con
picos de precipitacion entre los meses de abril y julio dependiendo de
la ubicacion exacta del lugar. La temporada de transicion se encuentra
entre agosto y octubre, mientras que la temporada seca comprende los
meses de diciembre a febrero (Sterling et al., 2012). Dependiendo de
la severidad de la sequia se pueden presentar eventos de déficit hidrico
que podrian llegar a generar estrés oxidativo.

El metabolismo aerébico en la planta es la fuerza motriz para el
mantenimiento de la viabilidad celular. La paradoja es que al mismo
tiempo el oxigeno representa un peligro potencial debido a sus
caracteristicas paramagnéticas. El oxigeno mismo es un bi-radical ya que
posee dos electrones desapareados y ademas sus reacciones de reduccion
dentro del metabolismo normal de la planta forma las especies reactivas
de oxigeno, que son mucho mas reactivas. Entre las especies reactivas de
oxigeno se encuentran el oxigeno singlete, el anion radical superoxido,
el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo.

En condiciones 6ptimas, la planta genera especies reactivas de
oxigeno (ROS) como consecuencia del metabolismo aerébico normal
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en las reacciones de reduccién univalente del oxigeno a agua, en
cloroplastos y mitocondria (se estima que el 1-5% del oxigeno usado
por la mitocondria resulta en produccion de ROS); mientras que en
otros compartimientos celulares se forman subproductos de diversas
rutas metabolicas como las de la reaccion de la glicolato oxidasa,
la B-oxidacién de dcidos grasos, la reaccién enzimatica de las flavin
oxidasas, la reaccion de fenton, la reaccion de Mehler en cloroplastos,
la via de la fotorrespiracion, entre otras (Gill y Tuteja, 2010; Sharma et
al., 2012). De hecho es claro el papel que tienen las concentraciones
de las ROS en condiciones normales, ya que actian como senalizadores
intracelulares que median respuestas de la planta como el cierre de
estomas, el gravitropismo, la apoptosis e incluso la adquisicion de
tolerancia al estrés (Sharma et al., 2012). En estos casos el sistema
antioxidante mantiene en control las ROS ya que hay un balance
dinamico entre la produccion de las ROS y su eliminacion por el sistema
antioxidante (Shi et al., 2014). El estrés oxidativo ocurre cuando ese
balance se rompe y la velocidad de produccion de las especies reactivas
de oxigeno es mayor que la capacidad del sistema antioxidante de las
diferentes células del organismo para contrarrestar su efecto toxico
(Sweetlove y Moller, 2009; Shi et al., 2014). El exceso de las especies
reactivas de oxigeno produce acciones diversas que pueden ser el origen
del dano celular.

En plantas el estrés oxidativo se puede evidenciar por la presencia
de los productos de oxidacion en las células. Las ROS reaccionan
con los lipidos poliinsaturados de las membranas generando la
peroxidacion lipidica y como consecuencia produce pérdida de fluidez
de la membrana vy lisis celular. También reaccionan con las proteinas
produciendo inactivacion de enzimas, desnaturalizacion, fragmentacion
de péptidos, susceptibilidad a la protedlisis. Igualmente reaccionan con
los acidos nucleicos modificando las bases nitrogenadas produciendo
mutagénesis en el ADN nuclear, cloroplastico y mitocondrial (Gill y
Tuteja, 2010; Sharma et al., 2012).

Los estreses bioticos (infeccion por patogenos y plagas) y abioticos
(salinidad, bajas y altas temperaturas, radiacion UV-B, metales pesados,

contaminantes atmosféricos y déficit hidrico) han sido reportados
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como los causantes principales en los desequilibrios que genera estrés
oxidativo (Sz6l116si, 2014).

Los eventos de déficit hidrico ocurren cuando la tasa de transpiracion
excede la tasa de consumo de agua (Bhushan et al., 2007; Sofo et al.,
2010). Este es causado por periodos de sequia prolongados y su efecto
depende de las caracteristicas moleculares, morfologicas y fisiologicas
de la planta (Pérez, 2012). En el déficit hidrico la produccion de ROS
se genera en varios sitios: como producto de los cambios en la actividad
de los fotosistemas y la tasa de transporte de electrones a través de la
reaccion de Mehler en los cloroplastos (Sharma et al., 2012); en la ruta
de la fotorrespiracion donde se reporta una produccion de peroxido
de hidrégeno de cerca del 70% (Noctor et al., 2002); o al inhibirse la
actividad fotosintética por el desequilibrio entre la captura de la luz 'y
su utilizacion bajo estrés por déficit hidrico, por lo que la disipacion de
la energia en exceso conduce a la generacion de ROS (Sharma et al.,
2012). Las plantas responden al estrés para asegurar la homeostasis de
los procesos celulares; por ejemplo, cierran estomas para evitar pérdidas
de agua por transpiracion acompanando el proceso con disminucion
de la conductancia estomatica y aumentando el uso eficiente del agua
(Rivas et al., 2013).

Se ha reportado que los procesos de aclimatacion tienen un rol
importante en la respuesta ante el estrés, ya que pueden minimizar
los efectos del déficit hidrico por ajuste osmotico (Crespo et al., 2011),
el cual consiste en la acumulacion activa de solutos en tejidos de la
planta en respuesta a un déficit hidrico o cualquier disminucion de la
disponibilidad de agua. Con ello disminuye el potencial de solutos y
consecuentemente el potencial hidrico total de raices, tallos y hojas,
dando a la planta la posibilidad de absorber agua a potenciales hidricos
del suelo mas negativos, permitiendo mantener la actividad fisiologica
asociadas a los contenidos hidricos de cada uno de los tejidos ya que se
promueve el movimiento del agua, incrementando su tolerancia (Pérez
et al., 2010; Boussadia et al., 2013). Las plantas que estan bajo estrés
por déficit hidrico aumentan la sintesis y acumulaciéon de aminoacidos
como prolina y acido aspartico, proteinas de bajo peso molecular,
acidos organicos, azticares simples como la glucosa, sacarosa y manitol, y
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compuestos de amonio cuaternario (Boussadia et al., 2013). De acuerdo
a esto es un hecho que plantas tolerantes al estrés tienen un sistema
antioxidante mas efectivo que las plantas no tolerantes y presentan
una mayor acumulacion de solutos compatibles para ajuste osmotico
(Sharma et al., 2012).

Por otro lado, la mayoria de las plantas cuando presentan eventos
de déficit hidrico activan el sistema de eliminacion de especies reactivas
de oxigeno como mecanismo de defensa ante el estrés. Esta respuesta
de la planta depende del tiempo de exposicion al déficity la severidad
del mismo, varia de acuerdo al tipo de 6rgano o tejido y de la etapa de
desarrollo de la planta (Pérez, 2012; Boaretto et al., 2014).

Los componentes del sistema antioxidante de defensa pueden ser
enzimaticos (SOD, CAT, APX, GR, POD, entre otras) (tabla 1) o no
enzimaticos (ascorbato, glutation, fenoles, polifenoles, carotenoides,
tocoferoles, entre otros) (Gill y Tuteja, 2010; Sofo et al., 2010; Pérez et
al., 2010; Sharma et al., 2012; Szol16si, 2014). Los sistemas antioxidantes
tienen diferentes mecanismos de accion para reducir los efectos de las
ROS (Box, 2008):

Reduciendo las concentraciones de oxigeno libre en los diferentes
compartimientos de la célula.

e FEliminando las ROS o transformandolas en sustancias menos
reactivas.

e Previniendo la formacién de radicales libres.

* Reparando el dano oxidativo.

¢ Incrementando la eliminacién de moléculas danadas.

Las principales enzimas del sistema antioxidante enzimatico se agru-
pan en el ciclo del ascorbato-glutation, el cual aumenta su actividad en
eventos de déficit hidrico y esta presente en al menos cuatro compar-
timientos celulares que incluyen el citosol, los cloroplastos, las mito-
condrias y los peroxisomas, y se sintetiza en las sucesivas reacciones de
oxidorreduccion del ascorbato, el glutation y el NADPH catalizadas por
varias enzimas del sistema antioxidante (Sofo et al., 2010; Sharma et al.,
2012; Sz06116si, 2014). La primera enzima del ciclo ascorbato-glutation
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Tabla 2.1. Principales enzimas del sistema antioxidante enzimatico, su

reaccion y ubicacion en la célula.

Enzima Reaccion que cataliza Ubicacién celular

Cloroplastos, mitocon-
Superoxido dis- 30% + 7H* = H.O.+ O dria, citosol y peroxi-
mutasa (SOD) - s B somas (Sharma et al.,

2012; Szol116si, 2014)
Cloroplastos, mitocon-

ASCf)rbatO pe- H,0, + ascorbato — 2H,0+ DHA dria y citosol (G,iyll vy
roxidasa (APX) Tuteja, 2010; Szo116si,

2014)
Cloroplastos, mitocon-
Glutatién reduc- GSSG + NADPH — GSH + NADE dria, citosol y peroxi-

tasa (GR) somas (Sharma et al.,
2012; Szol116si, 2014)

Peroxisomas (Gill y Tu-

2H,0, = 2H,0+ 0O,
Catalasa (CAT) -2 Z : teja, 2010)
Principalmente en
Peroxidasas citosol pero también

H,0, +sustrato = 2H,0 + Sustrato oxidade  en cloroplastos, mi-
(POD) Jprastos
tocondria y reticulo

endoplasmatico

es la superoxido dismutasa (SOD) que transforma el anion radical su-
peroxido en oxigeno y peroxido de hidrogeno, el cual es el sustrato
principal del ciclo. La funcién primordial del ciclo es transformar el
H,O, en agua, eliminando la especie reactiva de oxigeno del metabolis-
mo de la planta por accion de la enzima ascorbato peroxidasa (APX),
la cual utiliza una molécula de ascorbato como donor de electrones en
la reaccion de reduccion del peroxido. Este ascorbato se convierte en
monodehidroascorbato y el ciclo continta con la funcién de regenerar
el ascorbato para poder ser utilizado nuevamente en la reduccion del
peroxido a agua. En esta parte del ciclo, el monodehidroascorbato tie-
ne tres rutas para reducirse nuevamente a ascorbato, la primera es por
accion de la enzima monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) la cual
utiliza una molécula de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato en su
forma reducida (NADPH) como donor de electrones para la reaccion
de reduccion generando la forma oxidada (NADP*); la segunda es por
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accion de cualquier otro donor de electrones que se encuentre en el
medio; y la tercera por el paso del monodehidroascorbato a su forma
reducida (regeneracion del ascorbato) y a su forma oxidada (la molé-
cula de dehidroascorbato). Este altimo compuesto generado se reduce
también a ascorbato en la ultima parte del ciclo por causa de la enzima
dehidroascorbato reductasa (DHAR), la cual utiliza una molécula de
glutation reducido (GSH) como donor de electrones, la cual es oxida-
da a glutation en su forma oxidada (GSSG o glutation disulfuro). En
este momento ya se ha regenerado el ascorbato utilizado, pero se tiene
una molécula de glutation oxidado, la cual por accion de la glutation
reductasa se reduce nuevamente a GSH, que puede volver a entrar en
la reaccion de la enzima dehidroascorbato reductasa.

Se han reportado cambios en las actividades de las enzimas del ci-
clo ascorbato-glutation, en enzimas de la familia de las peroxidasas, en
catalasa y osmolitos compatibles como azucares simples y prolina, du-
rante eventos de déficit hidrico en Gmelina arborea (Crespo et al., 2011),
en Amaranthus hybridus, Amaranthus hypochondriacusy Amaranthus tricolor
(Slabbert y Kruger, 2014), en cana de azucar (Boaretto et al., 2014), en
Oudneya africana (Talbi et al., 2015), en vid Vitis vinifera (Martinez-Liis-
cher et al., 2015), en material foliar de té (Liu et al., 2015), en plantas
jovenes de Moringa oleifera (Rivas et al., 2013), en material foliar de cul-
tivares de Olea europea L. (Boussadia et al., 2013), en semillas de tomate
(Shi et al., 2014), en el clon GT1 de caucho (clon originario de Indone-
sia) en el cual se reporté ademads un aumento en la expresion de genes
relacionados con las enzimas del sistema antioxidante (Wang, 2014),
entre otros.

Los mecanismos de tolerancia al déficit de agua se enfocan en prote-
ger y reparar las estructuras celulares contra los efectos de la deshidra-
tacion y la consecuente generacion de ROS. Estos mecanismos incluyen
la sintesis de proteinas, la activacion y sobreexpresion de enzimas del
sistema antioxidante, la sintesis y liberacion de metabolitos como azu-
cares simples y aminoacidos que aumentan el potencial osmético, o
antioxidantes de bajo peso molecular como el acido ascorbico y el glu-
tation (Bandurska et al., 2013; Sz6116si, 2014).
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En el presente estudio se evaluaron actividades de enzimas del
sistema antioxidante y el contenido de osmolitos en tres clones de
caucho (Hevea brasilensis) y tres clones de copoazu ( Theobroma grandi-
florum) en un asocio agrisilvicola en dos zonas climaticas del depar-
tamento del Caqueta y tres épocas estacionales (humeda, transicion

asecayseca).

Evaluacion de los parametros bioquimicos de
caucho

Evaluacion del contenido estacional de proteina, catalasay
peroxidasa en caucho

Contenido de proteina soluble

Las proteinas se ven ampliamente afectadas en eventos de estrés por
déficit hidrico, debido a que las ROS pueden causar modificaciones en
aminodcidos, fragmentacion en péptidos, alteracion de carga eléctrica,
inactivacion de enzimas y susceptibilidad a la proteolisis; aunque tam-
bién se pueden ver inducidas como proteinas de defensa, proteinas de
choque térmico, dehidrinas y acuaporinas (Durand et al., 2011; Sharma
et al., 2012; Pérez, 2012). La determinacion del contenido de proteina
se realizé de acuerdo al método de Bradford (1976) utilizando el Kit
BioRad protein assay (BioRad, Hercules, USA).

El contenido de proteina soluble se observa en la figura 2.1. No se
encontraron tendencias marcadas entre los diferentes clones y épo-
cas. De época humeda hacia época seca se presenta una disminucion
en el contenido foliar de las plantas de la localidad de Belén de los
Andaquies para los clones FX3864 y FX4098, mientras que el clon
IAN 873 no presenta diferencias significativas entre épocas. Por otro
lado, en la época de transicion de humeda a seca, en las plantas de la
localidad de San Vicente del Caguan se encuentra disminucion del
contenido proteico, pero las épocas humeda y seca no presentan di-

ferencias significativas.
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Figura 2.1. Contenido de proteina soluble en tres clones de caucho (IAN 873,
FX3864, FX 4098) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del ano (las barras

representan la desviacién estindar en las medidas).

Actividad enzimatica catalasa CAT

La enzima catalasa es una enzima con una alta afinidad por el peroxido
de hidrogeno y cataliza la reaccion de dismutacion del peroxido a agua
y oxigeno; ademas, es la Gnica enzima que no necesita de un sustrato
donor de electrones para llevar a cabo la reaccion ya que en su sitio
catalitico posee iones metalicos que cumplen esta funcion (Moreno et
al., 2010; Sharma et al., 2012).

La actividad enzimatica de catalasa (CAT) se determina mediante el
método modificado de permanganato/peréxido (Aebi, 1974; Moreno
et al., 2010); el proceso consiste en la cuantificacion de peroxido de
hidrégeno consumido por una cantidad de extracto enzimatico de CAT
mediante una titulacion (volumétrica) con permanganato de potasio
debidamente estandarizado.

La unidad de actividad enzimatica catalasa se define como:
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umoles de H,0
Ucat = - z 2

min

Los resultados de la actividad enzimatica CAT se observan en la
figura 2.2. La tendencia general es que hay aumento de la actividad CAT
en los clones comparando entre época humeda y época seca, pero no
es clara la tendencia observada en la época de transicion.
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Figura 2.2. Actividad enzimadtica catalasa en tres clones de caucho (IAN 873, FX3864,
FX 4098) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del ano (las barras representan

la desviacion estandar en las medidas).

Actividad enzimatica peroxidasa POD

Las peroxidasas son enzimas que catalizan la oxido-reduccion entre el
peroxido de hidrogeno y agentes reductores. Un amplio numero de
compuestos organicos son utilizados como donor de protones, tales
como guaiacol, pirogalol, a-aminopterina, floroglucinol, catecol, ami-
nas aromaticas, acido ascorbico, o-fenilenediamina, entre otros (Kumar
et al., 2011).
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La determinacion de la actividad enzimatica peroxidasa se realiza
mediante el seguimiento cinético de la reacciéon cromogénica entre el
peroxido de hidrogeno y o-dianisidina, catalizada por enzimas de la
familia de las peroxidasas que se puede detectar espectrofotométrica-
mente a 460 nm (Moreno et al., 2010; Kumar et al., 2011).

La unidad de actividad enzimadtica peroxidasa se define como:

A Absorvancia 460 mn

min

Upod =

Los resultados de la actividad enzimatica POD se observan en la fi-
gura 2.3 Se puede observar que los clones tienen la misma tendencia
en las dos localidades encontrandose los mayores contenidos en la lo-
calidad de Belén de los Andaquies excepto para el clon FX3864. En la
mayoria de casos se encuentra que hay aumento de la actividad compa-
rando Unicamente entre la época himeda y la época seca. El clon IAN
873 es el inico que presenta aumento gradual desde época humeda a
transicion a época seca; mientras que en los otros clones la actividad es
mayor en época de transicion.

Teniendo en cuenta los resultados se observa la importancia de
las enzimas antioxidantes. Se reporta que la eliminacion de H,O, es
importante para evitar la reaccion con radicales libres o metales de
transicion celulares; en este proceso participan enzimas en el citosol o
unidas a la pared celular como las peroxidasas, y enzimas de la familia
de las catalasas presentes en los peroxisomas (Sz6116si, 2014). Al igual
que en este estudio, se reportaron cambios en el contenido de proteina
y actividad catalasa y peroxidasa en material foliar de plantulas, plantas
juveniles y plantas adultas de tres clones de Gmelina arborea presentando
aumento en todos los parametros de época humeda a época seca
(Crespo et al., 2011). Por otro lado, se encontraron incrementos en las
actividades CAT y POD y aumentos en los contenidos de proteina en
raices de rabano en déficit hidrico (Shafiq et al., 2015) y aumentos en
los contenidos de catalasa y peroxidasa en plantulas de cuatro cultivares
de tomate (Shi et al., 2014). De acuerdo a los resultados obtenidos para
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Figura 2.3. Actividad enzimadtica peroxidasa en tres clones de caucho (IAN 873,
FX3864, FX4098) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del ano (las barras

representan la desviacion estandar en las medidas).

caucho, se puede deducir que los clones que mejor respuesta tienen al
déficit hidrico estacional son el JAN873 y FX4098.

Evaluacion del contenido estacional de algunas enzimas
del Ciclo Ascorbato-Glutation en caucho

Actividad enzimatica superéxido dismutasa SOD

La superoxido dismutasa es la primera linea de defensa ante las ROS,
ya que su reaccion enzimatica elimina el exceso del anion radical supe-
roxido, primer producto de la reduccién univalente del oxigeno, trans-
formandolo en H,O,, una ROS menos reactiva.

La determinacion de la actividad enzimatica superoxido dismutasa
se realiza mediante el método desarrollado por Giannopolitis y Ries
(1977), propuesto por primera vez por Beauchamp y Fridovich (1971),
utilizando Nitro Blue Tetrazolium NBT como detector del radical
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superoxido en presencia de Riboflavina que actiia como generador de
radicales superoxido, medido espectrofotométricamente a 560 nm.

La unidad de actividad Superoéxido dismutasa (SOD), se define como
la cantidad de enzima que inhibe la reduccion del NBT a formazan en
un 50%, segun la definicién de Beauchamp y Fridovich (1971)

\Y
Usud = — -1
v

Donde V y v representan la absorbancia en ausencia y presencia de
SOD, respectivamente.

Los resultados de la actividad enzimatica SOD se observan en la
figura 2.4. Se puede observar que las tendencias son similares en las
dos zonas edafoclimaticas para los tres clones, aunque la actividad es

proteina)

IAN 873 FX3864 FX4098 IAN 873 FX3864 FX4098

Actividad superéxido dismutasa (USOD/mg de

San Vicente Belén

Humeda  ®Transicion aSeca M Seca

Figura 2.4. Actividad enzimatica super6xido dismutasa en tres clones de caucho
(TAN 873, FX3864, FX 4098) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del afio (las

barras representan la desviacion estindar en las medidas).
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mayor en las plantas de San Vicente del Caguan comparando el mis-
mo clon y la misma época en las dos zonas edafoclimaticas. Los clones
IAN 873 y FX4098 muestran aumento estadisticamente significativo
de la actividad SOD entre época humeda a época seca, tanto en las
plantas del municipio de San Vicente del Caguan como de Belén de
los Andaquies.

Actividad enzimatica Ascorbato peroxidasa APX

La ascorbato peroxidasa cataliza la reduccion del peroxido de hidro-
geno a agua haciendo parte del ciclo ascorbato-glutation. La APX pre-
senta mayor afinidad por el peroxido que la CAT, haciendo de la APX
una enzima importante en condiciones de estrés. El principal compar-
timiento celular de funcion de la CAT es el peroxisoma, y de la APX es
la mitocondria y el citosol (Sharma et al., 2012).

La determinacion de la actividad enzimatica ascorbato peroxidasa
se realiza mediante el seguimiento espectrofotométrico de la oxidacion
del ascorbato a dehidroascorbato por accion del peroxido de hidroge-
no y catalizada por la enzima ascorbato peroxidasa, medida a 290 nm
(revisado por Moreno et al., 2010)

La unidad de actividad enzimatica ascorbato peroxidasa se define
como:

n moles de Ascorbato oxidado

Uapx =
apx min

Los resultados de la actividad enzimatica APX en el presente estu-
dio se observan en la figura 2.5. En general, en los clones evaluados
en las localidades se presenta aumento de la actividad APX de época
himeda a época seca. La actividad es mayor en los clones sembrados
en la zona de San Vicente del Caguan en comparaciéon con Belén de
los Andaquies.
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Figura 2.5. Actividad enzimatica Ascorbato peroxidasa en tres clones de caucho (IAN
873, FX3864, FX 4098) en dos zonas edafoclimadticas y tres épocas del afio (las barras

representan la desviacién estindar en las medidas).

Actividad enzimatica Glutation reductasa GR

La glutation reductasa tiene como funcion bioquimica transformar el
glutation oxidado en glutation reducido, el cual es un importante agen-
te antioxidante necesario en el ciclo del ascorbato-glutation.

La metodologia de analisis de la actividad enzimatica glutation re-
ductasa se realiza mediante el seguimiento de la cinética de la reaccion
de reduccion del NADPH-dependiente de glutation disulfuro (GSSG) a
glutation sulfhidrilo (GSH), por acciéon de la enzima glutation reducta-
sa (EC 1.8.1.7), que se puede seguir espectrofotométricamente por una
disminucién en la absorbancia a 340 nm debida por la disminucién en
la concentracion del NADPH (Yanarelli et al., 2007; Moreno et al., 2010)

La unidad de actividad enzimatica Glutation reductasa se define a
25 °Cy pH 7.6 como:
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n moles de NADPH oxidado

min

U=

GR

Los resultados de la actividad enzimatica GR se observan en la figu-
ra 2.6. En general la tendencia es que no hay cambios significativos en
la actividad GR foliar entre las épocas de muestreo, excepto en el clon
FX4098 en el cual se presenta una aumento hacia la época seca, siendo
mayor en las plantas de la localidad de Belén de los Andaquies.
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Figura 2.6. Actividad enzimatica Glutatién reductasa en tres clones de caucho (IAN
873, FX3864, FX 4098) en dos zonas edafoclimiticas y tres épocas del ano (las barras

representan la desviacién estindar en las medidas).

El aumento en la concentracion de las actividades de las enzimas del
ciclo ascorbato glutation es considerado como indicativo de algtin grado
de tolerancia al estrés (Zagorchev et al.,, 2013). De acuerdo a los resulta-
dos obtenidos en las actividades de las enzimas del ciclo ascorbato-glu-
tation del presente estudio se observa que al igual que en otros estudios
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se aumenta la actividad durante el déficit hidrico o a medida que las
plantas de caucho se ven afectadas por la época seca. Se ha reportado
en otras especies como por ejemplo del género Amaranthus aumento
de la actividad de enzimas del ciclo ascorbato glutation como SOD y
GR durante el déficit hidrico (Slabbert y Kriiger, 2014); o en raices de
rabano sometido a déficit hidrico aumento en la actividad SOD (Shafiq
et al., 2015). De acuerdo a lo anterior se sugiere que los tres clones de
caucho evaluados y particularmente los clones IAN 873 y FX4098, tie-
nen algun grado de tolerancia a la sequia ya que presentan aumento en
las actividades de las enzimas analizadas del ciclo ascorbato glutation.

Evaluacion del contenido estacional de algunos osmolitos
compatibles en caucho

Contenido de prolina

La prolina es un aminoacido el cual se ha reportado se acumula como
respuesta fisiologica de la planta ante ciertos tipos de estrés bi6ticos y
abioticos (Verbruggen y Hermans, 2008). Se presume que en eventos
de estrés, la proteina encargada de la degradacion de la prolina (proli-
na deshidrogenasa) presenta una disminucion drastica de su actividad,
generando entonces una sobreacumulacion de prolina, la cual puede
actuar como osmorregulador, estabilizador de macromoléculas, desin-
toxicador de radicales libres, y fuente de carbono y nitrégeno que pue-
de ser usado cuando el estrés cese (Claussen, 2005; Mohammadkhani
y Heidari, 2008).

La determinacion de prolina se realiza mediante el seguimiento es-
pectrofotométrico de la reaccion cromogénica entre el amoniaco pro-
veniente de la oxidacion de la prolina por accion de la ninhidrina en
medio acido, y otra molécula de ninhidrina para formar un compuesto
de coloracion violeta que puede ser extraido con tolueno y ser detec-
tado espectrofotométricamente a 520 nm (Bates et al., 1973; Moreno et
al., 2010). El contenido de prolina en las plantas evaluadas en la pre-
sente investigacion se puede observar en la figura 2.7. El compuesto se
reporta como pg de prolina/g de peso fresco foliar.
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En las plantas de la localidad de San Vicente del Caguan se observan
cambios entre el 80y 140 pg prolina/g de peso fresco aproximadamen-
te, entre época humeda y época seca, siendo los aumentos mayores para
los clones IAN 873 y FX3864; mientras en la localidad de Belén de los
Andaquies el mayor aumento se da para el clon IAN 873. Durante épo-
ca seca, en general, los mayores contenidos de prolina se presentan en
las plantas de la localidad de San Vicente del Caguan.
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Figura 2.7. Contenido de prolina en tres clones de caucho (IAN 873, FX3864, FX
4098) en dos zonas edafoclimdticas y tres épocas del ano (las barras representan la

desviacion estandar en las medidas).

Contenido de azucares solubles

Los carbohidratos, en particular los azucares, se encuentran amplia-
mente distribuidos en los tejidos vegetales, se dividen en estructurales
(los que se encuentran ligados a las paredes celulares) y los no estruc-
turales (se encuentran distribuidos en los 6rganos de la planta). Los
azucares presentes en las plantas son importantes en los procesos de
ajuste osmotico.
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Las aldosas, cetosas y polisacaridos hidrolizables solubilizados en el
proceso de extraccion con agua destilada, en medio fuertemente acido
forman compuestos derivados del furfural que son reconocidos por el
fenol formando compuestos de color amarillo-naranja (la intensidad
del color naranja es proporcional a la cantidad total de carbohidratos
presentes en la solucion), que pueden ser detectados espectrofotomé-
tricamente a 490 nm (Dubois et al., 1956; Mikkelsen y Corton, 2004).
Los resultados se pueden observar en la figura 2.8.

En general, los contenidos de azicares solubles foliares disminuyen
en las diferentes épocas climaticas, en los tres clones. En los clones de
la localidad de San Vicente disminuye entre un 30 y 50% siendo los
mayores cambios para los clones IAN 873 y FX3864; mientras que en la
localidad de Belén solo presenta cambios significativos el clon IAN 873
en donde los contenidos de azdacares también disminuyen.
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Figura 2.8. Contenido de aziicares solubles en tres clones de caucho (IAN 873,
FX3864, FX 4098) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del ano (las barras

representan la desviacion estandar en las medidas).
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De acuerdo con los resultados se observa que la época seca influye en
la respuesta de los diferentes clones de caucho sobre los contenidos de
osmolitos compatibles, presentandose aumento del contenido de proli-
na y disminucion en el contenido de aztcares solubles. Un efecto similar
fue reportado en material foliar de cultivares de arboles de oliva (Olea
europea L..) tanto en azicares como en prolina (Boussadia et al., 2013). De
igual forma, un aumento en el contenido de prolina y disminucion en
el contenido de azicares solubles se report6 en dos variedades de Med:-
cago truncatula (Yousfi et al., 2010). Por otro lado, para material foliar de
melina (Gmelina arborea) se encontré aumento tanto en el contenido de
prolina como en el contenido de azucares solubles en un déficit hidrico
estacional (Crespo et al., 2011); y en material foliar de tres especies del gé-
nero Amaranthus se encontraron aumentos significativos en el contenido
de prolina libre (Slabberty Krtiger, 2014). Reportes de literatura indican
que el aumento en el contenido de prolina es una respuesta comun que
ha sido asociado con la tolerancia al estrés (Gruszka et al., 2007).

De acuerdo con los datos relacionados con osmolitos compatibles,
se sugiere que el clon con mejor respuesta a la época seca es el IAN
873; con un aumento en la concentraciéon de prolina libre indicador
de tolerancia al estrés, mayor que en los otros clones en las condicio-
nes de estudio.

Evaluacion de parametros bioquimicos de copoazu

Los parametros evaluados en hojas de copoazu se determinaron de
acuerdo a las mismas consideraciones que se realizaron en el analisis de
material foliar de caucho (seccion 2.2 del presente capitulo).

Evaluacion del contenido estacional de proteina, catalasa
y peroxidasa en copoazu

Contenido de proteina soluble
El contenido de proteina soluble en material foliar de copoazu se puede
observar en la figura 2.9 En las plantas de la localidad de San Vicente
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del Caguan se observan los mayores contenidos de proteina comparado
con las plantas de la localidad de Belén de los Andaquies. Se encuentra
que en San Vicente del Cagudn, el ecotipo 4, y comparando entre época
himeday seca, presenta una disminucion significativa en el contenido
de proteina; mientras que el ecotipo 11 y el testigo local no presentan
diferencias significativas, teniendo el testigo un maximo de contenido
en época de transicion. Por otro lado, en los clones de Belén de los An-
daquies la tendencia es que el contenido de proteina aumenta de época
htmeda a época seca.

12

mg de proteina/g peso fresco

Ecotipo 4 Ecotipo 11 Testigo Ecotipo 4 Ecotipo 11 Testigo

San Vicente Belén

Humeda M Transicion a Seca M Seca

Figura 2.9. Contenido de proteina soluble en tres ecotipos de copoazu (Ecotipo 4,
Ecotipo 11 y un testigo local) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del ano (las

barras representan la desviacion estindar en las medidas).

Actividad enzimatica Catalasa CAT

La actividad enzimatica catalasa en material foliar de copoazi se puede
observar en la figura 2.10. La tendencia general en los ecotipos evalua-
dos es que hay aumento en la actividad enzimatica de época humeda
a época seca. Se encontré6 mayor aumento de actividad en las plantas
sembradas en la localidad de Belén.
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Figura 2.10. Actividad enzimdtica catalasa en tres ecotipos de copoazu (Ecotipo 4,
Ecotipo 11 y un testigo local) en dos zonas edafoclimdticas y tres épocas del ano (las

barras representan la desviacion estdndar en las medidas).

Actividad enzimatica peroxidasa POD

La actividad enzimatica peroxidasa en material foliar de copoazu se pue-
de observar en la figura 2.11. La tendencia general en los ecotipos es
que hay aumento en la actividad enzimatica de época humeda a época
seca, con variaciones en la época de transicion de humedo a seco. Se
observo mayor aumento en la actividad en las plantas testigo en cada
una de las localidades. La tendencia a mayores actividades se presenta
en las plantas de la localidad de Belén.

Al igual que en este estudio, se reporté en material foliar en tres
clones de Gmelina arborea cambios en la actividad catalasa y peroxidasa,
presentando aumento de época humeda a época seca (Crespo et al,
2011); en genotipos tolerantes de cana de aziicar también se presentan
aumentos en la actividad enzimatica CAT (Boaretto et al., 2014); y en
material foliar de plantas jovenes de Moringa oleifera sometidas a estrés
moderado igualmente (Rivas et al., 2013). Aunque los clones de copoazu
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Figura 2.11. Actividad enzimadtica peroxidasa en tres ecotipos de copoazi (Ecotipo 4,
Ecotipo 11 y un testigo local) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del ano (las

barras representan la desviacion estdndar en las medidas).

tienen una respuesta favorable respecto a estos tres primeros parametros
medidos, es el testigo local quien presenta la mejor respuesta al déficit
hidrico estacional en las dos zonas edafoclimaticas estudiadas.

Evaluacion del contenido estacional de algunas enzimas
del Ciclo Ascorbato-Glutation en copoaza

Actividad enzimatica Superoéxido dismutasa SOD

La actividad enzimatica superoxido dismutasa en material foliar de co-
poazu se puede observar en la figura 2.12. La tendencia general en las
plantas de la localidad de san Vicente es un aumento gradual de época
himeda a época seca pasando por época de transicion, presentando-
se que los contenidos entre ecotipos son estadisticamente similares en
cada época. Por otro lado, en las plantas de la localidad de Belén hay
un aumento de actividad de época humeda a época seca en el ecotipo
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Figura 2.12. Actividad enzimdtica superéxido dismutasa en tres ecotipos de copoazi
(Ecotipo 4, Ecotipo 11 y un testigo local) en dos zonas edafoclimdticas y tres épocas

del ano (las barras representan la desviacion estandar en las medidas).

4y el testigo, mientras que en el ecotipo 11 no hay diferencias entre
estas dos épocas pero si se presenta un maximo en época de transicion.

Actividad enzimatica Ascorbato peroxidasa APX
La actividad enzimatica ascorbato peroxidasa en material foliar de co-
poazu se puede observar en la figura 2.13. Se presentan las mayores
actividades en las plantas de la localidad de San Vicente del Caguan en
las tres épocas comparado con las plantas de la localidad de Belén de
los Andaquies. Se encuentra que la tendencia general en el municipio
de San Vicente del Caguan es que no hay diferencias en la actividad
enzimatica de los ecotipos evaluados de época himeda a época de tran-
sicion, pero hay un aumento considerable en la época seca, presentan-
dose la mayor variacion en el ecotipo 11.

En la localidad de Belén de los Anadquies, el testigo presenta la
misma tendencia que todos los ecotipos evaluados en la localidad de
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Figura 2.13. Actividad enzimatica ascorbato peroxidasa en tres ecotipos de copoazu
(Ecotipo 4, Ecotipo 11 y un testigo local) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas

del ano (las barras representan la desviacion estandar en las medidas).

San Vicente del Caguan. En la localidad de Belén de los Anadaquies
los ecotipos 4y 11, y comparando entre la época humeda y seca tienen
una ligera tendencia a aumentar la actividad APX, la cual es menor
comparando con los ecotipos sembrados en San Vicente del Caguan.

Se ha reportado que en especies del género Amaranthus el efecto
combinado de las enzimas pertenecientes al ciclo ascorbato glutation
como GR, APX 'y SOD producen niveles de regulacion frente a los efectos
toxicos del peroxido de hidrégeno y que ademas dicha regulacion se
asocia con tolerancia al estrés (Slabbert y Krtiger, 2014).

De acuerdo a este parametro, los ecotipos de copoazi que presentan
mejor respuesta a la época seca son el ecotipo 4y el testigo local. La
mayor respuesta a la época seca se dio en las plantas de la localidad
de San Vicente del Caguan en los tres ecotipos, lo que sugiere que
se presento una época seca mas severa en esta localidad y a su vez
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una buena capacidad de respuesta de las plantas de copoazu para
contrarrestar el efecto negativo del déficit hidrico.

Evaluacion del contenido estacional de algunos osmolitos
compatibles en copoazua

Contenido de prolina

El contenido de prolina en material foliar de copoazu se puede obser-
var en la figura 2.14. Se observa que no hay una tendencia clara entre
épocas, pero claramente se tiene que los mayores contenidos foliares
de prolina se encuentran en los ecotipos sembrados en la localidad de
Belén de los Andaquies.

En las plantas de esta localidad se observa un aumento en el conte-
nido de prolina, comparando entre la época humeda y época seca, en
los ecotipos 4 y 11; mientras que el testigo no tiene un cambio signifi-
cativo entre estas dos épocas pero presenta un maximo en la época de
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Figura 2.14. Contenido de prolina en tres ecotipos de copoazu (Ecotipo 4, Ecotipo
11 y un testigo local) en dos zonas edafoclimaticas y tres épocas del anno (las barras

representan la desviacion estandar en las medidas).
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transicion. Por otro lado, en la localidad de San Vicente del Caguan los
ecotipos no presentan diferencias significativas entre épocas, excepto el
testigo que presenta una disminucion en época de transicion.

Contenido de azucares solubles

El contenido de azucares solubles en material foliar de copoazu se pue-
de observar en la figura 2.15. El ecotipo 4 en las dos localidades presenta
aumento en el contenido de azicares entre las dos épocas contrastan-
tes humeda y seca. El ecotipo 11 en San Vicente del Caguan presenta
aumento entre las dos épocas contrastantes, mientras que en Belén de
los Anadquies presenta una leve disminucion.
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Figura 2.15. Contenido de azicares solubles en tres ecotipos de copoazu (Ecotipo 4,
Ecotipo 11 y un testigo local) en dos zonas edafoclimiticas y tres épocas del ano (las

barras representan la desviacion estandar en las medidas).

Se ha reportado que la acumulacion de prolina se presenta en even-
tos de déficit hidrico, de hecho se ha encontrado que la manipulacion
de los genes relacionados con la biosintesis de este aminoacido propor-
cionan tolerancia frente a varios tipos de estrés como el déficit hidri-
co (Gruszka et al., 2007); actuando como osmoprotector y en procesos
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de ajuste osmoético al igual que los aztiicares de bajo peso molecular.
Ademas actia como antioxidante, proteccion contra la fotoinhibicion,
regulador de la acidez del citosol, y sirve como fuente de carbono y ni-
trogeno de reserva (Gruszka et al., 2007; Mousavi et al., 2009).

Adicionalmente se ha reportado que los contenidos de prolina y
azucares aumentan con el déficit hidrico (Mohammadkhani y Heidari,
2008; Crespo et al., 2011; Yousfi et al., 2010; entre otros).

De acuerdo a los resultados obtenidos en copoazu en referencia a
osmolitos compatibles se sugiere que el ecotipo que mejor respuesta
tiene frente a la época seca es el testigo local debido a su aumento en
el contenido de azucares y prolina.
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Introduccion

Dada la importancia del caucho natural y su creciente demanda en el
mercado internacional, en Colombia se han venido adelantando planes
masivos para la expansion del cultivo la mayoria de ellos apoyados en
el establecimiento de nuevas hectareas en pequenos y medianos culti-
vadores cuya estrategia busca en general, compensar en primer lugar
la demanda interna, ya que el pais s6lo cubre el 3% de la demanda na-
cional (CCC, 2011).

No obstante, la mayoria de los cultivares de caucho establecidos en
Colombia han perdido productividad y cada vez son mas susceptibles
al mal suramericano de las hojas SALB (por sus siglas en inglés Sou-
th American Leaf Blight) (Sterling et al., 2009, 2010a, b, c; Sterling y
Melgarejo, 2014). Esta enfermedad es causada por el hongo Microcyclus
ulei (P. Henn.) v. Arx y representa la principal amenaza para el esta-
blecimiento de nuevas plantaciones de H. brasiliensis en Latinoamérica
(Gasparotto et al., 2012).

Esta situacion ha impulsado en el ambito nacional, la necesidad no
solo de ampliar la base genética de caucho natural en el pais (Castella-
nos et al., 2009) especialmente en regiones con amplia tradicion cauche-
ra como el departamento de Caqueta (Amazonia colombiana) (Sterling
y Rodriguez, 2011, 2012), sino ademas la necesidad de identificar el im-
pacto real del SALB, asi como las estrategias de manejo integrales que
permitan realizar un control apropiado de la enfermedad (Castellanos
et al., 2009; Sterling y Rodriguez, 2014).
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En respuesta a la necesidad de dar soluciones ante la presion am-
biental que representa este problema fitosanitario en la region amazo-
nica para el cultivo de caucho, se han adelantado diversos estudios en
procura de identificar nuevos materiales promisorios con resistencia al
SALB (Sterling y Rodriguez, 2011; Sterling y Rodriguez, 2012) y la eva-
luacion de nuevos modelos de siembra en disenos agroforestales con
el fin de aprovechar el maximo potencial genético de los nuevos mate-
riales (Sterling y Rodriguez, 2014; Sterling et al., 2015).

Sin embargo, son pocos los estudios donde se han analizado la dina-
mica epidemiolégica del SALB en Colombia (Castro, 2011) y en condi-
ciones de la Amazonia colombiana éste conocimiento no se encuentra
documentado. En este sentido, es fundamental generar informacion
relacionada con la epidemiologia de la enfermedad, lo cual permiti-
ra disenar estrategias apropiadas para el diagnostico, el monitoreo y
el manejo integral del SALB en los principales materiales comerciales
establecidos en la region y en los nuevos materiales de caucho promi-
sorios para la Amazonia colombiana.

De acuerdo con lo anterior, en el presente capitulo se exponen los
resultados relacionados con el seguimiento temporal del SALB (dos ci-
clos de defoliacion — refoliacion anual) en tres clones de caucho (FX
3864, FX 4098 y IAN 873) presentes en dos zonas climaticas del depar-
tamento de Caqueta (Amazonia colombiana).

Mal suramericano de las hojas (Microcyclus ulei
(P. Henn) v. Arx)

El SALB es la principal enfermedad del caucho natural y se encuen-
tra distribuida en todas las zonas productoras de caucho de América
Central y del Sur, en donde representa el principal limitante para el
establecimiento de nuevos cultivos en estas regiones (Gasparotto et al.,
2012). Este hongo, endémico de Centro y Sudamérica, fue inicialmente
identificado en arboles de caucho del Brasil en 1904. La clasificacion
taxonomica del agente etiologico se ha realizado con base en la forma
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perfecta o fase telomorfica del hongo, que es la correspondiente a M-
crocyclus uler (P. Henn) v. Arx, sin. Dothidella ulei P. Henn (Gasparotto
et al., 2012).

Segun 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 ule: 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 analisis de
relaciones filogenéticas usando secuencias de ADN y ARNr, proponen
una nueva nomenclatura para M. ulei: Pseudocercospora ulet (Henn.) Hora

Foliolos “C" (< 30 dias) Foliolos C/D (< 90 dias)
<30dias Lesiones i C Aposphaeria ulei
B conidiales 50- 60 dias
A Foliolos _ X ,
susceptibles e 4 - ~ % | Picnidios con

Foliolos
“B” (10- 20
dias) 30 dias

Conidios
Fusicladium heveae

Peritecios
Humedad sobre arboles

ASCosporas Microcyclus ulei

, i Foliolos D (< 150 dias)

Foliolos caidos Peritecios en hojas caidas

Figura 3.1. Ciclo de vida de Microcyclus ulei agente causal del mal suramericano de las

hojas de caucho (Hevea brasiliensis). Adaptado de Gasparotto et al. (2012).
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Junior & Mizubuti, perteneciente al Orden Capnodiales y conservando
la familia Mycosphaerellaceae. En el mismo sentido, conservan la
denominacion del anamorfo conidial (I 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. ule:.

El ciclo completo del SALB (Figura 3.1) dura aproximadamente de
4 a 5 meses (Gasparotto et al., 2012) el cual comienza con la liberacion
de los ascosporos presentes en foliolos maduros senescentes, los cuales
son diseminados por el viento afectando foliolos jovenes, especialmente
de otras plantas que a su vez produciran nuevas esporas (conidios)
alcanzada la fase infecciosa de la enfermedad. Las conidias y ascosporas
son diseminadas para infectar e iniciar ciclos primarios y secundarios
de la enfermedad.

La fase epidemiologica o explosiva del SALB se produce cuando el
hongo cumple varios ciclos continuos produciendo nuevas defoliaciones
y mayor cantidad de ino6culo. El ciclo culmina con la formacion
nuevamente de ascosporos en foliolos con madurez fisiolégica.

El SALB reviste gran importancia porque los danos se localizan en
las hojas, lo cual disminuye la capacidad fotosintética de la planta, que
repercute luego en el producto final (Gasparotto et al., 2012). 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 economicamente aptas para el crecimiento
del cultivo de caucho, constituyen las mejores alternativas recomendadas
para el control de la enfermedad (Rivano et al., 2013).

Evaluacion epidemiologica del mal suramericano
de las hojas—SALB

La evaluacion epidemiologica del SALB consisti6 en el seguimiento
temporal de los sintomas de la enfermedad, los patrones fenologicos
foliares y los principales factores climaticos presentes en dos ciclos de
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defoliacion — refoliacion anual (ciclo 1: septiembre de 2013 a enero de
2014 y ciclo 2: septiembre de 2014 a enero de 2015) para arboles de
caucho en etapa de crecimiento (6 anos de edad) pertenecientes a tres
clones (FX 3864, FX 4098 y IAN 873) establecidos en dos zonas climati-
cas con diferente prevalencia al SALB (Sterling et al., 2012): Belén de los
Andaquies (clima calido muy himedo y alta incidencia de la enferme-
dad) y San Vicente del Caguan (clima calido humedo y baja incidencia
de la enfermedad) en el departamento de Caqueta, Colombia (Tabla
1.1). A continuacion se describen los principales parametros evaluados.

Evaluacion de los sintomas del SALB y su relacion con los
factores climaticos
En cada zona y para cada clon, se seleccionaron 30 arboles de caucho
que entraron en un proceso de defoliacion-refoliaciéon anual (ciclo fe-
noloégico de renovacion foliar), a los cuales se les realizaron evaluacio-
nes semanales durante 16 semanas con el fin de registrar la incidencia
y la severidad del SALB desde el inicio de la senescencia foliar hasta la
refoliacion completa de los arboles.

Para evaluar la incidencia (I) del SALB se empleo la siguiente

ecuacion:
I (%) = (N/Nti) x 100

En donde, N, corresponde al numero de plantas del clon i con
sintomas de la enfermedad y Nt, representa el nimero total de plantas
evaluadas pertenecientes al clon .

Para analizar la severidad de ataque del SALB se emple6 la escala
adaptada 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).

En cada ciclo de evaluacion y para cada zona, el registro multitemporal
(intervalos de 1 h) de los principales parametros climaticos [temperatura

(°C), humedad relativa (%) y precipitacion (mm)] se realizé a través de
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Figura 3.2. Cuantificacion del SALB en foliolos de caucho (Hevea brasiliensis)

caidos, empleados en la cuantificaciéon del SALB durante dos ciclos de defoliacién
—refoliacion en dos localidades de Caquetd, Colombia. A. Cestos de recolecta. B.

Foliolos recolectados en los cestos.

una miniestacion climatica DECAGON® Emb50. Los datos registrados
se descargaron semanalmente y se utilizaron para calcular distintas
variables climaticas derivadas d€interés epidemiologico (Tabla 3.2).F

Analisis del progreso temporal del SALB
Con el fin de describir el progreso de la enfermedad a lo largo del tiem-
po, se emplearon trampas (cestos) de recolecta de foliolos caidos (Figu-
ra 3.2A), construidos en tubo PVC (@ = 2.54 cm) y malla de polisombra
al 50% con dimensiones de 1.0 x 1.0 m x 0.5 m (Adaptado de Furtado et
al., 2008). Se utilizaron nueve cestos por cada clon, y se distribuyeron al
azar entre las lineas bajo las copas de los arboles en una superficie de 1
ha. La colecta de los foliolos se realizo con una periodicidad semanal.
Los foliolos caidos dentro de cada cesto se recolectaron y se
empacaron en bolsas plasticas para su posterior evaluacion en el
Laboratorio de Fitopatologia del Instituto “SINCHI” en Florencia,
Caqueta. Los foliolos se clasificaron en foliolos sanos y foliolos con
lesiones: lesiones conidiales (foliolos jovenes) y lesiones estromaticas
(foliolos maduros) (Furtado et al., 2008). Luego, se eligieron al azar 10
foliolos lesionados por cesto de recolecta (independiente del tipo de
lesion) y se contaron el namero de lesiones por foliolo (NLF) presentes
en un area circular central de 2 cm?, la cual se emple6 como una medida
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de la intensidad de los sintomas del SALB (Adaptado de Furtado et
al., 2008) (Figura 3.2B). Los datos recolectados se utilizaron para
construir modelos matematicos para describir las curvas de progreso
de la enfermedad a lo largo del tiempo. Asimismo, se calcul6 el area
bajo la curva del progreso de la enfermedad por sus siglas en inglés
AUDPC (Area under the disease progress curve) a través de la integracion
trapezoidal de la curva de progreso de la enfermedad (proporcion
acumulada de NLF en el tiempo) mediante la formula propuesta por
Campbell y Madden (1990).

Determinacion de los patrones fenologicos foliares y su
relacion con los sintomas del SALB

La caracterizacion de la fenologia foliar de los 30 arboles seleccionados
por cada clon en cada localidad, se realiz6 mediante una escala cualita-
tiva modificada de Furtado (1996), asi: de= defoliamiento, considerado
a partir del momento en que el 10% de la copa del arbol presenta hojas
senescentes en caida, d= defoliamiento y refoliamiento, D= defoliamien-
to completo, re= refoliamiento y R= refoliamiento completo. Asimismo,
se evaluo a nivel de dosel el nivel retencion foliar (NRF) mediante la
siguiente escala visual: 0= 100% de hojas retenidas, 1= 99-80% de hojas
retenidas, 2= 79-60% de hojas retenidas, 3= 59-40% de hojas retenidas,
4= 39 -20% de hojas retenidas y 5= 0% de hojas retenidas y se relacio-
noé6 con incidencia y la severidad del SALB. Segun el clon y la fenofase
foliar, una mayor nota en esta escala foliar estuvo relacionada con una
mayor intensidad de los sintomas del SALB.

Analisis estadistico

Para el analisis de las variables incidencia (I), severidad (S) y nivel de
retencion foliar (NRF) en cada ciclo fenologico de renovacion foliar, se
ajusto un modelo lineal general (MLG) con los factores fijos localidad,
clon, tiempo y su interaccion (con excepcion de I) a un nivel de signi-
ficancia del 5%. Asimismo, se ajusté6 un MLG para las variables S y NRF
con los factores fijos localidad, fenofase foliar y clon. Adicionalmente,
se emple6 un MLG para la variable AUDPC con los factores fijos ciclo,

localidad y clon.
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En los MLG, la varianza residual se model6 para contemplar
varianzas diferentes segun la heterocedasticidad observada en los
efectos fijos del modelo, mientras que la correlacion residual para las
observaciones sucesivas realizadas sobre una misma planta se contemplo
mediante un modelo de simetria compuesta. Los criterios de Akaike
(AIC) y Bayesiano (BIC) se utilizaron para la seleccion de la estructura
de varianzas y correlaciones residuales. El ajuste del MLG se realizo
utilizando la funcion Ime de la libreria nlme (Pinheiro et al., 2013) de
R (R Core Team, 2014), bajo la interfaz implementada en InfoStat (Di
Rienzo et al., 2014).

El analisis de las interacciones, mediante la comparacion de medias
para las combinaciones de los niveles de todos los factores evaluados, se
realizo mediante la prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher
con una significancia del 5%. A través de un analisis de correlacién de
Pearson se establecio el grado de asociacion de I'y S con los principales
parametros climaticos registrados. Asimismo se analizo la correlacion
entre I, S y NRF para cada fenofase foliar (con excepcion de D) en el
clon mas susceptible de cada localidad.

Para el analisis del progreso temporal del SALB se probaron tres
modelos matematicos clasicos en epidemiologia (Madden et al., 2007)
basados en ecuaciones de regresion no lineal:

Modelo Logistico: Y=1/(1+((1/y,)-1)*exp(-r¥t))
Modelo Monomolecular: Y= 1-(1-y,) *exp (-r*t)
Modelo de Gompertz: Y= exp(-(-In(y,))+exp (-r¥t))

En donde, Y corresponde a la proporcion acumulada de la intensidad
de la enfermedad (NFL), y, el in6culo inicial, rla tasa de infeccion y t el
tiempo. Para el analisis de estos modelos, se emple6 el procedimiento
descrito por Bergamin Filho (1995) y Jesus Junior et al. (2004). Los
criterios de R?, Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC) se utilizaron para la
seleccion del mejor modelo matematico.

Todas las pruebas estadisticas se corrieron en el programa InfoStat
version 2014 (Di Rienzo et al., 2014).
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Incidencia y severidad del SALB y su relacion con
los factores climaticos

Se observaron sintomas y signos de M. ulei en ambos municipios y en los
tres clones de caucho, con excepcion de los clones FX 3864 y FX 4098
en el municipio de San Vicente del Caguan, en donde no se reporto la
enfermedad para los dos ciclos fenologicos de renovacion foliar. Asi-
mismo, se encontraron diferencias muy significativas en las medias de
la incidencia y la severidad del SALB para los distintos efectos analiza-
dos, con excepcion de la interaccion clon x tiempo la cual resulté no
significativa para ambos ciclos fenologicos (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Analisis de varianza de los efectos localidad (L), clon (C),
tiempo (T) y sus interacciones, para la incidencia y la severidad del SALB
(Microcyclus ulei) en dos ciclos fenologicos de renovacion foliar de caucho

(Hevea brasiliensis) en Caquetd, Colombia.

Varia- S p - valores basados en el estadistico de Fisher (F)
. iclo
L2 L C€C T LxT CxT LxC LxCxT
1 <0.001 <0.001 <0.001 0.005  0.227 <0.001 -
Incidencia
2 <0.001 <0.001 <0.001 0.005 0.498 <0.001 -
1 <0.001 <0.001 <0.001 0.005 <0.001 <0.001 <0.001
Severidad
2 <0.001 <0.001 <0.001 0.005 <0.001 <0.001 <0.001

Para ambos ciclos fenologicos de renovacion foliar, la mayor
incidencia del SALB se present6 en los clones FX 3864 (< 70%) y IAN
873 (< 60%) en los municipios de Belén de los Andaquies y San Vicente
del Caguan, respectivamente (Figura 3.3). El clon FX 4098 presento la
menor incidencia (< 40%) de la enfermedad en Belén y estuvo ausente
en San Vicente del Caguan.

En relacion con el progreso temporal de la incidencia del SALB e
independiente de la localidad (Figuras 3.4A y B), el clon IAN 873 fue
el mas afectado por la enfermedad, especialmente en el ciclo fenolo-

gico 2, con una incidencia promedio maxima de 86.7% en el dia 21
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Figura 3.3 Incidencia media (%) del SALB (Microcyclus ulei) en tres clones de caucho
(Hevea brasiliensis) para dos ciclos fenolégicos de renovacion foliar en dos localidades
de Caquetd, Colombia. A, ciclo 1 (septiembre de 2013 a enero de 2014); B, ciclo 2
(septiembre de 2014 a enero de 2015). Medias seguidas por la misma letra entre
clones en cada localidad no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p <0.05). Las

barras representan el error estandar de la media.
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Figura 3.4 Progreso temporal de la incidencia media (%) del SALB (Microcyclus ulei)
en caucho (Hevea brasiliensis) para dos ciclos fenolégicos de renovacion foliar en
Caqueta, Colombia. Ay B, interaccion clon x tiempo; Cy D, interaccién localidad
x tiempo. Ay C, ciclo 1 (septiembre de 2013 a enero de 2014); By D, ciclo 2
(septiembre de 2014 a enero de 2015). Medias seguidas por la misma letra entre
clones o localidades en cada punto del tiempo no difieren estadisticamente (Prueba

LSD; p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media.
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del seguimiento. En general, para los tres clones de caucho la menor
incidencia se observo hacia los dias 56 y 63 en ambos ciclos fenologi-
cos. Asimismo, al analizar el efecto de la localidad e independiente
del clon de caucho (Figuras 3.4C y D), la mayor incidencia del SALB
se reporto en el municipio de Belén en ambos ciclos fenologicos, con
medias maximas de 62.2% y 80% en los ciclos 1y 2, respectivamente.
La menor incidencia del SALB (< 2%) se report6 hacia los dias 56 y 63
del seguimiento en el municipio de San Vicente del Caguan durante el
ciclo fenologico 1.

La severidad del SALB sigui6é un comportamiento similar a la inci-
dencia. A través del tiempo se observo que los sintomas de la enferme-
dad se intensificaron en los clones FX 3864 en el municipio de Belén de
los Andaquies (ambos ciclos fenolégicos) (Figuras 3.5Ay B) y IAN 873
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Figura 3.5 Progreso temporal de la severidad media del SALB (Microcyclus ulei) en
tres clones de caucho (Hevea brasiliensis) para dos ciclos fenolégicos de renovaciéon
foliar en dos localidades de Caqueta (Colombia). Ay B, municipio de Belén de los
Andaquies; Gy D, municipio de San Vicente del Caguan; Ay C, ciclo 1 (septiembre
de 2013 a enero de 2014); By D, ciclo 2 (septiembre de 2014 a enero de 2015).
Medias seguidas por la misma letra entre clones en cada punto del tiempo no
difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el error

estandar de la media.
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Figura 3.6 Progreso temporal de las principales variables climadticas de interés
epidemiolégico registradas para dos ciclos fenolégicos de renovacion foliar de
caucho (Hevea brasiliensis) en dos localidades de Caquetd, Colombia. A y B, municipio
de Belén de los Andaquies; C y D, municipio de San Vicente del Caguan. Ay C, ciclo
1 (septiembre de 2013 a enero de 2014); By D, ciclo 2 (septiembre de 2014 a enero
de 2015); Tmed, Temperatura media (°C); HRmed, humedad relativa media (%);
NHHR90, niimero de horas diarias con humedad relativa igual o superior a 90%;
TMedNHUR90, temperatura media diaria en el periodo con humedad relativa igual
o superior a 90% (°C); NHT22-26, nimero de horas diaria con temperatura entre 22-

26°C; PPT, precipitacion pluviométrica total diaria (mm).

en el municipio de San Vicente del Caguan (ambos ciclos fenologicos)
(Figuras 3.5C y D). En Belén, la severidad media maxima del SALB en
el clon FX 3864 fue de 2.17 hacia el dia 98 del seguimiento (ciclo 2),
mientras que en San Vicente del Cagudn la media maxima en el clon
IAN 873 fue 1.80 en el dia 35 del seguimiento (ciclo 2). En general, para
ambas localidades y en ambos ciclos fenolégicos se observé un descen-
so significativo de la severidad entre los dias 49 y 70 del seguimiento,
similar a lo observado con la incidencia.

Los factores climaticos monitoreados en cada zona de estudio fue-

ron afines a su clasificacion climatica (Tabla 1.1 y Figura 1.2). En este
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sentido, se reportaron mayores humedades relativas y menores tempe-
raturas en el municipio de Belén de los Andaquies, en comparacion con
el municipio de San Vicente del Caguan (Figura 3.6). En el municipio
de Belén de los Andaquies se observaron por tanto, a través del tiempo,
los mayores rangos en las variables: HRmed (78.6 — 95.5%), NHHR90
(10 — 24 h), NHT22-26 (6 — 24 h), PPT (0 — 30.2 mm), y los menores
rangos en las variables: Tmed (22.7 - 27.8 °C) y TMedNHUR90 (21.7
-23.8°C).

Los resultados del presente estudio mostraron que los mayores
valores de incidencia y severidad del SALB (Figuras 3.4y 3.5) estuvieron
relacionados con la magnitud y con el comportamiento de las variables
climaticas registradas durante el seguimiento temporal, especialmente
en el municipio de Belén de los Andaquies (Figura 3.6 y Tabla 3.2).

Segun la tabla 3.2, las variables climaticas que mejor se asociaron
con la enfermedad fueron NHHR90, TMed, Tmax, HRMed y HRmin.
Esta interdependencia fue mas notoria en el municipio de Belén, en
cuyo caso NHHR90 (positivamente) y TMed (negativamente) fueron las
variables climaticas que mas se correlacionaron con la incidenciay con la
severidad del SALB. En éste estudio la precipitacion pluviométrica total
diaria (PPT) no se correlaciono significativamente con la incidencia ni
con la severidad del SALB.

Los resultados de esta investigacion coinciden con Ribeiro do Vale
et al. (2004), en el sentido en que la temperatura, es uno de los facto-
res ambientales que mas influyen en la incidencia y la severidad de las
enfermedades. Gasparotto et al. (1991) afirman que ademas de la tem-
peratura, la humedad relativa constituye un factor preponderante en
la germinacion de los propagulos y en la esporulacion del patogeno.

Furtado et al. (2008) y Guyot et al. (2010) afirman que las condicio-
nes climaticas contrastantes, principalmente de temperatura y humedad
relativa, tienen un efecto negativo sobre el desarrollo del SALB. Esto
podria relacionarse con la menor incidencia y severidad observadas en
el municipio de San Vicente del Caguan en donde hubo ausencia de
la enfermedad en dos de los tres clones evaluados, a pesar de que los
clones FX 3864 y IAN 873 son igualmente susceptibles a M. ulei, espe-
cialmente en la zona sur de Caquetd, Colombia (Sterling et al. 2010c).
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Tabla 3.2 Coeficientes de correlacion de Pearson (7) y sus respectivos

valores de probabilidad (p). entre variables climaticas y variables del SALB

(Microcyclus ulei) para dos ciclos fenologicos de renovacion foliar de caucho

(Hevea brasiliensis) en dos localidades de Caqueta. Colombia

Variable
climatica®

Tmed

Tmax

Tmin

HRmed
HRmax
HRmin
NHHR90
TMedNHUR90
TMaxNHUR90
TMinNHUR90
NHT22-26
PPT

Variable
climatica

Tmed

Tmax

Tmin

HRmed
HRmax
HRmin
NHHR90
TMedNHUR90
TMaxNHUR90
TMinNHUR90
NHT22-26
PPT

Belén de los Andaquies

Ciclo 12 Ciclo 2

Incidencia Severidad Incidencia Severidad

r p - valor r p - valor r p - valor r p - valor
-0.61 0.012 -0.65 0.006 -0.60 0.014 -0.54 0.031
-0.59 0.016 -0.63 0.009 -0.62 0.010 -0.64 0.008
-0.02 0.956 -0.10 0.716 0.33 0.212 0.36 0.168
0.59 0.017 0.64 0.007 0.57 0.021 0.48 0.061
0.31 0.241 0.41 0.115 -0.13 0.634 -0.26 0.326
0.58 0.019 0.64 0.008 0.56 0.024 0.51 0.045
0.68 0.004 0.70 0.003 0.59 0.015 0.51 0.045
-0.15 0.583 -0.17 0.528 0.13 0.638 0.13 0.634
0.33 0.210 0.40 0.125 -0.11 0.684 -0.15 0.580
-0.02 0.956 -0.10 0.716 0.33 0.212 0.36 0.168
0.44 0.084 0.40 0.128 0.54 0.031 0.52 0.041
0.29 0.283 0.26 0.332 0.38 0.149 0.22 0.411

San Vicente del Caguan
Ciclo 1 Ciclo 2

Incidencia Severidad Incidencia Severidad

r p - valor r p - valor r p - valor r p - valor
-0.60 0.015 -0.51 0.042 -0.49 0.056 -0.25 0.351
-0.42 0.104 -0.27 0.311 -0.50 0.048 -0.32 0.227
-0.18 0.515 -0.04 0.872 0.39 0.133 0.25 0.343
0.57 0.022 0.53 0.036 0.53 0.035 0.40 0.124
0.40 0.130 0.36 0.169 0.42 0.104 0.34 0.194
0.55 0.026 0.47 0.063 0.47 0.069 0.31 0.243
0.38 0.150 0.28 0.298 0.51 0.045 0.34 0.195
0.40 0.124 0.40 0.121 0.38 0.151 0.27 0.306
0.44 0.090 0.43 0.097 0.33 0.217 0.26 0.340
0.37 0.156 0.39 0.140 0.42 0.102 0.29 0.271
0.41 0.115 0.38 0.150 0.41 0.112 0.17 0.539
0.09 0.753 0.17 0.533 0.22 0.412 0.02 0.935

 Ciclo 1. septiembre de 2013 a enero de 2014; ciclo 2. septiembre de 2014 a enero de

2015

> Tmed. Temperatura media (°C); Tmax. temperatura maxima (°C); Tmin. tempera-
tura minima (°C); HRmed. humedad relativa media (%); HRmax. humedad relativa
maxima (%); HRmin. humedad relativa minima (%); NHHR90. nimero de horas dia-
rias con humedad relativa igual o superior a 90%; TMedNHUR90. temperatura media
diaria en el periodo con humedad relativa igual o superior a 90% (°C); TMaxNHUR90.
temperatura maxima diaria en el periodo con humedad relativa igual o superior a 90%
(°C); TMinNHUR90. temperatura minima diaria en el periodo con humedad relativa
igual o superior a 90% (%); NHT22-26. nimero de horas diaria con temperatura entre
22-26°C; PPT. precipitacion pluviométrica total diaria (mm)
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Por otro lado, la mayor incidencia del SALB reportada en el munici-
pio de Belén de los Andaquies estuvo muy correlacionada tanto con la
temperatura media (TMed) como con la humedad relativa (HRMed).
Segun Gasparotto ef al. (1989) el SALB aparece cuando la humedad re-
lativa es superior al 95% y la temperatura es de 24 °C, especialmente, en
los meses de menor precipitacion y en periodos de lluvia intermitente.

Ortolani et al. (1983) afirman que regiones con humedades rela-
tivas superiores al 85%, son altamente favorables para M. ulei y por
tanto, se presentaran altas incidencias del SALB. Esto coincide con lo
reportado en ésta investigacion, en donde la humedad relativa media
fue superior al 90% en diferentes tiempos de evaluacién (Figura 3.6)
especialmente en el municipio de Belén de los Andaquies, en donde
se presentaron incidencias del SALB superiores al 80% en al menos
uno de los puntos temporales de muestreo en los que se evalu6 la en-
fermedad (Figura 3.4).

Sin embargo, la asociacion significativa descrita en esta investigacion
entre TMed y la severidad del SALB difiere de lo reportado por Hono-
rato Junior (2010), quien no encontré un efecto directo de la PPT y la
TMed en la severidad de la enfermedad en ninguna condicion topogra-
fica. No obstante, los resultados de éste estudio para PPT coinciden con
lo enunciado por éste autor. En contraste, otros autores como Santos
(1992) y Camargo y Camargo (2008) consideran que la precipitacion
pluviométrica total mensual se correlaciona significativamente con la
severidad, debido a que ésta variable se encuentra asociada con las pri-
meras fases infecciosas y con el posterior desarrollo de nuevos sintomas
de la enfermedad en la planta.

Guyot et al. (2010) afirman que la variable denominada nimero de
horas de mojamiento foliar (NHMF) es uno de los parametros mas re-
lacionados con la severidad de la enfermedad. En este estudio aunque
ésta variable no se analizo, su alta correlacion con la variable NHHR90
podria explicar como el incremento horario en los valores de humedad
relativa (2 90%) se correlacionaron positivamente con la incidencia y
la severidad de la enfermedad especialmente en la localidad de mayor
presion del SALB (Belén de los Andaquies). Estos resultados coinci-
den con Furtado y Trindade (2005), quienes afirman que el namero
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de horas con humedad relativa mayor al 90% (NHHR90) es la variable
principal en el prondéstico de las epidemias.

Modelos y curvas de progreso temporal del SALB

La cuantificacion de los sintomas del SALB a través de los cestos de re-
colecta de foliolos caidos, genero resultados similares a los obtenidos
en los arboles de caucho (seccién anterior). En este sentido, en ambos
ciclos fenologicos e independiente de la localidad, la mayor proporcion
de la enfermedad (AUDPC) se estimé para los clones FX 3864 y IAN 873
(Figura 3.7A). Asimismo, en el municipio de Belén de los Andaquies se
reportaron las mayores medias de AUDPC en los clones anteriormente
mencionados (Figura 3.7B). No se registraron sintomas del SALB en los
clones FX 3864 y FX 4098 en el municipio de San Vicente del Caguan.

Por otro lado, el analisis de las curvas de progreso del SALB permitio
establecer que independiente del ciclo fenologico o de la localidad,
la enfermedad sigui6 un crecimiento de tipo logisto en los tres clones
clones de caucho (Tabla 3.3. y Figura 3.8).
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Figura 3.7 Media del area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) del
SALB (Microcyclus ulei) en tres clones de caucho (Hevea brasiliensis) segun el ciclo
fenologico de renovacion foliar (A) y la localidad (B) en Caquetd, Colombia. Medias
seguidas por la misma letra entre clones para cada ciclo o localidad no difieren
estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el error estandar de

la media.
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Tabla 3.3 Analisis de regresion lineal utilizados en la evaluacion del ajuste de
tres modelos matematicos (logistico, monomolecular y Gompertz) para el
patosistema Hevea brasiliensis—Microcyclus ule: durante dos ciclos fenologicos
de renovacion foliar de tres clones de caucho evaluados en dos localidades

de Caquetd, Colombia.

Error Error
Modelo*  Ciclo® R** R? AIC BIC y* estandar vy, r estandar
(¥,*) ()
Belén de los Andaquies

FX 3864
Logistico 1 0.99 0.99 -57.68 -55.37 -2.29 0.088  0.092 0.044  0.002
2 0.99 0.99 -63.63 -61.32 -2.15 0.078 0.104 0.044 0.001
Monomolecular 1 0.89 0.90 -25.07 -22.75 -0.21 0.122 -0.230 0.021  0.002
2 0.92 091 -27.36 -25.04 -0.19 0.105 -0.204 0.022  0.002
Gompertz 1 0.75 0.97 -45.79 -43.47 -1.09 0.099 0.051 0.031  0.002
2 0.98 0.98 -54.19 -51.87 -1.02 0.081 0.062 0.031  0.001

FX 4098
Logistico 1 095 0.96 -39.63 -37.31 -2.67 0.163 0.065 0.043 0.003
2 0.98 0.99 -57.44 -55.12 -2.39 0.116 0.084 0.055  0.002
Monomolecular 1 0.75 0.76 -10.74 -8.42 -0.28 0.174 -0.323 0.019  0.003
2 0.87 0.85 -16.36 -14.04 -0.40 0.192 -0.493 0.031  0.003
Gompertz 1 0.87 091 -26.64 -24.32 -1.28 0.177 0.028 0.029  0.003
2 0.94 0.97 -40.38 -38.06 -1.25 0.160 0.031 0.041  0.003

IAN 873
Logistico 1 0.98 0.99 -54.26 -51.94 -3.06 0.131  0.045 0.054  0.002
2 0.97 0.98 -52.89 -50.57 -2.49 0.143 0.076 0.048  0.002
Monomolecular 1 0.90 0.89 -20.77 -18.46 -0.29 0.117 -0.332 0.022  0.002
2 0.83 0.89 -22.80 -20.49 -0.28 0.169 -0.318 0.023  0.003
Gompertz 1 0.98 0.98 -51.59 -49.27 -1.39 0.078 0.018 0.034 0.001
2 093 0.97 -45.05 -42.73 -1.20 0.146  0.036 0.033  0.003

San Vicente del Caguan®

IAN 873
Logistico 1 1.0 1.0 478 -455 -22 0.140 0.104 0.043 0.002
2 1.0 10 -614 -59.1 -23 0.091 0.089 0.048 0.002
Monomolecular 1 08 09 0.9 -198 -0.2 0.164 -0.244 0.022 0.003
2 09 09 202 -179 -03 0.152 -0.323 0.025 0.003
Gompertz 1 09 1.0 -37.7 -354 -1.0 0.151 0.058 0.031 0.003
2 09 10 -452 -429 -1.1 0.127 0.043 0.034 0.002

*Valores mayores de R’y valores menores de AIC (criterio de informacién de Akaike) y de BIC
(criterio de informacién Bayesiano) indicaron el mejor modelo

" Ciclo 1, septiembre de 2013 a enero de 2014; ciclo 2, septiembre de 2014 a enero de 2015

“No se registr6 M. ulei en los clones FX 3864 y FX 4098 en el municipio de San Vicente del Ca-
guan, para ambos ciclos de evaluacién

R?*, coeficiente de determinacion para el ajuste 1: valores transformados (logistico, monomole-
cular y Gompertz) de la proporciéon acumulada del nimero de lesiones por foliolo (NFL) versus
el tiempo (dias)

R?, coeficiente de determinacion para el ajuste 2: valores observados versus valores predichos (por
cada uno de los tres modelos) de la proporcién acumulada del nimero de lesiones por foliolo
(NFL) y el tiempo (dias)

y, ¥, valor del intersecto para el ajuste 1; y, (in6culo inicial), valor del intersecto para el ajuste 2; r
(tasa de infeccion), valor de la pendiente para el ajuste 2.
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Figura 3.8. Proporcion del SALB (Microcyclus ulei) en funcion del tiempo para dos
ciclos fenologicos de renovacion foliar, de los datos reales y previstos para el mejor
modelo (logistico) en tres clones de caucho (Hevea brasiliensis) establecidos en dos
localidades de Caqueta (Colombia). A, G, Ey G, ciclo 1; B, D, Fy H, ciclo 2; A, B, C,
D, EyF, Belén de los Andaquies; G y H, San Vicente del Caguan. Ay B, clon FX 3864;
CyD, clon FX 4098; E, F, G y H, clon IAN 873. No se observé la enfermedad en los
clones FX 3864 y FX 4098 en San Vicente del Caguan para los dos ciclos evaluados.
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En la localidad de Belén de los Andaquies (la de mayor incidencia
del SALB), las mayores tasas de infeccion (r) se presentaron en el clon
IAN 873, sin embargo, el in6culo inicial (y,) mas alto se reporté en el
clon FX 3864 en el segundo ciclo fenolégico. En la localidad de San Vi-
cente del Cagudn, la susceptibilidad observada en el clon IAN 873 fue
inferior (<y,y <) alareportada en Belén de los Andaquies.

Segun Camargo y Bergamin Filho (1995), una mayor tasa de infec-
cion esta relacionada con una ausencia de resistencia horizontal, asi
como un mayor inoculo inicial se relaciona con una reduccion en la
resistencia vertical del material genético. Lo anterior, coincide con lo
reportado para los clones IAN 873 y FX 3864, los cuales, en condiciones
del departamento de Caqueta han demostrado una alta susceptibilidad
al SALB especialmente hacia la zona sur del departamento (Sterling et
al., 2009, 2010a, b, ¢, 2012).

Sin embargo, Furtado et al. (2008) reportaron para la region del Valle
de Ribeira, Estado de Sao Paulo (Brasil), un mayor in6culo inicial de M.
ulei en el clon TAN 873 y una mayor tasa de infeccion en el clon FX 3864,
contrario a lo reportado en la presente investigacion. Esto indica que el
comportamiento epidemiologico en éstos materiales genéticos no sélo
depende de su acervo genético (Vanderplank, 1963), sino también de las
condiciones ambientales inherentes en cada region (Ortolani e al., 1983).

En esta investigacion el modelo de regresion no lineal logistico fue
el que mejor se ajusto a las curvas de crecimiento del SALB para los tres
clones evaluados. Este modelo coincide con lo reportado por Guyot et
al. (2008) quienes compararon la evolucién temporal de los indices de
severidad y estromas en cuatro clones de caucho (incluido el FX 3864)
con diferentes susceptibilidad a M. ule: en parcelas monoclonales esta-
blecidas en la Guyana Francesa.

Segun Guyot et al. (2008), para cada clon analizado, en la medida en
que el indice de severidad maxima de la enfermedad decreci6, la media
de la tasa maxima de infeccion del SALB disminuyo respectivamente.
Esta afirmacion coincide con lo reportado en la presente investigacion,
especialmente para los clones mas susceptibles IAN 873 y FX 3864, los
cuales presentaron mayores tasas de infeccion en la medida en que se
incremento la intensidad de los sintomas (NFL) a través del tiempo.
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Patrones fenologicos foliares y su relacion con los
sintomas del SALB

Se encontraron diferencias muy significativas en las medias de severidad
del SALB y en el nivel de retencion foliar (NRF) para todos los efectos
estudiados en ambos ciclos fenologicos (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Analisis de varianza de los efectos localidad (L), fenologia foliar
(F), clon (C) y sus interacciones, para la severidad del SALB (Microcyclus ulei)
y el nivel de retencion foliar en dos ciclos fenolégicos de renovacion foliar

de caucho (Hevea brasiliensis) en Caqueta, Colombia

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

F C LxF LxC FxC LxFxC
<0.001 <0.001 <0.001 0,005 <0.001 <0.001 <0.001
<0.001 <0.001 <0.001 0,005 <0.001 <0.001 <0.001
<0.001 <0.001 <0.001 0,005 <0.001 <0.001 <0.001
<0.001 <0.001 <0.001 0,005 <0.001 <0.001 <0.001

Variables® Ciclo®

Severidad

Nivel de re-
tencion foliar

 Para ambas variables, el mejor modelo fue el de varianzas heterogéneas
b Ciclo 1, septiembre de 2013 a enero de 2014; ciclo 2, septiembre de 2014 a enero
de 2015

Por otro lado, el grado de interdependencia entre la intensidad de
los sintomas del SALB y el NRF en el dosel de los arboles fue mas evi-
dente en los clones mas susceptibles evaluados en cada localidad (Ta-
bla 3.5). En este sentido, las variables de la enfermedad (incidencia y
severidad) fueron las mejor correlacionadas independiente del clon o
de la fenofase considerada. Para algunas de las fenofases estudiadas, se
observaron correlaciones significativas positivas y bajas entre los sinto-
mas de la enfermedad y el NRF (a mayor intensidad de la enfermedad
menor porcentaje de hojas retenidas en el arbol) (Tabla 3.5).

En el clon FX 3864 que expreso su mayor susceptibilidad al SALB en
el municipio de Belén de los Andaquies, la incidencia y la severidad de la
enfermedad se asociaron positiva y significativamente con el NRF en las
fenofases iniciales (de y d) del ciclo fenologico de renovacion foliar (Tabla
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Tabla 3.5 Coeficientes de correlaciéon de Pearson para los clones de caucho (Hevea
brasiliensis) mas susceptibles al SALB (Microcyclus ulei): FX 3864 en Belén de los
Andaquies (arriba en la diagonal) y IAN 873 en San Vicente del Cagudn (abajo en la
diagonal), entre incidencia, severidad y nivel de retencion foliar, para cada una de las

fenofases foliares evaluadas en Caqueta, Colombia.

Incidencia Severidad Nivel de retencion foliar

Parametros
de?
Incidencia 0.70%:* 0.16%*
Severidad 0.85%* 0.31 %
Nivel de retencion foliar 0.37%* 0. 325
d
Incidencia 0.70%* 0.26%*
Severidad 0.77%* 0.37%:
Nivel de retencion foliar 0.06ns 0.06ns
re
Incidencia 0.87%#% -0.07ns
Severidad 0.77%* -0.12ns
Nivel de retencion foliar -0.08ns -0.05ns
R
Incidencia 0.79%* -0.07ns
Severidad 0.88% 0.02ns
Nivel de retencion foliar 02555 0.26%*

2de, defoliamiento, considerado a partir del momento en que el 10% de la copa del
arbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento y refoliamiento; D, defo-
liamiento completo (no considerado por la ausencia de datos); re, refoliamiento; R,
refoliamiento completo

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

3.5). Por su parte, el clon IAN 873 que fue el tinico afectado por el SALB
en el municipio de San Vicente del Caguan, los sintomas de la enferme-
dad estuvieron principalmente asociados con el NRF en el inicio del ciclo
fenologico (de) y al final del mismo cuando los arboles refoliaron (R).
El analisis de la evolucion temporal del NRF mostro para ésta va-
riable un comportamiento contrastante al observado para la severidad
del SALB (Figuras 3.5y 3.9). En general, se observé un incremento sig-

nificativo en la media del NRF (disminucion del porcentaje de hojas
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retenidas) desde el inicio del ciclo fenolégico de renovacion foliar hasta
la pérdida completa del follaje (maximo valor de NRF) (dia 56 para la
mayoria de los materiales), y en adelante una disminucién significati-
va en la media del NRF (aumento en el porcentaje de hojas retenidas)
hacia el final del ciclo fenologico que corresponde a la época en que
los arboles refolian casi por completo (< 100% de las hojas retenidas)
(Figura 3.9).

En relacion con el comportamiento especifico de los clones, se obser-
vO a través del tiempo y especialmente en el ciclo fenologico 2, un menor
porcentaje de hojas retenidas (mayores valores de NRF), en el clon FX
3864 en el municipio de Belén de los Andaquies (Figura 3.9B) y en el
clon JAN 873 en el municipio de San Vicente del Caguan (Figura 3.9D).
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Figura 3.9 Progreso temporal de la media del nivel de retencién foliar en tres clones
de caucho (Hevea brasiliensis) para dos ciclos fenolégicos de renovacion foliar en dos
localidades de Caquetd (Colombia). Ay B, municipio de Belén de los Andaquies; C'y
D, municipio de San Vicente del Caguan; Ay C, ciclo 1 (septiembre de 2013 a enero
de 2014); By D, ciclo 2 (septiembre de 2014 a enero de 2015). Medias seguidas por
la misma letra entre clones en cada punto del tiempo no difieren estadisticamente

(Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el error estaindar de la media.
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Del mismo modo que lo observado en el andlisis temporal, la crono-
secuencia del NRF mostr6 un incremento significativo de ésta variable
(disminucion del porcentaje de hojas retenidas) desde el inicio del ciclo
fenologico (fenofases “de” y “d”) hasta la pérdida completa del follaje
(maximo valor de NRF en la fenofase “D”) y en adelante una disminu-
cion significativa del NRF (aumento en el porcentaje de hojas retenidas)
hacia el final del ciclo fenologico (fenofases “re” y “R”) (Figura 3.10).

En general, la menor proporcion de hojas retenidas en el dosel de los
arboles (mayor NRF), se presento en el clon FX 3864 para el municipio
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Figura 3.10 Media del nivel de retencion foliar en tres clones de caucho (Hevea
brasiliensis) para distintas fenofases foliares durante dos ciclos fenolégicos de
renovacion foliar en dos localidades de Caqueta (Colombia). Ay B, municipio de
Belén de los Andaquies; Gy D, municipio de San Vicente del Cagudn; Ay C, ciclo 1
(septiembre de 2013 a enero de 2014); B y D, ciclo 2 (septiembre de 2014 a enero de
2015). de, defoliamiento, considerado a partir del momento en que el 10% de la copa
del arbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento y refoliamiento; D,
defoliamiento completo; re, refoliamiento; R, refoliamiento completo. Medias seguidas
por la misma letra entre clones en cada fenofase foliar no difieren estadisticamente

(Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media.
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de Belén de los Andaquies y en el clon IAN 873 en el municipio de
San Vicente del Caguan. Al comparar éste comportamiento con la cro-
nosecuencia observada en la variable severidad (Figura 3.11) se pudo
concluir que estos dos clones presentaron respectivamente los mayores
valores de la enfermedad, principalmente en las tltimas fenofases (“re”
y “R”) del ciclo fenologico de renovacion foliar.

Del mismo modo, independiente de la fenofase considerada, se ob-
servo una mayor susceptibilidad al SALB en el municipio de Belén de los
Andaquies en comparacion con lo reportado en San Vicente del Caguan.

A pesar de que las caracteristicas fenologicas de las plantas estén
principalmente influenciadas por factores genéticos intrinsecos y por
factores ambientales como la precipitacion, el fotoperiodo y la nutri-
cion de las plantas (Morellato, 1991), cabe resaltar que en el caucho la
interaccion entre el ciclo de renovacion foliar y la incidencia del SALB,
juega un rol muy importante en los patrones fenologicos de la planta
(Sambugaro, 2007).

En éste estudio, se observo un incremento de la severidad especial-
mente en las ultimas fases del ciclo fenologico. Segun Gasparotto et al.
(1997) y Sambugaro (2007), luego del defoliamiento ocurre la reno-
vacion foliar o refoliamiento, y en ésta fase el caucho presenta foliolos
susceptibles, los cuales son mas propensos a los ataques por parte de las
enfermedades foliares. Esto explicaria en gran manera, la aparicion de
sintomas severos del SALB en las fenofases finales del ciclo fenologico,
a partir de las cuales hay menos posibilidad de que los materiales de
caucho “escapen” temporal y espacialmente al ataque de M. ulei (Men-
ten y Furtado, 1991).

Segun Sambugaro (2007), el conocimiento del modo y el periodo de
renovacion foliar de los clones de caucho asi como de las condiciones
climaticas inherentes, pueden contribuir con el control del SALB través
del mecanismo de evitacion o evasion de la enfermedad en el tiempo.
Segun Furtado y Trindade (2005) éste proceso de evasion se favoreceria
seleccionando aquellos clones con renovacion foliar uniforme, precoz,
periodo de hibernacion largo y refoliamiento compacto en el periodo
menos favorable (mayor probabilidad de aparicion del SALB).
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Figura 3.11 Severidad media en tres clones de caucho (Hevea brasiliensis) para

distintas fenofases foliares durante dos ciclos fenologicos de renovacién foliar en dos

localidades de Caquetda (Colombia). Ay B, municipio de Belén de los Andaquies; Cy

D, municipio de San Vicente del Caguan; Ay C, ciclo 1 (septiembre de 2013 a enero

de 2014); By D, ciclo 2 (septiembre de 2014 a enero de 2015). de, defoliamiento,

considerado a partir del momento en que el 10% de la copa del darbol presenta hojas

senescentes en caida; d, defoliamiento y refoliamiento; D, defoliamiento completo;

re, refoliamiento; R, refoliamiento completo. Medias seguidas por la misma letra

entre clones en cada fenofase foliar no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p <

0.05). Las barras representan el error estindar de la media.

En la presente investigacion, el clon FX 4098 fue el que presento

un menor NRF (mayor porcentaje de hojas retenidas producto de una

renovacion foliar mas uniforme) al final del ciclo fenologico y también
present6 la menor severidad del SALB. Aunado a esto, en la zona de

estudio también se ha demostrado la menor susceptibilidad que exhibe

éste clon frente a M. ulei (Sterling et al. 2012) por lo que se constituye en

un material promisorio para la region desde de su reaccion fisiologica
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a M. ulei (Sterling y Melgarejo, 2014) y desde una perspectiva de tipo
epidemiologica.

Sin embargo, cabe aclarar que debido a su resistencia de tipo verti-
cal similar al clon FX 3864 (susceptible a M. ulet), su comportamiento
y manejo en campo deben ser cuidadosamente monitoreados con el
fin de reducir la probabilidad de infecciones severas principalmente
en zonas de no escape al SALB, como la region sur del departamento
de Caqueta.

En relacién con los clones FX 3864 y IAN 873 que fueron los mas
afectados por el SALB en los municipios de Belén de los Andaquies y
San Vicente del Caguan respectivamente, comparativamente Sambugaro
(2007) en un estudio epidemiolégico realizado durante 6 anos en
Vale do Ribeira de Iguape (Sao Paulo, Brasil) report6é una tolerancia
intermedia (caida intermedia de foliolos) en el FX 3864 y una mayor
tolerancia (menor numero de foliolos caidos e infectados) en el IAN
873. Asimismo, Castro (2011) en la altillanura colombiana (zona de
escape al SALB) encontré un comportamiento sobresaliente del clon
FX 3864 durante las épocas de defoliacion y de rebrote foliar, donde el
porcentaje maximo de foliolos jovenes infectados fue nulo.

Este comportamiento fue idéntico al observado en la presente
investigacion, dado que no hubo reporte del SALB en el municipio
de San Vicente del Caguan (zona norte de Caqueta). Esto confirma
la influencia que tienen las caracteristicas climaticas propias de cada
zona que determinan una mayor o menor prevalencia de la enfermedad
(Guyot et al. 2010) y su interaccion con las caracteristicas fenologicas
de los materiales genéticos.

Consideraciones finales

El analisis de la evolucion temporal de la incidencia y la intensidad de
los sintomas del SALB en el departamento de Caqueta, permite concluir
que en el municipio de Belén de los Andaquies (zona de mayor presion
del SALB) el clon FX 4098 fue el que present6 los menores indices de la
enfermedad mientras que en San Vicente del Caguan (zona de menor
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presion del SALB) los clones FX 4098 y FX 3864 no exhibieron sintomas
de la enfermedad. Asimismo, se observo que la intensidad de los sinto-
mas del SALB fue mayor en las etapas finales de los ciclos fenologicos
especialmente en los materiales que presentaron mayor susceptibilidad
al SALB, FX 3864 en Belén de los Andaquies y IAN 873 en San Vicente
del Caguan. Finalmente se encontré que las copas de los arboles de los
materiales susceptibles que presentaron menor densidad foliar (menor
porcentaje de hojas retenidas) a su vez exhibieron mayores sintomas
de la enfermedad.

Este tipo de investigaciones son fundamentales para zonas de no
escape al SALB (especialmente la zona centro sur del departamento de
Caqueta), dado que permite construir a partir de datos epidemiologicos
y climaticos, modelos de riesgo epidemiologico de la enfermedad y en
consecuencia, la posibilidad de disenar estrategias de manejo preventivo
o correctivo acordes con las caracteristicas de los materiales genéticos
establecidos en campo y afines a las condiciones climaticas de cada zona
que resulten apropiados para la optimizacion de la productividad del
cultivo de caucho en las zonas con mas presion de la enfermedad en el
departamento de Caqueta.
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Introduccion

Debido a la creciente demanda del caucho natural, el subsector cau-
chero colombiano ha impulsado a nivel nacional la necesidad de se-
leccionar los mejores clones para cada region, con buen desempeno y
tolerancia a los principales limitantes fitosanitarios del cultivo (Caste-
llanos et al., 2009). 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 Ame-
rican Leaf Blight) (Junqueira et al., 1986; Mattos et al., 2003, Sterling y
Rodriguez, 2011, 2012; Rivano et al., 2013). Esta patologia es ocasiona-
da por el hongo Microcyclus ulei, y constituye el principal limitante del
cultivo de caucho en América (Gasparotto et al. 2012).

E1 SALB reviste gran importancia porque produce defoliaciones pre-
maturas repetidas, reduce la actividad fotosintética de la planta, dis-
minuye la produccién de litex entre un 20% y 75% (Chee y Holliday,
1986) y puede ocasionar la muerte de la planta (Gasparotto et al., 2012).
Sin embargo, se desconocen muchos aspectos relacionados con la res-
puesta fisiologica de H. brasiliensis al SALB en condiciones controladas
de infeccion (Lieberei, 2007), y en condiciones naturales éste conoci-
miento 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 fisiolo-
gica en relacion con el progreso de la infeccion o la interaccion de los
patrones fenologicos foliares con el SALB en relacion con la respuesta
ecofisiologica de la planta.
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La mayoria de los estudios fisiologicos realizados en H. brasiliensis han
sido abordados en plantas sanas y se ha analizado el efecto de diversos
factores abioticos relacionados principalmente con estrés hidrico (Sena
et al., 2007; Conforto, 2008), estacionalidad climatica (Nascimento et
al., 2006), disponibilidad luminica (Righi y Bernardes, 2008) y el efecto
del sistema de cultivo (monocultivo y consorcio) sobre el crecimiento y
rendimiento productivo (Oliveira et al., 2006). 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
(Rodrigo, 2007) sobre la respuesta ecofisiologica de la planta.

De acuerdo con lo anterior, en el presente capitulo se reportan los
resultados relacionados con los cambios fisiol6gicos expresados por dos
clones de caucho (FX 3864 y FX 4098) con diferente resistencia al SALB,
ante la infeccién producida por M. ulei en condiciones de inoculacion
controlada y de infeccion natural sobre materiales vegetales en etapa
de crecimiento en condiciones de alta presion de la enfermedad en la
zona sur del departamento de Caqueta, Colombia.

Fisiologia del estrés en caucho y su importancia en
el contexto regional

La fisiologia vegetal en su sentido amplio es la ciencia de la vida de las
plantas bajo la influencia de los factores bioticos y abioticos (Larcher,
2003). Segun Lamberts et al. (2008), estos factores afectan positiva o
negativamente (fisiologia del estrés) el crecimiento, la productividad, la
supervivencia y la reproduccion de las plantas, que evolutivamente han
desarrollado mecanismos para adaptarse y soportar dichos fen6menos.

Los estudios fisiol6gicos en caucho se han enfocado principalmente
en la influencia de los factores ambientales abiéticos (Rodrigo, 2007;
Da Matta, 2008). En H. brasiliensis son apreciables los efectos fisiologi-
cos que causa el SALB (Lieberei, 2007); sin embargo, muchos de los
eventos relacionados con la respuesta fisiologica de la planta estan poco
documentados o entendidos (Sterling y Melgarejo, 2014). Los estudios

afines se han enfocado esencialmente en los aspectos fisiologicos de la
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resistencia a M. ulei, con el objetivo de identificar los procesos involu-
crados en la interaccion-planta patégeno (Hashim y Pereira, 1989; et
al., 1995; Rivano et al., 2013; Sterling y Melgarejo, 2014) y finalmente
el desarrollo de marcadores bioquimicos para asistir programas de me-
joramiento (Lieberei, 2007).

Lieberei (1996), evalu6 en condiciones controladas diferentes aspec-
tos fisiologicos de la resistencia (contenido de clorofila, fotosintesis, res-
piracion, peso fresco y peso seco), asociados al estado fenologico de las
hojas afectadas. Sin embargo, no esta documentado el efecto que tiene
la severidad de la enfermedad sobre la fisiologia de la planta en condi-
ciones de inoculacion controlada o en condiciones de infeccion natural.
Tampoco se tiene claridad sobre los cambios en la respuesta en relacion
con el progreso de la infeccion o el ciclo fenologico de la planta.

En Colombia, el gobierno nacional priorizé diversos nucleos de pro-
duccion, teniendo en cuenta la tradicion cauchera y la delimitacion
por zonas de escape y no escape al hongo M. ule: (STNCC, 2008). En
esta priorizacion se incluy6 la Amazonia colombiana especialmente los
departamentos de Caquetd, Putumayo y Guaviare, los cuales se ubican
principalmente en zona de no escape al SALB.

En consideracion de las potenciales limitaciones presentes en la zona
antes referida, el conocimiento de la respuesta fisiologica de diferentes
clones de caucho natural al SALB constituye un insumo clave para el
diseno de herramientas de monitoreo y diagnoéstico temprano, para el
manejo apropiado del SALB en combinacion con las estrategias clasicas
de manejo a través del uso de clones resistentes con perspectiva para
la region amazonica colombiana y en zonas de alta presion del SALB
como la zona sur del departamento de Caqueta.

Evaluacion de la respuesta fisiologica del caucho
al SALB en condiciones de inoculacion controlada

Condiciones de inoculacion controlada
El estudio se realiz6 en el cuarto climatizado del Laboratorio de Fitopa-
tologia del Instituto Amazoénico de Investigaciones Cientificas “SINCHI”

149

Respuesta fisiologica del caucho




en Florencia, Caqueta (Colombia), municipio localizado entre las coor-
denadas 1" 37’ 03” de latitud Norte y 75" 37 03” de longitud Oeste
(IGAC, 2010). La temperatura del aire se controlo6 a 23 °C, la humedad
relativa mayor a 90% y se manej6 un fotoperiodo de 12/12 h (PAR=
11.5 pmol fotones/m?s*) (Mattos et al., 2003; Sterling et al., 2010 a, b).

Fuente de in6culo

Se empleo el aislamiento CVI2 de M. ulei perteneciente al banco de
aislamientos del Laboratorio de Fitopatologia del Instituto Sinchi (Fi-
gura 4.1A). El in6culo primario, consistioé de conidios crecidos in vitro
los cuales se reactivaron mediante inoculacion controlada en un clon
susceptible (PB 260) (Sterling et al., 2009), y se prepar6 en agua desti-
lada estéril una suspension de indculo de 2 x 10° conidios/ml (Mattos
et al., 2003; Sterling et al., 2010a, b).

Material vegetal

Se utilizaron los clones FX 4098 y FX 3864 (Tabla 1.3) por presentar
una reaccion diferencial frente a M. ulei. El clon FX 4098 clasificado
como moderadamente resistente y el clon FX 3864, como susceptible
(Sterling y Melgarejo, 2014). Por cada clon de caucho se emplearon
plantulas sanas de 4 meses de edad (dos pisos foliares).

Realizacion de las inoculaciones

Las inoculaciones consistieron en la aspersion de una concentracion
de in6culo de 2 x 10° conidios/ml sobre el envés de 12 foliolos jévenes
(cuatro hojas trifoliadas) de 12 dias de edad en estadio B, (Hallé ¢t al.,
1978) pertenecientes al segundo piso foliar de cada planta (Sterling et
al., 2010a, b) (Figura 4.1B). Luego de la inoculacion, las plantas per-
manecieron 24 horas en oscuridad y a partir de ahi hasta el dia 20 se
sometieron a un fotoperiodo de 12/12 h, radiacion fotosintéticamente
activa, PAR: 11.5 pmol fotones/m?®.s. Este grupo de plantas correspon-
dio al tratamiento I (inoculadas). Como control se emplearon plantas
saludables no inoculadas (NI). La unidad experimental correspondi6
a cada una de las plantas utilizadas. Se utilizaron cinco plantas por tra-

tamiento. El experimento se realizo por triplicado.
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Figura 4.1. Pruebas de infeccién en condiciones controladas. A. In6culo in vitro de

Microcyclus ulei. B. Inoculacion por aspersion controlada.

Evaluacion temporal del SALB

La evaluacion de la severidad de ataque del SALB (M. ulei) a través del
tiempo, se considero a los 0, 4, 8, 12, 16 y 20 después de la infeccion a
partir de la escala adaptada 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). Asimismo,
se calculo 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 formula propuesta por Campbell y Madden (1990).

Evaluacion del intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a

* Intercambio gaseoso

Los parametros de intercambio gaseoso: tasa de asimilacion neta de CO,
(A) (pmol CO, m*s'), tasa de transpiracion (£) (mmol H,O m*s") y
conductancia estomatica (g) (mol H,O m*s') se midieron mediante
un equipo portatil IRGA de tipo abierto (TPS 2, PP Systems, USA) (Fi-
gura 4.2A). 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 aguay
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Figura 4.2. Evaluaciones fisiolégicas en laboratorio. A. Intercambio gaseoso con un

equipo portatil IRGA. B. Fluorescencia de la clorofila con fluorémetro portatil.

la toma de CO, (Bacon, 2004). Las evaluaciones se realizaron en dos
hojas trifoliadas (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.

e Fluorescencia de la clorofila a

Los parametros de fluorescencia de la clorofila a: rendimiento cuanti-
co maximo del fotosistema II (PSII) (F /F ), eficiencia en la captura de
la energia de excitacion por los centros de reaccion abiertos del PSII
(F,/F ), coeficientes de los quenching fotoquimico (¢P) y no fotoqui-
mico (NPQ) y tasa de transporte de electrones (ETR). Estos parame-
tros se determinaron con un fluorometro portatil de pulso modulado
(Hansatech, Hoddesdon, Inglaterra) (Figura 4.2B). Las evaluaciones se
realizaron en los mismos foliolos que se utilizaron para las mediciones
de intercambio gaseoso. Previo al registro de los parametros de fluores-
cencia, el punto de medicion de cada foliolo se adapto a la oscuridad
durante 30 min.
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Evaluacion de la respuesta fisiologica del caucho
al SALB en condiciones de infeccion natural

Condiciones de infeccion natural

El estudio se realiz6 en el municipio de Belén de los Andaquies, Ca-
queta (Colombia) (zona de alta presion del SALB) (Tabla 1.3), en dos
plantaciones monoclonales de caucho (FX 4098 y FX 3864) de 1 ha cada
una, establecidas en surco doble [10 m x 4 m x 2.8 m (510 plantas/ha) ],
constituidas por arboles en crecimiento de 5 anos de edad (etapa impro-
ductiva) y con comportamiento caducifolio.

Evaluacion de los cambios fenolégicos y el nivel de reten-
cion foliar del dosel

En cada plantacion monoclonal se seleccionaron de manera
selectiva arboles de caucho que entraron en proceso de defoliacion-
refoliacion anual (ciclo fenolégico de renovacion foliar considerado
desde septiembre de 2013 hasta enero de 2014). En el desarrollo de éste
proceso, los arboles se clasificaron segun la fenologia foliar (fenofases)
y €l nivel de retencion foliar (NRF) de sus copas.

La clasificacion de las fenofases foliares se realiz6 mediante una
escala cualitativa modificada de Furtado (1996), asi: de= defoliamiento,
considerado a partir del momento en que el 10% de la copa del arbol
presenta hojas senescentes en caida, d= defoliamiento y refoliamiento,
re= refoliamiento y R= refoliamiento completo. La fenofase D
(defoliamiento completo) no se consider6 debido a la ausencia de hojas
para las evaluaciones fisiologicas. Se seleccionaron 4 arboles por cada
fenofase foliar.

La clasificacion del NRF se realiz6 mediante la siguiente escala vi-
sual: 0= 100% de hojas retenidas, 1= 99-80% de hojas retenidas, 2= 79-
60% de hojas retenidas, 3= 59-40% de hojas retenidas y 4= 39 -20% de
hojas retenidas (Figura 4.3). La categoria 5 (0% de hojas retenidas) no
se considero por la ausencia de hojas para las evaluaciones fisiologicas.
Se seleccionaron 4 arboles por cada categoria de NRF.

Con el fin de asociar la sintomatologia del SALB con los cambios fe-
nologicos y foliares observados en campo, para cada una de las fenofases
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Figura 4.3. Escala de los niveles de retencién foliar en caucho. A. 0= 100% de hojas
retenidas. B. 1= 99-80% de hojas retenidas. C. 2= 79-60% de hojas retenidas. D. 3= 59-
40% de hojas retenidas. E. 4= 39 -20% de hojas retenida.

foliares y categorias de NRF se determiné visualmente la severidad del
SALB en la copa de los arboles mediante la escala adaptada de Gaspa-
rotto et al. (1989), como se utilizo en la fase de laboratorio. Asimismo,
y mediante la metodologia de los cestos de recolecta de foliolos caidos
(como se explico en el capitulo 3), se determiné el nimero de lesiones
por foliolo (NLF) presentes en un drea circular central de 2 cm?, como
una medida de la intensidad de los sintomas del SALB evidenciada en
los foliolos caidos.

Evaluacion del intercambio gaseoso y fluorescencia de la
clorofila a

En campo definitivo y utilizando la misma metodologia empleada en
laboratorio, se evaluaran los parametros fisiolégicos de intercambio ga-
seoso (A, E, g 'y WUE) y fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm, F, ’/Fm , qP,
NPQ y ETR) (Figuras 4.4Ay B).

Medicién del Indice de Concentracién de Clorofila (CCI)

Un medidor portatil de clorofila CCM-200 plus (Opti-Sciences, Inc,
USA) permitié medir el Indice de Concentracién de Clorofila por sus
siglas en inglés CCI (Chlorophyll Concentration Index) (Figura 4.4C).
El CCI es proporcional a la cantidad de clorofila presente en el tejido

154 Evaluacion inicial del asocio caucho - copoazu en el Caqueta:
una alternativa de enriquecimiento agroforestal con potencial para la Amazonia colombiana.




Figura 4.4. Evaluaciones ecofisiol6gicas en campo. A. Intercambio gaseoso con un

equipo portatil IRGA. B. Fluorescencia de la clorofila con fluorémetro portatil. C.
Concentracion relativa de clorofila con medidor portatil. D. Indice de érea foliar con

ceptémetro.

vegetal, por lo que este valor es un valor relativo del contenido de clo-
rofila (Atkinson et al., 2006; Liberloo et al., 2007). Las evaluaciones se
realizaron en los mismos foliolos que se utilizaron para las mediciones
de intercambio gaseoso.

Indice de area foliar (LAI)

El indice de area foliar por sus siglas en inglés LAI (leaf area index) es
el area proyectada de las superficies de las hojas por unidad de area de
suelo (Marshall y Waring, 1986). Esta medida de crecimiento se rela-
ciona con el area de la superficie fotosintética (necesaria para capturar
la energia luminica) (Wilhem et al., 2000). La medicion indirecta del
LAI se realizé por medio de un Ceptéometro AccuPAR® Modelo LP-80,
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con la barra dispuesta de manera perpendicular al eje vertical de los
arboles (Figura 4.4D). Los valores de LAI se calcularon a partir de las
lecturas de la PAR que llega al dosel (PAR ), y la PAR que hay debajo
de este (PAR,) (Fournier y Andreu, 1999).

Analisis estadistico

Para el analisis de las variables registradas en la fase de laboratorio, se
ajusté un modelo lineal general (MLG) con los factores fijos clon (FX
3864 y FX 4098), tratamiento (I'y NI), tiempo de muestreo (0, 4, 8, 12,
16 y 20 DDI) y sus interacciones a un nivel de significancia del 5%. Asi-
mismo, se ajustdo un MLG para la variable AUSPC con el factor clon.
Para el analisis de las variables de campo, se ajusté un MLG con los fac-
tores fijos clon (FX 3864 y FX 4098), época (seca, lluvia y transicion),
fenologia (de, d, re y R) o nivel de retencion foliar (0, 1, 2, 3y 4) y sus
interacciones con una significancia del 5%.

En los MLGs, la varianza residual se model6 para contemplar varian-
zas diferentes segun la heterocedasticidad observada en los efectos fijos
del modelo, mientras que la correlacion residual para las observaciones
sucesivas en el tiempo se contempl6é 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
(DiRienzo et al., 2011). Los menores valores para estos criterios indica-
ron el mejor modelo. El ajuste del MLG se realiz6 utilizando la funcion
Ime de la libreria nlme (Pinheiro et al., 2013) de R (R Core Team, 2014),
bajo la interfaz implementada en InfoStat (Di Rienzo et al., 2014).

El analisis de las interacciones, mediante la comparacion de medias
para las combinaciones de los niveles de todos los factores evaluados, se
realizo mediante la prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher
con una significancia del 5%. Los coeficientes de correlaciéon (Prueba
de Pearson) entre las distintas variables se estimaron para el clon sus-
ceptible (FX 3864), debido a que éste material present6 los mayores
niveles de severidad de la enfermedad.

Todas las pruebas estadisticas se corrieron en el programa InfoStat
version 2014 (Di Rienzo et al., 2014).
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Respuesta fisiologica del caucho al SALB en
condiciones de inoculacion controlada

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 (Figura 4.5).

La severidad del SALB en el clon FX 3864 fue significativamente su-
perior a través del tiempo respecto a lo observado en el clon FX 4098,
donde la diferencia fue mayor a partir de los 12 DDI (Figura 4.5A). El
AUSPC en el clon FX 3864 fue 42.8 % superior al calculado en el clon
FX 4098 (p < 0.05) (Figura 4.5B).

Parametros fotosintéticos
Se encontraron diferencias significativas en A, g, Ey WUE entre los dos
clones de caucho, entre los tratamientos (I y NI) y a través del tiempo
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Figura 4.5. A. Curva de progreso de la severidad del SALB (Microcyclus ulei,
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 (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
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(DDI) (todas, p <0.05). Asimismo resultaron significativas todas las in-
teracciones entre estos factores. Para el clon FX 4098 (moderadamente
resistente) se encontraron diferencias significativas entre plantas inocu-
ladas (I) y plantas no inoculadas (NI) a los 8 DDI (Figura 4.6A) y a los
8, 16 y 20 DDI para el clon FX 3864 (susceptible) (Figura 4.6B).

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 reduc-
cion significativa de A. Para el clon FX 3864, la disminucién de A fue
del 88.3% alos 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 4.6G y H). En las plantas inoculadas del clon FX
3864, el mas afectado por el SALB (< A), los parametros g y E fueron
significativamente inferiores en un 74.6% a los 16 DDI y 58.8% a los 20
dias, respectivamente, en comparacion con las plantas no inoculadas
(Figura 4.6D y F).

Se encontraron diferencias significativas entre los clones FX 4098 y
FX 3864 desde los 4 hasta los 20 DDI para Ay para g (excepto a los 8
DDI) (Figura 4.6A, B, CyD),yalos 12y 16 DDI para E (Figura 4.6E y
F). Entre los dias 12 y 16 DDI no se observaron diferencias significati-
vas en el valor medio de WUE entre los dos clones de caucho (Figura
4.6GyH).

El analisis de la fluorescencia de la clorofila permitio detectar dife-
rencias significativas en F /F , F,’/F °, gPy ETR en al menos uno de los
factores (clon, tratamiento y DDI) al igual que en algunas de las inte-
racciones entre estos factores (p <0.05). No hubo un efecto significativo
de estos factores ni sus interacciones en el valor medio de NPQ).

En el clon moderadamente resistente (FX 4098) se observo un efecto
significativo del tratamiento (I y NI) sobre los parametros F, /Fm, F, ’/E n’
y ¢Palos 20 DDI, y a los 16 DDI para ¢P (en todos los casos, en el esta-
dio foliar C) (Figura 4.7A, Cy E). En este sentido, los valores medios de
F/F ,F’/F ’,y gP decrecieron significativamente en 5.8, 5.2y 20.8% en
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Figura 4.6. Ay B, Tasa de asimilacion neta de CO, (A); Cy D, conductancia estomatica
a vapor de agua (g); EyF, tasa de transpiracion (E); y Gy 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, Fy 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 I 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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plantas inoculadas respecto a las plantas no inoculadas al final del segui-
miento (20 DDI). Asimismo, hubo una reducciéon del 30.7% en la me-
dia 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 4.7G y I). En el clon
susceptible (FX 3864), los valores medios de F /F decrecieron significa-
tivamente en 9.5, 9.6 y 11.9% en plantas inoculadas en comparaciéon con
las no inoculadas a los 8, 16 y 20 DDI, respectivamente (Figura 4.7B).
Asimismo, F ’/F ’descendi6 significativamente en 12.2'y 6.7% en
plantas inoculadas respecto a las no inoculadas a los 8 y 20 DDI, respec-
tivamente (Figura 4.7D). No se observo un efecto significativo del trata-
miento (I'y NI) sobre los parametros ¢F, NPQ y ETR (Figura 4.7 F, Hy]).
No se encontraron diferencias significativas para F /F  entre los clo-
nes FX 4098 y FX 3864 (Figura 4.7A y B). Hubo diferencias significativas
para la media de F, ’/Fm ’entre ambos clones a los 12 DDI, con valores su-
periores en el FX 4098 (Figura 4.7Cy D). Para ¢Py ETR estas diferencias
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Figura 4.7. Ay B, Rendimiento cudntico maximo del fotosistema II (PSII) (F/F ); CyD,
eficiencia en la captura de la energia de excitacién por los centros de reaccién abiertos
del PSII (F, ’/Fm’); E y F, quenching fotoquimico (qp); Gy H, quenching no fotoquimico
(NPQ); 1y], tasa de transporte de electrones (ETR) para foliolos de plantas de caucho
(Hevea brasiliensis) de los clones FX 4098 (moderadamente resistente) (A, G, E, GyI)
y FX 3864 (altamente susceptible) (B, D, F, Hy]), inoculados (I) y no inoculados (NI)
con Microcyclus ulei (Fase conidial: Fusicladium macrosporum) en condiciones controladas.
Fenologia foliar (0 — 8 dias, estadio By > 12 dias, estadio C). Medias para los clones FX
4098 y FX 3864 seguidos por un triangulo invertido y para los tratamientos I y NI seguidos
por un asterisco (*) para cada evaluacién 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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entre clones ocurrieron a los 0, 4y 20 DDI (Figura 4.7, E, F, Iy ]). Asi-
mismo, se presentaron diferencias significativas para ¢gPa los 16 DDI.

Las bajas tasas fotosintéticas en los estadios foliares inmaduros (B y
C) pueden estar asociados a procesos como la resistencia estomatica,
elevada respiracion (Schwob et al., 1998) y altos puntos de compensa-
cion de CO, (Bergonci, 1981). Sin embargo, otras caracteristicas como
la acumulacion de materia seca, el contenido de cloroplastos (Bergonci,
1981) y la conductancia estomatica (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
pudo relacionarse con la reduccion de la fotosintesis neta en los folio-
los jovenes de los dos clones evaluados.

Segun Erickson et al. (2003) la reduccion en la conductancia esto-
madtica (g) es uno de los parametros que mas limita la fotosintesis en
plantas enfermas debido a la reduccion en el influjo del CO, hacia la
planta. En el patosistema H. brasiliensis — M. ulei esta situacion fue evi-
dente en las etapas mas avanzadas de la enfermedad (8 DDI, foliolos B,
y 16 — 20 DDI foliolos C) donde se evidenci6 una reduccion significativa
de g ala par de un descenso significativo de A en el clon susceptible.

Lo anterior permitiria afirmar que la reduccion en A no fue influen-
ciada por la entrada de CO, hacia el mesofilo de las hojas, sino por
accion de la enfermedad que probablemente llevo a diversas limitacio-
nes bioquimicas en la asimilacion y fijacion del CO, en el estroma de
los cloroplastos durante el ciclo de Calvin (Aucique Pérez et al., 2014).

En la mayoria de las enfermedades, A es reducida desde el inicio de
la infeccién (Domiciano et al., 2009). No obstante, en este estudio la
afectacion de la fotosintesis ocurrié a los 8 DDI en foliolos con sinto-
mas del SALB con las clases de severidad ‘2’ y ‘3’ en los clones FX 4098
y FX 3864, respectivamente. Es decir, que la disminuciéon 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 reporta-
dos 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
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(resistencia estomatica) y bioquimicas (contenido de clorofila y reduc-
cion de la actividad enzimatica sobre el CO,) en el proceso fotosinté-
tico presente durante la ontogenia foliar del clon de caucho FX 2261.

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 colonizacién masiva de los te-
jidos vegetales por M. ulei. Asimismo, las reducciones en el uso eficiente
del agua (WUE) se relacionaron con reducciones en A, E'y g en ambos
estadios foliares. Estas reducciones en WUE implicarian por tanto, un
desbalance entre la pérdida de agua por transpiracion y la toma de CO,
(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. wulei.

El menor impacto negativo observado sobre los parametros de in-
tercambio gaseoso en el clon FX 4098, podria explicarse mas alld de
la menor susceptibilidad al ataque de M. ulei (menor severidad), al in-
cremento 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).

En el clon susceptible (FX 3864), la infeccion por M. ulei provoco
una afectacion del rendimiento cuantico maximo del fotosistema II
(PSII) (£ /F ) con una media que disminuy6 de 0.83 a 0.75, lo que pudo
relacionarse con algun nivel de afectacion en el centro de reaccion del
PSII (Bonfig et al., 2006; Baker, 2008). Asimismo fue evidente un des-
censo simultaneo en la eficiencia en la captura de la energia de exci-
tacion cuando se encuentran abiertos los centros de reaccion del PSII
(F,’/F ) y en la disipacion fotoquimica de luz absorbida (¢P) (8 DDI),
lo que indica que las plantas inoculadas redujeron significativamente
la capacidad de capturar y utilizar la energia luminica.

Maxwell y Johnson (2000) afirman que una reduccion en ¢P indi-
caria que la energia fotoquimica podria no ser completamente disi-
pada a través de la asimilacion del CO,, el sumidero principal para la
luz absorbida en los cloroplastos. La reduccién en ¢P puede también
interpretarse como un aumento en la proporcion de la quinona A oxi-

dada, y por tanto, representa una fraccion de los centros de reaccion
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del PSII que estan propensos a sufrir dano fotoinhibitorio (Lima et al.,
2002; Baker, 2008).

Las reducciones en F JF S F /F Y ¢P también se asociaron con disminu-
ciones en ETR (especialmente en foliolos C), lo cual probablemente creo
un exceso de poder reductor (acumulacion de e’) y una serie de efectos
foto-oxidativos (Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008). En el presente es-
tudio las plantas inoculadas del clon altamente susceptible hicieron fren-
te a éste exceso de energia via disipacion térmica a los 12 DDI (foliolos
(), dado que hubo un incremento de NP(Q) en ésta etapa de la infeccion.

En éste estudio se observo una reducciéon 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 excita-

cion (Baker, 2008).

Respuesta fisiologica del caucho al SALB en
condiciones de infeccion natural

Intensidad de los sintomas del SALB segiin la fenologia y
el nivel de retencion foliar
Se encontraron diferencias significativas en las medias de severidad
entre clones, fenofases foliares, niveles de retencion foliar (NRF) y en
las interacciones clon x fenofase y clon x NRF (todas, p < 0.05) (Tabla
4.1). Asimismo, se presento un efecto significativo del clon y del NRF
sobre las medias de NFL. La interaccion clon x NRF resulto significativa
para NFL. No hubo significancia atribuida a las fenofases foliares o a la
interaccion fenofase x clon sobre las medias de NFL.

De acuerdo con la tabla 4.1, las fenofases “re” y “R” y las categorias “3”
y “4” de NRF, fueron las que mas se asociaron con los sintomas del SALB
en los arboles de caucho seleccionados para las evaluaciones fisiologicas.

Respuesta fisiolégica en la interaccion fenologia foliar x SALB

Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en gsy LAI en los
factores clon (C), época (E), fenologia (F) y sus interacciones, mientras
las variables A, Ey WUE las presentaron en épocay fenologia (p < 0.01).
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Tabla 4.1. Intensidad de los sintomas del SALB (Microcyclus ulei) segin
la fenologia foliar y el nivel de retencion foliar en los clones de caucho
FX 3864 y FX 4098 bajo condiciones de alta presion de la enfermedad en
Caqueta (Colombia)

Severidad NFL!
Fen(?fase Clon Promedio F eno'fase Clon Promedio

foliar! FX 3864 FX 4098 foliar FX 3864 FX 4098

de 2.00+£0.25'b" 0.25+0.25¢  1.12b de 1.55+0.26a 0.13+0.26a 0.84a

d 1.75+0.25b  0.50+0.25¢ 1.12b d 1.63+£0.26a 0.25+0.26a 0.94a

re 3.50+0.25a  0.50+0.25c  2.00a re 1.90+0.26a 0.60+0.26a 0.62a

R 3.25+0.25a  0.75+0.25¢  2.00a R 1.95+0.26a 0.85+0.26a 1.40a
Media® 2.63a 0.50b Media 1.76a 0.46b
NRE oo CO% ooy Promedio NRE .o CIO% Promedio

0 1.25+0.28bcd 0.25+0.28¢  0.75b 0 1.58+0.21c 0.63+0.21d 1.1bc

1 1.50+0.28bc 0.25+0.28¢  0.87b 1 1.28+0.21c 0.33+0.21d 0.80c

2 1.75+0.28b  0.50+0.28de 1.12b 2 1.70+0.21 0.40+0.21d 1.05c

3 3.50+£0.28a  0.75+0.28cde 2.12a 3 2.43+0.21b 0.55+0.21d 1.49ab

4 3.75+0.28a  1.00+0.28b-¢ 2.37a 4 3.18+0.21a 0.65+0.21d 1.91a
Media 2.3ba 0.55b Media 2.03a 0.51b

* Error estandar

b Valores promedio en cada columna seguidos por la misma letra no difieren estadisti-
camente (Prueba LSD, p < 0.05)

¢ Medias de los valores en esta fila seguidas por la misma letra no difieren estadistica-
mente (Prueba LSD, p < 0.05)

4 Fenofases foliares: de, defoliamiento considerado a partir del momento en que el
10% de la copa del drbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento y refo-
liamiento; re, refoliamiento; R, refoliamiento completo

¢ NREF, nivel de retencion foliar: 0= 100% de hojas retenidas; 1= 99-80% de hojas rete-
nidas; 2= 79-60% de hojas retenidas; 3= 59-40% de hojas retenidas; 4= 39 -20% de hojas
retenidas

fNFL, niamero de lesiones por foliolo presentes en un drea circular central de 2 cm?

Asimismo las variables de fluorescencia de la clorofila a (E /Fm, F, ’/Fm g
gPy ETR) mostraron diferencia altamente significativa (p < 0.01) en la
interaccion época por fenologia, del mismo modo que gPy ETR en el
efecto clon, y para CCI entre clones y fenofases.
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Parametros de intercambio gaseoso

El valor medio de gs fue significativamente superior en el clon FX 3864
en un 25% en relacion con lo observado en el FX 4098 (Tabla 4.2). Por
el contrario A, CCI y LAI presentaron valores medios superiores en el
clon FX 4098 comparativamente con el FX 3864 (p < 0.05). Las medias
mas bajas para los seis indicadores fisiologicos, se reportaron durante
la fenofase “re” (mayor severidad del SALB) en donde la mayor pro-
porcion de la copa corresponde a foliolos en estadios inmaduros By C
con baja o nula actividad fotosintética (Miguel ez al., 2007) (Tabla 4.2).
Aucique Pérez et al. (2014), afirman que las enfermedades foliares con-
llevan a limitaciones bioquimicas en la asimilacion y fijacion del CO,,
lo cual afecta directamente la fotosintesis.

Los mayores valores medios de A, Ey gs se observaron principalmente
durante la fenofase “R” (Tabla 4.2). Por otro lado, en la fenofase “de”
se observaron las mayores medias de WUE, CCI'y LAI (Tabla 4.2). En
relacion con la influencia de la época, la mayor favorabilidad sobre los
valores medios de A, E, gsy CCI se present6 durante la transicion hacia
la época seca (Tabla 4.2).

El analisis interaccion clon x fenologia resulto significativa para Ay
mostro que la mayor tasa fotosintética (A) se presento en el clon FX 4098
(A=12.42 pmol CO,/m?:s") (Figura 4.8A). Del mismo modo se observé
éste comportamiento en la fenofase “R” (menor severidad del SALB
para éste clon) durante la época lluviosa (A = 12.52 pmol CO,/m?.s™)
(Figura 4.8B).

En ambos clones de caucho, los mayores valores de A se presentaron
en la fenofase “R”. En contraste, los menores valores se registraron en la
fenofase “re”. Entre épocas se observo el mismo patrén, mayores tasas
de asimilacion neta al final del ciclo fenologico y menores tasas durante
el periodo de refoliamiento. Las bajas tasas fotosintéticas en los estadios
foliares inmaduros (B y C) pueden estar asociados a procesos como la
resistencia estomadtica, elevada respiracion (Schwob et al., 1998) y altos
puntos de compensacion de CO, (Bergonci, 1981).
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Figura 4.8. Tasa media de asimilacion neta de CO, (A) entre diferentes fenofases
foliares de arboles de caucho (Hevea brasiliensis) en etapa de crecimiento segin
el clon (A) y la época pluviométrica (B) en una zona de alta presion del SALB

(Microcyclus ulei) en Caquetd (Colombia). Fenofases: de, defoliamiento considerado a
partir del momento en que el 10% de la copa del arbol presenta hojas senescentes en
caida; d, defoliamiento y refoliamiento; re, refoliamiento; R, refoliamiento completo.
Medias seguidas por la misma letra entre fenofases en cada clon o época no difieren
estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el error estandar de

la media; n = 4.

En relacion con la tasa media de transpiracion (£), la prueba de hi-
potesis para la interaccion clon x época x fenologia resulté muy signi-
ficativa (p < 0.01) (Figuras 4.9A y B). En general, en ambos clones, la
mayores medias de E se presentaron durante el refoliamiento comple-
to “R”, asi como las menores medias se reportaron en la fenofase “re”
(refoliamiento). En la fenofase “R” del clon FX 4098 y durante la tran-
sicion hacia la época seca se registré la mayor tasa transpiratoria (E =
3.79 mmol H,O/m™.s") (Figura 4.9B).

En la figuras 4.9C y D, se observé que el clon susceptible (FX 3864)
presento la maxima conductancia estomatica (gs) en la época seca (g
=0.82 mol H,0O m*:s™) y en el clon FX 4098 durante la transicion hacia
época seca (g =0.54 mol H,O m*:s') (Figura 4.9D), en ambos casos, en
el refoliamiento completo “R”. Las mayores fluctuaciones en el com-
portamiento de gs se observaron en el clon FX 3864, especialmente en
las fenofases “de” y “R” (Figura 4.9C).
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Figura 4.9. Medias de transpiracién () (Ay B), conductancia estomdtica a vapor
de agua (g) (CyD) y eficiencia en el uso del agua (WUE) (Ey F) entre diferentes
fenofases foliares de dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) evaluados en
tres épocas en una zona de alta presion del SALB (Microcyclus uler) en Caqueta
(Colombia). A, Cy E, Clon FX 3864; B, D y F, clon FX 4098. Fenofases: de,
defoliamiento considerado a partir del momento en que el 10% de la copa del
arbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento y refoliamiento; re,
refoliamiento; R, refoliamiento completo. Medias seguidas por la misma letra entre
fenofases en cada época no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las

barras representan el error estindar de la media; n = 4.
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Se evidenciaron altos valores de WUE en los dos clones durante las
épocas lluviosa y seca en el estado fenologico “de” (Figuras 4.9E y F).
Los mayores (14.0 pmol CO,/mmol H,0) y menores (3.34 pmol CO,/
mmol H,O) valores medios de WUE se presentaron en el clon FX 3864
en la transicion hacia época seca y en la época seca durante el refolia-
miento completo “R”.

En general, se observo para ambos clones de caucho un comporta-
miento muy similar en A, E, g y WUE con medias que se incrementaron
significativamente en la fenofase del refoliamiento completo, a pesar de
que los sintomas del SALB se asociaron de una manera importante con
esta fenofase, aunque en menor grado que lo observado con la fenofa-
se “re”. Lo anterior parece indicar para éste estudio, que caracteristi-
cas como la acumulacion de materia seca, el contenido de cloroplastos
(Bergonci, 1981) y la conductancia estomatica (Miguel et al., 2007) se
incrementan con la edad de las hojas, alcanzando los maximos valores
en los foliolos maduros, y que los sintomas del SALB asociados a éstos
foliolos en la fenofase “R” no afectaron significativamente el desempe-
no fotosintético de la planta.

Indice de concentracién relativa de clorofila (CCI)

En relacion con la concentracion relativa de clorofila (CCI), se observo
una influencia significativa de la fenofase foliar, debido a que en ambos
clones el CCI present6 valores medios altos durante el inicio del ciclo
fenologico de renovacion foliar (“de”) (Figuras 4.10A 'y B). Por el con-
trario en el refoliamiento “re” hubo menores indices de concentracion
de clorofila.

Indice de area foliar

Se observo también una variacion significativa en los valores medios de
LAI entre las época, ya que se evidencié una disminucion en la transi-
cion hacia época seca en el clon FX 4098) y en la época lluviosa en el
clon FX 3864 (Figuras 4.10C y D). También se aprecié que el mayor
indice de area foliar se registr6 durante la época lluviosa (2.93) en el
clon FX 4098 en “de”, y en época seca (2.12) en el FX 3864 en refolia-
miento completo “R”.
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Figura 4.10. Medias de indice de contenido relativo de clorofila (CCI) (AyB) e
indice de area foliar (LAI) (Cy D) entre diferentes fenofases foliares de dos clones
de caucho (Hevea brasiliensis) evaluados en tres épocas en una zona de alta presiéon

del SALB (Microcyclus ulei) en Caqueta (Colombia). Ay C, Clon FX 3864; By D, clon

FX 4098. Fenofases: de, defoliamiento considerado a partir del momento en que
el 10% de la copa del arbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento
y refoliamiento; re, refoliamiento; R, refoliamiento completo. Medias seguidas por
la misma letra entre fenofases en cada época no difieren estadisticamente (Prueba

LSD; p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media; n = 4.

Parametros de la fluorescencia de la clorofila a

En relacion con los parametros de fluorescencia de la clorofila q, se
observo que no hubo diferencia significativa del valor medio entre clo-
nes, fenofases foliares y en las épocas para F /F , F ’/F ". La época s6lo
influyo significativamente en las medias de NPQ (p < 0.05). Por el con-
trario ¢Py ETR mostraron diferencias significativas para los tres efec-
tos antes mencionados, cuyas medias fueron superiores en el clon FX

4098 (Tabla 4.3).
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A nivel de fenofases, el valor medio de ¢P oscil6 entre 0.38 en “de”
y 0.22 en “re”. Asimismo, la media de ETR vari6 entre 94.21 (fenofase
“de”) y 66.59 (fenofase “re”). La ETR fue la variable que fue mas
influenciada por la época pluviométrica (Tabla 4.3).

Las variables medios de F,/F y F ’/F ’'no variaron significativamente
en la interaccion entre fenofases de una misma época (Figuras 4.11A'y
B). La relacion Fu/Fm es considerado como la medida del uso de energia
radiante absorbida en la fotosintesis (Miguel et al., 2007).

Segun la Figura 4.11C no se evidenciaron alteraciones significativas
en ¢P, los valores medios mayores se presentaron durante la época seca
en “de” (0.37) y “d” (0.36) y en lluvia con 0.35 y 0.27 para las mismas
fenofases. Por el contrario, en la transicion hacia época seca el mayor
valor medio de ¢P se present6 en el refoliamiento completo “R” con
0.51, seguido por “de” con 0.42.

Segun la figura 4.11D, los mayores valores medios de NPQ, se
presentaron en la transicion hacia la época seca en las fenofases “R”
(0.13), “de” (0.12) y “d” y “re” (0.11). Segun la tabla 4.1, estas fenofases
estuvieron asociadas con sintomas importantes del SALB (severidad y
NFL) lo cual indicaria una mayor disipacion de la energia por la via
no fotoquimica (calor) para atenuar la afectacion producida por la
enfermedad en estas fases del desarrollo fenolégico de los arboles de
caucho, especialmente en el clon mas susceptible (FX 3864).

En la época lluviosa se presentaron los valores medios mds bajos
de ETR (Figura 4.10E), los cuales oscilaron entre 20.69 y 38.75 para
las fenofases “re” y “de”, respectivamente. Por el contrario en la época
seca se presentaron los valores mas altos de ETR con medias de 154.23
y 100.35 en las fenofases “de” y “R”, respectivamente. La ETR 6ptima
observada en la fenofase “de” coincide con la menor sintomatologia del
SALB reportada para ambos clones de caucho en ésta etapa del ciclo
fenologico (Tabla 4.1).
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Tabla 4.3. Medias de los principales parametros de fluorescencia de la
clorofila a (F /F,, F,/F,’, qP, NPQ, ETR), medidos en los clones de caucho
FX 3864 y FX 4098 con diferente reaccion al SALB (Microcyclus ulei) en

condiciones de infeccion natural en Caqueta (Colombia).

Variables
Factor Nivel
F/F, F’/F’ qP NPQ ETR
FX 3864 0.81 +0.00%a" 0.81 +0.00a 0.28+0.01 b 0.09+0.01 a 68.53+4.55b
Clon FX 4098 0.82 +0.0la 0.82+0.01a 0.834+0.02a 0.09+0.01a 91.58+6.79 a
Media¢ 0.81 0.81 0.31 0.09 80.05

de 0.82+0.00a 0.82+0.00a 0.38+0.03a 0.08+0.01a 94.21 £+944a
d 0.82+0.01a 0.82+0.01a 0.33+0.02ab 0.09+0.01a 84.09 +9.03 ab
Fenologia® re 0.81+0.0la 0.81+£0.01a 0.22+0.02¢c 0.09+0.0l a 66.59 +7.63 b
R 0.82+0.00a 0.82+0.00a 0.31+0.02b 0.08+0.02a 75.33 +6.23 ab
Media 0.82 0.82 0.31 1.05b 80.05
Seca 0.82+0.0la 0.82+0.0la 0.30+0.02b 0.07+0.01b 134.51+11.20a
Lluvia 0.82+0.00a 0.82+0.00a 0.26+0.01b 0.07+0.01 b 28.26+1.94 ¢
Transicion0.81 + 0.0l a 0.81 £ 0.01a 0.38+0.02a 0.12+0.02a 77.39 +4.63b
Media 0.82 0.82 0.31 0.08 80.05

Epoca®

* Error estandar

"Valores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente (
LSD, p < 0.05)

“Medias de los valores en esta fila seguidas por la misma letra no difieren estadistica-
mente (Prueba LSD, p < 0.05).

4Fenofase foliar [de, defoliamiento considerado a partir del momento en que el 10%
de la copa del arbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento y refolia-
miento; D, defoliamiento completo (no considerado por la ausencia de datos); re,
refoliamiento; R, refoliamiento completo].

¢Seca (Noviembre a febrero); Lluvia (Marzo a junio) y Transicion hacia época seca
(Julio a octubre).

Fv/Fm, rendimiento cudntico maximo del fotosistema II (PSII); F,’/F , eficiencia en la
captura de la energia de excitacion por los centro abiertos del PSII; ¢P y NPQ, coefi-
cientes de los quenching fotoquimicos y no fotoquimicos, respectivamente; ETR, tasa
de transporte de electrones (pg cm™ s?).
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Figura 4.11. Rendimiento cuantico maximo del fotosistema II (PSII) (F/F ) (A);
eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de reaccion
abiertos del PSII (F/F ’) (B); quenching fotoquimico (¢P) (C); quenching no

fotoquimico (NPQ) (D); y tasa de transporte de electrones (ETR) (E) entre
diferentes fenofases foliares de arboles de caucho (Hevea brasiliensis) en etapa

de crecimiento para distintas épocas pluviométricas en una zona de alta presion
del SALB (Microcyclus ulei) en Caqueta (Colombia). Fenofases: de, defoliamiento
considerado a partir del momento en que el 10% de la copa del drbol presenta

hojas senescentes en caida; d, defoliamiento y refoliamiento; re, refoliamiento; R,

refoliamiento completo. Medias seguidas por la misma letra entre fenofases en cada
época no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el

error estandar de la media; n = 4.
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Respuesta fisioldgica en la interaccion nivel de retencion
foliar x SALB

Se presentaron diferencias significativas en las medias de A, E'y gs
(p <0.05) para los factores clon, época, nivel de retencion foliar (NRF)
y sus interacciones. EI WUE mostro diferencias significativas en el factor
época (p < 0.05). Las variables CCI y LAI mostraron diferencias muy
significativas entre clones (p < 0.01). Por el contrario F /F , F’/F ’, qP,
NPQy ETR presentaron diferencias significativas en la interaccion clon
x época (p < 0.05). No hubo significancia del clon o el NRF sobre las
medias de WUE.

Parametros de intercambio gaseoso

Se observo un incremento significativo en los valores medios de A, E
y gs durante la época seca en el nivel de retencion “0”. En general, las
medias mas bajas para estos parametros se evidenciaron en la época seca
y en el NRF “4” (20-39% de hojas retenidas en la copa, donde a su vez
se presentaron los sintomas mas intensos del SALB) (Tablas 4.1y 4.4).
Segun Barrera (2013), durante la estacion seca cuando el control esto-
matico es mayor se produce una disminuciéon marcada de la fotosintesis
y la transpiracion en las horas de maxima demanda evaporativa, lo cual
varia con la condicion hidrica de la planta.

Las mayores tasas fotosintéticas (A) se presentaron en el nivel de re-
tencion foliar “0” el cual los arboles poseen el 100% de hojas retenidas
y exhibieron los menores sintomas del SALB (Figuras 4.12A 'y B, y Tabla
4.1). Entre épocas, el mayor valor de A se presento6 en la transicion hacia
época seca con en el clon FX 4098. En contraste, los valores mas bajos de
A se reportaron para el NRF “4” en el clon susceptible FX 3864. En éste
clon las medias de A fueron de 3.56, 5.69 y 5.88 pmol CO,/m™s" duran-
te las época, seca, lluvia y transicion, respectivamente (Figura 4.12A).

Estas reducciones en A pueden deberse especificamente a la baja
actividad de enzimas fotosintéticas como la Rubisco en respuesta a la
infeccion producida por el patogeno (Rios et al. (2014). Asimismo, una
menor proporcion de hojas en las copas de éstos arboles también im-
plicarian una menor tasa de asimilacion neta debido a la reduccion del
area foliar fotosintética.
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Figura 4.12. Medias de tasa de asimilacion neta (A) (Ay B) y transpiracion (F) (C

y D) entre diferentes fenofases foliares de dos clones de caucho (Hevea brasiliensis)

evaluados en tres épocas en una zona de alta presion del SALB (Microcyclus ulei)
en Caqueta (Colombia). Ay C, Clon FX 3864; B y D, clon FX 4098. Fenofases: de,

defoliamiento considerado a partir del momento en que el 10% de la copa del

arbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento y refoliamiento; re,

refoliamiento; R, refoliamiento completo. Medias seguidas por la misma letra entre

fenofases en cada época no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las

barras representan el error estandar de la media; n = 4.

En el clon FX 3864 se observo que la transpiracion (F) disminuyo en

el NRF “0”, con valores medios en época seca de 3.29, en época lluviosa

2.74y la transicion hacia la época seca con 0.88 mmol H,O/m?.s" (Figura
4.12C). La reduccion en E en el clon susceptible también podria relacio-

narse con el incremento en la intensidad de los sintomas principalmen-
te en foliolos C y D infectados con M. ule: (Sterling y Melgarejo, 2014).
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Sin embargo, en el clon FX 4098 el comportamiento de la variable

fue inverso, ya que el incremento de £ comenzo desde la época seca
hasta la transicion hacia la época seca (2.70 a 4.31 mmol H,O/m™s")

(Figura 4.12D).
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Figura 4.13. Medias de la conductancia estomdtica a vapor de agua (g) (AyB)y

eficiencia en el uso del agua (WUE), (Cy D) entre diferentes fenofases foliares de

dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) evaluados en tres épocas en una zona de alta

presion del SALB (Microcyclus ulei) en Caqueta (Colombia). Ay G, Clon FX 3864; By

D, clon FX 4098. Fenofases: de, defoliamiento considerado a partir del momento en

que el 10% de la copa del arbol presenta hojas senescentes en caida; d, defoliamiento

y refoliamiento; re, refoliamiento; R, refoliamiento completo. Medias seguidas por la

misma letra entre fenofases en cada época no difieren estadisticamente (Prueba LSD;

p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media; n = 4.
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De acuerdo con la figura 4.13A la mayor conductancia estomatica
(g) en el clon FX 3864 se presento en el NRF “0” para las tres épocas
pluviométricas. Lo mismo ocurrié con las medias de Ay E (Figuras 4.12A
y C). Con respecto al clon FX 4098 la media de gs oscil6 entre 0.15 en
época lluviosa y 0.55 en época seca (Figura 4.13B).

En relacion con WUE, el clon susceptible FX 3864 present6 un in-
cremento de 14.00 pmol CO,/mmol H,O en la transicién hacia época
seca, en NRF “0”. Mientras en el clon FX 4098 lleg6 a 14.28 pmol CO,/
mmol H,O durante la época lluviosa en NRF “1” (Figuras 4.13C y D).
En arboles con 100% de hojas retenidas (NRF “0”), no se observo nin-
guna asociacion de WUE con A, Ey g lo que debio implicar un mayor
balance entre la pérdida de agua y la ,fotosfntesis, a pesar de que WUE
decrecio con el incremento de los sintomas del SALB (mayor NRF aso-
ciado a mayores valores de severidad y NFL, tabla 4.1).

Las reducciones en la transpiracion (£) en los diferentes estados de
retencion foliar del clon susceptible (FX 3864) pudieron relacionar-
se con disminuciones en los valores de g y por tanto, pudieron estar
asociadas con el cierre estomatico. Distintos estudios han demostrado
reducciones similares en E'y g en los patosistemas Eucalyptus urophylla
— Puccinia psidii (Alves et al., 2011), Phaseolus vulgaris — Colletrotrichum
lindemuthianum (Polanco et al., 2014) y Triticum aestivum — Piricularia
oryzae (Rios et al., 2014).

Indice de concentracién relativa de clorofila (CCI)

En general, la media del CCI en el clon FX 3864 (susceptible) fue me-
nor en comparacion con el FX 4098 (moderadamente resistente). Sin
embargo, durante la transicion hacia la época seca, el FX 3864 presen-
to el mayor y menor valor medio de CCI para los NRF “1” (42.19) y “3”
(11. 61), respectivamente (Figura 4.14A).

Se observo también que la media del CCI en el FX 4098 alcanz6 el
maximo valor durante la época lluviosa, también en el NRF “1” (61.44)
y el menor valor medio en la época seca en el NRF “4” (21.57) (Figura
4.14B). Uno de los principales efectos fisiologicos atribuidos al estrés
biotico por patogenos esta relacionado con la destruccion de la clorofila
o la disminucion de la produccion de éste pigmento fotosintético, el
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cual su vez esta relacionado con un aumento en la expresion de los
pigmentos xantofilas y carotenoides (Bergamin-Filho et al., 1995).

Indice de 4rea foliar (LAI)

Se observaron diferencias significativas en la media del LAI entre los
distintos niveles de retencion foliar. En este sentido, se observaron me-
nores a mayores valores de NRF, lo cual indica una reduccion del follaje
en copa como resultado del incremento de la defoliacion, la cual estuvo
muy asociada a los sintomas del SALB (Tabla 4.1).

Segtn la figura 4.15, los valores medios de LAI en los dos clones de
caucho estuvieron influenciados por la época en que la variable fue
medida. De acuerdo con esto, en el clon FX 3864 las menores medias
de LAI se presentaron durante las épocas de lluvia y transicion, (que
corresponden a las épocas de mayor presion del SALB). En relacion
con el clon FX 4098, la mayor afectacion foliar se observo durante la
transicion hacia la época seca. En excepcion de ésta ultima época, el
LAI en el clon FX 4098 fue superior al registrado en el con FX 3864.
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Figura 4.14. Media del indice de concentracion relativa de clorofila (CCI) entre
diferentes niveles de retencion foliar (NRF) en copas de drboles de dos clones dos de
caucho (Hevea brasiliensis) en una zona de alta presion al SALB en Caqueta, Colombia.
A, Clon FX 3864 (susceptible); B, Clon FX 4098 (moderadamente resistente). NRF: 0=
100% de hojas retenidas, 1= 99-80% de hojas retenidas, 2= 79-60% de hojas retenidas,

3=59-40% de hojas retenidas, 4= 39 -20% de hojas retenidas. Medias seguidas por
la misma letra entre categorias de NRF en cada época no difieren estadisticamente

(Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media.
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Parametros de la fluorescencia de la clorofila a

En la fluorescencia de la clorofila a, hubo diferencia significativa (p <
0.05) en el valor medio de ¢P, NPQ y ETR para los factores NRF y épo-
ca, en donde los mayores medias se reportaron en NRF “3”: 0.41, 0.13 y
101.19 para las variables antes mencionadas, respectivamente. Adicio-
nal a esto, el clon FX 4098 presento los valores medios mas altos para
éstas variables.

Por otro lado, en el NRF “0” (100% de hojas retenidas) se presen-
taron los menores valores medios (Fv/Fm =F ’/Fm’ =0.08), (¢gP =0.29),
(NPQ = 0.08) y (ETR = 72.59). Las variables F /F y F ’/F ’mostraron
medias similares para los diferentes efectos estudiados (Tabla 4.5).

En la interaccion clon x época (Figura 4.16A y C) se observo que F /
F y F/F ' en el clon FX 4098 alcanz6 en época lluviosa un valor medio
de 0.84 y en la transicion hacia época seca una media de 0.81. Asimismo,
se observo que en la interaccion NRF x época (Figura 4.16B y C) no se
presentaron diferencias significativas para éstas dos variables (p < 0.05).
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Figura 4.15. Media del indice de drea foliar (LAI) medido en arboles en etapa
de crecimiento de dos clones de caucho FX 3864 (susceptible) y FX 4098
(moderadamente resistente) en una zona de alta presion del SALB (Microcyclus ulez)
en Caquetd, Colombia. Medias seguidas por la misma letra entre clones en cada
época no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el

error estandar de la media.
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Con respecto a NPQ y ¢P cabe mencionar que los mayores valores
medios se presentaron durante la transicion hacia la época seca en el
clon FX 4098 (Figura 4.17Ay B).
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Figura 4.16. Ay B, Rendimiento cuantico maximo del fotosistema II (PSII) (F /
F); CyD, eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los centros de
reaccion abiertos del PSII (F/F ) medidos en drboles de caucho (Hevea brasiliensis)
en etapa de crecimiento en una zona de alta presion del SALB (Microcyclus ulei) en
Caqueta, Colombia. Ay C, Interaccién clon x época; B y D, Interacciéon nivel de
retencion foliar (NRF) x época. FX 3864 (susceptible) y FX 4098 (moderadamente
resistente). NRF: 0= 100% de hojas retenidas, 1= 99-80% de hojas retenidas, 2= 79-
60% de hojas retenidas, 3= 59-40% de hojas retenidas, 4= 39 -20% de hojas retenidas.
Medias seguidas por la misma letra entre clones o categorias de NRF en cada época
no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las barras representan el error

estandar de la media.
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Figura 4.17. Medias de los coeficientes de los quenching no fotoquimicos (NPQ)
(A) y quenching fotoquimico (¢,) de dos clones de caucho: FX 3864 (susceptible) y
FX 4098 (moderadamente resistente) evaluados en tres épocas en una zona de alta
presion del SALB (Microcyclus ulei) en Caqueta (Colombia). Medias seguidas por la

misma letra entre clones en cada época no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p

< 0.05). Las barras representan el error estandar de la media.
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Figura 4.18. Tasa de transporte de electrones (ETR) para las interacciones clon
x época (A) y nivel de retencién foliar x época (B) medida en drboles de caucho
(Hevea brasiliensis) en etapa de crecimiento en una zona de alta presién del

SALB (Microcyclus ulei) en Caqueta, Colombia. FX 3864 (susceptible) y FX 4098
(moderadamente resistente). NRF: 0= 100% de hojas retenidas, 1= 99-80% de hojas
retenidas, 2= 79-60% de hojas retenidas, 3= 59-40% de hojas retenidas, 4= 39 -20%
de hojas retenidas. Medias seguidas por la misma letra entre clones o categorias de
NRF en cada época no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0.05). Las barras

representan el error estindar de la media.
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En relacion con la ETR, se evidenci6é una disminucién de ésta

variable en la época lluviosa en las dos interacciones significativas (clon

x época y NRF x época). Se aprecia ademas que el clon FX 3864 tuvo

una variacion en la media de ETR desde 29.18 hasta 150.34 en la época
seca (Figura 4.18B).

Consideraciones finales

El analisis de la respuesta fisiologica de los clones de caucho FX 3864

y FX 4098 a la infeccion producida por M. ule: (SALB) en condiciones

controladas y naturales de infeccion, permite concluir que:

El desempeno fotosintético se redujo en el clon FX 3864 (suscepti-
ble) y en menor grado en el clon FX 4098 (moderadamente resis-
tente), como resultado de los sintomas producidos por el SALB a
nivel foliar (mayor severidad) en condiciones controladas y a nivel
de dosel (menor proporcion de hojas retenidas en la copa) en con-
diciones naturales.

La reduccion de la fotosintesis en el clon FX 3864 fue proporcional
al progreso temporal de la enfermedad en condiciones controladas,
principalmente en foliolos inmaduros B. En condiciones naturales,
la afectacion de la fotosintesis ocurre principalmente en la fase de
refoliamiento y en arboles con menor proporcion de hojas reteni-
das en las copas.

Existe una diferenciacion significativa en la habilidad para capturar,
usar y disipar la energia luminica por parte del aparato fotosintético
(fotosistema II) entre los clones de caucho FX 3864 y FX 4098. Esta
capacidad a su vez es afectada por la intensidad de los sintomas pro-
ducidos por el SALB a nivel foliar y a nivel de copa sobre arboles en
etapa de crecimiento.
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Introduccion

El copoazu (Theobroma grandiflorum) hace parte de los cacaos silvestres
del género Theobromay es una especie sobre la que se ha hecho un gran
énfasis en su desarrollo tecnolégico para la produccién de un analogo al
chocolate de taza, que se usa como bebida. El copoazu esta compuesto
por tres (3) partes; la cascara o corteza que constituye 46.5% del total
del fruto, la pulpa 36.8, y las almendras 16.7%. De manera similar que
con el cacao, del beneficio de las semillas del copoazi se obtiene una
pasta, analogo al chocolate de cacao, denominada “chocoazi” ya que
de acuerdo con la legislacion en varios paises solo es chocolate, aquel
producto obtenido del cacao, los demas productos son de caracter ana-
logo. Mientras que del cacao se obtiene el licor de cacao y la manteca,
del copoazu, es posible procesar la pulpa que rodea las semillas y que
a diferencia del cacao, tiene alto contenido de solidos, entre azucares
de cadena corta y larga (sacarosa, almidon) y fibra soluble y no solu-
ble, que corresponde al 63.8% de la recomendacion diaria, en su pul-
pa (SINCHI, 2014). El proceso de fermentacion del copoazu, para la
obtencion de licor de copoazi y obtencion de bombones constituye un
reto tecnologico que establezca su oferta en el mercado agroalimenta-
rio (Melgarejo et al., 2006).

Pueden considerarse dos rutas como resultado de la fermentacion
del copoazu: la obtencion de un licor de uso exclusivo para la produc-
cion de chocolate de taza, que se encuentra en el comercio o una linea
de produccion de chocolate para bomboneria. Si se logra tecnificar
el proceso de beneficio para la obtencion de un licor de copoazu, es

Beneficio de almendras de copoazi




justamente el proceso de fermentacion de copoazi, una de las opera-
ciones que tiene que ser mejorada, ya que de ella depende los procesos
fisicoquimicos encargados de originar los compuestos precursores del
aroma y el sabor del chocolate o en el caso del copoazu del denomina-
do chocoazu. En el proceso de fermentacion se soporta gran parte del
éxito de un buen licor (FEDECAOQO, 2008).

Lamentablemente atiin no se ha reconocido el valor real de las semi-
llas de copoazt, pues la mayor parte de las veces son empleadas como
abono o simplemente abandonadas como residuos, a pesar de poseer
una grasa fina de alta digestibilidad. Algunos beneficios del “chocoazu”
comparado con el chocolate se relacionan en el aporte de acidos gra-
sos y antioxidantes, la cantidad de acido linoléico es mayor en la grasa
del copoazu (8.3%) que en la del cacao (1.1%) y mientras que la grasa
de cacao posee 69.3% de acidos grasos saturados, la grasa del copoazui
posee 48.9% (Melgarejo et al., 2006).

La fermentacion es una etapa decisiva, pues es en esta que se desarro-
llan los precursores de sabor y aroma tipicos de un cacao de buena ca-
lidad. Durante la fermentacion se espera que los granos se desprendan
del mucilago, se provoque la muerte del embrion para evitar la germi-
nacion, y se origine la cadena de reacciones bioquimicas en el interior
de los granos que generan un aumento de su volumen y el cambio de
color hasta alcanzar el tono chocolate caracteristico del grano de cacao.
El proceso de fermentacion se lleva a cabo en cajones de madera depo-
sitando alli los granos extraidos de la mazorca. Los cajones presentan
orificios en el fondo y los lados para permitir el fluido de los liquidos
que se van desprendiendo. El tamano y namero de los cajones varia de
acuerdo con la cosecha de la finca (Rohan, 1964).

Aunque el copoazu pertenece al género Theobroma, al igual que el
cacao, €ste posee caracteristicas propias como el tamano de las semi-
llas, el grosor de la testa de las semillas, el contenido de pulpa del fru-
to, entre otros; estas diferencias originan el hecho de estandarizar el
proceso de fermentacion propio de las semillas de copoazu, con el fin
de controlar diversos parametros que influyen en las caracteristicas del
producto final.

196 Evaluacion inicial del asocio caucho - copoazu en el Caqueta:
una alternativa de enriquecimiento agroforestal con potencial para la Amazonia colombiana.




El beneficio del copoazui constituye una parte fundamental y decisiva
para obtener buena calidad de semillas para la produccion de un buen
licor, que se conoce con los nombres: “chocoazi” o “cupulate”. Con un
beneficio adecuado se desarrolla en la almendra los principios funda-
mentales del sabor, aroma y suavidad inconfundibles de las especies de
cacao, lo que determina en gran medida la calidad del producto final.

En el presente capitulo se presentan algunos de los resultados re-
lacionados con el beneficio de almendras de copoazu, una labor que
comprende una serie de operaciones como recoleccion del fruto, se-
paracion de la semilla, fermentacion, secado y procesamiento con el
fin de presentar un producto de buena calidad en el mercado y con
potencial de aprovechamiento agroindustrial en el departamento de
Caqueta, Colombia.

Cambios fisicoquimicos que ocurren durante el
proceso de fermentacion

Las operaciones previas de Recoleccion, Separacion de la masa pulpa
—semilla y Despulpado son comunes en el proceso de beneficiar el co-
poazu (Barrera, 1999), y son directamente adaptados del proceso de
beneficio del cacao, cuyo proposito es dejar la semilla disponible para
alcanzar un proceso de fermentacion completo, que desarrolle las ca-
racteristica de un buen licor.

La fermentacion es un proceso bioquimico de transformacion, in-
terno y externo de la semilla, cuyo resultado es la remocion del muci-
lago que cubre el grano. La fermentacion significa conservar una masa
de semillas bien aislada, de tal manera que retenga el calor al mismo
tiempo que permita el paso del aire a través de ésta. Durante el trata-
miento de fermentacion se logra: La inhibicion del embrion y favorecer
operaciones de secado, asi como el desarrollo de sabor en el producto.

Durante la fermentacion hay varios cambios que deben ser evalua-
dos: La temperatura, el pH y los °Brix. La fermentacion se inicia con
las levaduras que convierten los aztcares de la pulpa en alcohol etilico
y que contindan con una sucesion de transformacion bioquimica de
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oxidacion del alcohol a acido acético y luego a di6éxido de carbono y
agua, produciendo mas calor y la consiguiente elevacion de la tempe-
ratura, hasta mas de 40°C en una buena fermentacion. Las bacterias
acido lacticas van en aumento, momento para el cual la temperatura
habra alcanzado mas de 45°C. Durante los dias restantes de 5 a 6 dias
la actividad bacteriana continua bajo aireacién progresiva, debido a
que el drenaje de la pulpa desaparece y la temperatura se mantiene
por la actividad bacteriana (Beckett, 1988). Por la elevacion de la
temperatura, la masa o cantidad total de las semillas debe revolverse
diariamente para que toda se fermente de una manera uniforme y se
presente un leve enfriamiento seguido de un rapido aumento en la
temperaturay el cargue de los dispositivos de fermentaciéon no deben
tener menor volumen que 40 Kg en promedio, aunque la microfer-
mentacion es posible.

El aumento de temperatura de la masa es de gran importancia, dado
que la muerte del embrion del grano es debida en parte a este cambio,
y por lo tanto se pueden iniciar las reacciones enzimaticas en los coti-
ledones que en ultimas, significa, el desarrollo del sabor y aroma del
chocolate. La temperatura 6ptima para alcanzar la muerte del cotile-
don es de 45°C.

Variacion del pH y otros cambios quimicos

En el comienzo de la fermentacion el pH de la pulpa es bajo (3.0) y va
aumentando paulatinamente a medida que avanza la fermentacion hasta
alcanzar un valor de 5.0. El cambio en el pH se considera que es debi-
do a la desasimilacion del contenido de azucares de la pulpa, realizado
por las levaduras y bacterias lacticas y acéticas y su sustituciéon por acido
lactico y acético (Penaranda y Bolanos, 1990) (Figura 5.1).

Los azuicares constituyen del 10 al 13% de la pulpa, de éstos las 2/3
partes son manosas y la tercera parte es sacarosa. Los aziicares desapa-
recen practicamente después del dia 2, luego se presenta un leve incre-
mento debido a la migracion de los azticares de los cotiledones muertos
hacia la corteza.

La maxima cantidad de etanol se presenta cuando la poblacion
de levaduras es alto (primeros dias), pero luego decrece debido a la
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Control de calidad materia prima

Recepcién de materia prima . e o
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A 4

Seleccion y clasificacion de la fruta

Lavar la fruta con suficiente agua potable por inmersion

v

Desinfectar la fruta en solucion de hipoclorito de sodio de 300ppm durante 3 minutos

v

Enjuagar la fruta con agua potable por inmersion

y

Despulpar
¢ Pesar la pulpa y los residuos obtenidos
¢ (masa pulpa semilla y cascara)

Fermentacién en escala duracién de proceso
8 dias a una T° final de 33°C

v

Equipo de Secado en Bandejas a 50°C por 13 horas teniendo en cuenta un
secado discontinuo.

Figura 5.1. Obtencion de almendras de copoazu fermentadas y secas

formacion de acido acético a partir de la oxidacion del etanol. Después
del segundo dia, la disminucion del contenido de etanol es mayor que
el que se debe dar por consumo para la oxidacién, dado que, parte del
etanol producido penetra a través de la corteza hacia el cotiledon de
la semilla.

En el caso del acido acético, éste se va incrementando a medida que
transcurre la fermentacion, especialmente cuando se tienen condicio-
nes aerobias para la reaccion de oxidacion del etanol. Después de 30 a
36 horas de la muerte del embrion, sustancias como polifenoles y alca-
loides se difunden desde el cotiledon hacia la corteza de la semilla y la

pulpa, donde se oxidan y causan un progresivo pardeamiento.
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Cambios en los cotiledones

La muerte del embrion de los granos, es decir, la pérdida del poder ger-
minativo de las semillas es un cambio necesario para que se den las de-
mas reacciones dentro del grano (fermentacion enzimatica), dado que
una vez se pierde el poder germinativo, las paredes celulares se hacen
permeables y las diferentes sustancias pueden difundirse libremente a
través de los tejidos, originandose de esta forma el sabor y aroma en
el grano. La muerte de las células del cotiledon tiene lugar el segundo
dia, producida principalmente por el acido acético que se esta produ-
ciendo en la pulpa.

Cambio en los azucares

Los azucares contenidos en el cotiledon juegan un papel muy impor-
tante en el desarrollo de los compuestos que dan el sabor y aroma ca-
racteristicos del chocolate. La principal transformacion que sufren los
azucares totales es la hidrdlisis, con lo cual se produce un incremento
en los azicares reductores como glucosa o fructosa.

La relacion entre los azucares reductores y totales, da el indice de
azucar que también sirve como parametro para llevar a cabo una buena
fermentacién. Su valor 6ptimo esta cercano al 90% e indica que se tiene
un cacao de buen sabor y aroma (Hernandez y Leon, 2003)

Un alto indice de azucar indica que se han producido los monosa-
caridos requeridos para la sintesis de los precursores del los compues-
tos que le dan sabor y aroma al chocolate (Penaranda y Bolanos, 1990).

En etapas siguientes del procesamiento del cacao para la obtencion
del chocolate ocurren ciertos cambios quimicos, que dependen de lo
ocurrido durante la fermentacion. Ese es el caso de la tostion, en donde
se da una reaccion de degradacion de aminoacidos, siendo los agentes
degradadores los azucares reductores. Por lo tanto un aumento con-
siderable de éstos garantiza la degradacion de los aminoacidos, y por
tanto el desarrollo del aroma en la tostion (Hernandez y Leon, 2003).

Cambios en los polifenoles
Los polifenoles caracteristicos del cacao son los del tipo catequina, y des-
pués de casi 30 horas trascurridas desde la muerte del grano, disminuye
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su contenido en un 25 a 40%, dado que después de la muerte de los
cotiledones todos los componentes comienzan a difundirse hacia la tes-
ta, especialmente las catequinas. Ademas, las cianidinas se hidrolizan
enzimaticamente en azucares y cianidinas, y éstas se convierten en leu-
cocianidinas, dando como resultado un cambio en el color de los cotile-
dones y en su sabor, puesto que los polifenoles cuando sufren cambios

quimicos o se difunden a través de la testa reducen el sabor amargo y
la astringencia del grano (EMBRAPA, 1990).

Factores que intervienen en la fermentacion

Son diversos los factores que influyen en el proceso de fermentacion:
clima, madurez de los frutos, tiempo trascurrido desde la recoleccion
del fruto hasta que se abre y se procede a fermentar los granos, tipo de
cacao, cantidad de cacao, tiempo de fermentacion, remocion y aireacion
de la masa a fermentar y el tipo de fermentador utilizado.

Madurez del fruto. Los frutos verdes no fermentan normalmente, su
temperatura permanece constante a 35°C después de un ascenso inicial
a 40°C; las pérdidas durante su maduracion y secado son mucho mayo-
res que las normales, dado que su rendimiento es tan solo del 21% con
respecto al peso humedo. Ademas la pulpa es deficiente en azucares y
no se producen las cantidades requeridas de etanol y acido acético (EM-
BRAPA, 1990). En el caso de los frutos sobremadurados que pueden
contener granos germinados, no se nota una pérdida apreciable en el
rendimiento, y la calidad de las semillas no se altera en forma conside-
rable, de hecho el tiempo de aguante puede llegar a ser de nueve dias
antes de llegar a la fermentacion. Mattieto (2001) indica que en este
periodo el producto puede llegar a tener una mayor hidrolisis de los
azucares y llevar a una mejor fermentacion.

Se ha identificado que aunque la microfermentacion es una bue-
na metodologia para lograr controlar algunas variables del proceso de
fermentacion, también es claro que el calor que se genera durante la
fermentacion se retiene mediante aislamiento, pero eso se vuelve mas
dificil de lograr con cantidades pequenas de cacao, debido a que su
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superficie es mayor en relaciéon a su masa. Cantidades entre 40-70 kg
de grano humedo pueden llegar a fermentar bien, porque cantidades
mayores pueden ser dificiles de voltear en cajones de madera (Pena-
randa y Bolanos, 1990).

Los tiempos de fermentacion varian dependiendo de la especie y la
variedad de cacao o de cualquier otro cacao silvestre como el copoazu,
o el maraco. Los cacaos blancos como el maraco pueden requerir pocos
dias y en el caso del cacao y el copoaz, el tiempo puede variar entre 6 y
8 dias. La falta de fermentacion completa producira granos con menos
desarrollo del color, y el producto final sera mas amargo y aspero. Un
tiempo excesivo de fermentacion producira semillas de color oscuro
opaco y poco sabor a chocolate, ademas de la propagacion de hongos
en la testa del grano (EMBRAPA, 1990).

Aireacion natural. El objeto de voltear los granos durante la fermen-
tacion es asegurar uniformidad, es necesario voltear la masa de granos
humedos para que pueda penetrar el aire, por lo cual masas muy pesa-
das pueden ser indeseables para lograr una buena fermentacion.

Métodos de fermentacion

Existen diferentes métodos para realizar la fermentacion de las semillas
de cacao; los mas utilizados son:

Fermentacion en montones y en canastas Es el método mas sencillo;
los granos humedos se colocan en hojas de platano sobre madera, donde
se amontonan las almendras frescas y se tapan para que se fermenten.
Por su parte las canastas se construyen con fibras vegetales. Su tamano,
el cubrimiento de la masa y el sitio donde se coloque la canasta influiran
considerablemente en la calidad de las almendras.

Fermentacion en cajas. Las cajas se construyen de madera y con
una serie de agujeros de dimensiones variables para la aireacion,
adaptandose a las posibilidades de recoleccion de cada finca cacaotera.
Las cajas descansan sobre patas de modo que quedan separados del
suelo por un espacio de 20 cm, con el fin de facilitar la salida del liquido
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que se produce durante la fermentacion y evitar la frialdad que pueda
ocurrir en el fondo si queda en contacto directo con el suelo.

Otra configuracion que se realiza con las cajas es la tipo escalera
(Figura 5.2), donde los cajones de madera se colocan en diferentes ni-
veles. El cacao fresco se deposita en el primer cajon que ocupa el nivel
superior, donde se remueve la masa al cabo de 24 horas para facilitar
la aireacion. A las 48 horas se pasa al cajon intermedio, lo cual permite
una nueva remocion; aqui el cacao permanece 48 horas, al cabo de las
cuales se pasa al ultimo cajon, donde permanece hasta terminar la fer-
mentacion (Gutiérrez, 1998).

Aunque estos métodos contribuyen al desarrollo de nuevas técnicas
para realizar el proceso de fermentacion, no se han podido generalizar
aun, pues no se obtienen buenos resultados.

Fermentacion del cacao silvestre: copoazi

Si bien la pulpa constituye un componente fundamental de la fermen-
tacion, también es claro que su abundancia puede retardarla o incluso
limitarla. La pulpa del cacao difiere en composicion y caracteristicas
bromatolégicas de la de “pulpa del copoaza”, por lo que se requiere
identificar cual es el efecto que puede tener utilizar diferentes porcen-
tajes de pulpa durante la fermentacion del cacao silvestre copoazu.

La ciudad de Florencia en el departamento de Caqueta fue selec-
cionada por sus condiciones de produccion y abundancia, como el lu-
gar apropiado para la realizacion de diferentes ensayos que llevaron a
determinar la viabilidad de fermentar, secar y procesar las semillas de
copoazu para la obtencion de un producto analogo al chocolate. En
la primera etapa se trabajo con voliumenes no mayores a 20 kg para
fermentar en cajones y cajones en escalera, las semillas de copoazu.
Periodo en el cual se fijaron algunas condiciones de la operacion fer-
mentacion. La seleccion de algunas variables de respuesta se hizo con
base a la facilidad de transferir los métodos de seguimiento al proceso
de fermentacion en los nucleos de procesamiento en San José del Fra-
guay Belén de los Andaquies.
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Figura 5.2. Fermentador en escalera empleado en los ensayos de campo con masas

parcialmente despulpada (20-60 % pulpa) y con cien (100% de pulpa)

Ya Hernandez y Le6n (2003), habian avanzado sobre la fermentacion
de semillas de copoazi con menos del veinte (20%) de pulpa al inicio
del proceso. Sin embargo, se hace necesario avanzar en el conocimiento
del proceso de fermentacion, para lo cual se variaron otras condiciones
no estudiadas con anterioridad: las condiciones porcentajes de pulpa
de copoazu que rodea la semilla y que son fundamentales para lograr
la obtencion de un buen licor de copoazu.

A pesar de las varias formas de fermentacion que se encuentran
descritas tanto para el cacao, asi como para el copoazu, se escogio el
cajon de madera como el medio de fermentaciéon mas apropiado para
generar una tecnologia accequible para la condiciéon de produccion,
es decir en el departamento de Caqueta, donde hay una produccion
de copoazu establecida. Se probaron algunas condiciones controladas,
en volimenes de menos de 5 Kilos de semilla de copoazu, con el fin de
replicarlas posteriormente a mayor escala (Figura 5.3)

La fermentacion se llevé en condiciones de laboratorio y planta de
procesamiento simulando las de Florencia 29°C y humedad relativa no
menos al 85%, que habian sido postuladas por Castro (2010) en micro-
fermentaciones para la especie copoazu, utilizando mallas de poliure-
tano (Figura 5.4).
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Figura 5.3. Acondicionamiento de la masa pulpa semilla para el proceso de

fermentacion en cajones de madera y en el sistema de cajon en escalera

Figura 5.4. Cajon de madera con la masa a fermentar utilizado en condiciones

controladas en el laboratorio y escalado en cajones de escalera

La remocion de las semillas se realizo manualmente cada 24 horas
(Figura 5.5), desde el fondo hasta el exterior repitiendo el proceso de 5
a 7 veces. El tiempo de remocion es un factor influyente en el estado mi-
crobiologico de la masa. Criollo et al. (2010) encontraron que haciendo

remociones cada 48 horas se presenta la descomposicion y proliferacion
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larvas posiblemente generadas por la mosca de la fruta Anastrepha sp.,
entre el sexto y séptimo dia, lo que oblig6 a detener el proceso sin al-

canzar la temperaturay el estado de fermentacién deseado.

Figura 5.5. Condiciones controladas de fermentaciéon de masa pulpa semilla de

copoazu

La caracterizacion del proceso de fermentacion se realizé6 mediante
el seguimiento de la temperatura, pH, Brix y el color interno de las
semillas. Los puntos de mediciéon se muestran en la figura 5.6.

Color interno de las semillas: se llevo a cabo mediante la prueba de
corte transversal tomando 3 semillas en cada medicion

Figura 5.6. Puntos de control para lass variable pH, Brix y Temperatura en cajones de

madera en los cuales se fermento la masa pulpa semilla de copoazu.
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Temperatura: Es un indicador directo del estado de fermentacion
la cual se eleva por reacciones exotérmicas de hidrolisis de proteinas
y carbohidratos efectuados por enzimas proteoliticas y levaduras En la
figura 5.7 se presentan las temperaturas promedio de los 5 puntos por
profundidad durante 9 dias que se monitoreo la fermentacion.

Se observa que la temperatura de fermentacion de las semillas de
copoazu no supera lo 35°C, condicion que tampoco es facil de alcanzar
en condiciones de campo. Es posible que esta condicion limite el pro-
ceso de muerte del embrion y que se haga necesario emplear algunos
coadyuvantes para las levaduras responsables de la fermentacion y de
las reacciones enzimaticas en los tejidos del cotiledon que dan origen
a los precursores del sabor y aroma (Graziani de Farinas et al., 2003).
El mayor incremento de temperatura se dio entre los dias 0 al 1 con un
registro de 31.2 °C en la superficie, 35.8 °C en el medio y 34.5 °C en
el fondo del cajon de fermentacion. Después de este dia se presento
una disminucion en la temperatura que se acompano por la ausencia
de lixiviados.
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Figura 5.7. Temperatura de la masa pulpa semilla (40% de pulpa, despulpado con

tijeras) durante la fermentaciéon en condiciones controladas de laboratorio y en

cajones con capacidad para 5 kg.
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Melgarejo et al. (2006) encontraron que en un esquema de fermen-
tacion para el copoazu en fermentador de escalera, se alcanza una
temperatura optima de 44°C en el dia 3, la cual no se repitio en las ex-
periencias de fermentacion de varios ciclos evaluados durante una serie
historica de tres anos.

pH: El pH es un parametro de la formacion ya que su variacion du-
rante la fermentacion se debe a la degradacion microbiana de los aci-
dos y a la pérdida por difusion de estos compuestos hacia el cotiledon
(Contreras et al., 2004). En la figura 5.8 se presentan los valores de pH
promedio de los 5 puntos en profundidad media del cajon de fermen-
tacion durante 9 dias de monitoreo.

Para el caso del copoazu los autores Criollo et al. (2010), encontra-
ron un aumento del pH en la zona externa de la semilla debido a la
desasimilacion del acido citrico por parte de los microorganismos que
actian durante la fermentacion. Melgarejo et al. (2006) describieron pH
que oscilan entre 5.7 y 6.0 durante la fermentacion de las almendras de
copoazu con una notoria disminucion del pH. En este experimento el
pH en promedio durante los 9 dias fue de 3.99 inferior a los reportados
por otros autores (Melgarejo et al., 2006).
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Figura 5.8. pH de la masa pulpa semilla (40% de pulpa, despulpado con tijeras)
durante la fermentaciéon en condiciones controladas de laboratorio y en cajones con

capacidad para 5 kg.
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°Brix: Por su parte, la medida de °Brix da una medida de la hidroli-
sis de la sacarosa para azucares monosacaridos, glucosa y fructosa. En
la figura 5.9 se presentan los valores de grados Brix promedio de los
5 puntos en profundidad media del cajon de fermentacion durante 9

dias de monitoreo.
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Figura 5.9. °Brix de la masa pulpa semilla (40% de pulpa, despulpado con tijeras)
durante la fermentaciéon en condiciones controladas de laboratorio y en cajones con

capacidad para 5 kg.

En la grafica se observa que inicialmente los °Brix en la masa pulpa
semillas fue de 11.2, valor que coincide con los reportados para pulpa
de copoazu por otros autores (Castro, 2010). Con este parametro se
observa un aumento lineal a través de los dias de fermentacion hasta
un punto final de 30° Brix. Esta condicion puede explicarse como una
concentracion de los aziuicares presentes debido a la eliminacion del
agua de la pulpa.

Color interno de las semillas: El color de las semillas es otro indica-
dor del estado de fermentacion. Segun la Norma Técnica Colombiana
NTC 1252 -Cacao en grano—el analisis de prueba de corte es realizado
para determinar el grado de fermentacion del cacao segun su color
interno. La definiciéon de la norma para un cacao bien fermentado es:

cascara o tegumento de color marron, rojizo o pardo rojizo, que se
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desprende facilmente de la almendra. Las almendras tiene color marrén
o pardo rojizo oscuro (color chocolate) con alvéolos bien definidos de
forma arrinonada y con olor a chocolate.

En la microfermentacion realizada se tomaron tres muestras de cada
nivel de profundidad por dia y se realizaba el corte transversal (se hi-
cieron solo con tres muestras debido a la poca cantidad de muestra
que se estaba fermentando y no se queria alterar la cantidad de masa).
En el muestreo se observo una evolucién en el cambio de color de al-
gunas semillas, pero esto no era homogéneo en la masa que se estaba
fermentando y no se encontr6é una dependiente entre la profundidad
de donde se tomaban.

En las figuras 5.10 a 5.12 donde se tiene semillas tomadas a los dias
4, 7y 9 respectivamente se observa claramente el problema, mientras
que unas semillas evolucionaban a un color marrén otras permanecian
totalmente blancas. Hasta el final del monitoreo de la fermentacion en
el dia 9 persiste dicha inconsistencia del proceso. Después del dia 7 la
cascara desprendia facilmente del cotiledon.

Con las imagenes obtenidas durante el monitoreo de la fermenta-
cion del interior de las semillas de copoazu se hizo una carta de control
preliminar de las variaciones de color en el tiempo (figura 5.13).

Figura 5.10. Dia 4 de fermentacién de semillas de copoazui previamente despulpadas

con tijeras (40% de pulpa).
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Figura 5.11. Dia 7 de fermentacién de semillas de copoazi previamente despulpadas

con tijeras (40% de pulpa).

Figura 5.12. Dia 9 de fermentacién de semillas de copoazi previamente despulpadas

con tijeras (40% de pulpa).

Figura 5.13. Carta color interno del grano en la fermentacion de las semillas de
copoazu (Theobroma grandiflorum) fermentadas durante 9 dias en cajones de madera

(40% pulpa en la masa fermentante, despulpado con tijeras).
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Semillas de copoazu sin despulpar 100% de pulpa
Se llevo a cabo el proceso de fermentacion de la masa pulpa semilla de

copoazu, sin retirar pulpa previamente (Figura 5.14).

Figura 5.14. Acondicionamiento de la masa pulpa semilla de copoazu sin despulpar

(100% de pulpa) para la fermentacién.

La temperatura simulada de la fermentacion fue de 29°C
(temperatura promedio de la ciudad de Florencia, departamento
de Caqueta) (Castro, 2010). Con respecto a la humedad relativa del
ambiente, para mejorar las condiciones deficientes de los experimentos
anteriores, se humedeci6 diariamente la cabina con un atomizador de
agua, se colocaban recipientes con agua en la cabina y se humedecieron
toallas que tapaban el fermentador de madera cada 24 horas como se
muestra en la figura 5.15.
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Figura 5.15. Condiciones de fermentaciéon controladas de laboratorio de la masa

pulpa semilla de copoazi (100% de pulpa).

Las semillas se removieron cada 24 horas, desde el fondo hasta el
exterior repitiendo el proceso de 5 a 7 veces. En la figura 5.16 se pre-
sentan las temperaturas promedio de todos los puntos por dia que se
monitoreo la fermentacion para masas parcialmente despulpadas de

copoazu (40% de pulpa) y con el cien (100%) de pulpa.
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Figura 5.16. Temperatura de la masa pulpa semilla durante los dias de fermentacién
masas parcialmente despulpadas de copoazi, 40% de pulpa ®

y con el 100% M de pulpa.
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En la figura 5.16 se observa que en estos ciclos de evaluacion de
fermentacion las temperaturas se mantuvieron por debajo de 35°C. El
mayor incremento de temperatura se presenté masas de pulpa semilla
con 100% de pulpa de copoazi (34.4°C), mientras que en masas par-
cialmente despulpadas la temperatura maxima fue de 31.5 °C. Es impor-
tante destacar que en esos dos experimentos si se observo presencia de
lixiviados, lo que garantiza un control de las condiciones ambientales.

Se observa que la temperatura es homogénea en todo el cajon de
fermentacion ya que las diferencias de entre los puntos de muestreo y
las profundidades no son significativas. Esta homogeneidad se puede
atribuir al hecho de una buena aireacién en los intervalos de 24 horas
con grados similares de aireacion y exposicion al oxigeno. Sin embar-
go, la remocion de la masa deberia haber generado un incremento en
la actividad microbiana que generaria un aumento considerable en la
temperatura de la masa, algo que no ocurrié en condiciones del labo-
ratorio y que posteriormente tampoco se presento en campo, mante-
niendo la misma cantidad de pulpa (100%).

pH: El pH es un parametro de la formacion ya que su variacion du-
rante la fermentacion se debe a la degradacion microbiana de los aci-
dos y a la pérdida por difusion de estos compuestos hacia el cotiledon
(Contreras et al., 2004).

En la figura 5.17 se presentan los valores de pH promedio de las
medidas para los dos experimentos de fermentacion durante 9 dias de
monitoreo.

Para el caso del copoazu Criollo et al. (2010) encontraron un aumen-
to del pH en la zona externa de la semilla debido a la desasimilacion
del acido citrico por parte de los microorganismos que actian duran-
te la fermentacion, mientras que en el caso de Melgarejo et al. (2006)
encontré pH que oscilan entre 5.7 y 6.0 durante la fermentacién de las
almendras de copoazu con una notoria disminucion del pH.

Las masas de pulpa semilla de copoazi con cien (100%) de pulpa
alcanzan un pH de 3.89 mientras que cuando se remueve parte de la
pulpa el pH es de 3.5 lo cual difiere claramente con lo reportado por
Melgarejo et al., (2006).
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Figura 5.17. pH de la masa pulpa semilla durante los dias de fermentacién masas

parcialmente despulpadas de copoazi, 40% de pulpa ¢ y con el 100% [ de pulpa.

La disminucion de los °Brix (Figura 5.18) durante el proceso de fer-
mentacion tanto para masas parcialmente despulpadas de almendra de
copoazu, asi como sin despulpar muestra que la sacarosa se desdobla a
velocidades e intensidades similares en ambas. Se observa un descenso
significativo entre los dias 3 y 4 para los dos casos. Los valores iniciales
de °Brix para el experimento 40% de pulpay 100% de pulpa fueron
13.1 y 13.8, valores que corresponden a los reportados para fermenta-
cion de copoazu por otros autores (Castro, 2010); y al final del proceso
de fermentacion 7.8 y 7.6 respectivamente.

Color interno de las semillas: El color de las semillas es otro indica-
dor del estado de fermentacion. Segun la Norma Técnica Colombiana
NTC 1252 -Cacao en grano—el analisis de prueba de corte es realizado
para determinar el grado de fermentacion del cacao segun su color
interno. La definiciéon de la norma para un cacao bien fermentado es:
cascara o tegumento de color marrén, rojizo o pardo rojizo, que se des-
prende facilmente de la almendra. Las almendras tiene color marréon
o pardo rojizo oscuro (color chocolate) con alvéolos bien definidos de
forma arrinonada y con olor a chocolate. Las almendras de masas de
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Figura 5.18. °Brix de la masa pulpa semilla durante los dias de fermentacién
masas parcialmente despulpadas de copoazu, 40% de pulpa ™

y con el 100% # de pulpa.

pulpa semilla que mantuvieron el cien (100) de la pulpa alcanzaron
en mayor porcentaje y de manera mas homogénea el cambio de color
interno, caracteristico de la fermentacion de las semillas de copoazu.
Sin embargo, en semillas parcialmente despulpadas (40% de pulpa) se
alcanzo el cambio de color de manera no uniforme en las semillas y no
en todas las semillas. En la figura 5.19 se presentan las cartas de control
construidas para el proceso de fermentacion de las semillas de copoazu.

La fermentacion en la primera etapa mostro que se debe mantener
humedad relativa alta, durante el proceso de fermentacion, sin embargo,
esto se logra a través de dos vias, mantener una abundante masa pulpa
semilla, al menos mayor que el 40% y el 60%de pulpa y también
aumentando la humedad del ambiente de fermentacion. Aunque los
resultados de fermentacion de masas pulpa semilla de mas del 60%
resultaron en almendras de buena calidad y fermentacion similar, sigue
siendo de fundamental importancia el volumen de la masa fermentante,
es decir mayor a 40 kilos en cajones individuales o cajones de escalera

que asi lo permitan.
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Figura 5.19. Carta color interno del grado de fermentacion para las semillas de
copoazu masas parcialmente despulpadas de copoazi (40% de pulpa) (A) y con el

cien (100%) de pulpa (B)

Los resultados alcanzados permitieron plantear dos condiciones
adicionales de fermentaciéon para masas pulpa-semilla con el cien
(100%) de pulpa de copoazu tanto en condiciones controladas de
laboratorio, como en un ensayo de campo en cajones ensamblados en
escalera con 4 cajones de madera rectangulares con una capacidad
de 72 kg en cada uno de acuerdo con recomendaciones hechas por
Melgarejo et al. (2006) (Figura 5.20).

Cada uno de los cajones de madera presentan aberturas en la parte in-
ferior disenados para permiten la salida de los lixiviados que se producen
durante la fermentacién. Se dej6 en reposo la masa a fermentar por un
tiempo de 48 horas para posteriormente realizar la remocion de las semi-
llas. Después se realiz6 el volteo de las semillas cada 24 horas, moviendo
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con las manos todas las semillas desde el fondo hasta el exterior repitien-
do el proceso de 5 a 7 veces. En cada remocion realizada se iba retirando
la mayor cantidad de pulpa posible que desprendia con facilidad, esto con
el fin de no dejar el 100% de la pulpa durante los dias de fermentacion,
si no ir disminuyéndola gradualmente (-50%) (Figura 5.21).

Todos los ensayos adelantados tanto en el laboratorio como en el
campo manteniendo el 100% de la pulpa en la masa pulpa semilla mos-

traron un proceso de fermentaciéon completo, aunque las temperaturas

Figura 5.20. Fermentador de escalera utilizado para la fermentacion dela masa pulpa

semilla de copoazi con cien (100% de pulpa) en condiciones de Florencia-Caqueta

Figura 5.21. Masa a fermentar masas con el cien (100%) de pulpa. Fermentador de

escalera Florencia-Caqueta
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alcanzadas durante estos ensayos no llegaron a superar los 40°C y siendo
mayores en las condiciones de campo que en el laboratorio. Este resul-
tado confirma resultados con copoazu en Brasil y en Caqueta en ciclos
anteriores (Mattieto, 2001 y Melgarejo et al., 2006) y asegura que si bien
las condiciones controladas permiten identificar las variables del proce-
so, son los ensayos en campo los que permiten asegurar los resultados
reproducibles en series historicas (Figura 5.22)
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Figura 5.22. Comparacion de la temperatura de la masa pulpa semilla durante los
dias de fermentacién para experiencias controladas y experiencias realizadas en el

campo con masas de pulpa semilla con cien (100%) de pulpa de copoaza.

Es importante destacar que en esos dos experimentos si se observo
presencia de lixiviados, que confirman que el proceso de fermentacion
se alcanza de manera completa. Se observo que la temperatura fue ho-
mogénea en todo el cajon de fermentacion ya que las diferencias de en-
tre los puntos de muestreo y las profundidades no fueron significativas.

pH: En los dos experimentos se observé un aumento durante los pri-
meros tres dias de fermentacion, mucho mas notorio para el caso del ex-
perimento en campo alcanzando un pH de 3.93 en el dia 3, mientras que
para el experimento en laboratorio en los 7 dias de monitoreo fue de 3.84,
datos inferiores a los reportados por otros autores (Melgarejo et al., 2006).
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Se observo también que para el caso de experimentacién en campo
la masa a fermentar comenzo6 con un pH mucho mas alto que en el caso
de laboratorio, esto se puede explicar por mayor madurez de los frutos.
Condicion que no fue considerada en el estudio de la fermentacion
en este capitulo de la investigacion en el Caqueta, pero que sin duda
forma parte de las variables mas decisivas en el momento de fermentar

cualquiera de los frutos de este importante género

3,8 /

3,6 — ! ——

T
%
=&=Ensayos campo

3,4
Ensayos laboratorio

3,2

Dias

Figura 5.23. Comparacion del pH de la masa pulpa semilla durante los dias de
fermentacion para experiencias controladas y experiencias realizadas en el campo

con masas de pulpa semilla con cien (100%) de pulpa de copoazi

°Brix: En la grafica se observa que los resultados para los dos
experimentos siguieron la misma tendencia y los valores fueron
similares. Se observa un descenso significativo entre los dias 3 y 4. Los
valores iniciales de °Brix para el experimento laboratorio y campo son
12.1 y 13.4, valores que correspondieron a los reportados para pulpa
de copoazu por otros autores (Castro, 2010); y al final del proceso de
fermentacién de7.5 (dia 7) y 11.5 (dia 3) respectivamente.
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Figura 5.24. Comparacion °Brix de la masa pulpa semilla durante los dias de

fermentacion para experiencias controladas y experiencias realizadas en el campo

con masas de pulpa semilla con cien (100%) de pulpa de copoazi.

FERMENTACION DE SEMILLAS
DE COPOAZU

(Theobroma grandiflorum Will ex Spreng, Shum)

CAMBIOS DEL COLOR INTERNO DE LAS SEMILLAS DURANTE EL
PROCESO DE FERMENTACION — CORTE TRANSVERSAL

Color blanco en el interior de las semillas. Color crema la pulpa que la rodea. La
pulpa se encuentra fuertemente adherida a las semillas. Presenta un olor frutal.

Pulpa color amarillo claro. Se comienzan a presentar tonalidades amarilas y rojizas
en algunas partes del interior e las semillas. Olor de la pulpa frutal.

Color amarillo claro en el interior de las semillas y la pulpa. Presenta una aroma
entre frutal y fermentado. La temperatura aumenta en la masa pulpa semilla

La pulpa desprende con alguna facilidad de las semillas y su color interno y externo
&s crema. Olor a fermentado. La temperatura aumenta e la masa pulpa semilla.

Pulpa de color amarillo fuerte, con alguna fluidez; desprende facilmente de las
semillas. El interior de las semillas comienza a tomar tonalidades cafe. El aroma a
se intensifica y la se mantiene.

uips de color amarilo fuere, con alguna flidez; desprende fécimente de las semillas El interor
G o Sermias prossnia. o Co0r A3 oh aprirmadamente. 1 SO% coh gunas onahiades
amarillas. Olor a fermentado intenso y la temperatura se mantiene.

P ulpa de _color amarillo fuene con mayor fluidez; desprende faciimente de las
millas. El interior de las enta un color café. La cascarilla desprende
léc\lmenle del interior de Ia semllla Ior luerle a

Figura 5.25. Afiche carta de color interno de la semilla durante el avance

de la fermentacion
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Color interno de las semillas: La carta de color interno para las
semillas fermentadas de copoazu es uno de los productos de mayor
aplicacion para el aprovechamiento integral de fruto. Trasciende el
aprovechamiento de la pulpa tinicamente para dar un nuevo uso del
fruto, licor de copoazi, con aplicacion en la chocolateria.

Ciclos finales de evaluacion llevaron a confirmar que la realizacion de
ensayos de fermentacion con masas inferiores a 60 kg de masa pulpa se-
milla de copoazu no alcanzan, en ningun caso, temperaturas superiores a
40 °C, sin embargo, se puede remover parcialmente la pulpa de las semi-
llas, entre el 40 y el 60 por ciento, con lo cual se mantiene la aplicacién y
uso de la pulpa en diferentes elaborados agroalimentarios (Figura 5.33).
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Figura 5.26. Variables de respuesta temperatura y pH para masas fermentantes de
pulpa-semilla de copoazi con diferentes porcentajes de pulpa (20-40y 60%) de
pulpa en condiciones de campo. Florencia- Caquetd (29°Cy 80% H.R)

Secado: Se aprovecha el calor emitido por el sol con la utilizacion de
secadores solares (secado natural) ya instalados y utilizados en algunas
fincas de Caqueta (figura 5.31); es una alternativa viable aprovechan-
do la intensidad solar que se presenta en el departamento de Caqueta,
sin embargo, deben ser construidos y mantenidos para que la lluvia no
afecte el proceso. De acuerdo con la intensidad solar el proceso pue-
de durar entre 2y 3 dias en estos secadores, con temperatura alcanza-
das de 35°C a 40°C. Las semillas deben ser removidas con las manos o
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utilizando un rastrillo diariamente. Se puede corroborar la finalizacion
del proceso al tomar 4 a 5 semillas de diferentes areas y con las manos
estimar las semillas secas y duras (esto garantiza que la humedad de las
semillas sea menor al 8% y no se presente inconvenientes en la almace-
namiento de las mismas).

El Chocolate deriva de la palabra azteca «xocolatl», cuyo significado
es «agua espumosa», denominacion que era utilizada por los Olmecas
(1500- 400 A.C.), por los Aztecas (1400 A.C.), y posteriormente por los
Mayas (600 A. C.) (Hurst, 2002) para identificar una bebida amarga,
de fuerte sabor, y de gran valor energético. No obstante, hoy en dia no
solo se identifica con la palabra “chocolate” al chocolate de mesa, sino
también a una amplia y variada gama de productos y subproductos a
base del fruto del cacao y en ese mismo esfuerzo esta el aprovechamien-
to del copoazu para la elaboracion de chocolate de taza, asi como para
elaboracion de bomboneria selecta. En la figura 5.27 se presenta el dia-
grama de flujo para la obtencion de un licor de copoazu.

Procesamiento del Licor de copoazii: Para la obtencion del produc-
to analogo de chocolate, se siguio la metodologia estandar empleada
para la elaboracion de chocolates a partir de cacao (figura 5.27). En
cada una de las etapas de proceso se determino las condiciones de ope-
racion adecuadas, a saber:

Refinado: Se realiz6 haciendo pasar el licor en mezcla con el aztcar
y la manteca a través de un equipo provisto de dos rodillos paralelos con
separacion variable el cual se mantuvo con una distancia no mayor a 25
micras. El proceso se realizo en varios y pequenos lotes, con duracion
de 5 a 10 segundos y a 300rpm, aproximadamente.

Conchado: Se realizé6 mediante agitacion constante del licor en un
montaje a escala de laboratorio (figura). La agitacion se realizo por
medio de un agitador magnético a una velocidad de 500 rpm gradua-
dos en la plancha. La variable de respuesta fue la obtencion de una
matriz liquida, homogénea y uniforme esta etapa fue de 28-30°C. La
variable de respuesta fue obtener pastillas de chocolate o su analogo
de buena textura.

Moldeado: Esta operacion permitié dar forma a la masa de chocolate.
Dicha masa atemperada se vertié en moldes a temperatura ambiente,
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Figura 5.27. Diagrama de flujo para la obtencion de licor de almendras de copoazi

fermentadas secas y tostadas

Fuente: Autores
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con posterior vibracién para la eliminacién de burbujas de aire de
acuerdo con Thesenacasa (2011).

Enfriamiento y desmolde: Esta tltima operacion permitio obtener las
tabletas de chocolates mediante la completa cristalizacion de la masa.
El molde se llevo a una temperatura de refrigeracion de 15°C por un
tiempo de 20 a 30min, luego del cual se desmoldo6 y obtuvo las tabletas
del producto.

Perfil Sensorial o AQD: Se realiz6 un perfil sensorial o AQD, don-
de se encuentra la calificacion obtenida en cada uno de los atributos y
para cada una de las muestras. Se calcul6 la mediana de las puntuacio-
nes para los diferentes atributos evaluados en las diferentes muestras,
como se muestra en las Tablas 5.1y 5.2.

Tabla 5.1. Valores de “mediana” calculados a partir de las calificaciones
recibidas, por atributo, para chocolates con base de copoazu. 721: 30%

azucar; 430: 20% azicary 601: 40% aztcar.

COPOAZU

ATRIBUTO 721 430 601
Brillo 1.25 3 0.75
Textura superficial 2.5 2.5 3
Aroma y sabor 1.25 1.5 1.5
Amargo 2.8 4 2
Dureza 1 2 1.25
Fusion en boca 1.75 2 2.25

En la figura 5.28, se puede observar el perfil AQD general obtenido
en chocolates a partir de licor de copoazi, mientras que en la figura
5.29 se muestra el perfil AQD general obtenido por los chocolates a
base de cacao.

Las calificaciones del panel sensorial del producto analogo de cho-
colate, elaborado a partir del copoazu fueron menores a las obtenidas a
partir de cacao. Esto pudo deberse a que el copoazu, presenta caracte-
risticas desconocidas o poco familiares para los panelistas, lo que incide
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Tabla 5.2. Valores de “mediana” calculados a partir de las calificaciones
recibidas, por atributo, para chocolates a base de cacao. 107: cacao
amazonico 30% azucar; 529: muestra comercial Godiva; 311: cacao

amazonico 40% azuicar; 258: muestra comercial Cimarron; 096: cacao

amazoénico 20% azicary 735: cacao venezolano 25% azicar y 14%grasa.

CACAO
Chocolates comerciales

Atributo 107 529 311 258 096 735
Brillo 4.5 3.25 4 2.75 4.15 1.25
Textura superficial 8.5 4.15 4 4 3,85 3
Aroma y sabor 2.4 2.8 2.6 2 1.75 1.9
Amargo 3.3 4 2 3 4.75 4
Dureza 2.9 2.9 2 3 2 2
Fusion en boca 2 3 2.65 3 2.7 1.85
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Fusién en Boca 4\ Textura Superficial
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=430
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Dureza Aroma y Sabor

Amargo

Figura 5.28. Perfil AQD para tres muestras de chocolates oscuros a base de licor de
copoazi, evaluando seis atributos sensoriales distintos. 721: 30% aztcar; 430: 20%

azacar y 601: 40% aztcar.
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Figura 5.29. Perfil AQD comparativo, entre los productos de las tres concentraciones

de azicar en copoazi y la de 30% en cacao.

directamente en su calificacion. Ademas, de que se hace una continua
comparacion con chocolates de cacao. El atributo que mayor puntaje
obtuvo fue “Amargo” con una calificacion de 4.

En la figura 5.29 se puede observar el perfil obtenido en chocolates
a partir de licor de copoazu, comparadas con la muestra a base de licor
de cacao de mejor aceptabilidad, 30% azucar, donde es perceptible que
las calificaciones son bajas; solamente en el atributo amargo, presenta
calificaciones considerables. El siguiente paso obligara a generar la
tecnologia de obtencion de licores de copoazu fluidos y su aplicacion
bien sea en mezcla o solo para la obtencion de confiteria.

Descripcion de la linea de beneficio de las semillas de copoazua (7heo-
broma grandiflorum)

Recoleccion: Los frutos deben ser recolectados sanos y en estado ma-
duro segun las recomendaciones descritas en la Carta de calidad del
copoazu, 2009. Son limpiados con una toalla limpia para eliminar las
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particulas libres de la superficie y evitar que se mezclen con la pulpa
al abrir el fruto.

Preparacion de los frutos: Los frutos son abiertos con un golpe fuer-
te en el centro. Se abren completamente y se retira toda la masa pul-
pa-semilla del interior con precauciéon que no se mezclen particulas de
la cascara. Posteriormente se realiza una separacion de las semillas-pula

de forma manual (desgrane). Se retira la placenta debido a su presencia

Figura 5.30. Preparacién de la masa semilla-pulpa a fermentar
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da lugar a granos aglomerados que dificultan las etapas de fermentacion
y secado (Criollo et al., 2010) (Figura 5.30).

Fermentacion: Se utiliza fermentadores en escalera con 5 cajones de
madera con capacidad cada uno de 72 kg; cada uno de los cajones de
madera presentan aberturas en la parte inferior disenados para permi-
ten la salida de los lixiviados que se producen durante la fermentacion
(Figura 5.31). El cajon debe ser cubierto para evitar que escape el calor
y se contamine y preferiblemente debe estar ubicado en un sitio cubier-
to y limpio. La masa semillas — pulpa es incorporada en el primer cajon
del fermentador (superior) y el protocolo a desarrollar es:

La remocion consiste en tomar la masa semilla-pulpa con utensilios
limpios de plastico o de acero inoxidable y realizar movimientos hacia
la superficie, esto con objeto de airear la masa y por lo tanto se den
las reacciones quimicas correspondientes a la sintesis de compuestos
precursores de sabor y aroma de chocolate o de un producto analogo.
Cuando se realiza este proceso la pulpa comienza a desprender facil-
mente de las semillas, esta pulpa debe retirarse en la mayor cantidad
posible durante dia. Al terminar este proceso se procede a trasladar la
masa al siguiente cajon abriendo la tapa frontal del cajon.

Para el caso de las semillas de copoazu la temperatura maxima que
se alcanza es de 39°C entre los dias 3 y 4, posteriormente comienza a

A D

Dia 4 Dias6,7y8
Dia3 (remocién Dia5 (remocidn
(remocién manual) (remocién manual
manual) manual) diaria)

Dias 1y 2 (48
horas sin
remocion)

Cajén1
(superior)

\\J U/

Figura 5.31. Preparacion de la masa semilla-pulpa a fermentar

Fuente: Autores
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descender; con respecto ° Brix disminuyen notoriamente durante todo
el transcurso de la fermentacion; y el comportamiento del pH es un
aumento hasta el dia 4 para luego descender. Sin embargo, se estable-
ce que el parametro para verificar la finalizacion de la fermentacion
en campo es el color interno de las semillas mediante corte transversal
(tomar 5 a 10 semillas de diferentes areas del cajon). Se debe alcanzar
un color marréon o pardo rojizo oscuro (color chocolate) con alvéolos
bien definidos de forma arrinonada y con olor a chocolate. Para dar
una mayor guia se construyo una carta de color interno de las semillas
durante el avance de la fermentacion (figura 5.32).

Figura 5.32. Secadores solares finca municipio Belén de los Andaquies — Visita finca

“Primer Taller teérico — practico sobre beneficio de copoazu”

Finalmente, de modo general, se presenta un diagrama con el
proceso de beneficio de las semilla de copoazii que comienza con la
recolecta de los frutos, el desgrane (preparacion de la masa semilla-
pulpa), el proceso de fermentacion y finalmente el secado (Figura 5.33).
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Recoleccién de

Fermentacién Secadores
los frutos y

Dessmnalele Fermentador solares

Estado - escalera Mover todos
Separacién de la * Primeras 48 horas sin >

maduro semilla-pulpa de mover, luego e

Sanos la ciscara remocién diaria * Duracién2a

Limpieza « Verificacién por color 3 dias

interno de la semilla

Figura 5.33. Diagrama general del proceso de beneficio de las semillas de copoazi

(Theobroma grandiflorum)
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