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Resumen

En la presente investigacion se estudiaron los genotipos de yuca TMS60444 “silvestre” y
CAGBS1A8-3A “transgénico” por su potencial promisorio para produccion de bioetanol.
En plantas de 3, 8 y 13 meses de edad, se evalud en hojas mediante el analisis de gases
en infrarrojo IRGA el intercambio gaseoso en relacién con factores climéticos, y se
determinaron en raices los niveles de glucosa Glc, fructosa Frc y sacarosa Suc con
cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC. La respuesta fotosintética a la luz mostro
gue ambos genotipos tienen comportamiento similar. Del mismo modo, en los genotipos
evaluados se evidencié que la tasa fotosintética A y la conductancia estomatica gs
responden a la humedad atmosférica. Asi mismo, durante el ciclo de mediciones se
evidencié que en ambos genotipos la A no sélo disminuye a medida que las plantas
envejecen, sino que también es superior en el genotipo “silvestre” a partir de los 8
meses de edad (a=0,001), lo cual estaria asociado a diferencias fenotipicas expresadas
en campo. Respecto a la relacion entre el intercambio gaseoso y su relacién con factores
climaticos, en el genotipo “transgénico” se encontré que la gs responde tanto a la
humedad atmosférica como a la velocidad del viento, lo cual aumenta la sensibilidad de
este genotipo a los factores medioambientales. De otro lado, el andlisis con HPLC reveld
que los contenidos de Glc, Frc y Suc son similares en ambos genotipos (a=0,05) y son
muy bajos comparados con otros materiales de yuca. Esto lleva a concluir que el
genotipo “silvestre” aparentemente tiene mejor comportamiento que el “transgénico”
respecto al intercambio gaseoso en condiciones de campo, y que desde el punto de vista
del contenido de azucares en raices ninguno de los genotipos evaluados es promisorio

para produccion de bioetanol.

Palabras clave: Intercambio gaseoso, Tasa fotosintética, conductancia estomatica,
Yuca, HPLC



Abstract

The cassava genotypes TMS60444 "wild" and CAGBS1A8-3A "transgenic" were studied
for its promising potential for bioethanol production. In plants of 3, 8 and 13 months old,
mature leaves were measured for gas exchange in relation to climate factors, through the
infrared gas analysis IRGA and roots were evaluated for level content of glucose, Glc
fructose Frc, and sucrose Suc with high performance liquid chromatography HPLC. The
photosynthetic response to light showed that both genotypes have a similar behavior
about their use of light. Similarly, for the genotypes were observed that photosynthetic
rate A and stomatal conductance gs respond to atmospheric moisture. Also during the
measurement cycle, it was evident in both genotypes that A not only decreases as plants
age, but also A is higher in genotype "wild" from 8 months of age (a = 0.001), which
would be associated with phenotypic differences expressed in the field. The relationship
between gas exchange and climatic factors showed that for the genotype "transgenic" gs
responds to atmospheric moisture so as to wind speed, thereby increasing their
sensitivity to environmental factors. On the other hand, the HPLC analysis revealed that
the levels of Glc, Frc and Suc were similar in both genotypes (a = 0.05) and they were
very low compared with other materials of cassava. This leads to the conclusion, that the
genotype "wild" apparently has better performance than the "transgenic" regarding gas
exchange under field conditions and that, from the point of view of the root sugar content,

none of the genotypes is promising for bioethanol production.

Keywords: Gas exchange, Photosynthetic rate, stomatal conductance, Cassava, HPLC.
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Introduccidén

La eco-fisiologia vegetal es una ciencia experimental que tiene como objetivo estudiar las
respuestas fisiolégicas de las plantas a la influencia medioambiental (Lambers et al.,
2008; Larcher 2003). Por esta razén, ha sido una herramienta muy Uu(til para la
caracterizaciéon de germoplasma de interés. Tal es el caso de los recientes aportes al
conocimiento de la influencia ambiental en el intercambio gaseoso de diferentes especies
importantes para el pais, como gulupa (Pérez y Melgarejo 2012), guayaba (Solarte et al.,
2010), algunas especies forestales (Colmenares et al., 2011) y sobre la influencia de la

radiacion en el crecimiento de estevia (Jarma et al., 2010), por citar algunos ejemplos.

Dentro de la floreciente industria de los biocombustibles en Colombia
(Fedebiocombustibles 2011), la yuca ha cobrado importancia debido a su potencial como
materia prima alternativa a la cafia de azucar, entre otras especies, para la produccién de
bioetanol (Cortés et al., 2010; Jansson et al., 2009; Jaramillo 2007; Kuiper et al., 2007).
Al respecto, los genotipos de yuca TMS60444 y CAGBS1A8-3A, provenientes del banco
de germoplasma de esta especie en el Centro Internacional de Agricultura Tropical CIAT,
se presentan como materiales aparentemente promisorios. Tal consideracion se basa
fundamentalmente, en que los bajos contenidos (< 30%) de materia seca en las raices,
medida indirecta del almidon, del genotipo TMS60444 y el silenciamiento del gen GBSS
(Granule Bound Starch Synthase), clave en la ruta de biosintesis de almidon, presentado
en el genotipo CAGBS1A8-3A (Puentes 2003); llevarian a que la composicion de

azucares en las raices de estos genotipos favoreciera su uso industrial.

Con base en esto, adelantar estudios a nivel eco-fisiolégico en los genotipos de yuca

TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” tiene sentido porque, no obstante la
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vasta informacion que se tiene sobre la eco-fisiologia de yuca (El-Sharkawy 2004, El-
Sharkawy 2006), en estos genotipos en particular no ha sido investigado el
comportamiento fisiolégico en condiciones de campo, siendo esta informacién importante
dada su posible utilidad industrial. Ligado a ello, evaluar el nivel de azlcares simples en
las raices de estos genotipos es apropiado para establecer su valor promisorio, puesto

gue este es un recurso critico en la produccion de bioetanol (Fedebiocombustibles 2011).

En el contexto global, la yuca es una especie considerada como fuente de alimentacion
basica para millones de personas en Africa, Asia y América Latina y se encuentra dentro
de las fuentes mas importantes de calorias para la poblacion mundial (FAO 1998). Dentro
de sus caracteristicas fisiologicas, sobresale la gran capacidad de acumulacién de
almidoén en la raiz el cual constituye entre el 80 y 90% del peso seco (Ceballos y De la
Cruz 2002), la rapida de adaptacion a condiciones de cambio climatico como sequia o
incremento atmosférico de CO, y la facilidad para crecer en suelos degradados
(Rosenthal et al., 2012; Sriroth 2010; El-Sharkawy 2004; Ceballos et al., 2002)

Por su parte, respecto a la participacion de la yuca en la industria del bioetanol, algunos
autores mencionan gue recientemente esta especie ha cobrado interés para su uso como
materia prima debido no sé6lo a sus caracteristicas fisiolégicas, sino también, a su
eficiencia en la extracciéon de etanol (Sriroth 2010; Jansson et al., 2009; Jaramillo 2007).
En paises asiaticos como Tailandia y China se ha empezado a generalizar la produccion
de bioetanol a partir de yuca, ya que esta especie ha sido de gran tradicion en esta zona
(Nguyen et al., 2007). En Colombia, se espera que la produccion de bioetanol a partir de
yuca se incremente, debido a que sus caracteristicas favorecen su utilizacion como
materia prima en la industria de biocombustibles, lo cual es evidente en la planta de
produccion Canta Claro en el departamento de Meta (Becerra et al., 2010; Jaramillo
2007)

En cuanto a la botanica y la eco-fisiologia de la yuca Manihot esculenta Cranz, es
conocido que esta es una especie perenne, poliploide, de ramificacion simpodial

perteneciente a la familia Euforbiaceae y cuya altura usualmente no excede los 3 metros.
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Las hojas son simples y estan compuestas por lamina foliar lobulada y peciolo (Alves
2002; Ceballos y de la Cruz 2002). El sistema radicular es de gran interés debido a que
posee la capacidad para almacenamiento de carbohidratos (Ceballos y de la Cruz 2002).
Esta especie inicia el engrosamiento de raices alrededor de los 180 dias después de
siembra DDS y completa su ciclo productivo hacia los 360 DDS (Alves 2002). En yuca,
asi como en otras especies, se ha observado que la actividad fotosintética en las hojas
se incrementa a medida que aumenta la capacidad del vertedero; es decir, el nUmero de

raices que inician el engrosamiento (Stessman et al., 2005; Alves 2002).

La yuca es una especie que algunos autores consideran de ciclo fotosintético C; (Alves
2002; Edwards et al., 1990), mientras que otros de ciclo intermedio Cs - C4 (El-Sharkawi
2004; Mejia de Tafur 2002). Esta ultima consideracién se basa principalmente en que a
pesar de no tener la tipica anatomia Kranz, caracteristica de las especies C,, algunos
genotipos de yuca presentan altas tasas de fotosintesis (>40 pmolCO,m?s™), baja
fotorrespiracion y elevada actividad de la enzima Fosfoenolpiruvato PEP carboxilasa
(entre 1,5y 5,5 pumol por gramo de clorofila por minuto) (El-Sharkawi 2004).

La luz es un recurso critico para la fotosintesis y en general para el intercambio gaseoso.
Esto se ve reflejado, no solo en el efecto que tiene sobre la conductancia estomatica g,
(Tseng et al., 2010; Talbott et al., 2002; Kinoshita et al., 2001), sino también, en el
analisis de las propiedades fotosintéticas de las hojas mediante las curvas de luz. Estas
permiten conocer pardmetros de respuesta de la fotosintesis a la intensidad luminica,
como el punto de compensacion de luz Ic, el cual corresponde a aquella cantidad de luz
en la cual la fijacion y la liberacién de CO, son equivalentes (Gardner et al., 2003) y que
en especies adaptadas a ambientes soleados como la yuca, puede oscilar entre los 10 a
20 umol quanta m?s™ (Taiz y Zeiger 2010); el punto de saturacion luminoso Is, que indica
el punto por encima del cual la tasa fotosintética A no se incrementa en respuesta a la
radiacion (Lambers et al., 2008; Taiz y Zeiger 2010), que para especies C; esta alrededor
de 300 pmol quanta m?s™? (Taiz y Zeiger 2010), mientras que en algunas C, como
Brachiaria sp se encuentra entre los 800 y 1000 pmol quanta m?s™ (Dias-Filho 2002); y
el rendimiento cuéntico @, que describe la eficiencia con la cual la luz es convertida en

carbono fijado (Lambers et al., 2008; Mussgnug et al., 2007) y que usualmente se
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encuentra alrededor de los 0,06 moles de CO, mol de quanta™ bajo condiciones
ambientales normales (Lambers et al., 2008). Al respecto, en yuca se ha encontrado que
las hojas presentan gran tolerancia a la intensidad luminica, lo cual se refleja en un punto
de saturacién luminoso por encima de los 1500 umol de luz m? s*, lo cual a su vez
favorece el desarrollo 6ptimo de las hojas y la expresion de su potencial fotosintético (El-
Sharkawi 2004; Alves 2002; El-Sharkawi et al., 1984b).

El CO, es otro de los recursos limitantes para la fotosintesis, no sélo por su utilidad como
sustrato para la formacién de fotoasimilados, sino también, porque se ha determinado
gue la baja concentracion interna de CO, ¢; en el mesdfilo puede inducir la apertura de
estomas (Rob et al., 2005; Roelfsema et al., 2002). En yuca, la dinamica del CO, se ha
estudiado como parte de la definicion del metabolismo intermedio Cs-C4. Basicamente,
en esta especie se ha observado que bajo condiciones adecuadas de temperatura y
humedad el punto de compensacion de CO,, es decir, la concentracion de CO, en la cual
el CO; fijado en la fotosintesis y el CO, liberado por la fotorrespiracion estan equilibradas,
se de entre 25 y 35 ppm indicando gran capacidad para reciclar CO, respiratorio en
presencia de luz (EI-Sharkawy 2004; Alves 2002).

Adicional a la luz y al CO,, existen otras condiciones ambientales que determinan el
potencial fotosintético de la yuca y otras especies. Algunas de estas son la temperatura,

la disponibilidad de agua edéfica, la humedad atmosférica y la velocidad del viento.

La temperatura determina en gran medida el desarrollo de la fotosintesis en las plantas
ya que influye en la actividad biofisica, bioquimica y molecular. Uno de los efectos més
comunes de las altas temperaturas es el aumento de la fotorrespiracion (Lambers et al.,
2008); mientras que, de las bajas temperaturas lo es la disminucién tanto de la tasa de
transferencia de electrones, como de la fluidez de la membrana (Taiz y Zieger 2010;
Lambers et al., 2008). En yuca el efecto de la temperatura es bastante evidente. Esta es
una especie tropical bien adaptada a ambientes soleados, en la cual se observa que las
temperaturas inferiores a los 17°C tienen influencia negativa en la brotacion y en la
expansion foliar (EI-Sharkawy 2004). En contraste, bajo condiciones de alta temperatura
ambiental >28°C se ha observado que la yuca se desarrolla muy bien y alcanza su

maxima productividad, como consecuencia de la alta actividad fotosintética que puede
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llegar al maximo con temperatura foliar T, entre los 30 y 35°C (El Sharkawy 2004; El
Sharkawy 2006).

Sin lugar a dudas, tanto la escasez como el exceso de agua en el suelo influyen en la
actividad fotosintética. Este efecto tiene que ver principalmente con la regulacién
estomética (Lambers et al., 2008; Pallardy 2008). Bajo condiciones de escasez hidrica se
ha observado que la fotosintesis se reduce como consecuencia del cierre de estomas
(Bright et al., 2006; Hartung et al., 2002), del incremento en la resistencia a la difusion del
CO; hacia el cloroplasto (Pallardy 2008) y por la inhibiciébn de la actividad metabdlica
debida a la reduccion de la produccién de ATP (Lawlor 2002). De forma similar, las
condiciones de hipoxia originadas por el exceso de agua, también generan la reduccién
de la conductancia estomatica gs, o cual, sumado a la disminucién del contenido de
enzimas de carboxilacion, clorofilas y area foliar tiene impacto negativo en la fotosintesis
(Li et al., 2004). Ambos efectos llevan a que algunas especies se adapten a la
variabilidad en la humedad del suelo y enfrenten las condiciones de estrés hidrico

mediante la autorregulacion fisiolégica (Zhang et al., 2007).

La humedad atmosférica es otro factor que influencia la fotosintesis. En diferentes
especies se ha observado que en ambientes con altos indices de déficit de presién de
vapor VPD, las plantas tienden a disminuir la gs (Pallardy 2008; Lambers et al., 2008; Dai
et al.,, 1992; Grantz 1990). Esta respuesta puede ocurrir en segundos (Taiz y Zieger
2010) y se ha sugerido que puede ser consecuencia de cambios en la tasa transpiratoria
sumada a la activacion de los genes OST (Pallardy 2008; Xie et al., 2006; Grantz 1990).
Tal cambio en la gs resulta l6gico ya que en ambientes secos caracterizados por alto
VPD, el gradiente de difusién entre el vapor de agua desde el mesdfilo hacia el exterior y
el ingreso de CO, a la célula, es mucho més alto que en condiciones de alta humedad
relativa (Taiz y Zieger 2010). En algunas especies esto se evidencia por la gran
sensibilidad de los estomas al DPV, lo cual, se acompafia de bajas tasas de asimilacién

de CO, y cese temprano del crecimiento de los brotes (Poni et al., 2009).

En yuca se ha estudiado la influencia de los aspectos mencionados anteriormente. En

general, esta especie es mas sensible a los cambios de humedad en el aire que a la
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humedad del suelo (El-Sharkawi 2006). Esto se basa en el hecho de que la gs disminuye
progresivamente cuando el aire estd seco incluso si el suelo tiene buen contenido de
agua, lo cual a su vez conduce a la reduccion de la tasa fotosintética A (Mejia de Tafur
2002; El-Sharkawy et al., 1990).

El uso eficiente del agua WUE es un concepto utilizado para comprender la relacién entre
el consumo de agua y su influencia sobre la fotosintesis. Este relaciona el intercambio
gaseoso con el aprovechamiento del agua en la planta mediante la proporcion entre la
tasa fotosintética A y la tasa transpiratoria E (Pallardy 2008; Bacon 2004). Del mismo
modo, debido a que la transpiracion a su vez es funcion de la conductancia estomatica gs
también es posible relacionar A y E mediante el uso eficiente del agua intrinseco WUE;,
el cual es la proporcién entre la Ay la gs (Lambers et al., 2008; Bacon 2004). Parte de la
importancia eco-fisiolégica del WUE radica en que este es un parametro util para
determinar el comportamiento de las plantas ante situaciones de estrés hidrico (Chaves
et al., 2010; Taiz y Zieger 2010; Lambers et al., 2008). En yuca se ha observado que este
parametro se correlaciona con la gs y aumenta en condiciones de alta humedad
atmosférica (El-Sharkawy 2006; El-Sharkawy and Cock 1984c)

Finalmente, un aspecto de singular influencia en el intercambio gaseoso es la velocidad
del viento. En yuca y otras especies, se ha encontrado que al aumentar la velocidad del
viento la capa limite que cubre la hoja disminuye y como consecuencia, la planta reduce
la apertura estomatica para limitar la pérdida de agua por transpiracion (Taiz y Zieger
2010; El-Sharkawy et al., 1990; Bunce 1985).

De otro lado, la formacién de carbohidratos es uno de los fines principales de la
fotosintesis. En cuanto a la sintesis de sacarosa y almiddn, en general, existe consenso
en gue la sacarosa, carbohidrato mayormente translocado en muchas plantas, se
sintetiza en el citosol y esta formado por unidades fosforiladas de azucares simples como
fructosa y glucosa (Taiz y Zieger 2010). Por su parte, el almidén cuya sintesis ocurre en
el cloroplasto, esta formado por cadenas lineares y ramificadas de glucosa conocidas
como amilosa y amilopectina, respectivamente (Jobling 2004; Martin y Smith 1995). En el

proceso de sintesis de almidén participan diferentes enzimas, dentro de las cuales la
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ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), la glucan fosforilasa (GP) y las enzimas de
ramificacién Starch Branching Enzymes (SBE) y sintesis de almidén Starch Synthases

(SS) desempefian un papel determinante (Yang et al., 2011).

Respecto a estas Ultimas, se destaca la participacion de la enzima GBSS Granule Bound
Starch Synthase en la biosintesis de los polimeros que forman el almidén (Jobling 2004;
Jiang et al., 2003; Martin y Smith 1995). En este sentido, estudios realizados en
materiales silvestres y mutantes GBSS en yuca y otras especies, han mostrado que
niveles bajos de la enzima GBSS corresponden con bajos contenidos de amilosa, lo cual
evidencia la participacion de esta enzima en la formacion de este polisacérido (Ceballos
et al., 2007; Taylor et al., 2004; Kuipers et al., 1994). Asi mismo, se ha observado que en
genotipos de yuca con niveles reducidos de enzimas de ramificacién de almidén y bajos
contenidos de amilosa, se presenta simultdneamente alto contenido de azucares simples
como glucosa, fructosa o sacarosa (Carvalho et al., 2004; Taylor et al., 2004). Esta ultima
es una caracteristica interesante para la produccion de bioetanol y pone de manifiesto, la
utilidad en el conocimiento del desempenio fisiol6gico de materiales con bajos niveles de

enzimas de ramificacion como la GBSS.

Como se ha mencionado previamente, en los genotipos de yuca TMS60444 vy
CAGBS1A8-3A no existe informacion relacionada con su comportamiento fisiolégico en
campo ni sobre el contenido de azlcares en la raiz. Por este motivo, la presente
investigacion pretendié contribuir al conocimiento eco-fisiolégico de estos genotipos,
mediante el analisis del intercambio gaseoso y el contenido de azlcares en la raiz en
plantas crecidas bajo condiciones de campo. Para este fin, se sembraron plantas de
ambos genotipos en el Centro Internacional de Agricultura Tropical CIAT Palmira, Valle
del Cauca bajo las siguientes condiciones medioambientales promedio: Temperatura
(29,6 °C), Radiacion solar (19,8 MJ*m?), Brillo solar (6,9 h*dia™), Humedad relativa
(55%), Precipitacion (129,4 mm mensual) y velocidad del viento (70 km*dia™ anemémetro
a 2 m de altura). En estos genotipos se estudi6 la respuesta fotosintética,un parametro
importante en la seleccion de materiales de yuca por su relacién con la productividad (El-

Sharkawy 2006); tanto en diferentes intensidades luminicas, como en condiciones
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ambientales a través del andlisis de la dinamica del intercambio gaseoso en relacién con
factores climaticos. Tales mediciones se realizaron con el Analizador de Gases en
Infrarrojo IRGA LCpro+ (ADC Biocientific Ltd.UK) en hojas de los genotipos TMS60444 y
CAGBS1A8-3A alos 3, 8 y 13 meses de edad, los cuales son tiempos representativos
de los estados fenolégicos de juvenilidad, madurez y dormancia (Alves 2002). A su vez,
teniendo en cuenta que el contenido de azlcares simples es un factor critico en la
eficiencia de la produccion de etanol, se evaluaron los contenidos de glucosa, fructosa y
sacarosa mediante HPLC en muestras de raiz en las mismas edades, con lo que se

establecio el valor promisorio de los genotipos evaluados en la industria del bioetanol.
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1.Tasa Fotosintética: Respuesta a
la luz y fluctuaciones a través del
dia

Este capitulo comprende los hallazgos del estudio de intercambio gaseoso, referidos
particularmente, a la respuesta de la tasa fotosintética A a la intensidad luminica, asi
como el andlisis del comportamiento de la A a través del dia y en diferentes edades en
los genotipos de yuca TMS60444 y CAGBS1A8-3A. Para ello, inicialmente se presenta
una breve descripcion de la metodologia utilizada, seguida de la presentacién y discusion

de los resultados obtenidos.

1.1 Respuesta fotosintética a la intensidad
luminica: Curvas de luz

Las mediciones de intercambio gaseoso en condiciones controladas de luz se realizaron
muestreando tres plantas por genotipo a los 3, 8 y 13 meses de edad. En cada planta, se
evaluaron los lébulos centrales de tres hojas maduras, completamente extendidas,
sanas, localizadas hacia la periferia y en el estrato medio de la planta. En cada l6bulo, se
evalud la tasa fotosintética A con el analizador de gases en infrarrojo IRGA LCpro+
programado en modo control de luz Q control, mediante el ajuste de la intensidad de la
luz con la lampara PAR y manteniendo fijas las variables de temperatura, CO, y
humedad (L.MAN-LCpro+ 2004). La evaluacién de la A se realiz6 tomando tres datos por
cada flujo fotonico aplicado, desde 0 hasta 2000 pmol de luz m? s* 6 hasta encontrar el

punto en el cual la A no incrementaba en respuesta al aumento de la intensidad de la luz.
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Las mediciones se realizaron en la franja de las 8:00 a las 10:00 am durante todo el
tiempo de estudio porque al realizar la curva de A durante el dia, se encontr6 que el
maximo de A se da de 8 a 10 am. Con los resultados se construy6 la curva de luz
ajustada al modelo hiperbdlico rectangular para cada uno de los genotipos (Solarte et al.,
2010; Aleric y Kirckman 2005; Peek et al., 2002) usando el software estadistico Statistix
9.0 VF (Analytical software 2009) ver anexo A. Con las ecuaciones del modelo, se
determinaron algunos parametros relacionados con la eficiencia en el uso de la luz, tales
como, punto de compensacién de luz Ic, punto de saturacion luminoso Is, tasa de

fotosintesis maxima A sy, tasa de respiracion Rd y rendimiento cuantico @.

Los parametros de la eficiencia en el uso de la luz fueron determinados de acuerdo a las
ecuaciones suministradas en la curva de luz que se ilustra en la figura 1-1(n=3). En
general, se aprecia que los genotipos TMS60444 y CAGBS1A8-3A tienen
comportamiento similar respecto al uso de la luz, debido a la cercania en los valores de

dichos parametros cuya descripcion se presenta en la tabla 1-1.

Figura 1-1: Curva de luz de los genotipos de yuca TMS60444 (a) y CAGBS1A8-3A (b)
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Tabla 1-1: Pardmetros de la eficiencia en el uso de la luz de los genotipos de yuca
TMS60444 y CAGBS1A8-3A

Genotipo Amax a Is s Rd s Ic s @ pmol COZ_’:
pumol CO, m”s pmol quantam™s pumol CO, m™s pumol quantam™s umol quanta
TMs60a44 22,04 320,41 2,1004 33,751 0,07
Silvestre
SAGBSL,AS.-?’I,\, 20,334 253,76 2,2639 31,792 0,08
Transgénico

El andlisis de las curvas de luz facilita el conocimiento de las propiedades fotosintéticas
de las hojas. Tales propiedades usualmente son el reflejo del tipo de metabolismo que
presentan las especies vegetales. En el presente estudio se observdé que en los
genotipos de yuca TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” parte de estas
propiedades, especificamente, el rendimiento cuantico @, la tasa de respiracion Rd y el
punto de compensacion luminoso Ic, no s6lo mostraron un comportamiento muy similar
entre genotipos (Tabla 1-1), sino también, muy interesante desde el punto de vista del
controvertido metabolismo de la yuca, que algunos autores consideran (Cs) (Alves 2002;
Edwards et al., 1990), mientras que otros intermedio Cs-C, (El-Sharkawi 2004; Mejia de
Tafur 2002).

Al respecto llama la atencién que en los genotipos estudiados el @ o eficiencia
fotosintética es superior a lo descrito para especies C; cuyo valor en condiciones
ambientales normales es de 0,05 (Taiz y Zieger 2002). Esto representa una ventaja en el
uso de la luz por parte de los genotipos “silvestre” y “transgénico” frente a otras especies
Cs, ya que ambos genotipos presentan mayor tasa de asimilacion de CO, por foton de luz
absorbido que otras especies con igual metabolismo. Algo similar se observa respecto a
la tasa de respiracion Rd. En los genotipos evaluados, se evidencia que la Rd representa
apenas el 10% de la tasa fotosintética, mientras que en otras especies C; este valor se
encuentra entre el 20 al 50% (Pallardy 2008). Claramente, esto evidencia que los
genotipos “silvestre” y “transgénico” presentan mayor eficiencia que otras plantas Cs. Tal
eficiencia puede tener explicacién en la alta actividad de la enzima PEP Carboxilasa
observada en yuca por El-Sharkawy y Cock 1987, lo cual favoreceria el uso del CO, en

los genotipos de yuca estudiados y esto, desde luego, a expensas de no tener la clasica




25

anatomia Kranz concuerda con el argumento de un ciclo fotosintético intermedio Cs-C4 en
yuca (El-Sharkawi 2004; Mejia de Tafur 2002).

Sobre el punto de compensacion luminoso Ic, se puede decir que los valores
presentados en la tabla 1-1 reflejan las caracteristicas esperadas para plantas adaptadas
a ambientes soleados como la yuca; es decir, Ic por encima de los 15 pmol quanta m?s™
(Taiz y Zieger 2010; Alves 2002; Edwards et al., 1990).

Por otro lado, dentro de los pardmetros descritos en la curva de luz, el punto de
saturacion luminoso Is y la tasa fotosintética maxima Ans revisten especial interés,
puesto que el analisis comparativo entre los genotipos evaluados en el presente estudio y
otros materiales de yuca, muestra algunas diferencias que evidencian la posible

influencia de las condiciones medioambientales en las que se desarroll6 el estudio.

En comparacién con otros estudios en yuca, se observa que el Is esta muy por debajo del
esperado, el cual en condiciones éptimas de fertilizacion y contenido de agua en el suelo
puede ser superior a los 1800 pmol quanta m?s™ (El-Sharkawy 2006; Alves 2002). De
forma analoga, a pesar de que los valores de la tasa fotosintética maxima Anax
encontrados en los genotipos “silvestre” y “transgénico” se encuentran dentro del rango
de lo observado en otros materiales de yuca (Mejia de Tafur 2002; Alves 2002; El-
Sharkawy y Cock 1992), estan distantes de los 40 umol CO, m?s™ que es el valor
considerado de An,s €n materiales de yuca con plena expresion del potencial fotosintético
(ElI-Sharkawy 2006). Esto sugiere que, probablemente, los genotipos experimentaron

alguna limitacién medioambiental que pudo influir en el aprovechamiento de la luz.

Respecto a esto ultimo, Mejia de Tafur 2002 muestra que el punto de saturacion
luminoso en yuca puede disminuir cuando se presentan condiciones de estrés y El-
Sharkawy 2006 menciona que valores pequefios de A y/o Is en yuca, son el resultado de
condiciones medioambientales inadecuadas para el crecimiento, tales como radiaciones
sub oOptimas y/o bajas temperaturas, lo cual se debe, a que en tales ambientes la

influencia del entorno limita la expresion de la capacidad fotosintética de las plantas.

Con lo anterior, la precipitacién se convierte en un aspecto importante para el andlisis de
los bajos valores de Anax Y IS encontrado en los genotipos de yuca TMS60444 “silvestre”

y CAGBS1A8-3A “transgénico”. Durante el tiempo de la investigacion en el sitio de
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crecimiento de las plantas (Palmira — Valle del Cauca) se presentaron precipitaciones
mensuales promedio de 129,4 mm (ver anexo B), las cuales son superiores a la tasa
normal, que es de 78,4 mm promedio mensual (Montealegre y Ortiz 2008). Considerando
este aspecto de manera individual, se puede esperar que la baja Ansx S€a consecuencia
de la disminuciéon del contenido de las clorofilas a y b causada por el exceso de agua
(Wang et al., 2012; Pociecha et al., 2008, Yan et al., 1996). Sin embargo, en el contexto
medioambiental la precipitacion no es un factor aislado y por lo tanto, debe interpretarse
como un componente dentro de un conjunto de interacciones que influencian el
comportamiento fotosintético. Esto es mas evidente observando la figura 2-3, en la cual,
se identifica la relacion inversa entre precipitacion y brillo solar y radiacién solar, lo cual
significa, que entre mas precipitacion menos horas luz y menos intensidad luminica. De
manera que, es de esperar que los valores bajos de Is y Anax mostrados por los
genotipos “silvestre” y “transgénico” respecto a otros materiales de yuca, se deban a una
respuesta de aclimataciéon (Pallardy 2008) a un ambiente lluvioso en el cual, las plantas
presentan respuesta fisiolégica debido a condiciones de brillo solar (horas luz) y de

intensidad luminica (radiacion solar) reducidas o sub-6ptimas.

1.2 Comportamiento de la tasa fotosintética
en el dia

Las mediciones de intercambio gaseoso en condiciones ambientales se realizaron
muestreando tres plantas por genotipo a los 3, 8 y 13 meses de edad. En cada planta, se
evaluaron los l6bulos centrales de cinco hojas maduras, completamente extendidas,
sanas, localizadas hacia la periferia y en el estrato medio de la planta. En cada I6bulo,
mediante la operacion del IRGA LCPro+ programado en modo ambiente, se midieron
variables relacionadas con el intercambio gaseoso como: tasa fotosintética (A),
conductancia estomatica (gs), Tasa Transpiratoria (E), Temperatura foliar (T.), radiacién
incidente (Q.ear) Y carbono intercelular (c;). Asi mismo, esta informacion facilité el calculo
de la eficiencia transpiratoria o el uso eficiente del agua extrinseco WUE mediante la

proporcion entre A/E.
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Las mediciones se realizaron diariamente durante diez dias en las siguientes franjas
horarias. 08:00 a 10:00; 10:00 a 12:00; 12:00 a 14:00 y 14:00 a 16:00, tomando tres
datos en promedio con el equipo IRGA LCPro+ por cada hoja evaluada. Con esta
informacidn se construy6 la curva de fotosintesis diaria para cada uno de los genotipos a
los 3, 8 y 13 meses de edad y con ello se estudio el comportamiento de la A durante el

dia y a lo largo del ciclo de crecimiento.

El andlisis estadistico del comportamiento de la A en cada uno de los genotipos se
realiz6 mediante la prueba de los signos de Wilcoxon. Por su parte, el mismo analisis a
nivel comparativo entre los genotipos “silvestre” vs. “transgénico” se llevé a cabo con la
prueba estadistica de suma de rangos de Wilcoxon (Acosta et al., 2008). Ambas pruebas
se analizaron con el software estadistico Statistix 9,0 FV (Analytical software 2009) a un
nivel de significancia de 0,05 (ver anexos C y D).

Respecto al andlisis de la evolucion de la A durante el dia, se observa que la actividad
fotosintética al igual que la conductancia estomatica gs, €s mayor en horas de la mafiana
y desciende gradualmente a medida que avanza la tarde. También se evidencia que la A
entre los genotipos TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” es similar a la
edad de 3 meses (p>0,05). Sin embargo, a partir del octavo mes de edad el genotipo
“silvestre” presenta mayor A frente al “transgénico” (p<0,001). Adicionalmente, se
observa que durante el ciclo de crecimiento en ambos genotipos los valores mas altos de
A se presentan a los 3 meses de edad (p<0,001) y tienden a disminuir a medida que las

plantas envejecen (figura 1-2) (n=3).
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Figura 1-2: Comportamiento de la tasa fotosintética A diaria y la conductancia estomatica
gs de los genotipos de yuca TMS60444 (S) y CAGBS1A8-3A (T).
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(a) 3 meses, (b) 8 meses y (c) 13 meses de edad.

Sin duda, el andlisis de las causas que afectan la dinamica de la A debe incorporar el
estudio de la conductancia estomatica gs, debido a que esta es una de las variables
fisiolégicas que tienen mayor influencia en el intercambio gaseoso (Taiz y Zieger 2010;
Kirkham 2005; Atwell et al., 1999). Al respecto, los resultados obtenidos en cuanto a la

evolucion diaria de la A, muestran que efectivamente la gs corresponde con la tendencia
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de la A; es decir, gs mayor en la mafiana y menor en la tarde. Esta dinAmica no
sorprende puesto que en la mayoria de las plantas los valores de gs son mas altos en las
primeras horas del dia y descienden a medida que avanza la tarde (Atwell et al., 1999).
De hecho, este comportamiento concuerda con otros estudios realizados en diferentes
genotipos de yuca crecidos bajo condiciones medioambientales, en los cuales se observo
gue alo largo del dia la A y la gs disminuyen a un ritmo equivalente (Mejia de Tafur et al.,
1997; El-Sharkawy y Cock 1984a). Este es un fendmeno que puede darse por la

interaccion de diferentes factores.

Se ha mencionado, por ejemplo, que la radiacion solar influencia la apertura y cierre de
estomas. En las horas de la mafiana, el espectro azul contribuye en la sefializacion del
flujo de protones hacia las células guarda promoviendo la apertura estomética (Taiz y
Zieger 2010; Shimazaky et al., 2007; Talbott et al., 2002); mientras que en la tarde, la
disminucion de la intensidad luminica contribuye a su cierre. Este aspecto, sumado a la
interaccion de otros factores que modifican el estatus hidrico de la planta, como el
aumento de la temperatura, 6 sus propias necesidades, como el incremento en la presion
parcial de carbono intercelular c¢;, también influencian el aumento y disminucién de la gs a
lo largo del dia (Taiz y Zieger 2010; Kirkham 2005; Salisbury y Ross 2000).

En yuca no obstante, la dinamica de la gs se ha asociado principalmente con la humedad
atmosférica. Se ha encontrado que la apertura y cierre de estomas en yuca es mas
sensible a los cambios en el déficit de presion de vapor DPV que al potencial hidrico del
suelo o la planta (El-Sharkawy 2006; El-Sharkawi et al., 1990; Cock et al., 1985). De
acuerdo con la informacion climatica (ver anexo B), la humedad relativa HR durante el
tiempo de la investigacion presentd una disminucion entre las horas de la mafana,
mediodia y tarde, lo cual, ligado a lo indicado anteriormente respecto a las elevadas
precipitaciones favorece interpretar que en los genotipos de yuca TMS60444 “silvestre” y
CAGBS1A8-3A “transgénico” la disminucion de la A durante el dia se debe,
principalmente, al cierre estomatico ocasionado por la reduccion de la HR. Esto
concuerda con otros estudios donde se observa que el DPV influencia en gran medida la
Os en especies forestales (Brodribb y Holbrook 2004; Day 2000), en vid donde se observa
un patrén de respuesta asociado con la produccion de ABA (Soar et al., 2006) o incluso

en algunas especies durante la noche (Caird et al., 2007).
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Por otro lado, aunque la disminucién progresiva de la A a medida que las plantas
envejecen se ha relacionado con el aumento del estrés oxidativo en hojas y cloroplastos
(Munné-Bosch y Alegre 2002), puede adicionalmente tener explicacion a través del
estudio de la relaciones fuente-demanda. Se conoce que en la mayoria de las plantas la
A normalmente se incrementa cuando la fuerza del vertedero es grande y disminuye, si
en el vertedero tal capacidad de carga se reduce (Taiz y Zieger 2010; Lambers et al.,
2008; Pallardy 2008; McCormick et al., 2006; Franck et al., 2006). En yuca se ha
establecido que la demanda de asimilados ejercida por la raiz ayuda a incrementar la
actividad fotosintética (Alves 2002; Pellet y El-Sharkawy 1994). De acuerdo a esto, la
tendencia a la diminucion de la A en el tiempo, reflejaria que la fuerza del vertedero en
los genotipos de yuca “silvestre” y “transgénico” corresponde con la edad de las plantas,

siendo mas débil en las plantas mas viejas, es decir, en las de 8 y 13 meses de edad.

Desde el punto de vista fenoldgico, esto es posible ya que el engrosamiento de raices
comienza a partir del tercer mes de edad o antes y se mantiene fuerte hasta el sexto u
octavo mes dependiendo del genotipo y las condiciones de crecimiento (Alves 2002; EI-
Sharkawi 2004). Esta evidencia de relacién fuente-demanda es interesante, no solo
porque facilita interpretar los resultados obtenidos respecto a la reduccion de la A con la
edad de las plantas, sino también, porque permite pensar que en los genotipos
evaluados, eventualmente, se puedan encontrar tasas fotosintéticas mayores a las del

presente estudio en plantas evaluadas entre el cuarto y séptimo mes de edad.

Uno de los resultados mas interesantes por sus implicaciones en las diferencias
fisiologicas entre los genotipos TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico”,
corresponde al valor de la tasa fotosintética A a través del tiempo. Al respecto, llama la
atencion que a los 3 meses no se observan diferencias; sin embargo, a partir de los 8
meses de edad la A en el genotipo “silvestre” presenta valores mas altos que en el
“transgénico”. Este comportamiento eventualmente tenga relacion con el fenotipo
observado en campo, el cual, a los 3 meses de edad presenta plantas con caracteristicas
fisicas muy similares entre ambos genotipos; mientras que en las plantas de 8 y 13

meses de edad se aprecia que el genotipo silvestre tiene mayor tamafio de planta y hojas
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y mayor niumero de lébulos por hoja en contraste con el genotipo transgénico (figuras
1-3,1-4y 1-5).

Figura 1-3: Caracteristicas fenotipicas de los genotipos de yuca TMS60444 (izquierda) y
CAGBS1A8-3A (derecha) a la edad de 3 meses.
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Figura 1-4: Caracteristicas fenotipicas de los genotipos de yuca TMS60444 (izquierda) y
CAGBS1A8-3A (derecha) a la edad de 8 meses.
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Figura 1-5: Caracteristicas fenotipicas de los genotipos de yuca TMS60444 (izquierda) y
CAGBS1A8-3A (derecha) a la edad de 13 meses.

Como es de esperar, el fenotipo expresado por los materiales de yuca TMS60444
“silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” es el resultado de la interaccién entre el
ambiente en el que fueron crecidos y su genotipo particular. Ahora bien, si la variacién de
las propiedades fotosintéticas en hojas individuales es consecuencia de la morfo-
fisiologia influenciada por el ambiente y la genética (Flood et al., 2011), cabe pensar
entonces, que la mayor A en el genotipo “silvestre” se debe a que las caracteristicas
morfoldgicas de este genotipo pueden ser mas favorables respecto a su influencia sobre
el desempenio fotosintético que las del “transgénico”.
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2.Intercambio gaseoso y su
relacion con factores climaticos

En este capitulo se aborda el tema eco-fisiol6gico de los genotipos de yuca TMS60444
“silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico”, mediante la descripcion de las relaciones entre
el intercambio gaseoso, particularmente la tasa fotosintética A, y diferentes factores
climaticos. Para este fin, al inicio se presenta una breve descripcion de la metodologia

utilizada, seguida de la presentacion y discusion de resultados.

2.1 Variables fisiolégicas y climaticas
relacionadas con la tasa fotosintética

La obtencion de datos fisiolégicos para el presente analisis eco-fisioldgico incorpor6 la
metodologia descrita en el capitulo anterior seccion 1.2 “Comportamiento de la tasa
fotosintética en el dia”. De forma paralela, se recopil6 informacion proveniente de la
Estacion Climatolégica de CIAT durante el tiempo de estudio respecto a los factores
climaticos: radiacion solar (Rad MJ*m?*dia™), evaporacion (Evap mm*dia™), temperatura
ambiental (Temp °C), déficit de presion de vapor (DPV kPa), brillo solar (Brill h*dia™),
velocidad del viento (WS km*dia™), precipitacion (Prec. mm*dia™) y humedad relativa (HR
%).

Los datos fisiologicos y climatolégicos se analizaron en conjunto con el software
estadistico R (Adler 2010; Spector 2008) aplicando el analisis de factores multiple AFM

para identificar a nivel descriptivo el comportamiento de las relaciones entre las variables
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fisiologicas, climatoldgicas y la tasa fotosintética A (Becerra 2010; Abascal et al., 1999)
(Anexo E). Posteriormente, se aplicd la prueba de correlaciéon Spearman (p) (Anexo F)
para determinar el nivel de significancia y tipo de relacion (directa valores positivos 0
inversa valores negativos) entre las variables (Acosta et al., 2008), considerando

estadisticamente significativas correlaciones con p-value <0,05.

En el AFM se representan a nivel descriptivo las posibles relaciones que existen entre
variables fisiolégicas (gs, E, Qlear, T, WUE y c) y factores climatolégicos (Rad, Evap,
Temp, DPV, Brill, WS, Prec y HR) respecto a la tasa fotosintética A. Las relaciones
directas suelen presentarse entre vectores cercanos con la misma direccion, mientras
gue las relaciones inversas corresponden a aquellos vectores con direccion opuesta
(figura 2-1).

Figura 2-1: Andlisis de factores multiple para los genotipos de yuca TMS6044 (a) y
CAGBS1A8-3A (b)

Correlation circle

Dim 1 (42.61 %)

Dim 1 (41.64 %)
Este conjunto de relaciones constituyé un paso exploratorio para continuar un analisis en
cadena con las relaciones mas significativas (p<0,005) (anexo F) presentadas en la tabla
2-1.
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Tabla 2-1: Test de asociacién Spearman (p) para los genotipos de yuca TMS60444 y
CAGBS1A8-3A

Factores relacionados genotipo TMS60444 (silvestre) p p-value
Tasa Fotosintética {Conductancia Estomaticag, 0,7135{ 0,0001
A Tasa Transpiratoria E 0,6199; 0,0009
Conductancia |Carbono intercelular c; 0,5736! 0,0026
Estomaticag, |Tasa Transpiratoria £ 0,5436{ 0,0046
) . IRadiacion Incidente hoja Q .t 0,7977 0
Tasa Transpiratoria
E Temperatua foliar T 0,6825; 0,0002
Uso eficiente del agua WUE -0,7813 0
Carbono

. Déficit de Presion de Vapor VPD

intercelular c; -0,5642; 0,0031

Factores relacionados genotipo CAGBS1A8-3A

(transgénico) p |p-value

Tasa Fotosintética |Conductancia Estomatica g 0,7281 0
A Tasa Transpiratoria E 0,6403; 0,0006
: Tasa Transpiratoria E 0,5803/ 0,0022
Conductancia -
L. Carbono intercelular c; 0,4489| 0,0222
Estomaticag, . <
velocidad del viento -0,5229; 0,0068
Radiacion Incidente hoja Q ¢ 0,7819 0
Tasa Transpiratoria X
E Temperatua foliar T 0,613] 0,0011
Uso eficiente del agua WUE -0,7285 0
Carbono Humedad Relativa
intercelularci 0,5485; 0,0042

Estos datos suponen que en términos generales la A en los genotipos de yuca evaluados
se relaciona con las mismas variables. No obstante, se pueden encontrar algunas
diferencias en las relaciones de la g, lo cual indica, por ejemplo, que en el genotipo
CAGBS1A8-3A “transgénico” la velocidad del viento es un factor adicional que influencia

la apertura y cierre estomético.

Respecto a la tendencia en el conjunto de relaciones, se observa que en los genotipos
TMS6044 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” existe relacién directa (+) o0 aumento
simultaneo entre la A con la gs y la E; entre la gs con E 'y ¢;; y entre la E con Qyear, ¥ Ti. En
el genotipo “transgénico” se observa esta misma tendencia en la relacion entre el ¢; y la
HR. Por su parte, en los dos genotipos evaluados se evidencia relaciéon inversa (-) 6

aumento y disminucién simultdneo entre la E y el WUE. En el genotipo “silvestre” se
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observa esta misma clase de asociacion entre el ¢; y el DPV, mientras que en el genotipo
“transgénico” ocurre entre la gs Y la velocidad del viento WS. Algunas de estas relaciones

se ilustran en la figura 2-2.

Figura 2-2: Relacion entre factores fisiolégicos y climatolégicos de los genotipos de yuca
TMS60444 (triangulos) y CAGBS1A8-3A (cuadrados).
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A= umol CO, m?s™; gs = mol CO, m? s E= mmol H,O m? s*; WUE= umol CO»/ mmol H,0;

Velocidad del viento = km/dia (anemdmetro a 2 m de altura).
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Finalmente, el andlisis en cadena realizado con base en la informacién proporcionada por
el AFM y el test de asociacién generd una red de relaciones ilustrada en la figura 2-3, en
la cual se visualiza que la A es consecuencia de la gran diversidad de interacciones entre
factores climatolégicos y variables fisiolégicas. Se observa que los factores se relacionan
aungue parezcan lejanos y sin aparente correspondencia directa. Tal es el caso, por
ejemplo, de la tasa fotosintética y la evaporacién. Entre estas variables se observa que la
evaporacion indirectamente se relaciona con la A debido a su interaccion con la HR,
puesto que esta Ultima interactia mas directamente con otras variables con relacion mas

cercana alaA.

Figura 2-3: Representacion esquematica de las interacciones eco-fisiolégicas respecto a
la tasa fotosintética A de los genotipos TMS60444 y CAGBS1A8-3A

Velocidad del viento

T Radiacion Solar
A
A ) i N
[
Brillo solar Evaporacion

71 ‘\-\. ’4"7

" Precipitacion

Tasa Fotosintética
A

Flechas continuas relacion directa. Flechas con trazado intermitente relacién inversa.

La ecofisiologia vegetal es el estudio de las respuestas fisiologicas de las plantas al
ambiente. En este contexto, el andlisis del intercambio gaseoso de los genotipos de yuca

TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” en su ambiente natural, ofrecio
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informacion valiosa sobre la respuesta del genoma particular de cada uno de los

materiales evaluados a un entorno que bien podria ser el esperado para su cultivo.

El estudio en cadena realizado en el presente trabajo, donde el factor principal para el
analisis de relaciones fue la tasa fotosintética A, determiné que los genotipos de yuca
TMS60444 y CAGBS1A8-3A presentan similitudes respecto a la relaciéon que establece la
A con otras variables fisiolégicas y climatologicas. Tales relaciones se enmarcan en un
conjunto complejo donde todos los factores interactian entre si. Sin embargo, dentro de
este conjunto sobresalen la conductancia estomatica gs y los factores climatolégicos
relacionados con la humedad atmosférica, a saber, el déficit de presion de vapor DPV y
la humedad relativa HR, como las variables de mayor relevancia desde el punto de vista
de su relacion con el comportamiento de la tasa fotosintética A.

La conductancia estomatica gs regula no sélo el ingreso del CO, en estado gaseoso hacia
el espacio intercelular donde disuelto como HCOj3 viaja hacia la célula para su fijacion,
sino también, la salida de vapor de H,O siguiendo la misma ruta pero en sentido contrario
(Taiz y Zieger 2010; Salisbury y Ross 2000). Esta labor fisioldgica sustenta la correlacion
entre la gs y el carbono intercelular ¢;y la tasa transpiratoria E observada en el presente

trabajo.

Respecto a la relacion gs-c;, llama la atencion que este Ultimo en los genotipos evaluados
se relaciona con factores que indican condiciones de humedad atmosférica como el
déficit de presion de vapor DPV y la humedad relativa HR. Como se conoce, el DPV y la
HR son formas alternativas de expresar el contenido de humedad del aire, cuya relacién
inversa, sugiere que a mayor HR menor DPV (Prenger y Ling 2010) (ver figura 2-3).
Ahora bien, anteriormente se ha mencionado que la gs en yuca se reduce cuando la
concentracion de agua en el ambiente disminuye. Esto indicaria que en la relaciéon gs-c;,
el ¢; disminuye cuando aumenta el DPV, y aumenta cuando aumenta la HR. Tal resultado
fue exactamente el obtenido para los genotipos “silvestre” y “transgénico” (ver tabla 2-1) y
se sustenta, principalmente, en que la exposicién de la epidermis al aire seco causa un
rapido cierre estoméatico (Pallardy 2008; Xie et al., 2006; Dai et al., 1992; Grantz 1990;

Bunce 1985), lo cual, en yuca es notorio dado que la conductancia estoméatica es
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extremadamente sensible a la humedad del aire (ElI- Sharkawy y Cock 1986; El-
Sharkawy et al., 1985).

De otro lado, se observé una dindmica de correlacién entre la gs y la E en los genotipos
de yuca TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico”, lo cual, concuerda con los
hallazgos de El-Sharkawy and Cock 1986, quienes adicionalmente encontraron que en
yuca esta relacion se halla fuertemente influenciada por el DPV. Tal influencia se refleja
en que la tasa transpiratoria E se reduce por efecto del cierre estomatico cuando el DPV
es cercano o superior a los 2kPa (El-Sharkawy and Cock 1984a). Esto posiblemente se
debe al dilema que representa para la planta la ganancia de CO, a costa de la pérdida de
agua (Taiz y Zieger 2010; Lambers et al., 2008), lo cual, en yuca ya ha sido sefialado por
El-Sharkawy 2004, quien encontr6 que la cantidad de agua que la planta invierte en la
fijaciébn de CO, es menor en ambientes himedos que en ambientes secos. En especies
como albaricoque (Barradas et al., 2005) y papaya (Machado et al., 2006) también se ha
observado que el intercambio gaseoso esta fuertemente influenciado por el DPV debido a
su impacto sobre la gs. De hecho, este tipo de informacion viene siendo utilizado para la
creacion de modelos para el mejoramiento en la eficiencia del riego (Marin y Angelocci
2011; Sanchez et al., 2011; Million et al., 2011), lo cual muestra la utilidad practica del

analisis de estas variables eco-fisioldgicas.

Esto ultimo, ineludiblemente dirige la atencién hacia la eficiencia en el uso del agua WUE
en la fotosintesis. En este sentido, los resultados evidencian que en los genotipos de
yuca evaluados la relacion E-WUE es inversa; es decir, que mientras la E aumenta, el
WUE disminuye, lo cual conduce a otra observacién del presente estudio, y es la
correlacion entre la radiacion incidente en la hoja Qs Y la temperatura foliar T, con la
tasa transpiratoria E. Tal correlacion es obvia dado que las variables Qi ¥ T
representan una condicidn en la hoja, en la cual, el aumento de la transpiracién sugiere
que este mecanismo fisiol6gico esta siendo utilizado no sélo para permitir el intercambio
gaseoso, sino también, como medio para la refrigeracion (Taiz y Zieger 2010; Lambers et
al., 2008; Wang et al., 2007; Lorenzo et al., 2006; Nagler et al., 2003; Allen et al., 2003).
En este caso, se puede esperar que a mayor tasa transpiratoria, el WUE descienda

puesto que el proceso de refrigeracion implica el uso de cantidades adicionales de agua.
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Tal respuesta fisiolégica, ha llevado al desarrollo de diferentes equipos de enfriamiento
artificial para aumentar el WUE tanto en ambientes abiertos (Gindaba y Wand 2007)

como en invernaderos (Max et al., 2009).

Respecto a los valores del uso eficiente del agua o eficiencia de la transpiraciéon, se
encontré que en promedio, el WUE de los genotipos TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-
3A “transgénico” estuvo alrededor de los 2,4 ymol CO,*mmol H,O para condiciones
ambientales promedio DPV de 0,8 kPa. En las mismas condiciones de DPV, se ha visto
gue otros materiales de yuca presentan valores de WUE entre los 1,5 y 2 pmol
CO,*mmol H,O (El-Sharkawy 2004; EI-Sharkawy 2006). Esta observacion resulta
interesante debido a que los genotipos evaluados en este estudio, aparentemente, son
mas eficientes en el uso del agua, lo cual, desde el punto de vista de mejoramiento

puede ser una caracteristica importante.

Si bien, los genotipos de yuca evaluados comparten la mayoria de relaciones
ecofisioldgicas, cabe destacar que una diferencia notable correspondié a la relacién
inversa entre la conductancia estomatica gs y la velocidad del viento, la cual fue

observada mas significativamente en el genotipo “transgénico” (Tabla 2-1).

Se ha determinado que la disminucién de la gs como consecuencia de la velocidad del
viento, se produce debido a que el roce del viento reduce la capa limite de la hoja lo cual
propicia la deshidratacion y el correspondiente cierre estomatico (Taiz y Zieger 2010;
Pallardy 2008; Gutiérrez et al., 1998; Collatz et al., 1991; Bunce 1985; Caldwell 1970). En
yuca se ha observado que efectivamente la velocidad del viento incide en la disminucién
de la conductancia estomética gs, siendo mas severa, cuando los vientos rozan en
direccién contraria a las hojas (El-Sharkawy 1990). Con base en lo anterior, y observando
las figuras 1-4 y 1-5 en las cuales el genotipo “transgénico” presenta menor densidad
foliar que el “silvestre” lo cual favorece la penetracion del viento al interior del dosel; se
puede establecer que el genotipo CAGBS1A8-3A “transgénico” responde no sélo a la
humedad atmosférica sino también a la velocidad del viento para la regulacion de la gs, lo
cual, en términos practicos representa una desventaja para este genotipo debido a que

indica menor rusticidad en campo.
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3.Contenido de carbohidratos y
valor promisorio en la industria
de bioetanol

Este capitulo presenta una perspectiva sobre el valor promisorio de los genotipos de
yuca TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” para la produccion de
bioetanol, con base en los contenidos de carbohidratos simples encontrados en las
raices. Para ello, inicialmente se describe la metodologia utilizada, seguida de la

presentacion y discusion de resultados.

3.1 Contenidos de glucosa, fructosay
sacarosa en raices y rendimiento por
planta

La determinaciéon de los contenidos de glucosa Glc, fructosa Frc y sacarosa Suc en
raices de los genotipos de yuca TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” se
realizo en el laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Vegetal del departamento de Biologia
de la Universidad Nacional de Colombia, mediante Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia HPLC (Waters), utilizando una columna SugarPak | 6.5mm x 300 mm, con base

en la metodologia descrita por Chinnici 2005 y Gallander 1985.

Para este propésito, se muestrearon tres plantas por genotipo a los 3, 8 y 13 meses de
edad, en las cuales se evaluaron cinco raices sanas. En cada raiz, se tomaron porciones

de la region media y se maceraron con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.
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Posteriormente, se realizd la extraccion de azlcares siguiendo el siguiente protocolo: Se
colocaron 2 gramos de tejido macerado en tubos falcon de 15 ml, luego se adicionaron
13 ml de agua tipo | HPLC y se agitaron por 1 minuto. Seguidamente, se colocaron sobre
cama de hielo y se agitaron en shaker por 20 minutos, se centrifugd a 6000 rpm con una
temperatura de 4 °C durante 20 minutos. Se extrajo el sobrenadante y se pasé por filtro
de 0,20 micras. Finalmente, se pasaron las muestras (por triplicado) por HPLC bajo las
siguientes condiciones: detector de infrarrojo, agua tipo | como fase mévil, tiempo de
analisis de 20 minutos a un flujo de 0,6ml / min, 86°C de temperatura en la columna y

44°C en el detector.

Los resultados permitieron conocer los contenidos de Glc, Frc y Suc en mg*g™ de raiz. El
andlisis comparativo entre genotipos se realizd con el software estadistico Statistix 9,0
FV (Analytical software 2009), mediante la prueba de suma de rangos de Wilcoxon
(Acosta et al., 2008) con un nivel de significancia de 0,05.

El genotipo TMS60444 presentd cantidades de Glc, Frc y Suc ligeramente superiores al
genotipo CAGBS1A8-3A; sin embargo, tales diferencias resultaron no ser
estadisticamente significativas p>0,05 n=3 (Anexo G). Asi mismo, se evidencié que entre
los azlcares evaluados, la sacarosa presento los niveles mas altos en ambos genotipos
(figura 3-1).

Figura 3-1: Contenidos de glucosa, fructosa y sacarosa en raices de los genotipos de
yuca TMS60444 y CAGBS1A8-3A
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Del mismo modo, se observd cierta tendencia en la acumulacién de los azUcares
evaluados en la raiz durante el tiempo de estudio. Entre los 3 y los 8 meses de edad
aumenta la concentracién en ambos genotipos; mientras que en el periodo de los 8 a los
13 meses, se evidencia que los contenidos de azUcares descienden, salvo en el caso de
la sacarosa en el genotipo transgénico, donde se muestra un ligero aumento (figura 3-2)
(n=3).

Figura 3-2: Tendencia de la acumulacion de azlcares en la raiz de los genotipos de yuca
TMS60444 (a) y CAGBS1A8-3A (b)
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El contenido de azucares simples es una caracteristica importante de todo material
vegetal proyectado para la produccion de bioetanol. Por tal razon, en la presente
investigacion se buscé determinar los contenidos de glucosa Glc, fructosa Frc y sacarosa
Suc en los genotipos de yuca TMS60444 y CAGBS1A8-3A con el objetivo de consolidar
su aparente valor promisorio. Tal potencial, en el caso del genotipo TMS60444 “silvestre”
corresponde al bajo contenido de materia seca MS<30% Yy, por consiguiente, bajo
contenido de almidén; mientras que en el genotipo CAGBS1A8-3A “transgénico” se debe
al silenciamiento del gen Granule Bound Starch Synthase GBSS implicado en la
biosintesis de almidén (Puentes 2003). En ambos casos, la premisa sobre la importancia
del contenido de azlcares libres surge de una asociacién indirecta con el contenido de
almidoén, en la cual, un bajo contenido de almidén puede indicar alta concentracion de

azucares como se ha encontrado en otros genotipos de yuca (Carvalho et al., 2004).

Los resultados mostrados en la figura 3-1 permiten establecer que el contenido de Glc,
Frc y Suc ademas de ser equivalente en los genotipos “silvestre” y “transgénico”,
presenta contenidos similares a los encontrados en otros materiales de yuca como el
clon Manicobeira o el IAC 12-829 (Carvalhoet al., 2004). Sin embargo, desde el punto de
vista del uso para produccién de bioetanol ninguno de los genotipos evaluados en el
presente trabajo se considera promisorio. Esto se debe a que su contenido de azlcares
simples estd muy por debajo de los esperados para materiales promisorios de yuca,
como por ejemplo, los clones brasilefios CAS36.0, CAS36.3 6 CAS36.1, cuyos
contenidos de Glc y Suc en mg*g™ estan entre 150 y 230 y entre 70 y 90 mg*g™,

respectivamente (Carvalho et al., 2004).

No obstante, aunque el paso exploratorio de la determinacion de azlcares no favorece el
uso de los genotipos TMS60444 y CAGBS1A8-3A para biocombustibles, este resultado
indica la importancia de evaluar la proporcion amilosa/amilopectina en ambos genotipos,
especialmente en el transgénico, antes de descartar su valor promisorio. La razén,
fundamentalmente se debe a que el silenciamiento del gen GBSS puede llevar a que el
almidén del genotipo transgénico tenga mayor proporcion de amilopectina (Jobling 2004;

Martin y Smith 1995; Kuipers et al., 1994) y esto, eventualmente, puede ser un rasgo
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interesante de este genotipo ya que se ha demostrado que la produccién de etanol a

partir de amilopectina es mas eficiente que a partir de amilosa (Sharma et al., 2007).

Por otro lado, un aspecto fisiolégico de interés es la tendencia en la acumulacion de los
carbohidratos en la raiz. Como se observa en la figura 3-2, entre los 3 y los 8 meses de
edad se puede apreciar que la acumulacion de carbohidratos se incrementa. Esto puede
ser consecuencia del aumento en la fuerza del vertedero, lo cual dinamiza la
translocacion de azlcares hacia la raiz (Alves 2002; El-Sharkawi 2004). Por su parte,
entre los 8 y los 13 meses de edad se observa que la concentracion de azlcares tiende a
disminuir, excepto para la sacarosa en el genotipo transgénico. Este comportamiento
refleja el estado de dormancia tipico de yuca a partir de los 10 meses de edad, el cual se
caracteriza por la reducciéon gradual de la translocacion de asimilados hacia la raiz
debido a que la planta ya ha alcanzado la maxima acumulacién de materia seca en este
6rgano (Alves 2002). En estas condiciones, es de esperar que la demanda de asimilados
en la raiz disminuya y en consecuencia, se reduzcan los niveles de azlcares tal como se
observa en la figura 3-2. Ahora bien, el comportamiento particular del genotipo
transgénico hace pensar que, posiblemente, existe una diferencia en la duracién de los
estados fenoldgicos entre los genotipos evaluados dado que esta caracteristica depende

de la interaccion genotipo-ambiente (Alves 2002; El-Sharkawi 2004).

Una observacion interesante, es que en los genotipos TMS60444 “silvestre” y
CAGBS1A8-3A “transgénico” la dinamica de acumulacion de carbohidratos en la raiz
presenta correspondencia con el comportamiento de la tasa fotosintética A en el tiempo.
En ambos parametros, se establecid6 un descenso gradual a medida que las plantas
envejecen, lo cual, refuerza la importancia de la relacién fuente-vertedero en la

regulacion fisioldgica de la yuca.

En cuanto al rendimiento en fresco de los genotipos TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-
3A “transgénico”, en la figura 3-3 se aprecia que algunos componentes como el nimero y
peso de las raices maduras por planta cosechadas a los 13 meses de edad son similares

en ambos genotipos (n=5). Como se observa el genotipo “silvestre” presenta una ligera
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ventaja respecto al “transgénico”, pero esta diferencia no fue estadisticamente

significativa p>0,05 (Anexo H).

Figura 3-3. Componentes del rendimiento en fresco de los genotipos de yuca TMS60444
“silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico”

12,00
10,00 -
8,00 -

6,00 - m Silvestre

2,00 - T Transgénico

2,00 -

0,00 | |
N raices maduras  Peso raices kg
planta planta

Es interesante observar que el rendimiento de raices frescas RF de los genotipos
evaluados esta dentro del rango de rendimiento observado en otros materiales de yuca,
el cual varia entre 21 a 53 ton*ha™ (Ceballos et al 2002), los cuales son equivalentes a
2,1 y 5,53 kg*planta™ (calculado con densidad de siembra de 10000 plantas*ha™)
(Navarro et al., 2005). Esto muestra que a nivel productivo los genotipos TMS60444 y
CAGBS1A8-3A presentan un comportamiento tipico de yuca, que eventualmente puede
ser superior con un manejo agronémico adecuado y con sistemas de siembra disefiados

especificamente para mejorar el performance eco-fisioldgico de estos materiales.
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4.Conclusiones y
Recomendaciones

Las evaluaciones realizadas en el presente estudio permitieron establecer que a nivel
eco-fisiolégico, la principal interaccibn que regula el intercambio gaseoso en los
genotipos TMS60444 “silvestre” y CAGBS1A8-3A “transgénico” esta dada entre la
conductancia estomética gs y la humedad atmosférica, representada por el déficit de
presion de vapor DPV 6 la humedad relativa HR. Asi mismo, se observé que el genotipo
“silvestre” aparentemente tiene mejor comportamiento eco-fisiolégico que el genotipo
“transgénico”. Esto se debe a que el genotipo “silvestre” presenta mayor capacidad
fotosintética, la cual eventualmente esta relacionada con caracteristicas fenotipicas mas
adecuadas para la interaccion con el ambiente. Esto se evidencia en plantas con porte
mas vigoroso en campo que paralelamente presentan tasas fotosintéticas mas altas a lo
largo del tiempo. Sumado a esto, el genotipo “silvestre” es menos vulnerable a la
influencia ambiental en la regulacion de la apertura y cierre estomatico. Mientras el
genotipo “silvestre” regula la conductancia estomatica principalmente en respuesta a la
humedad atmosférica; el genotipo “transgénico” lo hace adicionalmente a la velocidad del
viento. Esto Ultimo puede ser consecuencia de  caracteristicas fenotipicas que
favorecerian el ingreso del viento al interior del dosel, como por ejemplo, reducida
densidad foliar. Sin duda, es indispensable profundizar en el estudio de este aspecto ya
que tiene impacto en el desempefo del genotipo “transgénico” en condiciones de campo.
Por esta razon, es recomendable realizar mediciones de &rea foliar junto con andlisis de
caracteristicas morfo-anatomicas de las hojas a lo largo del ciclo productivo, para

identificar con mayor certeza en qué medida el fenotipo puede afectar el desempefio
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fotosintético y la vulnerabilidad ambiental en estos genotipos, especialmente en el

“transgénico”.

Por su parte, a nivel bioquimico se encontr6 que desde el punto de vista de los
contenidos de azlcares simples en la raiz, ninguno de los genotipos exhibe
caracteristicas favorables para considerarlo material promisorio para la produccién de
bioetanol. Esto se debe a que los contenidos de glucosa, fructosa y sacarosa, son muy
bajos en comparacién con otros materiales de yuca cuyo valor promisorio ya ha sido
definido.

Con todo esto, se observa que los genotipos de yuca TMS60444 y CAGBS1A8-3A
evidencian un desempefio eco-fisioldgico caracteristico de la especie Manihot esculenta
Cranz, en el cual, la manifestacién de caracteristicas particulares corresponde a la
interaccion del genotipo con el ambiente. De tal manera, que los rasgos eco-fisiolégicos
identificados en el presente estudio pueden ser Utiles en la definicibn del ambiente
propicio para su siembra. Al respecto, cabe mencionar que la humedad atmosférica y la
velocidad del viento son parametros basicos para el disefio del sistema de siembra de los
genotipos evaluados. Por su parte, respecto al valor promisorio de estos genotipos,
gueda demostrado que se requiere evaluar la proporcibn amilosa/amilopectina,
principalmente en el genotipo CAGBS1A8-3A “transgénico” antes de descartar su utilidad
para la produccién de bioetanol. Esto fundamentalmente porque este genotipo presenta
el silenciamiento del gen GBSS, con lo cual, se esperaria que el almiddon contenga bajas
cantidades de amilosa favoreciendo el rendimiento de etanol por cantidad de materia

vegetal.
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A. Anexo: Ajuste modelo hiperbadlico
curva luz

Genotipo TMS60444 “Silvestre”

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 4/04/2012, 10:49:56 a.m.
Nonlinear Regression
MODEL: FOTO = c+ (a*PAR)/ (b+PAR)

Lower Upper

Parameter Estimate Std Error 95% C.1.95% C.1i.

a 22.040 1.8412 18.255 25.824
b 320.41 101.30 112.18 528.64
c -2.1004 1.8524 -5.9081 1.7074
Convergence criterion met after 22 iterations.

Residual SS (SSE) 108.54

Residual MS (MSE) 4.1745

Standard Deviation 2.0432

Degrees of Freedom 26

AICc 47.941

Pseudo R-Squared 0.8469

Parameter Correlations

a b c

a 1,0000

b -0,0616 1,0000

c -0,6834 0,7416 1,0000

Cases Included 29 Missing Cases 0

Genotipo CAGBS1A8-3A “transgénico”

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 04/04/2012, 11:09:58 a.m.
Nonlinear Regression
MODEL: Foto = c+ (a*PAR)/ (b+PAR)

Lower Upper

Parameter Estimate Std Error 95% C.1.95% C.1i.

a 20.344 3.0207 14.123 26.565
b 253.76 146.50 -47.956 555.47
c -2.2639 3.7685 -10.025 5.4975
Convergence criterion met after 11 iterations.

Residual SS (SSE) 140.28

Residual MS (MSE) 5.6111

Standard Deviation 2.3688

Degrees of Freedom 25

AICc 54.859

Pseudo R-Squared 0.7606

Parameter Correlations

a b C

a 1,0000
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Comportamiento precipitacion diaria Palmira - Valle del Cauca
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Comportamiento Humedad Relativa diraria Palmira - Valle del Cauca
periodo octubre 2011 - marzo 2012
Estacion agroclimatologica CIAT
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C. Anexo: Test diferencias tasa
fotosintética entre genotipos

Genotipos As “silvestre” At “transgénico” 3 meses de edad

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 22/04/2012,
02:51:57 p.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for As3meses VS At3meses

Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank

As3meses 756128 866 380717 873,1

At3meses 749852 869 371837 862,9

Total 1.51E+06 1735

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 0,425
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,6705
Total number of values that were tied 1280

Maximum difference allowed between ties 0,00001
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Cases Included 1735 Missing Cases 265

Genotipos As “silvestre” At “transgénico” 8 meses de edad

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 22/04/2012,

02:55:46 p.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for As8meses VS At8meses

Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank

As8meses 987042 886 594102 1114,0

At8meses 621279 907 209501 685, 0

Total 1.61E+06 1793

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 17,544
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0000
Total number of values that were tied 1248

Maximum difference allowed between ties 0,00001

Cases Included 1793 Missing Cases 207

Genotipos As “Silvestre” At “transgénico” 13 meses de edad

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 22/04/2012,
02:56:55 p.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for Asl3meses VS Atl3meses

Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank

Asl3meses 1.09E+06 1000 586127 1086,6

Atl3meses 914374 1000 413873 914,4

Total 2.00E+06 2000

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 6,670
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0000

Total number of values that were tied 1417
Maximum difference allowed between ties 0,00001

Cases Included 2000 Missing Cases 0
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D. Anexo: Test diferencias tasa
. s, .
fotosintética en cada genotipo
Genotipo “silvestre” 3 meses vs 8 meses
Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 07/05/2012, 12:08:22 p.m.
Wilcoxon Signed Rank Test for As3meses - As8meses
Sum of Negative Ranks -108934
Sum of Positive Ranks 266478
Normal Approximation with Continuity Correction 10,698
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0000
Total number of values that were tied 466
Number of zero differences dropped 0
Max. diff. allowed between ties 0,00001
Cases Included 866 Missing Cases 134

Genotipo “Silvestre” 8meses vs 13 meses
Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 07/05/2012,

Wilcoxon Signed Rank Test for As8meses - Asl3meses

Sum of Negative Ranks -153050
Sum of Positive Ranks 239891
Normal Approximation with Continuity Correction 5,699
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0000
Total number of values that were tied 470

Number of zero differences dropped 0

Max. diff. allowed between ties 0,00001

Cases Included 886 Missing Cases 114

Genotipo “transgénico” 3 meses vs 8 meses
Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 07/05/2012,
Wilcoxon Signed Rank Test for At3meses - At8meses

Sum of Negative Ranks -29103
Sum of Positive Ranks 348913

12:09:33 p.m.

12:10:13 p.m.
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Normal Approximation with Continuity Correction 21,605
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0000

Total number of values that were tied 357
Number of zero differences dropped 0

Max. diff. allowed between ties 0,00001

Cases Included 869 Missing Cases 131

Genotipo “transgénico” 8 meses vs 13 meses

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 07/05/2012, 12:10:49 p.m.

Wilcoxon Signed Rank Test for At8meses - Atl3meses

Sum of Negative Ranks -250202
Sum of Positive Ranks 160670
Normal Approximation with Continuity Correction 5,682
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0000
Total number of values that were tied 513

Number of zero differences dropped 1

Max. diff. allowed between ties 0,00001

Cases Included 906 Missing Cases 94

E. Anexo: Analisis de Factores
Multiple AFM entre variables
fisiologicas, climaticas y tasa
fotosintética

Genotipo TMS60444 “Silvestre”

contrib

Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4 Dim.5
Qleaf 143679 12414 0.1276 0.4275 14297
TL 129835 0.7029 0.2678 1169 106464

ci 20226 12934 62736 501429 29535
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E 71238 155604 16188 0.0703 0.8363
gs 0.176 239053 2182 77223 45696
A 2675 129279 147873 12527 87069
WUE 90858 54835 18197 0.0922 175904
Temp 94881 33787 0.7406 23724 0.2919
Rad 93847 0.0879 0.0391 44409 86673
Bri 68212 76684 14879 0.0131 63134
HR 84318 62103 10485 0,0001 0.5075
TV 0.7254 52603 335082 0.0786 0.9278
Prec 23296 0.0071 324956 104949 37104
Evap 53021 20801 0.3019 59412 290111
VelV 15395 68708 0.0727 157546 28679
DPV 75431 73216 32286 0.0275 0.97
cos2

Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4 Dim.5
Qleaf 0.8893 0.0394 0.0019 0.0047 0.0121
TL 0.8036 0.0223 0.0041 0.0128 0.0899
ci 0.1252 0.0411 0.0952 0.5479 0.0249
E 0.4409 0.4945 0.0246 0,0008 0.0071
gs 0.0109 0.7597 0.0331 0.0844 0.0386
A 0.1656 0.4108 0.2245 0.0137 0.0735
WUE 0.5623 0.1743 0.0276 0.001 0.1486
Temp 0.7023 0.1284 0.0134 0.031 0.0029
Rad 0.6947 0.0033 0,0007 0.058 0.0875
Bri 0.5049 0.2914 0.027 0,0002 0.0638
HR 0.6242 0.236 0.019 0 0.0051
TV 0.0537 0.1999 0.6084 0.001 0.0094
Prec 0.1724 0,0003 0.59 0.1372 0.0375
Evap 0.3925 0.0791 0.0055 0.0776 0.293
VelV 0.114 0.2611 0.0013 0.2059 0.029
DPV 0.5584 0.2783 0.0586 0,0004 0.0098
cor

Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4 Dim.5
Qleaf 0.943 0.1986 -0.044 -0.0683 -0.1099
TL 0.8964 0.1495 -0.0638 -0.113 -0.2999
ci -0.3538 0.2027 -0.3086 0.7402 -0.1579
E 0.664 0.7032 0.1568 -0.0277 -0.084
gs 0.1044 0.8716 0.182 0.2905 0.1964
A 0.4069 0.641 0.4738 -0.117 0.2712
WUE -0.7499 -0.4174 0.1662 -0.0317 0.3854
Temp 0.8381 -0.3583 0.116 0.1761 -0.0543
Rad 0.8335 0.0578 0.0267 0.2409 0.2959
Bri 0.7106 -0.5399 -0.1644 0.0131 0.2525
HR -0.79 0.4858 -0.138 -0.001 0.0716

TV 0.2317 0.4471 -0.78 0.0321 0.0968
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Prec
Evap
VelV
DPV

Dim.1
quanti

Qleaf
TL
Temp
Rad
DPV
Bri

E
Evap
A
Prec
WUE
HR

Dim.2
quanti

gs

E

A

HR
TV
WUE
VelV
DPV
Bri

-0.4153 -0.0164

0.6265 -0.2812
0.3376 -0.511
0.7472 -0.5275

correlation p.value

0.943 0

0.8964 0

0.8381 0

0.8335 0

0.7472 0

0.7106 0

0.664 2,00E-04

0.6265 6,00E-04

0.4069 0.0391

-0.4153 0.0349

-0.7499 0

-0.79 0

correlation p.value

0.8716 0

0.7032 1,00E-04

0.641 4,00E-04

0.4858 0.0119

0.4471 0.022

-0.4174 0.0339

-0.511 0.0076

-0.5275 0.0056

-0.5399 0.0044

Genotipo CAGBS1A8-3A “Transgénico”

contrib

Qleaf
TL

ci

E

gs

A
WUE
Temp
Rad
Bri
HR
TV

Dim.1
138.936
130.742
31.456
70.493
0.3581
27.767
80.826
90.586
114.141
69.633
81.368
0.3738

Dim.2
18.603
0.0771
39.858
121.317
196.032
144.016
42.132
56.615
0.0127
65.176
55.789
0.563

Dim.3

0.0476
16.389
97.624
0.2364
13.537
99.746
30.889
0.2915
0.7342
0.0012
42.891
50.106

0.7681
-0.074
0.0363
0.2421

0.3704
0.2787
0.4538
-0.0189

Dim.4
0.1993
0.2838
281.231
43.048
52.743
0.0821
20.024
13.928
72.064
49.541
12.531
9,00E-04

-0.1936
0.5413
-0.1702
-0.099

Dim.5
0.9126
118.971
8.538
0.0752
113.719
8.328
217.606
0.801
19.455
12.307
1.059
11.836
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Prec 27.984 14.106 11.878 387.882 40.056
Evap 61.011 3.501 10.905 22.617 129.118
VelV 0.8379 111.748 0.0039 37.427 26.171
DPV 59.359 9.307 55.031 0.1304 0.286
cos2

Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4 Dim.5
Qleaf 0.8767 0.0717 7,00E-04 0.0022 0.0071
TL 0.825 0.003 0.025 0.0032 0.0926
ci 0.1985 0.1537 0.149 0.3173 0.0664
E 0.4448 0.4678 0.0036 0.0486 6,00E-04
gs 0.0226 0.7559 0.0207 0.0595 0.0885
A 0.1752 0.5553 0.1522 9,00E-04 0.0648
WUE 0.51 0.1625 0.0471 0.0226 0.1693
Temp 0.6309 0.2409 0.0049 0.0173 0.0069
Rad 0.7949 5,00E-04 0.0124 0.0897 0.0167
Bri 0.485 0.2774 0 0.0617 0.1057
HR 0.5667 0.2374 0.0723 0.0156 0.0091
TV 0.026 0.024 0.8441 0 0.0102
Prec 0.1949 0.06 0.2001 0.4831 0.0344
Evap 0.4249 0.149 0.0184 0.0282 0.1109
VelV 0.0584 0.4756 1,00E-04 0.0466 0.0225
DPV 0.4134 0.3961 0.0927 0.0016 0.0025
cor

Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4 Dim.5
Qleaf 0.9363 -0.2678 0.0269 -0.0474 -0.0843
TL 0.9083 -0.0545 0.1582 0.0566 -0.3042
ci -0.4455 0.392 0.386 0.5633 0.2577
E 0.6669 -0.6839 -0.0601 0.2204 0.0242
gs 0.1503 -0.8694 -0.1437 0.2439 0.2974
A 0.4186 -0.7452 -0.3902 0.0304 0.2545
WUE -0.7141 0.4031 -0.2171 -0.1503 0.4114
Temp 0.7943 0.4909 -0.0701 0.1317 -0.0829
Rad 0.8916 0.0232 0.1112 0.2996 0.1292
Bri 0.6964 0.5267 0.0044 -0.2484 0.3251
HR -0.7528 -0.4873 0.2688 0.1249 -0.0954
v 0.1614 -0.1548 0.9187 0.0033 0.1008
Prec -0.4415 0.245 -0.4473 0.695 -0.1855
Evap 0.6519 0.386 0.1355 0.1678 0.333
VelV 0.2416 0.6896 -0.0081 0.2159 -0.1499
DPV 0.643 0.6294 -0.3045 -0.0403 0.0496
Dim.1
quanti

correlation p.value

Qleaf  0.9363 0

TL 0.9083 0
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Rad 0.8916 0
Temp 0.7943 0
Bri 0.6964 1,00E-04
E 0.6669 2,00E-04
Evap 0.6519 3,00E-04
DPV  0.643 4,00E-04
A 0.4186 0.0333
Prec -0.4415 0.024
ci -0.4455 0.0226
WUE -0.7141 0
HR -0.7528 0
Dim.2
quanti

correlation p.value
VelV  0.6896 1,00E-04
DPV  0.6294 6,00E-04
Bri 0.5267 0.0057
Temp 0.4909 0.0109
WUE 0.4031 0.0412
ci 0.392 0.0476
HR -0.4873 0.0116
E -0.6839 1,00E-04
A -0.7452 0
gs -0.8694 0

F. Anexo: Test de correlacion entre

variables fisiologicas, climaticas y tasa

fotosintética

Genotipo Silvestre
Tasa fotosintética A vs. Factores Climaticos
Statistix - 30 Day Trial Version 9.0

p.m.
Wild Genotype Spearman Rank Correlations,

30/04/2012,

Corrected for Ties

04:08:10
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A BriEvap HR Prec Rad T
Bri -0,1446
P-Value 0.4792
Evap 0,0378 0,6966
0.8542 0.0001
HR -0,1138 -0,7580 -0,4295
0.5783 0.0000 0.0295
Prec 0,0839 -0,5926 -0,2815 0,6632
0.6808 0.0017 0.1634 0.0003
Rad 0,3324 0,5707 0,7409 -0,5185 -0,3636
0.0972 0.0027 0.0000 0.0074 0.0687
T 0,0937 0,6916 0,6640 -0,6290 -0,3959 0,7504
0.6467 0.0001 0.0003 0.0007 0.0460 0.0000
Vel -0,2775 0,4078 0,3296 -0,0160 -0,0927 0,0847 0,2310
0.1687 0.0392 0.1001 0.9388 0.6515 0.6783 0.2541
Maximum Difference Allowed Between Ties 0,00001
Cases Included 26 Missing Cases 0
Tasa fotosintética A vs. Variables Fisiol6gicas
Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 30/04/2012,

04:00:13 p.m.

Wild Genotype Spearman Rank Correlations,

A gs
gs 0,7135
P-Value 0.0001
E 0,6199
0.0009
ci -0,0263
0.8990
DPV 0,1072
0.5992
Qleaf 0,3757
0.0589
TL 0,2492
0.2173 0.7995
WUE -0,2232
0.2717 0.3191

Maximum Difference Allowed Between Ties

Cases Included 26

E ci

0,5436
0.0046
0,5736 -
0.0026
-0,3079
0.1258
0,0947
0.6419
-0,0523
0.0002 0
-0,2025 -
0.0000 0

0,0851
0.6783
0,2611
0.1961
0,7977
0.0000
0,6825
.0352

0,7813
.5421

Missing Cases 0

DPV Qleaf

-0,5642

0.0031

-0,4393 0,5642
0.0258 0.0031
-0,4168 0,4567
0.0199 0.0000
0,1241 -0,2246
0.2687 0.0000

0,00001

Corrected for Ties

TL

0,8591

-0,7627
0.0000

-0,8017
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GenotipoTransgénico

Tasa Fotosintética A vs. Factores Climaticos

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0

p.m.

Transgenic Genotype Spearman Rank Correlations,

Bri -
P-Value

Evap

HR -

Prec

Rad

T —_

Vel -

Maximum Difference Allowed Between Ties
Cases Included 26

A

0,0859
0.6759
0,0442
0.8280
0,1797
0.3768
0,0167
0.9334
0,4129
0.0368
0,0100
0.9627
0,4558
0.0203

BriEvap
0,6623
0.0003
-0,7781 -0,4251
0.0000 0.0315
-0,5793 -0,2248
0.0023 0.2687
0,5534 0,6959
0.0038 0.0001
0,6533 0,6738
0.0004 0.0002
0,3891 0,4304
0.0502 0.0289

Missing Cases 0

Tasa fotosintética A vs. Variables Fisioldgicas

01/05/2012,

07:09:05

Corrected for Ties

HR Prec Rad
0,6387
0.0006
-0,5560 -0,4003
0.0037 0.0437
-0,5876 -0,3126 0,6969
0.0019 0.1198 0.0001
0,0175 0,0321 0,0671 0,2861
0.9308 0.8752 0.7432 0.1551
0,00001
01/05/2012, 07:02:38

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0

p.m.

Corrected for Ties

Transgenic Genotype Spearman Rank Correlations,

A DPV E Qleaf TL WUE ci
DPV -0,0038
P-Value 0.9867
E 0,6403 0,0157
0.0006 0.9388
Qleaf 0,3655 0,3440 0,7819
0.0666 0.0856 0.0000
TL 0,1282 0,3491 0,6130 0,8899
0.5287 0.0805 0.0011 0.0000
WUE -0,2868 0,0329 -0,7285 -0,6909 -0,7436
0.1551 0.8726 0.0000 0.0001 0.0000
ci -0,0462 -0,4936 -0,1740 -0,5002 -0,5364 0,2267
0.8228 0.0112 0.3935 0.0101 0.0053 0.2628
gs 0,7281 -0,4248 0,5803 0,1447 -0,1287 -0,2635 0,4489
0.0000 0.0315 0.0022 0.4771 0.5287 0.1926 0.0222
Maximum Difference Allowed Between Ties 0,00001

Cases Included 26

Missing Cases 0
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G. Anexo: Test diferencias nivel de
azlcares en raices entre genotipos

Glucosa

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 05/04/2012, 08:43:48
a.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for Glucosa VS GlucosaT

Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank

Glucosa 482.00 21 251.00 23,0

GlucosaT 421.00 21 190.00 20,0

Total 903.00 42

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 0,755
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,4504
Total number of values that were tied 0

Maximum difference allowed between ties 0,00001

Cases Included 42 Missing Cases 0

Fructosa

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 05/04/2012, 08:42:27 a.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for Fructosa VS FructosaT

Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank

Fructosa 478.00 21 247.00 22,8

FructosaT 425.00 21 194.00 20,2

Total 903.00 42

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 0,654
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,5131
Total number of values that were tied 0

Maximum difference allowed between ties 0,00001

Cases Included 42 Missing Cases 0

Sacarosa

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 05/04/2012, 08:45:06 a.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for Sacarosa VS SacarosaT

Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank
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Sacarosa 504.00 21 273.00 24,0

SacarosaT 399.00 21 168.00 19,0

Total 903.00 42

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 1,308
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,1908
Total number of values that were tied 3

Maximum difference allowed between ties 0,00001

Cases Included 42 Missing Cases 0

H. Anexo: Test diferencias
rendimiento en fresco entre
genotipos

Numero de raices
Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 24/04/2012, 11:10:01 a.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for RaizS VS RaizT

Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank

Raizs 15.000 3 9.0000 5,0

RaizT 6.0000 3 0.0000 2,0

Total 21.000 6

Exact Permutation Test Two-tailed P-value 0,1000

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 1,798
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0722
Total number of values that were tied 4

Maximum difference allowed between ties 0,00001

Cases Included 6 Missing Cases 0

Peso de raices

Statistix - 30 Day Trial Version 9.0 24/04/2012, 11:11:27 a.m.

Wilcoxon Rank Sum Test for kgraizS VS kgraizT
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Variable Rank Sum N U Stat Mean Rank

kgraiz$S 15.000 3 9.0000 5,0

kgraizT 6.0000 3 0.0000 2,0

Total 21.000 6

Exact Permutation Test Two-tailed P-value 0,1000

Normal Approximation with Corrections for Continuity and Ties 1,746
Two-tailed P-value for Normal Approximation 0,0809
Total number of values that were tied 0

Maximum difference allowed between ties 0,00001

Cases Included 6 Missing Cases 0
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