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ARTICULO DE INVESTIGACION

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

Temporal variation to Microcyclus ulei in rubber tree clones FX 3864
and FX 4098 under controlled conditions

Armando Sterling Cuéllar’, Luz Marina Melgarejo™

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la variacion temporal de los principales componentes fisiolégicos asociados a
la reaccion de dos clones (FX 3864 y FX 4098) de Hevea brasiliensis a Microcyclus ulei en condiciones controladas. Las
inoculaciones se realizaron en cdmara himeda a 23 °C, una humedad relativa superior al 90% y un fotoperiodo de 12 h.
Con un modelo de medidas repetidas en el tiempo y mediante correlaciones se analizaron cuatro variables: severidad de
ataque (SA), intensidad de esporulacion conidial (IE), tamano de lesion (TL) y frecuencia de infeccion (Fl). M. ulei generd
sintomas en los dos clones a los 4 dias después de la inoculacion. Los signos de la enfermedad (IE= 3) se manifestaron a los
8 dias en el clon FX 3864 y a los 12 dias en el clon FX 4098. FX 3864 presentd la mayor susceptibilidad a M. ulei (mayor
severidad y una esporulacion alta, IE= 4). En general, se observé una influencia del tiempo en la reaccién de cada clon para
las variables SA, IE y TL. Altas correlaciones significativas se encontraron entre SA y las variables IE, TL y Fl, excepto en el
dia 12 para IE. Este estudio permite concluir que en condiciones controladas la intensidad vy la frecuencia de los sintomas
asi como el grado de esporulacién producidos por M. ulei cambian significativamente a través del tiempo y esta variacion
estd influenciada a su vez por el nivel de susceptibilidad a M. ulei presentado por cada clon de H. brasiliensis.

Palabras clave: Hevea brasiliensis, mal suramericano de las hojas, severidad, esporulacion.

Abstract

This study aimed to evaluate the effect of temporal variation on the main physiological components associated with the
reaction to Microcyclus ulei of two rubber tree clones of Hevea brasiliensis under controlled conditions. Inoculations
were performed in a moist chamber at 23 °C, a relative humidity higher than 90% and a photoperiod of 12 h. The varia-
bles severity of attack (SA), conidial sporulation intensity (IE), lesion size (TL) and infection frequency (IF) were analyzed
with a repeated over time measurements model and also with correlations. M. ulei produced symptoms (SA, TL, Fl) in
both rubber tree clones 4 days after inoculation. Signs of the disease (IE = 3) appeared in the FX 3864 at day 8th and in
the FX 4098 at day 12th. FX 3864 presented higher susceptibility to M. ulei (greater severity and high sporulation, with
IE = 4). In general, the time influenced the reaction of each clone, especially in the variables SA, IE and TL. High signifi-
cant correlations were found between SA and the variables IE, TL and Fl, except on day 12 for IE. It was concluded that
intensity and frequency of symptoms and the degree of sporulation produced by M. ulei change significantly over time
under controlled conditions and this variation is influenced also by the level of susceptibility to M. ulei showed by each
clone of H. brasiliensis.

Key words: Hevea brasiliensis, South American leaf blight, severity, sporulation.
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Introduccién

El caucho natural [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de
Juss.) Muell.-Arg.] es una especie de origen suramerica-
no productora de latex destinado principalmente a la
industria llantera (Compagnon, 1998). A nivel mundial,
el Sudeste Asidtico produce el 93% del caucho natu-
ral, Africa el 4% y América Central y del Sur el 3 %.
Tailandia, Indonesia y Malasia concentran el 66,5% de
la produccién, siendo éstos los principales paises pro-
ductores (IRSG, 2013).

En Colombia, a diciembre de 2013 se reporto la exis-
tencia de 44.100 ha cultivadas de caucho (produccién
anual de 3.950 toneladas), constituidas principalmente
por clones introducidos de origen asiatico, africano y
americano (STN, 2013). Caqueta es el departamento
con mayor tradiciéon cauchera de Colombia vy el terce-
ro en area sembrada con 6.017 ha de caucho, de las
cuales 1.581 ha son plantaciones en etapa productiva
con una produccién de 1.89,4 toneladas de caucho
seco por aio (Asoheca, 2014).

Dada la importancia del caucho natural y su creciente
demanda actual en el mercado nacional, esta situa-
ciéon impone al sector heveicola colombiano el reto
no sélo de incrementar las areas de siembra sino ade-
mas identificar para las diferentes regiones del pais los
clones apropiados con mejor desempefo y tolerancia
a los principales limitantes del cultivo, especialmente
al principal problema fitosanitario, el mal suramerica-
no de las hojas, por sus siglas en inglés SALB (South
American Leaf Blight) causada por el hongo ascomi-
ceto Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx (Gasparotto et
al. 2012).

Esta enfermedad reviste gran importancia porque
produce defoliaciones prematuras repetidas, redu-
ce la actividad fotosintética de la planta, disminuye
la produccién de latex entre un 20% y 75% (Chee
y Holliday, 1986) y puede ocasionar la muerte de la
planta (Gasparotto et al.,, 2012). Actualmente, el uso
del mejoramiento genético para la generacion de ma-
teriales con resistencia horizontal al SALB representa la
principal estrategia para el manejo de la enfermedad
(Gasparotto et al., 2012).

Sin embargo, en Colombia y en zonas de no escape al
SALB como la region amazénica, M. ulei constituye la
principal amenaza para el establecimiento de nuevas
plantaciones de H. brasiliensis a escala comercial (Cas-
tellanos et al,, 2009). En el Departamento del Caqueta
(Amazonia colombiana) los cultivares de caucho na-
tural: IAN 873, IAN 710 y FX 3864 han reducido el
desempeiio en etapa improductiva (Sterling y Correa,
2010) y se ha incrementado la susceptibilidad al SALB
(Sterling et al., 2009, 20104, b). Esta situaciéon pone en
riesgo el desarrollo de nuevas plantaciones de caucho
en la region amazodnica colombiana, debido a la poca
variabilidad en su base genética y a la pérdida de resis-
tencia al hongo M. ulei (Sterling et al., 20104, b).

Lo anterior ha impulsado a nivel regional la busque-
da de nuevas fuentes de resistencia genética a M. ulei
dentro las cuales se ha destacado el clon FX 4098
como un material con promisorio para la region ama-
zo6nica colombiana (Sterling et al., 2010a, 2011, 2012).
No obstante, aln se requiere evaluar diversos compo-
nentes fisiol6gicos asociados a la reaccién del Hevea
a M. ulei dentro de la interaccién hospedero-parasito
de acuerdo con el clon y la variabilidad fisiol6gica del
patégeno, antes de ofrecer una recomendacion final a
nivel del productor.

Los diversos estudios realizados sobre el efecto del
SALB en H. brasiliensis han dilucidado en condiciones
controladas varios de los mecanismos bioquimicos
y moleculares relacionados con la resistencia parcial
(Garcia et al., 1999), la variabilidad fisiolégica de M.
ulei (Junqueira et al., 1990, Mattos et al., 2003; Sterling
etal., 2010a) y la influencia de las condiciones ambien-
tales en la dindmica epidemiolégica de la enfermedad
(Furtado et al., 2008; Guyot et al., 2010).

Aunque son diversos los estudios que han contribuido
con el andlisis de los principales componentes de resis-
tencia a M. ulei en condiciones de inoculaciéon contro-
lada, es necesario fundamentar el efecto del progreso
de la infeccion sobre los principales componentes fi-
siolégicos asociados a la reaccion al SALB en clones
de caucho con diferentes niveles de resistencia a la
enfermedad. Dicho conocimiento es importante para
la deteccion y la valoracion en el tiempo del impacto
del estrés ocasionado por el SALB en H. brasiliensis y
a partir de esto disenar estrategias de manejo adecua-
das que permitan realizar un control integrado de la
enfermedad.

Al respecto se presume que el desarrollo del SALB debe
estar influenciado no sélo por la interaccion hospede-
ro-parasito, sino también por la dindmica temporal de
los sintomas y signos producidos por M. ulei de una
manera diferencial segtn el nivel de susceptibilidad
presentado por el respectivo clon de H. brasiliensis.

De acuerdo con lo anterior, este estudio tuvo como
objetivo evaluar la variacién temporal de los principa-
les componentes fisiol6gicos relacionados con la reac-
cion a M. ulei de dos clones de caucho (FX 3864 y FX
4098) con distinta susceptibilidad al SALB en condicio-
nes de inoculacion controlada en Caqueta (Colombia).

Materiales y métodos

Area de estudio y condiciones de inoculacion

El estudio se realizé en el cuarto climatizado del La-
boratorio de Fitopatologia del Instituto Amazdénico
de Investigaciones Cientificas Sinchi en Florencia,
Caqueta (Colombia), municipio localizado entre las
coordenadas 1° 37" 03” de latitud Norte y 75" 37" 03”
de longitud Oeste (IGAC, 2010). Al interior del cuarto
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climatizado se adecuaron 10 cubiculos (cabinas para
inoculacién). Cada cubiculo con dimensiones de 1,3
m x 1,2 m x 2,5 m, se construyd en plastico negro con
armazo6n en madera y con dos aperturas (un tragaluz y
una puerta) para el control de entrada del aire climati-
zado. La temperatura del aire se controlé a 23 °C me-
diante el uso de dos aires acondicionados de 12000
Btu cada uno tipo mini split con filtro deshumificador.
El control de la humedad relativa (> 90%) se manejo
mediante un sistema de riego independiente por go-
teo. Finalmente dentro de cada cubiculo se manej6
un fotoperiodo de 12 h mediante la adecuacién de
un temporizador y cuatro lamparas fluorescentes de
40 W (PAR= 11.5 pmol fotones/m?s?) (Mattos et al.,
2003; Sterling et al., 2010 a, b).

Fuente de indculo

Se empleo el aislamiento CVI2 de M. ulei pertenecien-
te al banco de aislamientos del Laboratorio de Fitopa-
tologia del Instituto Sinchi. Este aislamiento se obtuvo
in vitro a partir de lesiones conidiales presentes en fo-
liolos infectados en campo (vivero del género Hevea
del Instituto Sinchi, Itarca, La Montanita, Colombia)
y escogido por su virulencia (Sterling et al., 2011). El
aislamiento fue conservado en medio de crecimiento
(MC) (adaptado de Junqueira et al., 1984) en oscuri-
dad a 24 °C y esporulado en medio M4 (papa dex-
trosa agar - PDA) (adaptado de Mattos, 1999) con un
fotoperiodo de 12 h. El inéculo primario, consistié de
conidios crecidos in vitro los cuales se depositaron con
un pincel pelo de marta (No. 2) en el envés de foliolos
en estadio B2 (Halle et al., 1978) de plantas de un clon
altamente susceptible (PB 260) (Sterling et al., 2009).
Las esporas se recolectaron a partir de foliolos lesio-
nados 8 dias después de la inoculacién con un pincel
pelo de marta estéril y humedecido con Tween 80 al
0,05%. Se prepar6 en agua destilada estéril una sus-

pension de indculo de 2 x 105 conidios/ml (Mattos et
al., 2003; Sterling et al., 2010a, b).

Material vegetal

Se utilizaron los clones FX 4098 y FX 3864 (tabla 1)
procedentes del Jardin clonal del Instituto Amazéni-
co de Investigaciones Cientificas Sinchi en Florencia,
Caqueta (Colombia). La identidad varietal del clon FX
3864 fue confirmada por Fonseca y Aristizabal (2010)
y la del clon FX 4098 por Quintero et al. (2012), me-
diante el uso de la técnica SSR usando cinco pares de
cebadores microsatélites del genoma de H. brasilien-
sis: hmac4, hmac5, hmct1, hmct5 (Saha et al., 2005), y
M574 (Lespinasse et al., 2000; Lekawipat et al,, 2003).

Por cada clon de H. brasiliensis se emplearon plantulas
de 4 meses de edad (dos pisos foliares) crecidas en
bolsa con suelo de 7 Kg dentro de cubetas plasticas de
20 cm x 30 cm y mantenidas en una casa de malla a un
temperatura promedio de 29,7 °C, una humedad rela-
tiva media de 80,8% y una radiacion PAR promedio de
275 umol fotones/m?.s. El material vegetal fue fertiliza-
do periédicamente cada dos meses de acuerdo con sus
requerimientos nutricionales (Viegas et al., 1992) con
aplicaciones eddaficas de NPK [Triple 15® (5 g/plantu-
[a)] y elementos menores [Agriminis® (5 g/plantula)].
Para las inoculaciones se seleccionaron plantulas
libres de sintomas por deficiencias nutricionales o por
ataque de plagas o patégenos (Mattos et al.,, 2003;
Sterling et al., 2010a, b).

Inoculaciones controladas y diseio experimental

Las inoculaciones se realizaron en cuarto climatizado
a 23 °C y una humedad relativa superior al 90%. Se
utilizé una concentracion de inéculo de 2 x 105 co-
nidios/ml la cual se asperjo en el envés de 12 foliolos
jovenes (12 dias de edad) en estadio B, (Hallé et al.
(1978) pertenecientes al segundo piso foliar de cada

Tabla 1. Descripcién de los clones de caucho (Hevea brasiliensis) evaluados por la reaccién a Microcyclus ulei en condiciones de

inoculacién controlada.

Clon Progenitores Especie de Hevea Origen 10 reac'cmn Descripcion general
a M. ulei
Clon producido por la compania Ford en Brasil, con
caracteristicas de alta productividad (Mattos et al.,
FX H. brasiliensis x H. . . 2007), crecimiento vigoroso (Sterling y Correa, 2010;
4098 PB86xB 110 brasiliensis Brasil Resistente Sterling et al., 2012) con susceptibilidad al secamiento
del panel. Resistencia parcial a M. ulei (Le Guen et al.,
2008, Sterling et al. 2009, 2010; Rivano et al., 2010).
Clon secundario desarrollado por la compania Ford, en
X H. brasiliensis x H. el Brasil, resultante del cruzamiento intra especificos de
3864 PB 86 x FB 38 br.asiliensis "| Brasil Susceptible los clones primarios de Hevea brasiliensis. Susceptible
a M. ulei (Junqueira et al., 1988; Matos et al., 2003;
Sterling et al., 2009)
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planta con la ayuda de un aerégrafo acondicionado
con un compresor eléctrico calibrado a 4.5 Pa de pre-
sion (Sterling et al., 20104, b). Luego de la inoculacion,
las plantas permanecieron 24 horas en oscuridad y a
partir de ahi hasta el dia 20 se sometieron a un foto-
periodo de 12 h (radiacion fotosintéticamente activa,
PAR: 11.5 pymol fotones/m?.s).

El experimento consistié en un diseno completamente
al azar con dos tratamientos (clon resistente inoculado
FX 4098 y clon susceptible inoculado - FX 3864) con
cinco repeticiones. La unidad experimental correspon-
di6 a cada una de las plantas inoculadas. El experimen-
to se realiz6 por triplicado.

Evaluacion de la enfermedad- componentes
fisiologicos

A partir del dia 1 después de la inoculacién y en ade-
lante hasta el dia 20 se evaluaron en cuarto climatiza-
do las siguientes variables:

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

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

Tamano de lesion (mm) (TL): el didmetro promedio de
la lesion fue calculado a partir de la medicion del dia-
metro de las lesiones observadas en cada foliolo con
un pie de rey digital (adaptado de Garcia et al., 1999).

Frecuencia de infeccién (lesiones/8 cm?) (Fl): El nime-
ro de lesiones observadas sobre un rectangulo de 8
cm? (Garcia et al., 1999).

En ambos clones se determinaron también los perio-
dos de incubacion (ndmero de dias entre la inocula-
cion y la aparicion de los primeros sintomas cloréticos)
y de latencia (ndmero de dias entre la inoculacién y la
primera aparicion macroscopica de los conidios) (Jun-
queira et al., 1990).

Andlisis estadistico

Se ajusté un modelo lineal general con los factores:
clon (FX 3864 y FX 4098), tiempo (4, 8, 12, 16 y 20
dias después de la inoculacion) y su interaccion, asi:

Yie =+ G+ Ti + (CT); + g

donde:

Yik  variable respuesta (SA, IE, TL, FI)
u media general

@ efecto del cloni, coni=1,2

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

(CT); Interaccion clon x tiempo

€ijk error residual de la planta k perteneciente al clon i
en el tiempo j

La varianza residual se model6 para contemplar varian-
zas diferentes (Heterocedasticidad, H) por clon, mien-
tras que la correlacion residual para las observaciones
sucesivas realizadas sobre una misma planta se con-
templé mediante los modelos de simetria compuesta
(SC), autorregresiva de orden 1 (AR1) y sin estructura
(SE). Los criterios de Akaike (AIC), Bayesiano (BIC) y
LogLik se utilizaron para la seleccion de la estructura
de varianzas y correlaciones residuales (Di Rienzo et
al., 2011). Los menores valores para estos criterios in-
dicaron el mejor modelo. El ajuste se realizé mediante
la funcién Ime de la libreria nlme (Pinheiro et al., 2013)
de R (R Core Team, 2013), bajo la interfaz implemen-
tada en InfoStat (Di Rienzo et al., 2013).

El andlisis de la interaccion clon x tiempo para la com-
paracion de medias se realiz6 mediante la prueba de
comparaciones multiples LSD de Fisher (oo = 0,05). Los
coeficientes de correlacion (Prueba de Pearson) entre
las distintas variables se estimaron para cada tiempo
con el fin de determinar la variacion en el grado de
inter-dependencia de los principales componentes de
resistencia al SALB a lo largo del proceso infeccioso en
laboratorio. Todas las pruebas estadisticas se corrieron
en el programa InfoStat version 2013 (Di Rienzo et al.,
2013).

Resultados y discusién

Seleccion del modelo estadistico para el andlisis
de los datos

El andlisis de las variables SA, IE, TL y Fl se bas6 en un
modelo de andlisis de varianza de datos longitudinales
(tablas 2, 3 y 4). El mejor modelo fue el de simetria
compuesta con varianzas homogéneas (SC) (tabla 2).
En general, para las variables evaluadas, los criterios
(AIC y BIC) fueron minimos para éste modelo, excepto
para la variable TL en la cual el modelo SE presenté el
menor valor para el criterio AIC (tabla 2). El modelo SC
se utilizé para la inferencia estadistica principalmente
para analizar la significancia de la interaccion Clon x
Tiempo (tabla 3 y figuras TA-D).

El modelo seleccionado en éste estudio para analizar
la variacion temporal del SALB en condiciones de ino-
culacion controlada difiere del utilizado por Rivano
et al. (2010) quienes reportaron un modelo autorre-
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gresivo de primer orden con varianzas heterogéneas
(ARTH) para la evaluacién mensual de la susceptibili-
dad al SALB en condiciones de campo en Ecuador. En
ambos estudios, los criterios AIC y BIC fueron los mas
importantes en la eleccion del modelo.

Reaccion del FX 3864 y FX 4098 a Microcyclus ulei

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

El periodo de incubacién observado en este estudio
para los clones FX 3864 y FX 4098 fue de 4 dias para

ambos clones, muy similar a los reportes de Chee
(1976) (5 dias), Junqueira et al. (1990) (2,6 a 5 dias)
y Garcia et al. (1999) (4,5 dias). Segtn Hashim et al.
(1978) los foliolos con mayor edad (12 - 20 dias) son
menos receptivos a la infeccién por M. ulei, por lo
que en materiales susceptibles como resistentes, los
sintomas se presenta en un mayor tiempo (10 - 25
dias después de la inoculacién). Lo anterior, podria ex-
plicar por qué clones que han demostrado resistencia
parcial a M. ulei como el FX 4098 (Junqueira et al.,
1990, Mattos et al., 2003, Sterling et al., 2010a, b), en
este estudio presenté lesiones cloréticas antes de los
5 dias, igual a lo observado en el clon mas susceptible,
el FX 3864.

En relacion con el periodo de latencia, Junqueira et
al. (1988) observaron signos de M. ulei en el clon FX
3864 con un rango de 6,5 a 11 dias después de la
inoculacién, mientras que en el clon FX 4098 fue de 8
a 10 dias. Hashim et al. (1978) observaron signos del
patégeno a los 9 dias. Garcia et al. (1999), registraron
un periodo de latencia de 7 dias en el clon FX 4098. En
este estudio el periodo de latencia para FX 4098 (12
dias) fue superior a lo reportado por dichos autores, lo
que indica una menor virulencia del aislamiento CVI2
en el clon FX 4098. Sin embargo, seglin Mattos et al.
(2003), la reaccion (resistente o susceptible) a M. ulei

Tabla 2.Criterios para la eleccién del modelo de andlisis de datos longitudinales para la evaluacién en el tiempo (dias) del SALB
(Microcyclus ulei) en los clones de caucho FX 3864 y FX 4098 en condiciones de inoculacién controlada.

Intensidad de - . . . A
Variable | Severidad de ataque, SA | esporulacion conidial, lamafickiticsicl Frecufenaa de infeccién
IE (mm), TL (lesiones/8cm?2), FI
Modelo AIC BIC LoglLik AIC BIC | LoglLik | AIC BIC | LogLik AIC BIC LogLik
SC 53,1 73,37 | -14,55 40,94 | 61,21 -8,47 -23,5 | -3,23 | 23,75 135,48 155,75 -55,74
SCH - - - - - - -24,13 | -2,18 | 25,07 136,71 158,66 -55,35
ART1 65,32 85,59 -20,66 | 41,07 | 61,34 | -8,54 |-18,89| 1,38 21,45 175,76 196,03 -75,88
ARTH - - - - - -20,73 | 1,23 23,36 157,93 179,89 -65,97
SE - - 58,72 | 94,19 | -8,36 |-28,56 | 6,91 35,28 143,28 178,75 -50,64

AIC: Criterio de informacién de Akaike; BIC: Criterio de informacién bayesiano; LoglLik: Log de Likelihood (Di Rienzo et al., 2011)

SC: Modelo de simetria compuesta con varianzas uniformes; SCH: Modelo de simetria compuesta con varianzas heterogéneas; AR1: Modelo autorre-
gresivo de orden 1 con varianzas uniformes; ARTH: Modelo autorregresivo de orden 1 con varianzas diferentes; SE: Modelo sin estructura. El mejor

modelo es el de simetria compuesta con varianzas uniformes (SC).

Tabla 3. Andlisis de la varianza basado en el modelo de simetria compuesta con varianzas uniformes (SC).

Efecto gl SA IE TL FI
Clon 1 72,25 (<0,0001) 103,14 (<0,0001) 216,62 (<0,0001) 186,12 (<0,0001)
Tiempo 4 53,39 (<0,0001) 89,91 (<0,0001) 87,66 (<0,0001) 42,52 (<0,0001)
Clon x Tiempo 4 2,96 (0,0313) 4,70 (0,0033) 22,47 (<0,0001) 0,78 (0,5432)

SA, severidad de ataque; IE, intensidad de esporulacién conidial, TL, tamarfio de lesién (mm), Fl, frecuencia de infeccién (lesiones/8 cm2)
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Tabla 4. Medias para cuatro componentes fisiolégicos asociados a la reaccién a Microcyclus ulei de dos clones de caucho (Hevea
brasiliensis) evaluados a través del tiempo, en condiciones de inoculacién controlada.

Variables de reaccion a M. ulei
Factor Nivel
SA TL FI IE
l FX 3864 | 3,16+0,11%" 1,83 +0,03a 16,84 + 0,54a 3,20 + 0,05a
Clon
FX 4098 1,80%0,11b 1,13 £0,03b 6,40 £ 0,54b 2,44 £ 0,05b
4 1,50 £0,10b 1,02 £ 0,04d 9,70 £0,42d 1,80 = 0,08d
. P 8 2,60 £0,10a 1,38 £ 0,04c 11,30 £0,42c 2,50 £ 0,08c
Tiempo (dias
después de la 12 2,70 £0,10a 1,62 = 0,04b 11,90 £ 0,42b 2,80 £ 0,08b
inoculacién) 16 0,80 £ 0,10a 1,63 +0,04b 12,40 + 0,42ab 3,50 + 0,08a
20 2,80 £ 0,10a 1,75 + 0,04a 12,80 + 0,42a 3,50 + 0,08a

a Error estdndar

b Valores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente (Prueba LSD, p < 0,05)
SA, severidad de ataque; IE, intensidad de esporulacién conidial, TL, tamafio de lesién (mm), Fl, frecuencia de infeccién (lesiones/8 cm2)

del clon FX 4098 puede variar segun la virulencia del
aislamiento probado.

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

Segun las tabla 3 y 4, se encontraron diferencias sig-
nificativas entre los dos clones de caucho y entre los
dias después de la inoculacién para las cuatro varia-
bles del SALB. La prueba de hipotesis con el modelo SC
resulto significativa para la interacciéon Clon x Tiempo
en las variables SA, IE y TL (tabla 3). La significancia ob-
servada en este estudio por efecto del genotipo tam-
bién ha sido reportada en condiciones de inoculacién
controlada por autores como Junqueira et al. (1990),
Garcia et al. (1999), Mattos et al. (2003), Le Guen et
al. (2008) y Sterling et al. (2010b, 2011). En relacién
con el efecto del tiempo, la mayoria de estos estudios
han analizado la reaccion a M. ulei en lecturas iniciales
(periodos de incubacion y latencia) y finales de la en-
fermedad (severidad, esporulaciéon conidial, didmetro
de lesion, frecuencia de infeccion, entre otros) entre
los 12 y 17 dias después de la inoculacion.

Andlisis de la interaccion Clon x Tiempo

El andlisis de la interaccién Clon x Tiempo para las cua-
tro variables estudiadas se presenta en las figura TA-D.
En este sentido, se encontré que el valor medio de SA
(severidad de ataque) fue de 2,48 el cual oscil6 entre
1,00 (ataque bajo) para el clon FX 4098 en el dia 4
después de la inoculacion y 3,60 (ataque alto a muy

alto) en el clon FX 3864 a partir del dia 16 después de
la inoculacion (figura 1A).

A lo largo del tiempo, el valor medio de SA en el clon
FX 3864 fue significativamente superior a lo observado
en el clon FX 4098 (p < 0,05). La SA en el clon mas
susceptible (FX 3864) se estabilizé a partir del dia 12
después de la inoculacion, mientras que en el clon FX
4098 ocurrié a partir del dia 8 en donde se observé
una severidad media maxima constante (SA= 2,00) (fi-
gura TA).

Los mayores tamanos de lesion (TL) se presentaron en
el clon FX 3864, las cuales oscilaron entre 1,16 mm vy
2,24 mm a los 4 y 20 dias después de la inoculacion,
respectivamente (figura 1B). Entre el dia 16 y 20 se
observé un incremento significativo (p < 0,05) de TL
en el clon FX 3864contrario a lo registrado en el clon
FX 4098. El mayor tamano de lesion (1,26 mm) en el
clon FX 4098 se observé en el dia 20 después de la
inoculacion.

En relacion con la frecuencia de infeccién (Fl), en am-
bos clones se observé un incremento significativo en
el nimero de lesiones hasta el dia 12 (6.6 lesiones/ 8
cm? en FX 4098 y 17.2 lesiones/ 8 cm?en FX 3864), en
adelante FI no presenté una variacion significativa en
el tiempo (figura 1C), dado el desarrollo fenolégico de
los foliolos (estadio C) que impide que el in6culo pre-
sente reinfecte (Lieberei, 2007). Aunque la interaccién
Clon x Tiempo no resulto significativa para Fl (tabla 3),
la prueba LSD de Fisher mostré diferencias debido al
efecto significativo exhibido por los efectos principales
(Clon y Tiempo) (ambos, p <0,01) (tablas 3 y 4). Lo an-
terior significa que aunque el FI medio observado en
cada clon no fue influenciado por el tiempo transcurri-
do entre la inoculaciéon y el avance de la enfermedad
(se observo el mismo patrén de incremento), si se evi-
dencio a lo largo del tiempo una mayor susceptibilidad
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Figura 1. Progreso del SALB (Microcyclus ulei) en dos clones de caucho (Hevea brasiliensis) en condiciones de inoculacién controlada
en Caquetd (Colombia). A. Severidad de ataque (SA) de 0 a 4 (0: nulo; 1: leve; 2: medio; 3: alto y 4: muy alto), modificada de la
escala de Gasparotto et al. (1989). B. Tamano de lesién (mm) (TL) (Garcia et al., 1999). C. Frecuencia de infeccién (Lesiones/8
cm?) (FI) (Garcia et al., 1999). D. Intensidad de esporulacién conidial (IE) de 1 a 6 (1y 2: lesiones sin esporas; 3 y 4: lesiones con
esporulacién débil; 5y 6: lesiones con esporulacidn fuerte y muy fuerte, respectivamente), segtin la escala de Mattos et al. (2003).
Cada punto representa la media de cinco réplicas. Las barras representan el error estandar. Medias seguidas por la misma letra

no difieren estadisticamente (Prueba LSD; p < 0,05).

en el clon FX 3864 en relacién con el clon FX 4098
(figura 1C).

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

4098 se registré en los dias 16 y 20 posteriores a la
inoculacion.

En general, se observo para este estudio que un au-
mento en TL conllevé a una mayor severidad (SA) y es-
porulacion (IE) de la enfermedad, aunque la frecuencia
de infeccién (FI) no fuese importante en algunos dias
posteriores a la inoculacion. Esta aseveracion es simi-
lar a lo afirmado por Hashim y Pereira (1989) quienes
reportaron mayores severidades del SALB en clones
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que habian desarrollado lesiones de mayores tamanos
y menos abundantes por unidad de superficie foliar.

Los resultados de ésta investigacion para SA y Fl en
ambos clones coincide con Garcia et al. (1999); se ob-
servan mayores notas de éstas variables (mayor sus-
ceptibilidad) en el clon FX 3864 y por tanto una mayor
resistencia en el clon FX 4098. Sin embargo, las notas
medias maximas observadas por Garcia et al. (1999)
para ambos clones fueron inferiores (SA= 0,8 y FI= 5
para FX 4098 y SA= 1,3 y FI= 15 para FX 3864) a lo
observado en este estudio. La mayor susceptibilidad
observada en el clon FX 3864 también ha sido repor-
tada en condiciones de campo por diferentes autores
(Mattos et al., 2005; Sterling et al., 2009, 2010c¢; Riva-
no et al., 2010; Cardoso et al., 2014).

En este estudio, las variables IE y TL se observaron
con medias significativamente diferentes en ambos
clones (tabla 2). Sin embargo, Garcia et al. (1999) no
evidenciaron diferencias para IE y TL entre los clones
FX 3864 y FX 4098. Al respecto, Junqueira et al. (1988,
1990) afirman que la reaccion a M. ulei del clon FX
4098 difiere de los observado en el clon FX 3864, ya
que el menor tamano de lesiones (0,5 a 2,2 mm) y la
menor esporulacion se observaron en el clon FX 4098.

Hashim y Pereira (1989), Mattos et al. (2003), Le Guen
et al. (2008) y Sterling et al. (2010a, b) reportaron que
el clon FX 4098 posee una menor esporulacién coni-
dial producida por M. ulei en condiciones de inocula-
cion controlada, lo cual es similar a lo encontrado en
el presente estudio (figura 1D). Garcia et al. (1999)
reportaron que el clon FX 4098 y FX 3864 presentan
para el aislamiento FTP25 de M. ulei los componentes
mas desfavorables para el desarrollo del hongo. Lo an-
terior coincide para el clon FX 4098 pero difiere para
el clon FX 3864 dado que éste material fue el mas sus-
ceptible en la presente investigacion.

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

Variacion de las correlaciones entre variables

Se observaron bajas correlaciones, no significativas (r
<0,45; gl=9; p>0,05), en el dia 12 después de la ino-
culacién entre IE y las tres variables restantes (figura 2).
Cabe mencionar ademas que las bajas correlaciones
que se analizaron entre IE y las variables SA 'y Fl en el
dia 12 también se evidenciaron en el dia 4 después de
la inoculacion. La correlacion mas baja (r = 0,44) se
presenté entre IE y Fl en el dia 4 después de la inocu-
lacion. Altas correlaciones significativas (r > 0,84; gl=9;
p < 0.01) se encontraron entre SA y las variables TL y

FI en todos los puntos del tiempo de progreso de la
enfermedad. Lo mismo ocurrié entre TLy FI (r>0,81).
En general, los coeficientes de correlacion se hicieron
mayores con el tiempo, es decir, que a lo largo de todo
el proceso infeccioso, aumenté la inter-dependencia
entre las variables que explican la intensidad de los
sintomas y signos del SALB.

El comportamiento atipico evidenciado entre IE y SA
especialmente en el dia 12 después de la inoculacién
(figura 2) se puede atribuir al hecho que entre los dias
8y 12, la severidad y la esporulacion fueron constan-
tes en los clones FX 4098 y FX 3864, respectivamente
(figura TA) contrario a lo observado en los demas in-
tervalos de tiempo en los que ambas variables se incre-
mentaron significativamente.

Por otro lado, la relacién atipica entre la esporulacién
y las variables TL y Fl en el dia 12 después de la inocu-
laciéon, podria explicarse en los valores constantes de
IE en el clon FX 3864 entre los dias 8 y 12, diferente
a lo observado en las variables TL y Fl, las cuales se
incrementaron significativamente a través del tiempo
(figuras 1 B - D).

Las bajas correlaciones observadas en éste estudio en
el dia 12 entre IE y las variables SA y TL, difieren de
Sterling et al. (2010b) quienes encontraron para el mis-
mo periodo de evaluacién una importante correlacion
entre la esporulacion y la severidad del SALB (r=0,76).
Sterling et al. (2011) en condiciones de campo tam-
bién reportaron una alta correlacion entre el ataque
y la esporulacion (r= 0,87) de M. ulei en genotipos
élite regionales de caucho en la Amazonia colombia-
na. Con excepcion de las correlaciones observadas
entre IEy SA en los dias 4 y 12 (figura 2), en los demas
dias del progreso del SALB, la severidad de ataque y
la esporulacion conidial de M. ulei se correlacionaron
positivamente (r > 0,90), similar a los reportes de los
autores antes mencionados.

Hashim y Almeida (1987), Hashim y Pereira (1989) y
Garcia et al. (1999) reportaron la mayor correlacion
entre el diametro de lesion y la intensidad de espo-
rulacion, resultados que difieren de lo reportado en
éste estudio para IE y TL en el dia 12 después de la
inoculacién (r = 0,47). Sin embargo, los reportes de
estos autores coinciden con el presente estudio en los
demas dias del progreso del SALB, con coeficientes de
correlacion altos (r >0,81).

En la presente investigacion las altas correlaciones ob-
servadas a lo largo del tiempo entre TL y Fl difieren de
Garcia et al. (1999) quienes no encontraron correla-
cion entre el tamano de lesion y la frecuencia de infec-
cion. Sin embargo, las correlaciones entre la severidad
del SALB y la producciéon de esporas, y también entre
produccion de esporas y el tamafo de lesion, fueron
similares a las observadas en éste estudio. Adicional-
mente en ésta investigacion entre los dias 12 y 20 des-
pués de la inoculacién se evidenciaron correlaciones
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altas y uniformes entre TL y Fl. Lo anterior indicaria
que el desarrollo de la enfermedad a partir del dia 12
avanzo con tamanos y frecuencias de lesiones con un
patrén de crecimiento uniforme hasta el final del se-
guimiento.

Conclusiones

El andlisis de la variacion temporal de los principales
componentes fisiolégicos asociados a la reaccion de
los clones de H. brasiliensis FX 3864 y FX 4098 a M.
ulei, permite concluir que en condiciones controla-
das, la intensidad y la frecuencia de los sintomas asi
como el grado de esporulaciéon producidos por M.
ulei cambian significativamente a través del tiempo y
esta variacion esta influenciada a su vez por el nivel
de susceptibilidad a M. ulei presentado por cada clon.
Se observa ademas que la variacion temporal de los
sintomas y signos del SALB en los clones FX 3864 y FX
4098, afecta significativamente el grado de inter-corre-
lacion entre las variables de ataque y esporulacién co-
nidial especialmente entre los dias 8 y 12 posteriores
a la inoculacion. Este estudio es el primer reporte en
el que se analiza desde un enfoque multi-temporal los
cambios de los principales componentes fisioldgicos
asociados a la reaccién de los clones FX 3864 y FX
4098 a M. ulei en condiciones de inoculaciéon contro-
lada durante la fase infecciosa de la enfermedad.
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