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RESUMEN

El mal suramericano de las hojas (SALB) causado por el hongo Microcyclus ulei, es
la principal enfermedad del caucho en Latinoamérica. La mayoria de los estudios
se han concentrado en la resistencia al patégeno por lo que aun se desconocen
muchos aspectos fisiolégicos involucrados en el proceso de infeccion. El presente
estudio tuvo como objetivo determinar a partir del uso de modelos lineales generales
con analisis de anova y medidas repetidas en el tiempo, analisis de correlacion y
componentes principales, los cambios en los parametros de intercambio gaseoso y
fluorescencia de la clorofila a en dos clones de H. brasiliensis ante la infeccion
producida por M. ulei en condiciones de inoculacion controlada. Los resultados
mostraron que la afectacién de la fotosintesis fue proporcional al progreso temporal
y a la intensidad de los sintomas de la enfermedad. En este sentido, la maxima
reduccion significativa (p < 0.05) en las tasas fotosintéticas del clon FX 3864
(susceptible) (88.3%) y del FX 4098 (moderadamente resistente) (45.2%) se
observaron a los 8 dias después de la inoculacién en foliolos B de 18 dias de edad.
Asi mismo, se encontrd una diferenciacion significativa en la habilidad para capturar,
usar y disipar la energia luminica por parte del fotosistema Il entre ambos clones, lo
cual se evidencié en la menor fotosintesis del clon susceptible. En general, el SALB,
estuvo principalmente correlacionado con las variables A, E, gs, Fu/Fm Yy NPQ, y
asociado principalmente al clon FX 3864 que fue el mas afectado fisiolégicamente.

Palabras clave: Caucho, mal suramericano de las hojas — fotosintesis — modelos
lineales generales — Analisis de componentes principales
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ABSTRACT

The main disease of rubber tree cultivation in Latin America, South American leaf
blight (SALB), is caused by the fungus Microcyclus ulei. Most studies have focused
on the mechanisms related with the resistance to the pathogen, so that physiological
aspects involved in the infection is still unknown. This study aimed to determine the
changes in parameters of gas exchange and chlorophyll a fluorescence of two
clones of H. brasiliensis to the infection produced by M. ulei under conditions of
controlled inoculation with use of general linear models with analysis of variance and
measures repeated over time, correlation analysis and principal components. The
results showed that the effect of the photosynthesis was proportional to the temporal
progress and to the intensity of the disease symptoms. In this regard, the maximum
significant reduction (p <0.05) in photosynthetic rates of the clone FX 3864
(susceptible) (88.3%) and of the FX 4098 (moderately resistant) (45.2%) were
observed at 8 days after inoculation in leaflets B of 18 days old. Likewise, a
significant difference was found in the ability to capture, use and dissipate light
energy by part of the photosystem Il between the two clones, which was evidenced
in the minor photosynthesis of the susceptible clone. In general, the SALB was
mainly correlated with the variables A, E, gs, FW/Fm and NPQ, and was mainly
associated with the FX 3864 rubber tree clone that was the most affected
physiologically.

Key Word: Rubber tree - South American Leaf Blight - Photosynthesis - General
linear models — Principal components analysis
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mal suramericano de las hojas por sus siglas en inglés SALB (South Americam
Leaf Blight), causado por el hongo Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx (anamorfos:
Fusicladium heveae Kuyper y Aposphaeria ulei P. Henn) es la principal enfermedad
del cultivo de caucho [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg en
Latinoamérica (Gasparotto et al. 1997). Esta enfermedad reviste gran importancia
porque produce defoliaciones prematuras repetidas, disminuye la produccién de
latex entre un 20% y 75% y puede ocasionar la muerte de la planta (Chee y Holliday
1986; Lieberei 2007).

Los estudios en el SALB se han concentrado principalmente en los mecanismos
bioquimicos y moleculares relacionados con la resistencia a la enfermedad (Lieberei
2007; Rivano et al. 2013), el tipo de reaccién clonal (Mattos et al. 2003; Le Guen et
al. 2008; Sterling et al. 2010; Cardoso et al. 2014) y la influencia de las condiciones
ambientales en la dinamica epidemioldgica de la enfermedad (Gasparotto et al.
1989; Furtado et al. 2008; Sterling et al. 2015). Por lo que aun se desconocen
muchos de los aspectos fisioldgicos involucrados en la interaccién H. brasiliensis-
M. ulei (Sterling y Melgarejo 2014).

Los parametros fotosintéticos relacionados con el intercambio gaseoso y la
fluorescencia de la clorofila a han sido considerados indicadores no invasivos de la
respuesta fotosintética bajo condiciones de estrés biético por patdgenos (Bonfing et
al. 2006; Berger et al. 2007; Alves et al. 2011). En este sentido, el analisis de estos
indicadores ha demostrado que la infeccidén por patégenos ocasiona reducciones en
las tasas fotosintéticas y causa modificaciones en el aparato fotosintético (Alves et
al. 2011; Aucique Perez et al. 2014; Rios et al. 2014; Bermudez-Cardona et al.
2015).

Dado que el uso de clones con resistencia al SALB constituye una de las estrategias
mas prometedoras para el manejo de la enfermedad (Rivano et al. 2010, 2013;
Sterling y Rodriguez 2011; Cardoso et al. 2014), es presumible que los efectos
fisiolégicos de M. ulei sobre la fisiologia de H. brasiliensis deben ser menos
evidentes en los materiales con menor susceptibilidad a la enfermedad.

De acuerdo con lo anterior, se observa que es necesario analizar ¢como el uso de
uso de clones de caucho con algun nivel de resistencia al hongo M. ulei podrian
reducir los impactos negativos sobre la fotosintesis, y qué cambios en la fotosintesis
se pueden explicar en funcion del tiempo de progreso de la enfermedad en
condiciones controladas de infeccion?
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Analizar en funcion de los parametros de intercambio gaseoso y fluorescencia de la
clorofila a, la respuesta fotosintética de dos clones de H. brasiliensis (FX 4098 y FX
3864) con diferente resistencia al SALB, ante la infeccion producida por M. ulei en
condiciones de inoculacion controlada.

2.2. Especificos

e Evaluar mediante analisis de varianza (anova) la evolucion temporal de los
sintomas del SALB y el area bajo la curva de progreso de la enfermedad en los
clones FX 4098 y FX 3864 en condiciones controladas de infeccion.

e Analizar a través de anova los cambios en el intercambio gaseoso y la
fluorescencia de la clorofila a de los clones FX 4098 y FX 3864 en funcién del
progreso temporal de los sintomas producidos por M. ulei en condiciones
controladas de infeccion.

e Determinar mediante andlisis de correlacibn y componentes principales la
relacion entre los sintomas producidos por el SALB y los pardmetros
fotosintéticos de los clones FX 4098 y FX 3864 en condiciones controladas de
infeccion.
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3. JUSTIFICACION

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

En Colombia, el gobierno nacional priorizé diversos nacleos de produccién, teniendo
en cuenta la tradicion cauchera y la delimitacién por zonas de escape y no escape
al hongo M. ulei (STNCC, 2008). En esta priorizacion se incluyé la Amazonia
colombiana especialmente los departamentos de Caqueta, 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 fotosintética a partir del analisis de los pardmetros
de intercambio gaseoso y de la fluorescencia de la clorofila a en diferentes clones
de caucho frente al ataque del SALB, permitird a posteriori desarrollar un sistema
de diagndstico fisiolégico, monitoreo y manejo temprano de la enfermedad en
combinacion con las estrategias clasicas de manejo a través del uso de clones
resistentes, con lo que se favorecera la productividad y la competitividad del sector
cauchero del Caqueta en funcién de una reduccién en el impacto ocasionado por el
SALB en condiciones de la Amazonia colombiana.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Marco disciplinar
4.1.1. Fisiologia vegetal

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

4.1.2. Efectos de los patégenos sobre la fisiologia de las plantas

Son evidentes los efectos fisioldgicos que causan los patdégenos en las plantas, pero
muchos de los eventos que ocurren estan poco documentados o entendidos
(Rodriguez-Gaviria y Cayon, 2008). Segun Agrios (2005), la fotosintesis es uno de
los principales atributos fisioldgicos afectados por los patdgenos. En este sentido,
los pardmetros fotosintéticos relacionados con el intercambio gaseoso y la
fluorescencia de la clorofila a han sido considerados indicadores ideales y no
invasivos de la respuesta fotosintética bajo condiciones de estrés bidtico por
patégenos (Bonfing et al. 2006; Berger et al. 2007; Alves et al. 2011).

El andlisis de estos indicadores ha demostrado que la infeccidbn por patdgenos
ocasiona reducciones en las tasas fotosintéticas y causa modificaciones en el
aparato fotosintético (Alves et al. 2011; Aucique Perez et al. 2014, Rios et al. 2014;
Bermudez-Cardona et al. 2015). Estas modificaciones pueden deberse a la
regulacion negativa o al dafio del aparato fotosintético (Lichtenthaler y Miehé 1997;
Alves et al. 2011). El andlisis de la fluorescencia de la clorofila a ha demostrado, por
ejemplo, que la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PSIl) es disminuida por la
infeccion (Bassanezi et al. 2003; Alves et al. 2011; Aucique Perez et al. 2014).

4.1.3. El caucho natural (Hevea brasiliensis)

El caucho natural Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.
(Euforbiaceae) es una especie originaria de la cuenca del rio Amazonas, en los
territorios de Brasil, Bolivia, Pera y Colombia, y su uso radica en la produccion de
latex destinado principalmente a la industria llantera (Compagnon 1998). El caucho
natural fue llevado a Asia en donde logré gran adaptacion y mejor comportamiento
que en su lugar de origen, debido principalmente a que esa region se encuentra
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libre del SALB, enfermedad endémica del area amazoénica (Gasparotto et al. 1997).
El Sudeste Asiatico produce el 93% del caucho natural, Africa el 4% y América
Central y del Sur el 3 % (IRSG 2015). En Colombia, a diciembre de 2015 se reportd
la existencia de 52.223 ha cultivadas (CCC 2015). Caqueta es el departamento con
mayor tradicion cauchera de Colombia y el tercero en area sembrada (6.017 ha de
caucho) (Asoheca, 2015).

4.1.4. Mal suramericano de las hojas (SALB)

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

Sin embargo, Hora Janior et al. (2014) a través de analisis de relaciones
filogenéticas usando secuencias de ADN y ARNr, proponen una nueva
nomenclatura para M. ulei: Pseudocercospora ulei (Henn.) Hora Junior & Mizubuti,
perteneciente al Orden Capnodiales y conservando la familia Mycosphaerellaceae.
En el mismo sentido, conservan la denominacién del anamorfo conidial (F.
macrosporum = F. heveae K. Schub. & U. Braun 2003) y en el caso del anamorfo
A. ulei, afirman que las estructuras picnidiales producidas por este estadio de
desarrollo son en realidad espermogonios y estarian estrechamente relacionados
con las etapas iniciales del ciclo sexual de M. ulei.

EL SALB reviste gran importancia porque produce defoliaciones prematuras
repetidas, disminuye la produccién de latex entre un 20% y 75% y puede ocasionar
la muerte de la planta (Chee y Holliday 1986; Lieberei 2007). Segun Gasparotto et
al. (2012), dependiendo del clon de caucho, la primera fase de la enfermedad o fase
infecciosa, ocurre luego de 4 a 10 dias después de la infeccion, a partir de la cual
aparecen lesiones conidiales polvosas producidas por F. heveae en los estadios
foliares jovenes B (10 -18 dias de edad) y C (19 - 30 dias de edad) (Hallé et al.
1978). En la segunda fase (dos meses después de la infeccién), en foliolos D con
madurez fisiologica (60 - 90 dias de edad), se presentan lesiones estromaticas
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asexuales (picnidios) causadas por A. ulei, y finalmente en la tercera fase (tres a
cuatro meses posteriores a la infeccion) se producen lesiones estromaticas
sexuales en foliolos D préximos a la senescencia (90 — 120 dias de edad) que portan
las ascosporas con las que se iniciara un nuevo ciclo de la enfermedad.

El uso de genotipos resistentes y la ubicacion de las plantaciones en las areas de
escape, definidas éstas como areas cuyas condiciones climaticas son
desfavorables a M. ulei, pero econdmicamente aptas para el crecimiento del cultivo
de caucho, constituyen las mejores alternativas recomendadas para el control de la
enfermedad (Leal, 1999).

4.1.5. Interaccion Hevea brasiliensis x SALB

Los estudios en el SALB se han concentrado principalmente en los mecanismos
bioquimicos y moleculares relacionados con la resistencia a la enfermedad (Lieberei
2007; Rivano et al. 2013), el tipo de reaccién clonal (Mattos et al. 2003; Le Guen et
al. 2008; Sterling et al. 2010; Cardoso et al. 2014) y la influencia de las condiciones
ambientales en la dindmica epidemioldgica de la enfermedad (Gasparotto et al.
1989; Furtado et al. 2008; Sterling et al. 2015). Por lo que aun se desconocen
muchos de los aspectos fisioldgicos involucrados en la interaccion H. brasiliensis-
M. ulei.

Dado que M. ulei es un patdogeno hemibiotréfico que coloniza principalmente los
tejidos foliares vivos, se presume que, a partir del proceso infeccioso, cambios
importantes deben ocurrir a través del tiempo en la fisiologia del caucho, derivados
de los mecanismos de defensa del hospedero (Lieberei, 2007) y de la variacién
temporal de los sintomas y signos producidos por el patdégeno (Sterling y Melgarejo
2014).

En otras interacciones hospedero-patégeno hemibiotréfico, los mayores efectos
fisiol6gicos sobre el hospedero se han observado principalmente en la fotosintesis
(Pinkard y Mohammed 2006; Polanco et al. 2014). No obstante, el ataque por
patdgenos afecta también de forma negativa otros procesos fisiolégicos como la
respiracion, la translocacién de agua y nutrientes y la transpiracion (Lucas 1998).

Lieberei (1996) evalud en condiciones controladas diferentes aspectos fisioldgicos
de la resistencia (contenido de clorofila, fotosintesis, respiracion, peso fresco y peso
seco), asociados al estado fenolégico de las hojas afectadas. Sin embargo, no esta
documentado el efecto que tiene la intensidad de los sintomas de la enfermedad
sobre el desempefio fotosintético de la planta, y tampoco se tiene claridad sobre los
cambios en la fotosintesis en relacién con el progreso de la infeccion o el ciclo de
desarrollo del patégeno en la planta. En este contexto, es necesario identificar las
variaciones fotosintéticas entre diferentes genotipos de H. brasiliensis con distintos
niveles de resistencia al SALB.
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4.1.6. Curvade progreso de la enfermedad - SALB

En epidemiologia es posible modelar el comportamiento de una enfermedad
(incidencia o intensidad de sintomas) en funcion del tiempo de progreso de la
misma, lo que se denomina curvas de progreso de la enfermedad a lo largo del
tiempo. Asimismo, a partir de estas curvas epidemioldgicas se puede calcular 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 la enfermedad en
el tiempo) mediante la formula propuesta por Campbell y Madden (1990):

Ecuacion (1): AUDPC = YPY(Yi + Yi +1) /2 * (ti + 1- ti)]

Donde:

n = Numero de observaciones.

Yi = proporcién de la enfermedad en la lectura i.

ti = Tiempo en dias transcurrido desde la lectura i a la lectura i + 1.

Los valores mas altos de AUDPC corresponden a los clones mas susceptibles y los
clones con valores méas bajos a los mas resistentes (Pérez y Forbes 2008).

En caucho son pocos los estudios donde se han analizado la dindmica
epidemioldgica del SALB (Furtado et al. 2008) y en Colombia este conocimiento se
encuentra poco documentado y ha sido principalmente abordado en condiciones de
campo (Castro 2011, Sterling et al. 2015).

4.2. Marco estadistico
4.2.1. Disefio de experimentos

Un experimento es una prueba o serie de pruebas en las cuales se inducen cambios
deliberados en las variables de entrada de un proceso o sistema de manera que
sea posible observar e identificar las causas de los cambios en la respuesta de
salida” (Montgomery 2004). Es una reproduccion restringida de la realidad con el fin
de observar los efectos de su manipulacién planificada. La finalidad de estudios
basados en experimentos es contrastar hipétesis, modelar y predecir.

El disefio de experimentos consiste en un conjunto de técnicas que tienen, entre
otras, la finalidad de controlar las fuentes de variacion no deseadas y disminuir el
término de error experimental. Uno de los principales objetivos en la planificacion
de una experiencia, siguiendo un disefio experimental, es la reduccion del error
experimental, con el propésito de incrementar la eficiencia de la inferencia
relacionada a la comparacion de tratamientos (Kuehl 2001).
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Para realizar un experimento se debe tener en cuenta las siguientes variables,
describe Montgomery (2004):

e Determinar cuales son las variables que tienen mayor influencia en la respuesta.

e Determinar cual es el ajuste de la variable independiente (x) que tiene mayor
influencia para que la variable dependiente (y) este casi siempre del valor
deseado.

e Determinar cudl es el ajuste de la variable independiente (x) que tienen mayor
influencia para que la variable dependiente (y) este reducida.

e Determinar cudl es el ajuste de la variable independiente (x) que tiene mayor
influencia para que los efectos de las variables no controladas Z1, Z2...Zq sean
minimos.

El disefio experimental puede entenderse como una estrategia de combinacién de
la estructura de tratamientos (factor/es de interés) con la estructura de unidades
experimentales (UE), de manera tal que la variabilidad de la variable respuesta, al
menos en algun subgrupo de unidades experimentales, pueda ser atribuidas
solamente a la accion de los tratamientos, excepto por errores aleatorios. Asi, es
posible contrastar (comparar) medias de tratamientos o combinaciones lineales de
medias de tratamientos con el menor “ruido” posible (Di Rienzo et al. 2008).

La estructura de tratamientos esté relacionada al numero de factores involucrados
en el experimento, sus niveles y la combinacién de los mismos. La estructura de
unidades experimentales surge del agrupamiento de las mismas en grupos o
bloques que puedan considerarse formados por UE homogéneas. Es importante en
toda situacién donde se disefia una experiencia distinguir entre la estructura de
parcelas o estructura de las UE por un lado, y la estructura de tratamientos, por el
otro (Di Rienzo et al. 2008).

Segun Balzarini et al. (2011), el uso de experimentos factoriales implica un
reconocimiento de la estructura de tratamientos que hace al analisis mas eficiente
en cuanto a las comparaciones de interés entre los tratamientos. Es posible evaluar
la respuesta en relacién a los niveles de cada uno de los factores (efectos
principales) y la interaccion entre factores o cambios en las comparaciones de los
niveles de un factor entre los distintos niveles de otro/s factor/es.

Cuando se combinan niveles de varios factores para conformar un tratamiento, el
experimentador se pregunta si es posible identificar los efectos de cada uno de los
factores y eventualmente probar hipétesis sobre ellos. Los experimentos con arreglo
factorial de tratamiento permiten responder a esa pregunta. A pesar de que otras
estrategias podrian ser usadas, ¢ por qué son preferibles los arreglos factoriales?.
La respuesta esta relacionada con el concepto de eficiencia, que, en términos
practicos, se relaciona con la cantidad de repeticiones que son necesarias en un

19



experimento para tener una precision deseada para los contrastes de interés
(Balzarini et al. 2008).

El diseiio factorial tiene como objetivo principal estudiar los efectos que pueden
tener varios factores sobre la variable respuesta. El hecho que los niveles de todos
los factores varien al mismo tiempo permite evaluar las interacciones entre los estos
(Gutiérrez y Vara 2012). En este tipo de disefio se investigan todas las
combinaciones posibles de los niveles de los factores en cada réplica completa del
experimento con el fin de determinar el efecto de un factor, es decir el cambio que
se produce en la variable respuesta ante un cambio en un nivel del factor. Estos
efectos pueden ser simples, principales y de interaccion, sin importar la clase de
efecto su célculo e interpretacion parte del concepto de medias (Kuehl 2001):

e Los efectos simples se entienden como las comparaciones entre los niveles de
un factor a un solo nivel de otros. De tal forma, se identifica cuél de los niveles
fue mas efectivo ante la aplicacion de una u otra técnica.

Ecuacion (2): Al = p21 —pl1l

donde

Al: efecto simple del factor 1

ull: media de la interaccion del nivel 1 del factor Ay el nivel 1 del factor B
u21: media de la interaccién del nivel 2 del factor Ay el nivel 1 del factor B

e Los efectos principales hacen referencia a las comparaciones entre los niveles
de un factor promediados para todos los niveles de otro factor, permitiendo
determinar el cambio promedio de la variable respuesta, es pertinentes aclarar
que esta técnica solo es aplicable ante factores con dos niveles.

Ecuacion (3): Al=u2-ul

donde

A1: efecto principal del factor 1
ul: media del nivel 1 del factor A
u2: media del nivel 2 del factor A

e Los efectos de interaccion miden las diferencias entre los efectos simples de un
factor a diferentes niveles de otro.

Ecuacion (4): C1=B1-A1

donde

C1: efecto de interaccion entre el factor 1 y el factor 2
A1l: efecto simple del factor 1

B1: efecto simple el factor 2
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Las observaciones de un experimento factorial son representadas con un modelo
lineal en el cual se relacionan los tratamientos y error experimental. A la vez, los
tratamientos se encuentran compuestos por cada factor y su respectiva interaccion:

Ecuacion (5): yij = u+1ti+¢€ij

donde:

yij: variable respuesta para la observacién i de acuerdo al tratamiento |
7j: efectos derivados de los tratamientos a la observacion i

gij: error experimental para la observacion iy el tratamiento |

El modelo debe cumplir con los supuestos de normalidad, homogeneidad e
independencia de los residuos.

4.2.2. Andlisis de la varianza

El Andlisis de la Varianza (ANOVA), permite probar hipotesis referidas a los
pardmetros de posicidén (esperanza) de dos o mas distribuciones. La hipotesis que
se somete a prueba generalmente se establece con respecto a las medias de las
poblaciones en estudio o de cada uno de los tratamientos evaluados en un
experimento (Hocking 1996).

El ANOVA es un procedimiento que descompone la variabilidad total en la muestra
(suma de cuadrados total de las observaciones) en componentes (sumas de
cuadrados) asociados cada uno a una fuente de variacion reconocida (Nelder 1994).
La técnica del Analisis de Varianza (ANOVA) permite realizar las estimaciones de
las respuestas promedio de tratamientos y las comparaciones entre ellas.

El andlisis de varianza es sensible a las propiedades estadisticas de los términos
de error aleatorio del modelo lineal. Los supuestos tradicionales del ANOVA
implican errores independientes, normalmente distribuidos y con varianzas
homogéneas para todas las observaciones (Balzarini et al. 2008).

Segun Di Rienzo et al. (2008) el analisis de varianza debe contemplar algunas
consideraciones para su desarrollo:

e Los datos se comportan como normales y es util para definir el efecto de las
variables en el experimento.

e El p-valor es menor a 0,05 con un nivel de confianza del 95%, por ende, las
variables tienen un efecto considerable en el modelo.

e Si algun factor no es significativo segun éste andlisis, la mejor opcion es
eliminarlo y analizar nuevamente el resultado del modelo.

e Si el factor no presenta un efecto considerable, pero su interaccién si, el factor
debe ser incluido en el modelo. Por el contrario, si el factor tiene un efecto
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relevante, pero sus interacciones no, dichas interacciones pueden ser
eliminadas.

El objetivo del ANOVA es la comparacién de las medias de la variable respuesta en
esos grupos. El ANOVA examina la contribucion relativa de diferentes fuentes de
variacion respecto a la variacion total en la variable respuesta y permite contrastar
la HO sobre igualdad de medias entre los grupos versus la H1 que establece que al
menos 1 es diferente.

Las variables involucradas en el ANOVA son la variable dependiente o respuesta,
las variables de clasificacion (predictoras asociadas a factores cualitativos o
cuantitativos con un numero discreto de niveles) y las covariables (predictoras
asociadas a fuentes de variacion continuas entre UE) en caso de que existan. La
variable dependiente es la variable sobre la cual se desea hacer comparaciones
entre los tratamientos. Las variables de clasificacion son las variables involucradas
en el lado derecho de la ecuacién del modelo estadistico del ANOVA y que
representan factores o fuentes de variacidn que permiten separar o clasificar las
observaciones en grupos.

El modelo de analisis de varianza para un experimento factorial con interacciones
€S como sigue:

Ecuacion (6): Yijk = pu + ai + Bj + 8ij + eijk coni = 1,2; j = 1,2; k = 1,.., nij

Donde

Yijk representa la respuesta de la k-ésima repeticion en el i-ésimo nivel del factor 1
y j-ésimo nivel de factor 2

u representa una media general

ai el efecto que produce el iésimo nivel del factor 1

Bj corresponde al efecto del j-ésimo nivel del factor 2

dij el efecto adicional (interaccion) para la combinacion de los niveles i del factor 1y
j del factor 2

eijk es el error aleatorio asociado a la observacion ijk-ésima.

Los términos ¢ijk que usualmente se suponen normal e independiente distribuidos
con esperanza cero y varianza comun c2. Debe notarse que el subindice k se
mueve entre 1y nij, es decir, el nUmero de repeticiones para el tratamiento puede
ser distinto. Asimismo, cada vez que se incluya un nuevo factor (factor n-ésimo) se
generan interacciones de orden n-ésimo (primer orden, segundo, orden, entre
otras).

Segun Balzarini et al. (2008) al medir una variable sobre la misma unidad
experimental en distintos momentos de tiempo se obtienen mediciones seriales que
se caracterizan por estar correlacionadas ya que las mismas acarrean un mismo
efecto de unidad experimental. El procedimiento de recoleccion de informacion

22



sobre la misma unidad produce una serie de medidas repetidas sobre cada unidad.
Pueden existir o no otros factores que se reconozcan como fuentes de variabilidad
entre las unidades o sujetos experimentales (between subject factor), pero siempre
en este tipo de estudios se reconoce el factor tiempo como aquel con
potencialidades de introducir variabilidad entre las observaciones registradas dentro
de la misma unidad (within subject factor).

Di Rienzo et al. (2011) y Cayuela (2014) afirman que mediante el analisis de
varianza (univariado), se podria ajustar un modelo de parcelas divididas a los datos
de experimentos con mediciones repetidas. En dicho modelo el factor tratamiento
se asocia a las unidades experimentales de mayor tamafio y el factor tiempo a las
“subparcelas”. Los sujetos o unidades anidadas dentro del factor principal
constituyen el término de error para el factor tratamiento. El analisis es apropiado
sélo si las medidas no estan correlacionadas en el tiempo (modelo esférico) o se
puede sostener el supuesto de igual correlacién entre cualquier par de mediciones
repetidas sobre un mismo individuo (modelo de simetria compuesta
‘corCompSymm”) para las matrices de varianzas y covarianzas de las
observaciones dentro de una misma unidad experimental.

Finalmente, si se rechaza la hipétesis nula del ANOVA, la pregunta que sigue es
¢cual o cuales de las medias poblacionales en estudio son las diferentes? Existe
una gama muy amplia de alternativas para llevar adelante este tipo de pruebas,
entre las que se destacan la de Tukey y la de Fisher (Balzarini et al. 2008).

4.2.3. Anélisis de correlaciéon

El coeficiente de correlacion de Pearson es una medida de la magnitud de la
asociacion lineal entre dos variables que no depende de las unidades de medida de
las variables originales (Balzarini et al. 2011). Para las variables j-ésima y k-ésima
se define como:

y

(zn:(xij — X)X — X, )}/(Fll)
Ecuacion (7): 7« = \/87 =7

CAE — ;
i Ok J[(Z](X{i_f})zJ/(n—l)]{{Z](x,A—)?L)'J/(n—[)J

donde Si es la
covarianza entre la variable j y la variable k, S% y S?% son las varianzas de las
variables j y k respectivamente.

El coeficiente de correlacion muestral representa la covarianza de los valores
muestrales estandarizados. Asume valores en el intervalo [-1;1] y el signo indica la
direccién de la asociacion (valores negativos se producen cuando la tendencia
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promedio indica que, si un valor en el par observado es mas grande que su media,
el otro valor es mas pequefio que su media) (Di Rienzo et al. 2008).

4.2.4. Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales y los graficos conocidos como biplot son
técnicas generalmente utilizadas para reduccién de dimension. Las técnicas de
reduccion de dimensién permiten examinar todos los datos en un espacio de menor
dimension que el espacio original de las variables. Con el ACP se construyen ejes
artificiales (componentes principales) que permiten obtener graficos de dispersion
de observaciones y/o variables con propiedades 6ptimas para la interpretacion de
la variabilidad y covariabilidad subyacente. Los biplots permiten visualizar
observaciones y variables en un mismo espacio, asi es posible identificar
asociaciones entre observaciones, entre variables y entre variables y observaciones
(Balzarini et al. 2008).

Diferencias en los datos generan variabilidad, luego una forma de resumir y ordenar
los datos es a través del analisis o la explicacion de la estructura de varianza y
covarianza del conjunto de variables en estudio.

El ACP es una técnica frecuentemente utilizada para ordenar y representar datos
multivariados continuos a través de un conjunto de d=1,...,p combinaciones lineales
ortogonales normalizadas de las variables originales que explican la variabilidad
existente en los datos de forma tal que ningun otro conjunto de combinaciones
lineales de igual cardinalidad, tiene varianza de las combinaciones mayor a la del
conjunto de componentes principales (Gabriel 1981). Usualmente se selecciona un
namero d mucho menor que p, para la representacion de la variabilidad subyacente.
Se espera que dicha reduccién de dimensionalidad no produzca una pérdida
importante de informacién. Desde este punto de vista, la técnica de reduccién de la
dimension implica una consecuente ayuda en la interpretacion de los datos. La
primera componente contiene mas informacion (sobre variabilidad) que la segunda,
ésta a su vez mas que la tercera y asi sucesivamente hasta no explicar mas
variabilidad.

El ACP para ordenar observaciones se basa en la descomposicion espectral de la
matriz de covarianzas o de correlacion entre variables de dimension pxp. La
seleccién entre el estimador insesgado y el estimador maximo-verosimil de la matriz
de covarianza poblacional es irrelevante, ya que produce las mismas componentes
principales muestrales. Usando los autovectores de S o R como vectores de
coeficientes para la combinacion lineal se puede demostrar que las componentes
principales son combinaciones lineales no correlacionadas cuyas varianzas son
maximas.
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La j-ésima componente principal (CPj) es algebraicamente una combinacion lineal
de las p variables originales obtenida comoYj=ej ' X=eljX1+e2jX2 +...+epj X
p con j=1,...,p donde ej representa el j-ésimo autovector. Las nuevas variables, CP,
usan informacion contenida en cada una de las variables originales, algunas
variables pueden contribuir mas a la combinacion lineal que otras. La varianza de la
j-ésima componente principal es Var (Y] ) = ej "'Zej = A ] donde el j-ésimo A es el
autovalor asociado al j-ésimo autovector de S, (los autovalores se ordenan en forma
decreciente, A1>A2>)3....). Ademas, se satisface que, entre dos componentes
cualesquiera, la covarianza es nula. La proporcion de la varianza total explicada por
las primeras dos componentes sera:

A+ AL+t A,

Ecuacion (8):  prop, =
At +.+A4,

Los coeficientes de cada variable original estandarizados para una CP, permiten
identificar las variables con mayor contribucion en la explicacion de la variabilidad
entre observaciones en el eje asociado a la CP correspondiente.
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5. MARCO METODOLOGICO

5.1. Adecuacién de las condiciones experimentales

El experimento se realizd en el cuarto climatizado del Laboratorio de Fitopatologia
del Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas Sinchi en Florencia, Caqueta
(Colombia) (Figura 1). Se cont6 con 10 cubiculos o cabinas para las inoculaciones
(dimensiones de 1.3 m x 1.2 m x 2.5 m). La temperatura del aire se control6 a 23 °C
mediante el uso de dos aires acondicionados de 12000 Btu cada uno tipo mini split
con filtro deshumificador. El control de la humedad relativa (90 - 95%) se manejo
mediante un sistema de riego independiente por goteo. Finalmente, dentro de cada
cubiculo se manejé un fotoperiodo de 12/12 h mediante la adecuacion de un
temporizador y cuatro lamparas fluorescentes de 40 W (PAR= 11.5 umol fotones.
m2 s1) (Mattos et al. 2003; Sterling et al. 2010).

Figura 1. Cuarto climatizado con cubiculos para las inoculaciones controladas
5.2. Material vegetal

Se utilizaron los clones FX 4098 de alta productividad, vigoroso y moderadamente
resistente a M. ulei (Mattos et al., 2005; Le Guen et al. 2008, Sterling et al. 2010;
Rivano et al. 2010) y FX 3864 susceptible a M. ulei (Junqueira et al. 1988; Mattos et
al. 2003; Sterling et al. 2009). Por cada clon de H. brasiliensis se emplearon
plantulas de 4 meses de edad (dos pisos foliares) crecidas en bolsas de capacidad
de 7 Kg, con suelo proveniente de la regién del Caqueta (Departamento localizado
entre las coordenadas 1° 37' 03" de latitud Norte y 75° 37' 03" de longitud Oeste
(IGAC 2010), y mantenidas en casa de malla a temperatura promedio de 29.7 °C,
humedad relativa media de 80.8% y radiacion PAR promedio de 275 pmol
fotones/m?.s.
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5.3. Fuente deindculo e inoculaciones controladas

Se empleo el aislamiento CVI2 de M. ulei perteneciente al banco de aislamientos
del Laboratorio de Fitopatologia del Instituto Sinchi en Florencia, Caqueta (Figura
2). El aislamiento fue conservado en medio de crecimiento (MC) (adaptado de
Junqueira et al. 1984) en oscuridad a 24 °C y esporulado en medio M4 (papa
dextrosa agar — PDA) (adaptado de Mattos 1999) con un fotoperiodo de 12/12 h.

- el

Figura 2. Fuente de inoculo de M. ulei (izquierda) y pruebas de inoculacion
controlada (derecha).

El in6culo primario, consistié en una suspension de 2 x 10° conidios mL* (Mattos et
al. 2003; Sterling et al. 2010) la cual se asperj6é en el envés de 12 foliolos B2 (cuatro
hojas trifoliadas; 10 dias de edad) pertenecientes al segundo piso foliar de cada una
de las cinco plantas empleadas por cada clon de caucho (FX 3864 y FX 4098) con
la ayuda de un aerégrafo (Figura 2) acondicionado a un compresor eléctrico
calibrado a 4.5 Pa de presion (Sterling et al. 2010).

Luego de la inoculacién, las plantas permanecieron 24 horas en oscuridad y a partir
de ahi hasta el dia 20 se sometieron a un fotoperiodo de 12/12 h (radiacién
fotosintéticamente activa, PAR: 11.5 umol fotones m-2 s-1), a una temperatura de
23 °C y a una humedad relativa entre 90 y 95%.

5.4. Evaluacién de la severidad de la enfermedad

La severidad del SALB (Fase conidial: F. heveae) se evalud alos 0, 4, 8, 12, 16 y
20 dias después de la infeccion (DDI) 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). Asi mismo, se calculo el area bajo
la curva de progreso del SALB por sus siglas en inglés AUSPC (Area Under the
SALB Progress Curve) a traves de la integracion trapezoidal de la curva de progreso
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de la severidad mediante la formula propuesta por Campbell y Madden (1990)
(Ecuacion 1).

5.5. Mediciones de intercambio gaseoso

Se midieron la tasa de asimilaciéon neta de CO2 (A) (umol CO2 m2 s?), la tasa de
transpiracion (E) (mmol H20 m? s'1) y la conductancia estomatica (gs) (mol H20 m-
2 s1) por medio de un equipo portatil de intercambio de gases IRGA de tipo abierto
(TPS 2, PP Systems, USA) (Figura 3).

Figura 3. Mediciones de intercambio gaseoso utilizando el equipo portatil de
intercambio de gases IRGA de tipo abierto (TPS 2, PP Systems, USA).

Asi mismo se calcul6 el uso eficiente del agua (WUE) mediante la expresion:
Ecuacion (9): WUE = AJE

gue permitié determinar el balance entre la pérdida de agua y la toma de CO2 (Bacon
2004).

El equipo se programé en condiciones de laboratorio a temperatura controlada (23
°C), humedad relativa saturante (90 - 95%), concentraciones de CO2 (400 ppm) y
densidad de flujo fotdnico fotosintético (PPFD) saturante (1547 umol fotones m=2 s-
1). Las evaluaciones en cada clon se realizaron en dos hojas trifoliadas (en el foliolo
central de cada hoja) del segundo piso foliar en cada una de las cinco plantas
empleadas en cada tratamiento (Inoculado | y No Inoculado NI) entre las 9:00 y las
11.00 am. Cada hoja fue etiquetada para realizar las medidas repetidas en el tiempo
alosO0,4,8,12,16y 20 DDI con el fin de cubrir el progreso de la fase infecciosa de
la enfermedad.
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5.6. Mediciones de fluorescencia de la clorofila a

Los parametros de fluorescencia de la clorofila a se estimaron inmediatamente
después de las medidas de intercambio gaseoso mediante un fluorometro portatil
de pulso modulado (Hansatech, Hoddesdon, Inglaterra) (Figura 4).

Figura 4. Mediciones de fluorescencia de la clorofila a utilizando un fluorémetro
portatil de pulso modulado (Hansatech, Hoddesdon, Inglaterra).

Las evaluaciones se realizaron en los mismos foliolos que se utilizaron para las
mediciones de intercambio gaseoso. Previo al registro de los parametros de
fluorescencia, el punto de medicion de cada foliolo se adapt6 a la oscuridad durante
30 min. Una vez realizado este procedimiento, el tejido vegetal se expuso a un haz
débil de luz modulada (0.03 pymol m2s) para determinar la fluorescencia inicial (Fo).
Luego un pulso de luz blanca saturante de 6000 ymol m s se aplicé por 1 s para
asegurar la maxima emision de fluorescencia (Fm), a partir de la cual se midi6 el
parametro Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm (rendimiento cuantico maximo del fotosistema lI,
PSII).

Se midieron ademas bajo condiciones de luz actinica (1000 ymol m2.s?) los
siguientes parametros: eficiencia en la captura de la energia de excitacion para los
centros de reaccion abiertos del PSIl (F,/Fm'"), los coeficientes de los quenching
(apagamientos) fotoquimico (gP) y no fotoquimico (NPQ) y la tasa de transporte de
electrones ETR.

La ETR se calcul6 con la formula:

Ecuacion (10): ETR = ®PSIIx PPFDxfx a

donde ®PSII corresponde al rendimiento cuantico del PSII calculado con la férmula:
(Fm'= Fs)/Fm'; f es un factor que cuantifica la particion de energia entre PSIl y PSI

(fotosistema ) y se asume con un valor de 0.5, lo cual indica que la energia de
excitacion es distribuida equitativamente entre los dos fotosistemas; y a es la
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absorbancia del tejido fotosintético de una hoja, cuyo valor se asume en 0.84
(Maxwell y Johnson 2000).

5.7. Disefo experimental

El experimento consistio en un disefio completamente aleatorio con arreglo factorial
2 x 2, donde el factor A corresponderd al clon (clon moderadamente resistente - FX
4098 y clon susceptible— FX 3864), el factor B al tratamiento (inoculado — | y No

inoculado - NI) y la unidad experimental (repeticion) cada una de las cinco plantas
de caucho por cada combinacion factorial.

5.8. Analisis estadisticos
e Analisis de varianza de la evolucion temporal de los sintomas del SALB y

el &rea bajo la curva de progreso de la enfermedad

Se ajusté un modelo lineal general con analisis de la varianza para los factores: clon
(FX 3864 y FX 4098), tiempo (4, 8, 12, 16 y 20 DDI) y su interaccién (Anexo 1), asi:

Ecuacion (11): Yijk =y + Ci+ Tj + (CT)ij + €ijk

donde:

Yijk variable respuesta (Severidad)

M media general

Ci efecto del cloni,coni=1, 2

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

(CTij Interaccion clon x tiempo

eijk error residual de la planta k perteneciente al clon i en el tiempo |

Los supuestos del ANOVA se probaron graficamente a partir de la independencia
de los errores (residuals-plot), residuos normalmente distribuidos (QQ-Plot) y
varianzas homogéneas para todas las observaciones (Fitted-plot). La correlacion
residual para las observaciones sucesivas realizadas sobre una misma planta se
contemplé mediante el modelo de simetria compuesta (corCompSymm) (Di Rienzo
et al. 2011). El ajuste se realiz6 mediante la funcién Ime de la libreria nime (Pinheiro
et al. 2013) de R (R Core Team, 2017). El andlisis de la interaccion clon x tiempo
para la comparacién de medias se realiz6 mediante la prueba de comparaciones
multiples Tukey HSD (a = 0.05) y graficamente en R bajo la interfaz implementada
en el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al. 2017).

Para la variable AUSPC se ajusté el modelo:
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Ecuacion (12): Yij=p + Ci + &ij

donde:

Yij variable respuesta (AUSPC)

M media general

Ci efecto del cloni,coni=1, 2

€ij error residual de la planta j perteneciente al clon i

Se probaron en R igualmente los supuestos del ANOVA y la comparacion de medias
con la prueba Tukey HSD graficamente en R bajo la interfaz implementada en el
software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al. 2017).

e Analisis de varianza de los cambios en el intercambio gaseoso y la
fluorescencia de la clorofila a

Se ajustdé un modelo lineal general con los factores: clon (FX 3864 y FX 4098),
tratamiento (1 y NI), tiempo de muestreo (0, 4, 8, 12, 16 y 20 DDI) y sus interacciones
(Anexo 2), asi:

Ecuacion (13):
Yijkl = p + Ci + Tj +TMk + (CxT)ij + (CxTM)ik + (TXTM)jk + (CxTxTM)ijk + €ijkl

donde:

Yijkl variable respuesta (A, E, gs, WUE, Fv/Fm, F'v/F'm, gP, NPQ, ETR)
M media general

Ci efecto del cloni,coni=1, 2

Tj efecto del tratamiento j, conj=1, 2

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

(CxT)ij Interaccion clon x tratamiento

(CXTM)ik Interaccion clon x tiempo de muestreo

(TXTM)jk Interaccion tratamiento x tiempo de muestreo

(CxTxTM)ijk Interaccidén clon x tratamiento x tiempo de muestreo

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

Los supuestos del ANOVA se probaron graficamente (residuals-plot, QQ-Plot) y
Fitted-plot). La correlacion residual para las observaciones sucesivas realizadas
sobre una misma planta se contemplé también con el modelo de simetria
compuesta. El ajuste se realiz6 igualmente con la funcion Ime de la libreria nlme
(Pinheiro et al. 2013) de R (R Core Team, 2017). El analisis de los factores fijos y
sus interacciones para la comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de
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comparaciones multiples Tukey HSD (a = 0.05) y graficamente en R bajo la interfaz
implementada en el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al. 2017).

e Analisis de correlacion y componentes principales para estudiar larelacion
entre el SALB y los parametros fotosintéticos

Con el fin de analizar el grado de asociacion entre la severidad y las variables
fisioloégicas (Anexo 3), se empled: a) analisis de correlacion (Prueba de Pearson)
entre las distintas variables para los estadios foliares B (10 — 18 dias de edad) y C
(19 — 30 dias de edad) en las plantas inoculadas del clon susceptible (FX 3864),
debido a que éste material presentd los mayores niveles de severidad de la
enfermedad; b) andlisis de componentes principales sobre la matriz de
correlaciones con grafico biplot para explorar las relaciones multivariadas entre las
variables estudiadas y los clones de caucho en combinacion con los tratamientos
empleados. Los andlisis se realizaron en RStudio Version 1.0.143 para R version
3.4.1 (R Core Team, 2017) y graficamente el biplot en R bajo la interfaz
implementada en el software InfoStat versién 2017 (Di Rienzo et al. 2017).
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6. ANALISIS Y RESULTADOS

6.1. Severidad de los sintomas del SALB y AUSPC

El andlisis de los supuestos del anova sobre los residuos del modelo lineal general
para la severidad del SALB y el AUSPC demostr6 una independencia de los
residuos, una aproximacion hacia una distribucion normal (Gaussiana), y una
minima heterocedasticidad en el caso de la severidad (ausencia de patrones en la
dispersion de los residuos), y una baja homocedasticidad en el caso del AUSPC
(Figura 5).

Residuals vs. fitted AUSPC
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Figura 5. Validacion grafica para los supuestos estadisticos del anova para las
variables severidad del SALB (izquierda) y AUSPC (derecha).

La prueba de hipotesis realizada sobre la severidad del SALB y el AUSPC mostré
evidencia que permite rechazar la hipotesis nula, por lo que se concluye que existen
diferencias significativas en el valor promedio de la severidad y en la media del
AUSPC (ambas, p < 0.05) entre clones, y en el caso de la severidad a traves del
tiempo (progreso de la enfermedad) y en la interaccién clon x tiempo, es decir, que
las diferencias encontradas entre las medias de severidad entre clones no son las
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mimas entre distintos rangos de tiempo del progreso de la enfermedad (Tabla 1y
Figura 6). En este sentido, se encontré un valor medio de severidad de 2.48 el cual
oscilo entre 1.00 (ataque bajo) para el clon FX 4098 en el dia 4 después de la
inoculacién y 3.60 (ataque alto a muy alto) en el clon FX 3864 a partir del dia 16
después de la inoculacion (Figura 6A).

La severidad del SALB en el clon FX 3864 fue significativamente superior a traves
del tiempo respecto a lo observado en el clon FX 4098 (p < 0.05), donde la diferencia
fue mayor a partir de los 12 DDI. La severidad en el clon mas susceptible (FX 3864)
se estabilizé a partir del dia 12 después de la inoculacion, mientras que en el clon
FX 4098 ocurrio a partir del dia 8 en donde se observé la mayor severidad (2,00).

El AUSPC en el clon FX 3864 tuvo un valor promedio de 56 + 1,95, es decir, una
media 42.8 % significativamente superior al calculado en el clon FX 4098 (56 * 1,95)
(p <0.01) (Figura 6b). Las plantas no inoculadas (NI) de ambos clones no mostraron
evidencia de la infeccién y, por tanto, se utilizaron como plantas control.

Tabla 1. Analisis de varianza de los efectos clon (C), tratamiento (T), tiempo de
muestreo (TM), y sus interacciones, para severidad, area bajo la curva de progreso
del SALB (AUSPC), tasa de asimilacion neta de CO:2 (A), conductancia estomatica
a vapor de agua (gs,), tasa de transpiracion (E), uso eficiente del agua extrinseco
(WUE-e), rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSIl) (Fv/Fm), eficiencia en
la captura de la energia de excitacion por los centros de reaccion abiertos del PSII
(Fv'/Fm"), coeficientes de los quenching fotoquimico (qP) y no fotoquimico (NPQ) y
tasa de transporte de electrones (ETR).

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

Variables

C T ™ CxT CxTM TXTM CxTxTM
Severidad <0.001 - <0.001 - 0.031 - -
AUSPC <0.001 - - - - - -
A <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Os <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
E <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
WUE-. <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Fu/Fm 0.021 <0.001 0.001 0.008 0.419 <0.001 0.005
F'/Fn' 0.535 0.004 <0.001 0.601 0.003 0.004 0.024
gP 0.003 0.191 <0.001 0.874 <0.001 0.031 0.007
NPQ 0.730 0.466 0.053 0.616 0.179 0.135 0.317
ETR 0.001 0.115 <0.001 0.946 <0.001 0.014 0.470
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Figura 6. Curva de progreso de la severidad del SALB (fase conidial: Fusicladium
heveae) (a) y area bajo la curva de progreso del SALB (AUSPC) (b), para dos clones
de caucho (Hevea brasiliensis) en condiciones de inoculacién controlada. 4 < DDI <
8, foliolos B (14 -18 dias de edad). 8 < DDI =< 20, foliolos C (19 — 30 dias de edad).
Medias para FX 3864 (susceptible) y FX 4098 (moderadamente resistente) seguidas
por letras distintas para cada evaluacién en el tiempo o por un asterisco, fueron
significativamente diferentes (Prueba Tukey HSD, p < 0.05). Las barras representan
el error estandar de la media; n =5

6.2. Parametros de intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a

El andlisis grafico de los supuestos del anova sobre los residuos del modelo lineal
general para las variables de intercambio gaseoso y de fluorescencia de la clorofila
a demostrd independencia de los residuos (ausencia de correlacién residual), una
distribucion normal (Gaussiana), y ausencia de patrones en la dispersién de los
residuos versus los valores predichos por el modelo, es decir, se cumple el supuesto
de homogeneidad de las varianzas para todas las variables estudiadas (Figuras 7 y
8).

La prueba de hipoétesis sobre los efectos principales del modelo mostré evidencia
para rechazar en todos los casos la hipétesis nula, por lo que se encontraron
diferencias significativas en A, gs, E y WUE entre los dos clones de caucho, entre
los tratamientos (I y NI) y a través del tiempo (DDI). Asimismo, resultaron muy
significativas todas las interacciones entre estos factores (Tabla 1 y anexo 4). Para
el clon FX 4098 (moderadamente resistente) se encontraron diferencias
significativas en A entre plantas inoculadas () y plantas no inoculadas (NI) a los 8
DDI (Figura 9a) y a los 8, 16 y 20 DDI para el clon FX 3864 (susceptible) (Figura
9b).
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Figura 7. Validacion grafica para los supuestos estadisticos del anova para las
variables de intercambio gaseoso: tasa de asimilacién neta (A), tasa transpiratoria
(E), conductancia estomatica (gs) y uso eficiente del agua (WUE)
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Figura 8. Validacion grafica para los supuestos estadisticos del anova para las
variables de la fluorescencia de la clorofila a: rendimiento cuantico maximo del
fotosistema Il (PSII) (Fv/Fm); eficiencia en la captura de la energia de excitacion para
los centros de reaccion abiertos del PSIl (F/'/Fm'); quenching fotoquimico (qp);
guenching no fotoquimico (NPQ); tasa de transporte de electrones (ETR)

En el clon FX 4098 la mayor afectacion de A ocurrio en el estadio foliar B, a los 8
DDI en las plantas inoculadas, con una reduccion del 45.2% en comparacion con
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las plantas no inoculadas, diferente a lo observado en el estadio foliar C (= 12 DDI)
donde no hubo una reduccién significativa de A. Para el clon FX 3864, la
disminucion de A fue del 88.3% a los 8 DDI (estadio B) y del 70.6% a los 20 DDI
(estadio C) en plantas inoculadas frente a las no inoculadas.

Similar a lo registrado en A, las mayores reducciones en WUE se presentaron en
ambos clones a los 8 DDI (71.1% en FX 4098, y 93.5% en FX 3864) (Figura 9g, h,
respectivamente). En las plantas inoculadas del clon FX 3864, el mas afectado por
el SALB (< A), se observé que los parametros gs y E fueron significativamente
inferiores en un 74.6% a los 16 DDI y 58.8% a los 20 DDI, respectivamente, en
comparacion con las plantas no inoculadas (Figura 9d, f).

Se encontraron diferencias significativas entre los clones FX 4098 y FX 3864 desde
los 4 hasta los 20 DDI para A y para gs (excepto a los 8 DDI) (Figura 6a-d), y a los
12 y 16 DDI para E (Figura 9e, f). Entre los 12 y 16 DDI no se observaron diferencias
significativas en el valor medio de WUE entre los dos clones (Figura 9g, h).

En el clon moderadamente resistente (FX 4098) se observo un efecto significativo
del tratamiento (I y NI) sobre los parametros Fv/Fm, Fv'/Fn'y gP a los 20 DDI, y a los
16 DDI para gP (en todos los casos, en el estadio foliar C) (Figura 10a, c, €). En
este sentido, los valores medios de FJ/Fm, F//Fn', y qP decrecieron
significativamente en 5.8, 5.2 y 20.8% respectivamente en plantas inoculadas
respecto a las plantas no inoculadas al final del seguimiento (20 DDI). Asimismo,
hubo una reduccion del 30.7% en la media de gP de plantas inoculadas frente a las
no inoculadas a los 16 DDI. No se presentaron diferencias significativas entre
inoculadas y no inoculadas para los pardmetros NPQ y ETR (Figura 10g, i).

Se encontraron diferencias significativas en Fv/Fm, F/'/Fn', P y ETR en al menos
uno de los factores (clon, tratamiento y DDI) al igual que en algunas de las
interacciones entre estos factores (Tabla 1). No hubo un efecto significativo de estos
factores ni de sus interacciones en el valor medio de NPQ. En el clon susceptible
(FX 3864), los valores medios de F./Fm decrecieron significativamente en 9.5, 9.6 y
11.9% en plantas inoculadas en comparacion con las no inoculadas a los 8, 16 y 20
DDI, respectivamente (Figura 10b). Asimismo, F.'/Fn' descendio significativamente
en 12.2 y 6.7% en plantas inoculadas respecto a las no inoculadas a los 8 y 20 DDI,
respectivamente (Figura 10d). No se observé un efecto significativo del tratamiento
(I'y NI) sobre los parametros P, NPQ y ETR (Figura 10f, h, j).

No se encontraron diferencias significativas para F./Fm entre los clones FX 4098 y
FX 3864 (Figura 10a, b). Hubo diferencias significativas para la media de F,'/Fn'
entre ambos clones a los 12 DDI, con valores superiores en el FX 4098 (Figura 10c,
d). Para qP y ETR estas diferencias entre clones ocurrieron a los 0, 4 y 20 DDI
(Figura 10e, f, i, j). Asimismo, se presentaron diferencias significativas para qP a los
16 DDI.

38



A (pmol CO2m’s")
®d
o] P X

0.80 | D

o

0.60 1

o

0.40+

gs(m()l H20 mzs-l)

o
[ 2}
e bl
H®
O @%

e

0.20+ b4 v

O
(@)

1 (@

0.00
1.20

v

* D
0.90- P 3

®}

v
0.60- &—g.::%/ﬁ\/

0.00

E (mmolH,0 m?s™)

WUE (nmol CO,/mmol H,0)
2 8 5
®

0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20

Dias después de la inoculacién Dias después de la inoculacion

Figura 9. Tasa de asimilacién neta de CO: (A) (a, b); conductancia estoméatica a vapor de
agua (gs) (c, d); tasa de transpiracion (E) (e, f); y uso eficiente del agua (WUE) (g, h) para
foliolos de plantas de caucho (Hevea brasiliensis) de los clones FX 4098 (moderadamente
resistente) (a, c, e, g) y FX 3864 (susceptible) (b, d, f, h), inoculados (1) y no inoculados
(NI) con Microcyclus ulei (fase conidial: Fusicladium heveae) en condiciones controladas. 4
< DDI < 8, foliolos B (14 -18 dias de edad). 8 < DDI < 20, foliolos C (19 — 30 dias de edad).
Medias para los clones FX 4098 y FX 3864 seguidos por un tridngulo invertido y para los
tratamientos | y NI seguidos por un asterisco (*) para cada evaluacién en el tiempo fueron
significativamente diferentes (Prueba Tukey HSD, p < 0.05). Las barras representan el error
estandar de la media; n = 5.
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Figura 10. Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSII) (F./Fm) (a, b); eficiencia
en la captura de la energia de excitacion para los centros de reaccion abiertos del PSII
(FV'/Fw) (c, d); quenching fotoquimico (qp) (e, f); quenching no fotoquimico (NPQ) (g, h);
tasa de transporte de electrones (ETR) (i, j) para foliolos de plantas de caucho (Hevea
brasiliensis) de los clones FX 4098 (parcialmente resistente) (a, c, e, g, i) y FX 3864
(susceptible) (b, d, f, h, j), inoculados (I) y no inoculados (NI) con Microcyclus ulei (Fase
conidial: Fusicladium heveae) en condiciones controladas. 4 < DDI < 8, foliolos B (14 -18
dias de edad). 8 < DDI < 20, foliolos C (19 — 30 dias de edad). Medias para los clones FX
4098 y FX 3864 seguidos por un triangulo invertido y para los tratamientos | y NI seguidos
por un asterisco (*) para cada evaluacion en el tiempo fueron significativamente diferentes
(Prueba Tukey HSD, p < 0.05). Las barras representan el error estandar de la media; n = 5.
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6.3. Relacion entre los sintomas del SALB y los parametros fotosintéticos

El analisis de correlacion de Pearson realizado en las plantas inoculadas del clon
susceptible (FX 3864) (material genético que presentd las mayores notas de
severidad del SALB y la mayor alteracion fisiologica), mostré6 una correlacion
positiva de A con gs, E y WUE en ambos estadios foliares (Tabla 2). Asimismo, se
observé en ambos estados fenoldgicos una correlacion negativa de la severidad del
SALB con todos los parametros de intercambio gaseoso, en donde la correlacion de
la severidad con WUE en el estadio foliar C fue la Unica no significativa.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson para el estadio foliar B (10 -18 dias
de edad) (arriba de la diagonal) y el estadio foliar C (19 -30 dias de edad) (abajo de
la diagonal), entre la severidad del SALB, A, gs, E y WUE medidos en plantas de
caucho (Hevea brasiliensis) del clon FX 3864 (susceptible) inoculadas con
Microcyclus ulei (Fase conidial: Fusicladium heveae).

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

A, Tasa de asimilacion neta de COz; gs, conductancia estomatica a vapor de agua; E, tasa de
transpiracion; uso eficiente del agua extrinseco, WUE
*n < 0.05; significativo; **p < 0.01, muy significativo; ns, no significativo

En relacidén con los parametros de la fluorescencia de la clorofila a, se observaron
correlaciones positivas significativas de F./Fm con gP, NPQ y ETR en el estadio foliar
B (10 - 18 dias), mientras que en el estadio foliar C (19 — 30 dias) s6lo se
presentaron correlaciones positivas significativas de F./Fm con F/'/Fn'y ETR (Tabla
3). Fv/Fm fue el Unico parametro que se correlaciond negativamente con la severidad
en ambos estadios foliares.

El analisis de componentes principales (ACP) realizado sobre la matriz de
correlacion de las 10 variables estudiadas, explico el 95% de la variabilidad con los
dos primeros componentes, los cuales presentaron raices caracteristicas mayores
a la unidad (Tabla 4 y Figura 11).

Al analizar los coeficientes de los vectores caracteristicos asociados a los dos

primeros componentes principales, se concluyd que las variables de mayor
importancia en su orden fueron: A, WUE, E, severidad, F./Fm, Fv'/Fn'y gs (Tabla 5).
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Tabla 3. Coeficientes de correlacion de Pearson para el estadio foliar B (10 -18 dias
de edad) (arriba de la diagonal) y el estadio foliar C (19 -30 dias de edad) (abajo de
la diagonal), entre la severidad del SALB, F./Fm, F/'/Fn', gP, NPQ y ETR medidos
en plantas de caucho (Hevea brasiliensis) del clon FX 3864 (susceptible) inoculadas
con Microcyclus ulei (Fase conidial: Fusicladium heveae).

Parametros Fv/Fm F'/Frm' gP NPQ ETR Severidad
Fu/Fm 0.87** 0.48ns 0.11ns 0.51* -0.57*
FJ'IFm' 0.35ns 0.57* 0.34ns 0.60* -0.61*

qP 0.50* 0.11ns 0.52* 0.99** -0.09ns

NPQ 0.59* 0.26ns 0.11ns 0.53* -0.01ns

ETR 0.53* 0.24ns 0.96** 0.20ns -0.12ns
Severidad -0.58* -0.38ns -0.34ns -0.57* -0.37ns

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

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

Tabla 4. Autovalores y proporcion de la variabilidad capturada mediante un analisis
de componentes principales

Lambda Valor Proporcion Prop Acum
1 7,537 0,754 0,754
2 1,984 0,198 0,952
3 0,479 0,048 1,000
4 0,000 0,000 1,000
5 0,000 0,000 1,000
6 0,000 0,000 1,000
7 0,000 0,000 1,000
8 0,000 0,000 1,000
9 0,000 0,000 1,000

10 0,000 0,000 1,000

El primer componente principal (CP1) explicé el 75,4% de la variabilidad y separ6
en primera instancia el clon FX 3864 inoculado (con la mayor severidad del SALB y
NPQ) del FX 4098 no inoculado que presentd los mayores valores para todos los
parametros fotosintéticos con excepcion de gs y NPQ (Tabla 6 y Figura 12). El
segundo componente principal (CP2) explicé el 19,8% de la variabilidad y separé el
FX 3864 no inoculado con la mayor conductancia estomatica del FX 4098 inoculado
con el mejor valor para esta variable.
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Tabla 5. Coeficientes de los vectores caracteristicos asociados a los dos primeros
componentes principales

Variables el e2
Severidad -0,346 -0,220
E 0,358 0,104
gs 0,059 0,700
A 0,362 -0,071
WUE 0,362 0,016
Fv/IFm 0,343 0,140
NPQ -0,292 0,096
ETR 0,307 -0,375
gP 0,278 -0,456
Fv'/Fm' 0,335 0,261

Tabla 6. Coeficientes de correlacidn de las variables originales con las dos primeras
componentes principales

Variables CP1 CP2
Severidad -0,950 -0,310
E 0,982 0,147
gs 0,161 0,987
A 0,995 -0,100
WUE 0,994 0,022
Fv/Fm 0,941 0,197
NPQ -0,802 0,135
ETR 0,843 -0,528
gP 0,763 -0,642
Fv'/Fm' 0,918 0,368

2= pc2 pca

Figura 11. Porcentaje de variabilidad capturada con las primeras cuatro
componentes de un analisis de componentes principales realizado sobre la matriz
de correlaciones de 10 variables (severidad y nueve fisiolégicas) en relaciéon con la
combinacion clon — tratamiento
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Figura 12. Andlisis de componentes principales (grafico biplot) con 10 variables
(una fitosanitaria y nueve fisioldgicas) en relaciébn con la combinacién clon —
tratamiento. Clave: tasa de asimilacion neta de CO:2 (A), conductancia estomética a
vapor de agua (gs,), tasa de transpiracion (E), uso eficiente del agua (WUE),
rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (PSIl) (Fv/Fm), eficiencia en la
captura de la energia de excitacion por los centros de reaccién abiertos del PSII
(Fv'/Fm"), coeficientes de los quenching fotoquimico (gP) y no fotoquimico (NPQ) y
tasa de transporte de electrones (ETR).

En general, en el clon inoculado FX 3864 se observé la mayor severidad y
guenching no fotoquimico (mayor disipacién por calor) y la mayor afectacion
fotosintética (menor valor para los restantes parametros fotosintéticos analizados),
mientras que en el FX 4098 inoculado la afectacion fue minima, asociada a un leve
aumento en el NPQ.

Los resultados mostraron que los pardmetros de intercambio gaseoso y la
fluorescencia de la clorofila a fueron poco afectados en el clon moderadamente
resistente (FX 4098) después de la inoculacion con F. heveae (fase conidial de M.
ulei). Este comportamiento es afin con el buen comportamiento ecofisiolégico que
ha expresado este material en condiciones de campo (Sterling et al. 2015). En
contraste, en el clon susceptible (FX 3864) los parametros de intercambio gaseoso
fueron fuertemente afectados por la infeccion de M. ulei; similar a lo reportado para
otras especies (Aucique-Pérez et al. 2014). En general, se observo que a medida
que la severidad del SALB se incrementé en el tiempo, el desempeiio fotosintético
decrecio significativamente, pero este efecto fue menos evidente en el clon con
menor susceptibilidad al SALB (FX 4098).
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La intensidad de los sintomas del SALB varié significativamente a través del
tiempo y estos cambios estuvieron mas influenciados por el mayor nivel de
susceptibilidad a M. ulei presentado por el clon FX 3864 en donde se present6
al final del ciclo infeccioso la mayor media de AUSPC.

Las tasas fotosintéticas en el clon FX 3864 (susceptible) fueron
significativamente reducidas en respuesta a la infeccion por M. ulei, y en un
minimo grado en el clon FX 4098 (moderadamente resistente), como resultado
de una menor conductancia estomatica y en el uso eficiente del agua en el clon
susceptible.

Existe una diferenciacion significativa en la habilidad para capturar, usar y disipar
la energia luminica por parte del aparato fotosintético (fotosistema Il) entre los
clones de H. brasiliensis FX 3864 y FX 4098, lo cual se evidencié en la
fotosintesis del clon susceptible (FX 3864).

La afectacion de la fotosintesis fue proporcional al progreso y a la intensidad de
los sintomas de la enfermedad, y el fendbmeno estuvo principalmente
correlacionado con las variables A, E, gs, Fv/Fm y NPQ y asociado principalmente
al clon FX 3864 que fue el mas afectado fisiologicamente.

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

Se recomienda probar indices epidemiolégicos y tablas de contingencia de caso

y control para analizar la incidencia del SALB comparativamente entre clones
resistentes y susceptibles y plantas inoculadas y no inoculadas con M. ulei.
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Anexo 1. Sentencias en RStudio para el analisis de varianza de la severidad y el
AUSPC

#Severidad
Severidadt<- read_excel("~/Desktop/Objetivo 1 ok/Severidadt.xIsx™)
View(Severidadt)
attach(Severidadt)
modelol<-gls(severidad~1+clon+tiempo-+tiempo:clon
,correlation=corCompSymm(form=~1|parcela)
,method="REML"
,na.action=na.omit
,data=Severidadt)
summary(modelol)
anova(modelol)

#Comparaciones post-hoc
install.packages("multcomp™)

library(multcomp)

mmod.t.test <- glht(modelol, linfct=mcp(Clon="Tukey"))
summary(mmod.t.test)

intervals<-TukeyHSD(modelo1l)
intervals

#Supuestos

Res <- residuals(modelol, type="normalized")

Fit <- fitted(modelol)

par(mfrow=c(2,3))

plot(Res ~ Fit, xlab="Fitted values", ylab="Residuals", main="Residuals vs. fitted")
abline(h=0)

plot(Res ~ Severidadt$severidad, xlab="Severidad", ylab="Residuals", main =
"Severidad")

abline(h=0)

boxplot(Res ~ Severidadt$clon, ylab="Residuals”, main="Clon")

abline(h=0, Ity=3)

boxplot(Res ~ Severidadt$tiempo, ylab="Residuals", main="Tiempo")

abline(h=0, Ity=3)

hist(Res, main="Histogram of residuals”, xlab="Residuals")

ggnorm(Res)

ggline(Res)

#AUSPC

library(readxl)
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AUSPCt <- read_excel("~/Desktop/Objetivo 1 ok/AUSPCt.xIsx")
View(AUSPCt)
attach(AUSPCt)

#Utilizando funcién de Anova y modelos lineales Im
modelol <- aov(AUSPC ~ Clon, data=AUSPCt)
summary(modelol)

model.tables(modelol, type = "mean")

modelo2 <- Im(AUSPC ~ Clon, data=AUSPCt)
anova(modelo2)

summary(modelo?2)

#Utilizando modelos lineales generales y mixtos

install.packages(c("Ime4", "nlme"), dep=T)

library(nime)

library(Ime4)
modelo3<-gls(AUSPC~1+Clon,method="REML",na.action=na.omit,data=AUSPCt)
summary(modelo3)

anova(modelo3)

#Comparaciones post-hoc
install.packages("multcomp”)

library(multcomp)

mmod.t.test <- glht(modelo2, linfct=mcp(Clon="Tukey"))
summary(mmaod.t.test)

#Supuestos

Res <- residuals(modelo3, type="normalized")

Fit <- fitted(modelo3)

par(mfrow=c(2,2))

plot(Res ~ Fit, xlab="Fitted values", ylab="Residuals", main="Residuals vs. fitted")
abline(h=0)

plot(Res ~ AUSPCt$AUSPC, xlab="AUSPC", ylab="Residuals", main = "AUSPC")
abline(h=0)

boxplot(Res ~ AUSPCt$Clon, ylab="Residuals", main="Clon")

abline(h=0, Ity=3)

hist(Res, main="Histogram of residuals"”, xlab="Residuals")

ggnorm(Res)

gqline(Res)

54



Anexo 2. Sentencia general en RStudio para el analisis de varianza de los
pardmetros de intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila a

library(readxl)

Fisiologiat <- read_excel("~/Desktop/Objetivo 2 ok/Fisiologiat.xIsx")
Fisiologiat

View(Fisiologiat)

attach(Fisiologiat)

#Utilizando modelos lineales generales y mixtos
install.packages(c("Ime4"”, "nlme"), dep=T)
library(nime)

library(Ime4)

#var = variables de interés (A, E, gs, WUE, Fv/IFm, qP, Fv/Fm’, NPQ, ETR)
modelo<-
gls(var~1+Tiempo+Clon+Tratamiento+Tiempo:Clon+Tiempo:Tratamiento+Clon:Tra
tamiento+Tiempo:Clon:Tratamiento
,weights=varComb(varldent(form=~1|Tiempo))
,correlation=corCompSymm(form=~1|Parcela)
,method="REML"
,na.action=na.omit
,data=Fisiologiat)
summary(modelo)
anova(modelo)

#Comparaciones post-hoc, var
install.packages("multcomp")

library(multcomp)

mmod.t.test <- glht(modelo, linfct=mcp(Clon="Tukey"))
summary(mmod.t.test)

#Supuestos, var

Res <- residuals(modelo, type="normalized")

Fit <- fitted(modelo)

par(mfrow=c(2,2))

plot(Res ~ Fit, xlab="Fitted values", ylab="Residuals", main="Residuals vs. fitted")
abline(h=0)

plot(Res ~ Fisiologiat$var, xlab="var", ylab="Residuals", main = "var")
abline(h=0)

hist(Res, main="Histogram of residuals”, xlab="Residuals")
ggnorm(Res)

qqline(Res)
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Anexo 3. Sentencias en RStudio para el analisis de correlacion y de componentes
principales entre el SALB y los pardmetros fisioldgicos

#Correlacién

library(readxl)

Correlacion <- read_excel("~/Desktop/Objetivo 3 ok/Correlacion.xIsx")
View(Correlacion)

attach(Correlacion)

HHAHHHH R R R R R

#Correlaciones intercambio By C (my n)
m<-Correlacion[c(1:15),c(2:6)]

m

# Correlaciones entre las variables de "m"

p <- cor(m) # Correlacion de Pearson

cat("Correlacién de Pearson\n")

print(p)

# Test de correlacidon entre dos variables de m (y asi respectivamente para cada
par)

test <- cor.test(m$Severidad, m$E)

print(test)

n<-Correlacion[c(16:30),c(2:6)]

n

# Correlaciones entre las variables de "n"

p <- cor(n) # Correlacion de Pearson

cat("Correlacién de Pearson\n")

print(p)

# Test de correlacion entre dos variables de n (y asi respectivamente para cada par)
test <- cor.test(n$Severidad,n$E)

print(test)

HHAH R R R R

#Correlaciones fluorescenciaBy C (qyr)

g<-Correlacion[c(1:15),c(2, 7:11)]

q

# Correlaciones entre las variables de "q"

p <- cor(q) # Correlacion de Pearson

cat("Correlacién de Pearson\n")

print(p)

# Test de correlacion entre dos variables de g (y asi respectivamente para cada par)
test <- cor.test(q$Severidad,q$Fv.Fm)

print(test)

r<-Correlacion[c(16:30),c(2, 7:11)]

;

# Correlaciones entre las variables de "r"

p <- cor(r) # Correlacion de Pearson
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cat("Correlacion de Pearson\n")

print(p)

# Test de correlacion entre dos variables de r (y asi respectivamente para cada par)
test <- cor.test(r$Severidad,r$Fv.Fm)

print(test)

#Analisis de componentes principales

library(readxl)

Multivariada2 <- read_excel("~/Desktop/Objetivo 3 ok/Multivariada2.xlIs")
View(Multivariada?2)
datos<-Multivariada2[,-c(1)]

datos

#A partir de la matriz de correlacion

acp <- prcomp(datos, scale = TRUE)

acp

#Para obtener los autovalores

acp$sdev”2

#Correlaciones entre Variables y Componentes
(corvar <- acp$rotation %*% diag(acp$sdev))
#Nuevas coordenadas

acp$x

#Porcentaje de varianza total
barplot(summary(acp)$importance[2, ])

#Correlacion entre Variables y CP1y CP2

plot(-1:1, -1:1, type="n", asp=1, xlab="CP1’, ylab="CP2")
abline(h=0, v=0, Ity=2, col=8)

## Dibuja un circulo de centro (0,0) y radio 1
symbols(0, 0, 1, inches=F, add=T)

symbols(0, 0, sqrt(.5), inches=F, add=T)

## Dibuja los vectores y coloca los nombres
arrows(0, 0, corvar[,1], corvar[,2], length=.1)
text(corvar[,1], corvar[,2], colnames(datos), pos=4, offset=.6, col=2, font=2)

#Grafico de individuos (Tratamiento.Clon)

plot(acp$x[, 1:2], pch = 19)
abline(h=0,v=0, Ity =2, col = 8)

#Biplot

biplot(acp)
abline(h=0,v=0, Ity =2, col = 8)
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Anexo 4. Medias ajustadas y errores estandares para las variables de intercambio
gaseoso Yy fluorescencia de la clorofila a para la interaccion de mayor orden:

Tiempo*Clon*Tratamiento

E - Medias ajustadas y errores estandares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

20 FX 4098 NI 1,06 0,02 A

16 FX 4098 NI 0,94 0,03 B

20 FX 3864 NI 0,85 0,02 C

8 FX 3864 NI 0,81 0,05 C D

16 FX 3864 NI 0,80 0,03 C D

12 FX 4098 NI 0,76 0,05 C D E

20 FX 4098 I 0,73 0,02 D E

12 FX 4098 I 0,73 0,05 D E F

4 FX 3864 NI 0,72 0,01 D E F

16 FX 4098 I 0,72 0,03 D E F

12 FX 3864 NI 0,66 0,05 E F G

12 FX 3864 I 0,64 0,05 E F G H

8 FX 4098 NI 0,62 0,05 F G H I

4 FX 4098 NI 0,60 0,01 G H I

4 FX 4098 I 0,60 0,01 G H I

0 FX 4098 NI 0,59 0,01 G H I

0 FX 4098 I 0,59 0,01 G H I

0 FX 3864 NI 0,59 0,01 G H I

8 FX 4098 I 0,58 0,05 G H I J

0 FX 3864 I 0,56 0,01 H I J

4 FX 3864 I 0,52 0,01 I J

8 FX 3864 I 0,45 0,05 J K
16 FX 3864 I 0,44 0,03 K
20 FX 3864 I 0,35 0,02 K
Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

gs - Medias ajustadas y errores estadndares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

16 FX 3864 NI 0,67 0,03 A

20 FX 3864 NI 0,58 0,01 B

12 FX 3864 NI 0,36 0,02 C

0 FX 3864 NI 0,34 0,04 C D

0 FX 3864 I 0,33 0,04 C D E

16 FX 4098 NI 0,25 0,03 D E F

20 FX 4098 NI 0,25 0,01 E F

4 FX 3864 NI 0,24 3,8E-03 F

4 FX 3864 I 0,24 3,8E-03 F

20 FX 4098 I 0,20 0,01 F G
12 FX 3864 I 0,20 0,02 F G
16 FX 4098 I 0,18 0,03 F G
8 FX 3864 I 0,18 0,01 F G
12 FX 4098 NI 0,17 0,02 F G
12 FX 4098 I 0,17 0,02 F G
16 FX 3864 I 0,17 0,03 F G
8 FX 4098 NI 0,16 0,01 G
8 FX 4098 I 0,16 0,01 G
4 FX 4098 NI 0,15 3,8E-03 G
4 FX 4098 I 0,14 3,8E-03 G
20 FX 3864 I 0,14 0,01 G
8 FX 3864 NI 0,14 0,01 G
0 FX 4098 I 0,13 0,04 G
0 FX 4098 NI 0,13 0,04 G

Medias con una

letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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A - Medias ajustadas y errores estandares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

20 FX 4098 NI 3,65 0,09 A

16 FX 4098 NI 3,25 0,09 B

20 FX 4098 I 2,94 0,09 C

20 FX 3864 NI 2,93 0,09 C

12 FX 4098 NI 2,93 0,12 C D

12 FX 4098 I 2,91 0,12 cC D

16 FX 4098 I 2,82 0,09 C D E

16 FX 3864 NI 2,67 0,09 D E F

12 FX 3864 NI 2,57 0,12 E F

12 FX 3864 I 2,50 0,12 F

16 FX 3864 I 1,50 0,09 G

20 FX 3864 I 0,86 0,09 H

8 FX 4098 NI -0,81 0,10 I

8 FX 3864 NI -1,37 0,10 J

4 FX 4098 NI -1,69 0,14 J

4 FX 4098 I -5,43 0,14 K

0 FX 4098 NI -5,65 0,19 K L

0 FX 4098 I -5,73 0,19 K L

8 FX 4098 I -5,80 0,10 L

4 FX 3864 NI -6,22 0,14 M
0 FX 3864 NI -6,44 0,19 M
4 FX 3864 I -6,55 0,14 M
0 FX 3864 I -6,62 0,19 M
8 FX 3864 I -11,66 0,10 N

Medias con una

letra comin no son

significativamente diferentes (p > 0,05)

WUE - Medias ajustadas y errores estandares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

12 FX 4098 I 4,35 0,41 A

20 FX 4098 I 4,03 0,17 A

16 FX 4098 I 3,95 0,19 A B

12 FX 3864 NI 3,90 0,41 A B

12 FX 3864 I 3,90 0,41 A B

12 FX 4098 NI 3,86 0,41 A B

16 FX 4098 NI 3,48 0,19 A B

20 FX 3864 NI 3,45 0,17 B

20 FX 4098 NI 3,45 0,17 B

16 FX 3864 I 3,44 0,19 B

16 FX 3864 NI 3,43 0,19 B

20 FX 3864 I 2,38 0,17 C

8 FX 4098 NI -1,31 1,01 D

8 FX 3864 NI -1,69 1,01 D

4 FX 4098 NI -2,80 0,23 D

4 FX 3864 NI -8,67 0,23 E

4 FX 4098 I -9,11 0,23 E F

0 FX 4098 NI -9,53 0,42 E F

0 FX 4098 I -9,78 0,42 F

8 FX 4098 I -10,95 1,01 F G
0 FX 3864 NI -11,00 0,42 G
0 FX 3864 I -11,87 0,42 G
4 FX 3864 I -12,61 0,23 G
8 FX 3864 I -26,11 1,01 H

Medias con una

letra comuin no son

significativamente diferentes (p > 0,05)
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Fv.Fm - Medias ajustadas y errores estandares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

12 FX 4098 I 0,86 0,01 A

20 FX 4098 NI 0,85 0,02 A B

12 FX 4098 NI 0,85 0,01 A B

4 FX 3864 NI 0,85 0,01 A B

4 FX 4098 I 0,84 0,01 A B

16 FX 3864 NI 0,84 0,02 A B

20 FX 3864 NI 0,84 0,02 A B

16 FX 4098 I 0,84 0,02 A B

0 FX 4098 I 0,84 0,01 A B

8 FX 3864 NI 0,83 0,02 A B

12 FX 3864 I 0,83 0,01 A B

0 FX 4098 NI 0,83 0,01 A B

8 FX 4098 I 0,83 0,02 A B

8 FX 4098 NI 0,83 0,02 A B

0 FX 3864 NI 0,83 0,01 B

0 FX 3864 I 0,82 0,01 B

12 FX 3864 NI 0,82 0,01 B

4 FX 4098 NI 0,82 0,01 B

4 FX 3864 I 0,81 0,01 B

16 FX 4098 NI 0,81 0,02 B C

16 FX 3864 I 0,76 0,02 cC D
8 FX 3864 I 0,75 0,02 D
20 FX 3864 I 0,73 0,02 D
20 FX 4098 I 0,72 0,02 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

NPQ - Medias ajustadas y errores estédndares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

0 FX 4098 I 0,08 0,03 A
12 FX 3864 I 0,07 0,01 A
20 FX 3864 NI 0,05 0,01 A
16 FX 3864 NI 0,05 0,02 A
20 FX 4098 NI 0,04 0,01 A
20 FX 4098 I 0,03 0,01 A
16 FX 4098 I 0,03 0,02 A
16 FX 3864 I 0,03 0,02 A
20 FX 3864 I 0,03 0,01 A
8 FX 3864 NI 0,03 4,9E-03 A
16 FX 4098 NI 0,03 0,02 A
4 FX 3864 I 0,03 3,5E-03 A
8 FX 3864 I 0,02 4,9E-03 A
0 FX 3864 I 0,02 0,03 A
12 FX 3864 NI 0,02 0,01 A
12 FX 4098 I 0,02 0,01 A
0 FX 4098 NI 0,02 0,03 A
4 FX 4098 NI 0,02 3,5E-03 A
4 FX 4098 I 0,02 3,5E-03 A
4 FX 3864 NI 0,02 3,5E-03 A
12 FX 4098 NI 0,02 0,01 A
8 FX 4098 NI 0,02 4,9E-03 A
8 FX 4098 I 0,02 4,9E-03 A
0 FX 3864 NI 0,01 0,03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ETR - Medias ajustadas y errores estandares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

20 FX 4098 NI 0,69 0,06 A

20 FX 4098 I 0,52 0,06 B

16 FX 4098 NI 0,41 0,07 B C

16 FX 3864 NI 0,32 0,07 C D

12 FX 4098 I 0,31 0,03 C D

0 FX 4098 I 0,31 0,04 C D

0 FX 4098 NI 0,28 0,04 C D

12 FX 4098 NI 0,27 0,03 C D

16 FX 3864 I 0,25 0,07 C D E

16 FX 4098 I 0,25 0,07 C D E

12 FX 3864 I 0,24 0,03 C D E

4 FX 3864 I 0,24 0,03 C D E

8 FX 3864 NI 0,24 0,05 C D E

20 FX 3864 NI 0,24 0,06 C D E

0 FX 3864 NI 0,22 0,04 D E

12 FX 3864 NI 0,21 0,03 D E

20 FX 3864 I 0,17 0,06 D E F
4 FX 3864 NI 0,17 0,03 E F
0 FX 3864 I 0,16 0,04 E F
8 FX 4098 I 0,13 0,05 E F
8 FX 3864 I 0,12 0,05 E F
8 FX 4098 NI 0,12 0,05 E F
4 FX 4098 I 0,11 0,03 E F
4 FX 4098 NI 0,06 0,03 F

Medias con una

letra comin no son

significativamente diferentes (p > 0,05)

gP - Medias ajustadas y errores estandares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

20 FX 4098 NI 0,25 0,02 A

20 FX 4098 I 0,19 0,02 B

16 FX 4098 NI 0,13 0,01 C

12 FX 4098 I 0,11 0,01 D

12 FX 4098 NI 0,10 0,01 D

0 FX 4098 I 0,09 0,01 D

8 FX 3864 NI 0,09 0,02 D E

16 FX 3864 I 0,09 0,01 D E

12 FX 3864 I 0,09 0,01 D E

12 FX 3864 NI 0,09 0,01 D E

16 FX 4098 I 0,09 0,01 D E

20 FX 3864 NI 0,08 0,02 D E F

0 FX 4098 NI 0,08 0,01 D E F

16 FX 3864 NI 0,07 0,01 D E F

4 FX 3864 I 0,07 0,01 D E F

0 FX 3864 NI 0,07 0,01 D E F

20 FX 3864 I 0,07 0,02 D E F G

4 FX 3864 NI 0,05 0,01 E F G

0 FX 3864 I 0,05 0,01 E F G

8 FX 4098 NI 0,04 0,02 E F G H
8 FX 4098 I 0,04 0,02 E F G H
8 FX 3864 I 0,04 0,02 F G H
4 FX 4098 I 0,04 0,01 G H
4 FX 4098 NI 0,02 0,01 H

Medias con una

letra comiin no son

significativamente diferentes (p > 0,05)
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Fv’ .Fm’ - Medias ajustadas y errores estandares para Tiempo*Clon*Tratamiento

Tiempo Clon Tratamiento Medias E.E.

12 FX 4098 I 0,86 0,01 A

20 FX 4098 NI 0,85 0,02 A B

12 FX 4098 NI 0,85 0,01 A B

4 FX 3864 NI 0,85 0,01 A B

4 FX 4098 I 0,84 0,01 A B

16 FX 3864 NI 0,84 0,02 A B

20 FX 3864 NI 0,84 0,02 A B

16 FX 4098 I 0,84 0,02 A B

0 FX 4098 I 0,84 0,01 A B

8 FX 3864 NI 0,83 0,02 A B

12 FX 3864 I 0,83 0,01 A B

0 FX 4098 NI 0,83 0,01 A B

8 FX 4098 I 0,83 0,02 A B

8 FX 4098 NI 0,83 0,02 A B

0 FX 3864 NI 0,83 0,01 B

0 FX 3864 I 0,82 0,01 B

12 FX 3864 NI 0,82 0,01 B

4 FX 4098 NI 0,82 0,01 B

4 FX 3864 I 0,81 0,01 B

16 FX 4098 NI 0,81 0,02 B C

16 FX 3864 I 0,76 0,02 C D
8 FX 3864 I 0,75 0,02 D
20 FX 3864 I 0,73 0,02 D
20 FX 4098 I 0,72 0,02 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



