L AL H.d
oy s
= e

" >
v o E TN
3 ,.!vlh,.‘
A W

-~

L e

Estructura de la raiz en plantas de balso (Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam.) Urb.) sometidas

a estrés por sequia

Lisbeth Yulieth Ibarbo Carabali

Luis William Segura Palacios

.,

- g—
W .
<" .c-ﬁn-.v. Lo

—

S

Lo
S

Universidad del Pacifico

Programa de Agronomia

Buenaventura, Colombia

2024



Estructura de la raiz en plantas de balso (Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam) Urb.) sometidas
a estrés por sequia

Lisbeth Yulieth Ibarbo Carabali
Luis William Segura Palacios

Trabajo de investigacion presentado como requisito para optar al titulo de: Agrénomo

Director:
PhD. Nilsen Leonardo Lasso Rivas

Linea de investigacion:
Conservacion de suelos

Universidad del Pacifico

Programa de Agronomia

Buenaventura, Colombia
2024



DEDICATORIA

A mi madre; Aurora lbarbo: la mujer que con su certeza me ensefio lo que es vivir, con su
amor y sus concejos me dio el impulso para salir adelante. Siempre has sido una excelente
madre y una buena amiga y aunque hubo momentos dificiles, siempre he contado con tu
incondicional apoyo ante todo. Gracias a ti, hoy veo convertirse en realidad una de mis
metas, ya que fomentaste en mi el deseo de superacidn y el anhelo del triunfo en la vida, te
amo con mi vida mami, gratitud contigo siempre. A mi hija; Danna Lucia: el regalo mas grande
gue Dios me supo entregar, una de la persona mas importante de mi vida y la que me dio
fuerza y motivos para luchar y salir adelante, para ti todo mi esfuerzo y dedicacién, te amo
con todo el corazdn, vida mia. A mis hermanos; Laury, Diego, Cristian, Wendy y Karen: por
sus buenos concejos, su gran apoyo, su presencia en muchos momentos importantes de mi
vida, los amo. A mi compafiero sentimental; Anderson Portocarrero: quien ha estado
conmigo incluso en los momentos mas turbulentos. Tu apoyo ha sido fundamental. Sabes
gue este proyecto no fue facil, pero estuviste motivindome hasta donde tus alcances te lo
permitian. Te amo y te lo agradezco muchisimo, amor mio. A mi amigo: Luis Fernando Cuero
Mondragdn (Q.E.D.): por apoyarme, ser leal y cuidarme. Un beso y un abrazo enorme hasta
el cielo.

Lisbeth Yulieth Ibarbo Carabali.

De igual manera quero dedicar este trabajo a mis padres quienes han sido, son y seguirdn siendo
mi mayor motivacion y mi mayor tesoro. A mis hermanos, los cuales amo y sobre todo son mis
ganas de segur cuando no siento motivos para continuar. Dedico este trabajo a la mujer mas
fuerte que he conocido a un pilar fundamental de una familia entera, a ti mami Rosa, eres y seras
mi mayor inspiracién. A ti miJuli, a pesar que eres mi tia, siempre te he querido como mi hermana
mayor, ere mi consuelo y la mujer que me ha brindado los mejores concejos aquello que me han
llevado a ser lo que ahora soy. Finalmente dedico este trabajo a una persona que fue en su
momento alguien especial y fundamental para que hoy en dia tenga la dicha de decir que me
gradué de la universidad y soy un profesional, Afra Marleny, también es para ti y tus padres,
ustedes fueron quienes hicieron esto posible. Por ultimo, el Angel que Dios puso en mi camino,
y que desde el dia uno, siempre ha sido un apoyo incondicional, Javier Mosquera, a ti también te
debo mucho, gracias por ser parte de este proceso.

Luis William Segura Palacios.



AGRADECIMIENTOS

Le damos las gracias a Dios, quien ha sido nuestra guia y nos ha dado la fortaleza para vivir y poder seguir
en este viaje disfrutado de cada estacién de la vida.

A nuestro director Dr. Nilsen Leonardo Lasso Rivas, docente y tutor de este proyecto, muchisimas
gracias por siempre brindarnos su apoyo incondicional durante todo este proceso, quien ademas
demostrd ser una persona muy paciente al compartir su gran conocimiento con nosotros,
nuevamente muchisimas gracias por su valiosa colaboracién con en el desarrollo de nuestra tesis.

A la universidad del pacifico y a cada uno de los docentes que de una u otra forma aportaron en
nuestro proceso educativo.

A nuestros familiares que de una u otra fueron un apoyo incondicional para con nosotros.

A nuestro companero Alberto Calimefio Valencia que participo en este hermoso proceso desde
el dia cero, muchisimas gracias por brindarnos su apoyo, fue incondicional.

Para concluir le damos gracias al coordinador de laboratorio, Javier Celis Viveros y los auxiliares
de la misma por esa grata y excelente colaboracion y compromiso durante todo el experimento.
De igual manera a todos los compafieros y funcionarios que apoyaron de una manera directa e
indirectamente.



RESUMEN

El balso (Ochroma pyramidale), cultivado para madera o reforestacidon en regiones tropicales y
subtropicales, fue objeto de un estudio sobre el efecto de la sequia en su sistema radicular.
Plantas de tres areas con diferentes precipitaciones fueron sometidas a sequia moderada (50%
de la capacidad de campo del suelo), sequia severa (20% C.C.) o condiciones normales. Se
utilizaron imagenes del sistema radicular y se evaluaron varias variables morfolégicas y de
contenido de carbohidratos solubles totales. Contrario a lo esperado, el origen de las plantas no
influyd significativamente en la morfologia radicular. Sin embargo, la sequia si tuvo un impacto
significativo. Sorprendentemente, las plantas bajo sequia moderada mostraron mejores
resultados que las del grupo control o las sometidas a sequia severa en todas las variables
evaluadas. Este hallazgo sugiere una respuesta especifica del balso a diferentes niveles de estrés
hidrico, desafiando las expectativas previas. Este estudio destaca la importancia de comprender
las respuestas de las plantas a la sequia para informar practicas de manejo forestal y de
conservacion en regiones afectadas por cambios climaticos.

Palabras clave: estrés abidtico, fenotipado de raices, topologia de raices, plasticidad fenotipica,
especie pionera.



ABSTRACT

The balsa tree (Ochroma pyramidale), cultivated for timber or reforestation in tropical and
subtropical regions, was the subject of a study on the effect of drought on its root system. Plants
from three areas with different precipitation levels were subjected to moderate drought (50% of
soil field capacity), severe drought (20% F.C.), or normal conditions. Root system images were
used, and various morphological and total soluble carbohydrate content variables were
evaluated. Contrary to expectations, the plants' origin did not significantly influence root
morphology. However, drought did have a significant impact. Surprisingly, plants under
moderate drought showed better results than those in the control group or subjected to severe
drought in all evaluated variables. This finding suggests a specific response of balsa trees to
different levels of water stress, challenging previous expectations. This study highlights the
importance of understanding plant responses to drought to inform forestry management and
conservation practices in regions affected by climate change.

Keywords: Abiotic stress, root phenotyping, root topology, phenotypic plasticity, pioneer species.
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INTRODUCCION

El balso (Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam.) Urb.) Es una especie que pertenece a la
familia Malvaceae y se caracteriza por ser una planta pionera de crecimiento rapido. El
balso posee diversos usos industriales, también se emplea para la minimizacién de la
erosion en regiones expuestas, la estabilizacidn de suelo, y en procesos de restauracion
ecoldgicas de sitios que se encuentran degradados (Pinargote, 2019). A nivel mundial, su
mayor productor es el Ecuador, pais que durante afios ha suplido la demanda a diferentes
paises del mundo como Estados Unidos, Alemania, China, Alemania, Dinamarca, Japon, y
Brasil (Mera et al., 2020). El balso se caracteriza por producir mucha hojarasca, la cual
provoca que una gran cantidad de materia orgdnica se almacene en el suelo de los lugares
gue donde crece la planta. En cuanto a los requerimientos climaticos, el balso requiere
de un clima cdlido y humedo con un promedio de precipitacion de 1500mm por afio
(Parrales, 2012).

En los ultimos afios ha aumentado el interés por parte de la comunidad cientifica por
estudiar los posibles impactos del cambio climatico en la fisiologia de especies vegetales
de interés econémico. Cuando se realizan estudios sobre los impactos de los factores
ambientales sobre el crecimiento de las plantas, generalmente se analizan mas los
6rganos aéreos que las raices, y esto porque estas ultimas son dificiles de observar,
particularmente in situ, y los métodos tienden a ser laboriosos, imprecisos y dificiles de
estandarizar en todos los experimentos (Jackson et al., 1997). Sin embargo, el estudio de
las raices puede aportar informacién bastante util sobre la respuesta de las plantas a los
factores ambientales, y es que los sistemas radicales son componentes clave de los
ecosistemas forestales pues son responsables de la absorcién de agua y nutrientes,
proporcionan estabilizacidn fisica, almacenan nutrientes y carbohidratos y proporcionan
carbono y nutrientes al suelo a través del proceso de renovacién de las raices finas, por
lo tanto, desempenan un papel importante en el secuestro y el ciclo del carbono, ademas,
las raices pueden actuar como sensores de condiciones de déficit de agua y enviar seiales
a los brotes que se encuentran en la superficie. Uno de los factores de estrés ambiental
gue mas puede influir en crecimiento de la planta es el estrés por sequia, en este sentido
se han realizado multiples investigaciones que tratan de determinar el efecto de este
factor de estrés en el crecimiento de las raices. Por ejemplo, en un estudio en que se
evalué la vida util de las raices bajo condiciones de (Chen y Brassard (2013) encontraron
gue esta no se veia influenciada por los tratamientos de sequia a los que eran sometidas
las plantas. En otro experimento en el que se evalué la produccién de raices finas bajo
condiciones de sequia (Gaul et al. (2008) encontraron que la produccidn de raices finas se
estimulaba bajo condiciones de sequia leve mientras que la mortalidad de las mismas
aumentaba bajo condiciones de sequia mads intensas. En esta misma linea de
investigacion, Kuster et al. (2013) para un estudio con plantulas de roble reportaron una
redistribucidn de la biomasa de raices bajo condiciones de sequia y una reduccién general
de la biomasa total de las raices como respuesta a este factor de estrés abidtico.
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Aunque cada vez hay mds pruebas de que la sequia puede influir en la estructura y el
crecimiento de las raices de los arboles, tanto gruesas como finas, las respuestas de las
raices de los arboles a la sequia y su papel en condiciones de sequia siguen sin estar claras
y s6lo se mencionan marginalmente o incluso se ignoran por completo en dichos
examenes (Kozlowski y Pallardy, 2002).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El balso es una especie forestal de rdpido crecimiento utilizada no sélo por sus
propiedades maderables, sino también por su utilidad para estabilizar el suelo y minimizar
la erosion en regiones abiertas. Actualmente, el cambio climatico es uno de los problemas
ambientales mas importantes que enfrentan los ecosistemas, pues uno de sus mayores
impactos es el aumento en la frecuencia de eventos de estrés abidtico (Gorai, 2010). En
ese sentido, el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM)
pronostica para Colombia que para el aflo 2100 habra un aumento de temperatura de
3,6°C, asi como un aumento en la frecuencia de eventos de sequia en diversas regiones
del pais incluyendo la regién Pacifico. Bajo este escenario especies forestales como el
balso podrian verse afectadas pues la sequia no solo afectaria el crecimiento de las
plantas, sino que también podria hacerlas mas susceptible al ataque de patdgenos al
verse comprometidos sus mecanismos de resistencia (Vera, 2019). En la actualidad no
existe informacién acerca de la dindmica del crecimiento y estructura del sistema radical
de plantulas de balso crecidas bajo condiciones de déficit hidrico, es importante
determinar si los sistemas radicales de estas plantas muestran algun tipo de respuesta
adaptativa a este tipo de estrés.



2. JUSTIFICACION

Dado que el cambio climatico supondra un aumento en la frecuencia de eventos de estrés
abidtico como la sequia, lo que representa una amenaza para la supervivencia de las
plantulas de especies forestales como el balso, hace que cobre importancia la
identificacion de las estrategias de crecimiento de las raices de las plantulas, lo que esta
directamente relacionado con el desempefio de las mismas. Sin embargo, hasta el
momento falta informacién esencial sobre como varian los rasgos morfofisioldgicos de las
raices ni como dicha variacion y plasticidad se relacionan con la intensidad y duracién de
la sequia y como influyen en la absorcion de agua y la supervivencia de las plantas (Funk
etal. 2017). Por lo anteriormente expuesto, es necesario determinar si existen diferencias
en las respuestas al estrés por sequia (a nivel de rasgos morfoldgicos de las raices) entre
plantulas de balso provenientes de localidades con diferentes regimenes de precipitacion.



3. OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

e Identificar el efecto que tiene el estrés por sequia en la estructura del sistema radical de
plantas de balso (Ochroma pyramidale) provenientes de tres localidades con diferentes
regimenes de precipitacion.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar los rasgos morfoldgicos de los sistemas radicales de las plantas de balso
provenientes de tres localidades con diferentes regimenes de precipitacion.

e Determinar las respuestas a nivel de la morfologia de la raiz de plantas de balso sometidas
a condiciones de estrés por sequia.

e I|dentificar posibles diferencias adaptativas en la estructura del sistema radical de las
plantas de balso provenientes de tres localidades con diferencias en regimenes de
precipitacion.



4. MARCO TEORICO

4.1 GENERALIDADES DE LA ESPECIE

“El balso es una especie pionera que puede ser cultivada en plantaciones para su
aprovechamiento maderable o para reforestacién en bosques tropicales y subtropicales,
especialmente en regiones ecuatoriales, es uno de los recursos forestales y madereros mas
utilizados “(Casanova, 2020).

4.1.1 Descripcién botanica.

El balso puede alcanzar hasta 30 metros de altura, su tronco es liso y gris, su madera es
extraordinariamente suave vy ligera, lo que le da un interés especial p3ara algunas
industrias. Puede alcanzar 70 cm de didmetro. Las hojas son alternas y pecioladas, de 20-
40 cm de largo y peludas, las flores blancas, grandes con forma acampanadas y capsulas
frutales (Rojas y Torres, 2009). Con semilla de forma esférica de 4 a 5 mm de diametro
rodeadas por una lana (Jiménez et al, 2017) el balso tiene un follaje perennifolio y una
floracion que dura aproximadamente 6 meses, son solitarias, sus flores son
hermafroditas, vistosas fragmentadas grandes de 10 -15 cm de largo y 7-9 de diametro,
con pétalos blanquecinos amarillo palido con bordes marrdn, las semillas llegan a
germinar a los 8 dias como promedio y muestran un 70% de germinacién (Beihefte, 1920),

4.1.2 Descripcidon taxondmica.

“Segun Whitmore y Wooh-Khoom (1993) se presenta la siguiente clasificaciéon: Reino: Plantae,
division: Spermatophyta/Magnoliophyta, clase: Magnoliopsida, orden: Malvales, familia:
Malvaceae, (Bombaceae), genero: Ochroma, especie: pyramidale. Nombre cientifico: Ochroma
pyramidale “(Cav. Ex Lam.) Urb.

4.1.3 Distribucién y habitat.

La especie se distribuye naturalmente desde el sur de México hasta Bolivia, Venezuela,
Ecuadory las Antillas. También se ha importado y cultivado en India, Borneo, Fiji, Vietnam,
Filipinas, Islas Salomodn, Sri Lanka y Papua Nueva Guinea. (Macias, 2021). En Colombia, el
balso se puede encontrar en bosques hiumedos de bajo crecimiento, alrededor de arroyos
y en claros de bosques. Esta especie desempeiia un papel clave en el ecosistema, incluida
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la proteccidn de los suministros de agua, rios y arroyos, el control de la erosién vy la
proteccion de los habitats de la vida silvestre y las plantas. La especie piramidal tiene
importancia econdmica y ecoldgica en el suelo (Yuto), en los municipios de Chocén Atrato
y Cértegui, donde suele encontrarse en superficies destruidas por minas (Venegas Tovar,
Luis. 1978).

4.1.4 Clima.

Las temperaturas déptimas para el desarrollo fisiolégico y productivo del balso se
encuentran en las zonas con rangos entre 22 y 26 grados Celsius, estas condiciones
climaticas favorecen a la planta para su adaptacién y crecimiento (Francis, 1991). Se dice
gue este arbol crece y se desarrollé de manera excelente en climas con abundante lluvia,
de alrededor de 2.000 y 4.000 mm por aiio, pero pueden llegar a germinar con 800mm
en los suelos fértiles y con niveles fredticos altos, puede desarrollarse perfectamente
alturas sobre el nivel del mar de 500 a 1.000m (Alvarez, 2010).

4.1.3 Importancia econdmica.

El balso es una especie forestal muy importante en un pais como ecuador, este pais posee
mas de 20,000 hectdreas entre plantaciones entre bosques naturales y forestales que
permiten cubrir la demanda nacional y ser el principal exportador de 80 a 90 % del
volumen total siendo china el principal destino (Garcia et al., 2017). A nivel econdmico las
exportaciones de madera de balso presentaron para el Ecuador en el afio 2020 alrededor
de 70 millones de délares americanos (Garcia et al., 2017).

4.1.3 Usos.

Los productos que se obtienen del balso incluyen la produccién de chalecos salvavidas,
tablas de surf y equipos para aeromodelismo, y también se utiliza en la construccién de
modelos aéreos y arquitectdnicos,aspas de ventiladores eolicos, canaletas, utilarias,
flotadores, esculturas. Asi como artesania, esculturas, letreros y lanzas. (Nieto y
Rodriguez, 2010).



4.2 ASPECTOS AGRONOMICOS

El proceso de siembra de balso puede comenzar en el vivero, donde las semillas se
siembran en una bandeja de germinacién o bolsa de siembra llena con mezcla de siembra
y cubierta con una fina capa de arena. La germinacidn ocurre dentro de los 5 a 6 dias
posteriores a la siembra. Para aumentar la germinacién se pueden realizar varios
tratamientos, como bafio maria caliente por 20 minutos, bafio maria hirviendo por 2 a 3
minutos, bafio agua de coco por 12 horas, escarificacion y quema. Una vez que la planta
alcanza la altura media se realiza un seguimiento continuo para evitar ataques de plagas
gue puedan inhibir su crecimiento y desarrollo. Cuando las plantulas alcanzan una altura
de unos 5 cm, se transfieren con cuidado a una bolsa de vivero. Se debe tener cuidado
durante esta operacion, ya que las plantulas se dafian facilmente. Las plantulas
comienzan a crecer a la sombra y gradualmente avanzan hacia pleno sol. Después de
aproximadamente 4 meses de edad, las plantulas son lo suficientemente grandes (20 cm
de alto) como para trasladarlas al campo (Marrero, 1949).

4.3 ESTRES POR SEQUIA

El estrés hidrico se considera como la limitacion para el crecimiento y el desarrollo 6ptimo
de las plantas debido a la escases de agua que se presenta cuando la transpiracidon excede
el agua absorbida por las raices, siendo esta la principal causa de muerte en las plantas
(Swenson y Enquist, 2007;). El estrés hidrico también se puede definir como una condicidn
causada por la alteracidn fisiolégica de factores que tienden a romper el equilibrio en el
estado hidrico de la planta (Cervera y Parra, 2009). Se dice que el déficit de agua provoca
alteraciones en el metabolismo y la estructura celular, detencidn de la fotosintesis y de
reacciones catalizadas por enzimas (Jaeel et., 2009). Al presentarse un estrés por sequia
en las plantas este se manifiesta por diferentes sintomas, a nivel morfoldgico: como la
reduccion de la altura de la planta, del diametro del tallo, de la biomasa, expansién foliar,
crecimiento de tallos y raices. A nivel fisioldgico se presentan: cierre estomatico,
disminucion del potencial hidrico, pérdida de turgencia, disminucién de la fotosintesis y
limitacion del intercambio gaseoso (Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Casierra y Gomez,
2008)

4.3.1 Respuestas de las plantas a la sequia.

La respuesta de la planta a la sequia puede ser una deformacién o cambio fisico (por
ejemplo: rotura de membranas celulares, flujo citoplasmatico, etc.) o una deformacién
guimica (por ejemplo: cambios en la sintesis de metabolitos). Por lo tanto, la resistencia
al estrés en una planta se podria definir como la tensién necesaria para producir una
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determinada deformacidn, y un valor que se suele utilizar como medida de resistencia al
estrés, o el punto donde se produce la muerte de los individuos (Levitt 1980).

Las plantas pueden presentar diversas respuestas la presencia del estrés por sequia, una
de las mas comunes es la modificacidn radical, ya que estas son de gran importancia para
la adaptacion de la planta en el ambiente que la rodea. Por lo tanto, puede presentar
modificacion de la estructura y distribucién de la raiz en el suelo, (niumero de raices
laterales, cantidad de raices en crecimiento, longitud de raices). Esta modificacion la
planta la genera como respuesta al presentarse la sequia, debido a la limitacién de
recursos, las plantas deben canalizar sus recursos hacias las caracteristicas que les
permitan mayor eficiencia en su funcionamiento. Mediante condiciones de sequia se
ocasiona una reduccion significativa de la relacion tallo/raiz, la mayoria de los autores
interpretan esta respuesta como un mecanismo para mantener un mejor balance entre la
capacidad de absorcién de agua y la demanda de transpiracion foliar (Costa Silva et al.,
2004). Otra de las respuestas que genera la planta ante esta situacién es la capacidad de
generar una poblacién de raices en condiciones de sequia, ya que esta puede aumentar
su probabilidad de supervivencias antes situaciones limitantes, (Modrzynski y Ericsson,
2002).

4.3.2 Impacto de la sequia en la estructura de las raices.

Las raices de las plantas desempeian un papel importante en su crecimiento al explotar
los recursos del suelo mediante la absorcion de agua y nutrientes; los rasgos de las raices,
como el diametro de las raices finas, la longitud especifica, el area especifica, el angulo y
la densidad, se consideran rasgos Uutiles para mejorar el desempefio de las plantas durante
condiciones de sequia (Wasaya, 2018). Y es que el déficit hidrico causado por la sequia
puede relentecer el crecimiento de las raices y reducir la cantidad de rizo deposicién y
exudacion. La sequia también puede alterar la cantidad de raices al alterar el contenido
de suberinay lignina, dos compuestos claves que afectan la descomposicidn de las raices,
lo que podria influir en la transformacion del material de las raices en materia organica
(Von Lutzow, 2006). La sequia puede alterar la vida util de las raices y acelerar su
renovacion (McCormack y Guo, 2014). Después de la muerte, las raices finas aportan una
cantidad de materia orgdnico muerta al proceso de descomposicion, y la materia orgdnica
derivada de las raices juega un papel importante en el secuestro de carbono de los suelos
forestales (Rasse et al., 2005). Sin embargo, en condiciones de déficit hidrico, las raices
muertas no se descomponen completamente y, en cambio, se transforman en un tipo de
humus; el estrés hidrico de los arboles se manifiesta entonces como un dafio fisiolégico
asociado con una serie de caracteristicas, procesos y retroalimentaciones que pueden
afectar la salud de los arboles en diversas escalas de tiempo. Una retroalimentacion del
estrés hidrico es la mortalidad prematura de las raices o de los sistemas de raices (Waring,
1987; Breda et al., 2006), lo que deja al arbol mas vulnerable a la sequia el afio siguiente.
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En particular, el dafio que limita la capacidad de un arbol para utilizar agua o nutrientes
cuando vuelven a estar disponibles brevemente podria interactuar con sequias de varios
afios u otros factores estresantes para causar fallas en el sistema (Anderegg et al., 2013).

Como el suelo es una matriz heterogénea compleja, los rasgos plasticos de las raices que
involucran morfologia, fisiologia, y patrones de asignacién de biomasa son fundamentales
para el crecimiento de sistemas de raices funcionales. Como respuesta a la sequia se han
observado respuestas plasticas a nivel de rasgos fisioldgicos de la raiz como el contenido
de acido abscision y prolina, y rasgos morfologicos como la longitud especifica, la
profundidad, la relacién raiz: tallo y la superficie de la raiz (Hanslin, 2019).
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 LOCALIZACION

La presente investigacion se realizd en el campus de la Universidad del Pacifico, ubicada en
kildmetro 13 via al aeropuerto barrio el Triunfo, Distrito Especial de Buenaventura, Valle del
Cauca, coordenadas geograficas latitud 3° 50’ Norte, longitud 79° 59’ QOeste.

5.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

Esta investigacidon fue de tipo experimental y consistié en evaluar el efecto del sitio de origen de
las semillas (tres localidades con diferentes regimenes de precipitaciéon) y la sequia (dos niveles
de humedad de suelo mas el control) en la morfologia de raices de plantas de balso. Las plantas
fueron crecidas bajo condiciones semicontroladas en bolsas de polietileno de 5 kg de capacidad.

5.3.1 Condiciones de crecimiento.

Las semillas de balso se colocaron para su germinacion en bandejas plasticas para germinacién
en las que permanecieron hasta la tercera semana después de germinar, pasado ese tiempo las
plantulas se trasplantaron a bolsas de polietileno negras de 5 kg, que contenian una mezcla de
arena y una proporcion 1:1. Estas plantas estuvieron bajo una estructura de tipo invernadero
hecha de madera y plastico calibre 6 que impidié la caida de lluvia y permitia controlar el riego
(Figura 1). Después del trasplante las plantas se mantuvieron con riego frecuente durante 60 dias
pasados los cuales se iniciaron los tratamientos de sequia durante 30 dias, al finar ese lapso de
tiempo las plantulas fueron cosechadas.

5.3.2 Determinacion de la humedad del suelo.

Para determinar el porcentaje de humedad en la bolsa, se llené con el sustrato y se pesd (p1),
luego se saturo con agua y luego de dejarle escurrir el exceso por 24 horas, se tomoé tomamos el
peso para determinar el punto fue necesario e capacidad de campo de la bolsa o (p2). Para
obtener el volumen de agua para los tratamientos de 50% y 20% de humedad calculamos de la
siguiente manera: (0,50 x (p2-p1)), (0,20* (p1-p2).

11



Figura 1. Montaje del experimento

-

Fuente: prop-ia

5.3.3 Material vegetal.

Las semillas utilizadas para el estudio se obtuvieron de los arboles de balso también
conocido como arbol plus (Figura 2), los sitios donde se hizo la recoleccidn de las semillas
fueron el corregimiento No. 8 del Distrito Especial de Buenaventura Valle del Cauca que
corresponde a una precipitacién pluvial anual de 6275 mm ( IDEAM, 2020), en el
municipio de Santiago de Cali corresponde a una precipitacién pluvial anual de 1482,8
mm y el corregimiento de Loboguerrero municipio de Dagua, Valle del Cauca que
corresponde a una precipitacién pluvial anual 850 mm.

5.3.4 Disefio experimental.

El presente fue un experimento de tipo factorial con la procedencia de la semilla y sequia como
factores, con un disefio completamente al azar. El factor procedencia de la semilla tuvo tres
niveles: Cali, Loboguerrero y Buenaventura; mientras el factor sequia conté con dos
condiciones sequia: sequia moderada que correspondié a una humedad del suelo de 50% de la
capacidad de campo del suelo en el contenedor (C.C.), sequia severa equivalente al 20% C.C. y el
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control equivalente al 100% de CC. Para un total de 9 tratamientos con 6 repeticiones, 54 plantas
en total (Tabla 1).

Figura 2. Semillas de plantas de balso utilizada para la siembra del experimento.

Fuente: propia

Tabla 1. Tratamientos de humedad evaluados en el crecimiento del balso

Tratamientos Origen de la semilla Humedad (% C.C.)
T1 Cali 100
T2 Buenaventura 100
T3 Loboguerrero 100
T4 Cali 20
T5 Buenaventura 20
T6 Loboguerrero 20
T7 Cali 50
T8 Buenaventura 50
T9 Loboguerrero 50

Fuente: propia

Para determinar la cantidad de agua a utilizar para cada tratamiento de sequia, primero se
determind el peso seco del suelo (p1) y luego se saturd con agua para luego dejar de escurrir el
exceso de agua por 24 horas y llevarla al punto de capacidad de campo o (p2). Para obtener el
volumen de agua para el tratamiento de 50% C.C. se utilizé la féormula: 0,50 x (p1-p2) y para el
tratamiento de 20% C.C.: 0,20 x (p1-p2), para el control el riego se realizaba periddicamente. El
riego para los tratamientos de sequia se realizaba cuando el suelo se veia seco y las plantas
mostraban perdida de la turgencia.
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5.3.5 Parametros evaluados

Al finalizar el experimento y realizar la cosecha de las plantas se separaron las raices de la parte
aérea, se tomaron muestras de las raices para determinar el contenido de carbohidratos solubles
totales. Se lavaron cuidadosamente las raices, se extendié cada raiz sobre una bandeja de acrilico
transparente y se tomaron fotos de las mismas (Figura 2), luego las raices se colocaron en bosas
de papel y se pusieron a secar al horno por 48 horas a 70°C; finalmente, se determiné la masa
seca de las muestras por medio de una balanza electrénica.

Las imagenes de las raices se cargaron al programa RhizoVision Exploner, una vez cargada
la imagen esta es transformada en una estructura esquelética donde los valores de los
pixeles toman el valor calculado a partir del mapa de distancia para cada pixel y se lo
utilizan para calcular el didmetro promedio de todas las raices y para clasificar los
segmentos de raices en contenedores de didmetro (Figura 3). Posteriormente,
RhizoVision identifica la topologia de la raiz, lo que implica encontrar los puntos de
ramificacidn topoldgicos, los puntos finales y los segmentos de raiz entre dos puntos de
ramificacidn cualesquiera o un punto de ramificacion y un punto final. Los puntos finales,
seran las puntas de raiz, y se identifican como cualquier pixel esquelético que tiene solo
un pixel vecino y los puntos de ramificacidn tienen 3 o 4 pixeles vecinos. Esta topologia se
almacena como una copia de la imagen esquelética donde los pixeles pueden tomar
valores discretos que codifican el tipo, punta, punto de ramificacion o segmento
(Seethepalli et al., 2021). Finalmente, el software calcula una serie de parametros
relacionados con la topologia de la raiz, en este caso se seleccionaron: nimero de puntas,
numero de ramificaciones, longitud de raiz, frecuencia de ramificaciones, area radical,
didmetro promedio, didmetro mediana, didmetro maximo, volumen, area superficial,
masa seca de la raiz y relacion raiz/tallo, carbohidrato solubles totales.
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Figura 3. Raiz de balso extendida sobre la bandeja de acrilico.

Fuente: propia

5.3.6 Perdida de electrolitos.

Este procedimiento se realizé tomado la metodologia descrita y citada por Figueredo y
Fraija (2017), el cual se realizé tomando segmentos de 2 cm de la raiz estos se dejaron en
tubos Falcon de 15 ml con 10 ml de agua desionizada 20°C durante 2 horas, en este punto
se tomdé la conductividad eléctrica inicial (CEl) luego se llevd al bafio maria por 15 minutos,
se dejo enfriar a temperatura ambiente y luego se tomd la conductividad electica final.
(CEF) se calcul¢ la perdida de electrolitos usando (CIE/CFE)*100.
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Figura 4. Imagen esqueletada del sistema radical de las raices de plantas de balso. Los pixeles
del esqueleto se colorean con base en rangos de didmetro: azules con un didmetro menor que
los verdes.

Fuente: propia

5.3.7. Carbohidratos solubles totales.

Este procedimiento se realizé utilizando 0,1 g, del tejido raiz que fueron macerados en mortero
en 20 ml de etanol al 80%, después de ello se llevd a bafio Maria hasta evaporar, seguido de esto,
se recuperd en 50 ml de agua desionizada. Se tomé una alicuota de 19 ml en un tubo falcén y se
centrifugd por 15 minutos a 5000 RPM, se tomé un 1 ml del sobrenadante y se afiadieron 1 ml
de hidréxido de potasio al 30% y 8 ml de una solucién 1% de antrona en acido sulfurico, se agitd
por 10 segundos y se tomo la lectura de la absorbancia a 625 nm. Se prepard una curva de
calibracidn absorbencia vs. Concentracion (mg/l) con las soluciones estandares de glucosa en
etanol 80%.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido al alto nimero de variables morfoldgicas altamente correlacionadas que arroja el analisis
del programa RhizoVision Explorer, se realizé un analisis de componentes principales con el
objetivo de simplificar y estudiar las relaciones que existentes entre las variables evaluadas. El
andlisis de componentes principales indica que el primer componente principal (PC1) explica el
90% de la varianza total, lo cual implica que casi toda la informacién en los datos puede
encapsularse en ese componente principal, el PC2 explica el 6,8% de la varianza, por lo que ambos
componentes explicar un 96,8% de la varianza total (Figura 5). Para el PC1 las variables con mayor
peso son numero de puntas, numero de ramificaciones, longitud de raiz, frecuencia de
ramificaciones, mientras las de menor peso son area radical, didmetro promedio, diametro
mediana, didmetro maximo, volumen y area superficial. Para el PC2 las variables con peso son
volumen, area superficial y didametro promedio.

Figura 5. Scree plot con los componentes principales para las variables morfolégicas de las raices
de las plantas de balso sometidas a diferentes niveles de estrés por sequia.
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La representacion grafica de los dos primeros componentes principales muestra como las
variables de mayor peso en PC1 estdn altamente correlacionadas y es que a mayor nimero de
ramificaciones se esperaria un mayor nimero de puntas y esto es de esperar en una raiz larga, el
area radica y superficial son dos dimensiones correlacionadas, a mayor drea de la raiz se espera
una mayor area de superficie cubierta por este drgano. Por el contrario, el didametro de la raiz es
inversamente proporcional al nUmero de ramificaciones pues se espera que una raiz gruesa tenga
menos ramificaciones que una raiz fina. Por otra parte, el volumen de la raiz estaria mas
relacionado con el didmetro y el area que con la longitud o el nimero de puntas. Finalmente, la
frecuencia de las ramificaciones seria ortogonal con todas las otras variables (Figura 6).

Figura 6. Biplot del analisis de componentes principales.
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Los resultados del analisis de varianza indican que el factor localidad no tuvo efecto para ninguna
de las variables evaluadas. En cuanto al factor humedad del suelo, se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de humedad para todas las variables excepto para diametro
promedio, volumen y carbohidratos solubles totales (tabla 2). EIl ANOVA no hallé interaccion
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entre los dos factores (tabla 2). Dado que los valores de pérdida de electrolitos resultaron ser
poco confiables se decidid eliminarlos de los analisis.

Tabla 2. Resultados del andlisis de varianza para las variables morfoldgicas y fisioldgicas de las
raices de las plantas de balso.

B Localidad Humedad Localidad: Humedad

Parametro

GI F Pr(>F) GI F  Pr(>F) Gl F Pr(>F)
Ndmero de puntas 2 0.15 0.8589 2 6.05 0.0047 ** 4 0.01 0.9997
Numero de ramificaciones 2 0,18 0,8399 2 8,2 0,00093 *** 4 0,3 0,8474
Longitud de raiz 2 052 0599 2 7,3 0,0018* 4 0,8 0,5312
Frecuencia de ramificacion 2 0,22 0,805 2 4,4 0,019* 4 05 0,735
Didmetro promedio 2 0,88 0,422 2 3,2 0,053 4 1 0,442
Maéximo diametro 2 012 089 2 54 0,0082** 4 1,2 0,3243
Volumen 2 003 099 2 3,3 0,08 4 1,6 0,203
Area de superficie 2 031 0,733 2 4,1 0.022% 4 1,3 0,291
Carbohidratos raiz 2 1.07 0,35 2 2,3 011 4 04 0,81
Masa seca raiz 2 0,66 0,5208 2 6,8 0,0027 ** 4 0,8 0,5485

Fuente: propia

El resultado de la prueba de separacién de medias muestra que, para la variable nimero de
puntas, las raices de la humedad del 50% C.C. presentaron en promedio un valor mas alto que
las raices de 100% CCy 20% CC. (Figura 8), es decir que existen mayor numero de puntas cuando
la raiz se encuentra en una humedad de 50 % C.C. Llama la atencién que no hubo diferencias
entre las raices de del 100% CC y 20%CC. La separacion de medias indica un patrén similar al
anteriormente descrito para las variables numero de ramificaciones, longitud de raiz y frecuencia
de ramificaciones. Para todas estas variables las raices del tratamiento del 50% CC presentaban
valores mas altos que las raices de los tratamientos control y 20% C.C. (Figura 8).
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Figura 7. Variables morfoldgicas de las raices de balso de tres localidades sometidas tratamientos
de sequia.
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Para las variables didmetro promedio, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, igual sucedid para la variable volumen. En el caso de las variables didmetro maximo
la prueba de Tukey muestra que hubo diferencias entre las plantas de control, que presentaron
valores mas altos que las plantas de los tratamientos de sequia (Figura 9).
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Figura 8. Variables morfoldgicas de las raices de balso de tres localidades sometidas tratamientos

de sequia.
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Los resultados aqui presentados indican que el lugar de proveniencia de las plantas no
tiene efecto sobre la morfologia de las raices de las plantas, no existié interaccién con la
respuesta de las plantas a los tratamientos de sequia, por lo que se descarta algun tipo
de respuesta adaptativa a las diferentes condiciones de precipitacién de los sitios
escogidos. En la literatura se reporta que las especies de habitats mésicos e hidricos
muestran un alto grado de plasticidad de las raices, con asignacién dindmica de biomasa
a las raices con el fin de capturar nutrientes o absorber agua tanto en capas de suelo
superficiales o profundas. Por el contrario, a menudo se observa que las especies
adaptadas a condiciones mas secas presentan sistemas radicales con menos plasticidad y
por tanto existe una relacién negativa entre la tolerancia a la sequia y la plasticidad de las
raices (Bristiel et al., 2019). En este caso, se esperaba que las plantas de Buenaventura,
por ser una localidad de alta pluviosidad, presentaran algin grado de plasticidad de las
raices, y se diferenciaran de aquellas de Loboguerrero por ser de una localidad de baja
precipitacion pluvial.

Por otra parte, el factor sequia si afecto la morfologia de las raices, sin embargo, los
resultados mostraron un patrén extraiio pues no hubo diferencias significativas entre las
plantas del control y las sometidas a sequia severa, y es que los estudios sobre la
morfologia del sistema radical, patrones de ramificaciones y desarrollo temporal de raices
hacen referencia a que las condiciones espacio temporales limitar la formacidn en nuevas
raices (Eissenstat et al., 2000, Porent al., 2000; Krause y Morin, 2005) usualmente el
efecto de la sequia es la disminucidén en la formacién de raices finas (Yin, 1989). En este
caso las plantas de sequia media mostraban raices mas largas, con mas ramificaciones,
nimero de puntas con la consecuente mayor area de superficie. Con relacién a estos
resultados algunos investigadores reportan que es posible que plantas que crecen en
humedad baja puedan tener raices mas largas que aquellas que crecen bajo humedad
optima pues las raices en presencia de sequia buscan profundizar buscando el agua
(Polania et al., 2012) en este caso la sequia media induciria la respuesta de tener raices
mas largas pero esta respuesta no seria posible en plantas de sequia severa. Estos
resultados indicarian que las plantas de balso no presentan una estrategia fija de
crecimiento en relacién a la disminucién de la disponibilidad hidrica, lo que esta acorde
con su caracteristica de no ser una especie de condiciones secas; asi pues, el balso es una
especie que posee cierta capacidad de ajustar los rasgos morfoldgicos de la raiz. Vale la
pena mencionar que la ontogenia de las plantulas puede limitar la plasticidad fenotipica
de las raices (Kitajima y Myers, 2008), por este motivo seria necesario realizar este estudio
de forma dinamica en la cual se tomen mediciones de las raices durante el tiempo de
manera que sea posible determinar posibles cambios en la plasticidad de las raices en
etapas mas tempranas o tardias de crecimiento.

Por otra parte, el que no hubiese efecto de los tratamientos en el porcentaje de
carbohidratos solubles indica que, a nivel de la raiz, la sequia no induce modificaciones
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en el metabolismo de los carbohidratos solubles. La literatura muestra la acumulacion de
carbohidratos soluble se expresa como respuesta a condiciones de sequia (Myers, 1988).
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Contrario a las expectativas, el lugar de proveniencia de las plantas de balso no mostré tener un
efecto significativo en la morfologia de las raices. Esto sugiere que, a pesar de las diferencias en
los regimenes de precipitaciéon entre las localidades, las respuesta a la sequia a nivel de
caracteristicas del sistema radical no se ven modificadas. de las plantas de balso no estdn
determinadas por su origen geografico.

Se observo que el factor de sequia tuvo un efecto significativo en la morfologia de las raices de
las plantas de balso. Sin embargo, las plantas sometidas a sequia media mostraron mayores
valores en todas las variables evaluadas. Los resultados fueron inesperados, ya que no hubo
diferencias significativas entre las plantas del grupo control y aquellas sometidas a sequia severa.
En cambio, las plantas sometidas a sequia media mostraron mayores valores en todas las
variables evaluadas. Este patrén indica una respuesta particular de las plantas de balso a
diferentes niveles de estrés hidrico.

El que no hubiese efecto de los tratamientos en el porcentaje de carbohidratos solubles indica
qgue, a nivel de la raiz de las plantas de balso, la sequia no induce modificaciones en el
metabolismo de los carbohidratos solubles.

Dado el patrén inesperado observado en la respuesta de las plantas de balso a diferentes niveles
de sequia, se recomienda realizar investigaciones adicionales para comprender los mecanismos
subyacentes que pueden estar influyendo en esta respuesta. Esto podria incluir estudios sobre la
fisiologia y la bioquimica de las raices de las plantas de balso bajo estrés por sequia.

Ademas de la sequia, es importante considerar cdmo otros factores ambientales podrian
interactuar con el estrés hidrico y afectar la morfologia del sistema radical de las plantas de balso.
Por ejemplo, estudios adicionales podrian investigar la influencia de la temperatura, la
disponibilidad de nutrientes y la intensidad luminica en estas respuestas.

Comprender cdmo las plantas de balso responden al estrés por sequia es crucial para la
conservacion y la restauracién de los ecosistemas donde esta especie juega un papel importante.
Se recomienda evaluar las implicaciones de los hallazgos de esta investigacidn para el manejo de
areas afectadas por la sequia y para el disefio de estrategias de restauracién que promuevan la
resistencia de las plantas de balso a este tipo de estrés.
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