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Resumen.

El presente estudio fue realizado en San Juan de Lagunillas, Mérida, Venezuela, a
una altura de 1050 m.s.n.m. La sombra, juega un papel primordial en la fisiologia
del cacao y por otro lado su efecto en el campo es muy complejo porque implica:
reduccién de la intensidad de la luz, temperatura y movimiento del aire y afecta la
humedad relativa y la humedad del suelo, papel del cual se deberia tener un mejor
conocimiento que permita resolver los problemas que todavia se plantean en
cuanto a su utilizacidon racional, para maximizar el crecimiento de las plantas en
sus primeros afos de establecimiento y posteriormente para incrementar la
produccién en la plantacion. El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto
de diferentes intensidades de luz, sobre el intercambio gaseoso y el desarrollo del
cacao criollo Guasare (Theobroma cacao var.), a fin de determinar el grado de
sombreamiento 6ptimo requerido después del trasplante. Se utilizaron mallas
plasticas que permitieron controlar la intensidad de la luz y se controlaron las
condiciones de humedad del suelo. Se realizaron cursos diarios de variables
microclimaticas, intercambio gaseoso, potencial hidrico foliar y se determinaron
parametros de crecimiento en plantas de seis meses provenientes de semilla.
También se estudiaron las propiedades hidricas del tejido foliar a través de curvas
presidon — volumen, los contenidos de nitrogeno y clorofila foliar y el area foliar
especifica. El potencial hidrico foliar fue mas negativo a plena exposicién y no
alcanzo valores cercanos al punto de perdida de turgor en ninguno de los

tratamientos. La conductancia estomatica presento valores muy bajos y disminuye



desde tempranas horas de la mafana en todos los tratamientos, observandose
una ligera tendencia a mayores perdidas de agua a plena exposiciéon. La tasa de
transpiracion fue mayor a plena exposicion. Los mayores valores de asimilacion se
observaron en plantas creciendo a 60 y 40 % de luz, presentando una tendencia a
alcanzar tasas maximas de asimilacion entre 2,8 y 3,4 umol / m? s, llegando a
saturacién luminica, alrededor de 200 umol / m? s y presentar bajos puntos de
compensacion (6 umol / m? s). El tamafio de la hoja, la longitud de los entrenudos
y la materia seca por planta fueron significativamente reducidos a plena exposicion
en comparacion con los tratamientos de 60, 40 y 20 % de luz. La mayor altura y
diametro del tronco se alcanzo en plantas creciendo bajo 40 y 20 % de luz. Los
resultados sugieren que el criollo Guasare requiere de intensidades de luz

inferiores al 40 % al momento del trasplante.

Palabras claves: Cacao, intercambio gaseoso, potencial hidrico, nitrégeno,

clorofila, crecimiento.



1. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao, Linneo, 1737), es una especie natural de los
bosques humedos de América tropical (Murray, 1975), entre 18° Ny 15° S, y
entre 45° y 80° O (Leal y Valderrama, 1997). Generalmente crece por debajo de
1400 msnm (Alvim, 1977), ubicandose su centro de origen en la cuenca alta del
Amazonas donde Theobroma y otros géneros relacionados, se encuentran en
gran diversidad (Cuatrecasas, 1964). Desde este centro de origen las especies se
diseminaron principalmente en dos direcciones, resultando dos grupos de
cultivares conocidos como criollos y forastero; el primero se dispersa a través de
los Andes hacia el norte de América y el segundo hacia la Amazonia

(Cuatrecasas, 1964; Toxopeus, 1987).

Recientemente Leal y Valderrama, (1997) describen como centro de origen
de Theobroma cacao L., la vertiente oriental de los Andes colombianos y
ecuatorianos, en las cabeceras de los rios Napo, Caqueta y Putumayo. Desde alli
en tiempos remotos, las poblaciones se dispersaron en dos direcciones: al este,
hacia el Amazonas y el Orinoco hasta las Guayanas, y al norte hacia Colombia,
Centro América y México, evolucionando de manera separada. Los cacaos criollos
se originaron como mutaciones conservadas por el aislamiento geografico y por
las selecciones realizadas por los mayas y aztecas, quienes lo domesticaron (Leal

y Valderrama, 1997).



En Venezuela la mayor diversidad de especies del género Theobroma se
encuentra en el estado Amazonas, donde son endémicas algunas especies y
subespecies (Theobroma cacao subsp. spherocarpum, T. grandiflorum, T. bicolor,
T. gireli, T. subicanum), de las 22 especies consideradas por Cuatrecasas en 1964

(Leal y Valderrama, 1997).

Se denominan como criollos (Theobroma cacao L) aquellos que reunen las
mismas caracteristicas de los antiguos cacaos criollos venezolanos y en particular
mantienen como caracter exclusivo almendras con cotiledones de color blanco o
crema, grandes y de formas casi redondeadas. (Braudeau, 1970; Wood, 1975;
Wood y Lass, 1987). Estos son cacaos aromaticos que presentan sabores y
aromas a frutas, almendras, flores, bosque y no presentan sabor amargo;

requieren de tres dias para su completa fermentacion.

Se considera como forasteros (Thebroma cacao sphaerocarpum) la casi
totalidad de los cacaos corrientes que son sembrados en Brasil, Africa Occidental
Malasia e Indonesia, ademas de otras variedades cultivadas en Centro y Sur
América (Reyes y Capriles, 2000) Se distinguen por sus almendras planas con
cotiledones de intenso color purpura, sabor amargo, aroma poco pronunciado y
que requieren de 5 a 7 dias para lograr su completa fermentacion (Braudeau,

1975; Wood, 1975; Wood y Lass, 1987).



Los cacaos forasteros (Theobroma cacao subsp. spherocarpum) ubicados
en el oriente venezolano, se cruzaron con los cacaos criollos para formar el
complejo de hibridos llamados trinitarios, mas vigorosos y resistentes a plagas y
enfermedades, pero con almendras de menor calidad, que han venido
sustituyendo, paulatinamente, a los cacaos criollos en el sentido este — oeste de

Venezuela (Leal y Valderrama, 1997).

Los cacaos criollos proporcionan lo que comercialmente se conoce como
cacao fino, se trata de un cacao muy aromatico utilizado en la fabricacién de
chocolateria fina. Dentro del grupo de los criollos se incluyen el Criollo Andino,
Porcelana y Criollo Pentagona, cada uno con caracteristicas muy particulares que
los diferencian entre si (Reyes y Capriles, 2000). A pesar de sus cualidades, son
muy pocas las plantaciones de cacaos criollos que existen actualmente, ocupando
menos del 1% del total de la superficie sembrada, la cual es de 65.000 ha., no
siendo este el caso de los cacaos forasteros y trinitarios los cuales estarian

ocupando (aproximadamente) mas de 58.500 ha.

El arbol de cacao, pertenece al estrato inferior de los bosques donde
predominan condiciones de calor, sombra y humedad (Urquhart 1963), lo que
explica el método tradicional del cultivo bajo sombra, donde se trata de semejar
las condiciones de clima y ambiente de las poblaciones naturales (Braudeau,

1970).



El cacao puede sobrevivir bajo sombra muy densa pero presenta poca
produccién de frutos; en las plantaciones tradicionales existen aproximadamente
80 arboles de sombra por hectarea (Alvim, 1977), pero también puede
establecerse bajo una alta intensidad Iluminica como lo demuestran las
plantaciones a plena exposicion. Sin embargo en la mayoria de las zonas
cacaoteras, es virtualmente imposible establecer plantaciones de cacao sin

sombra durante los primeros 2 a 3 afos.

En este sentido, Alvim et al (1974) demostraron que el efecto benéfico de la
sombra temprana se debe no sélo a la reduccion de la exposicidén a la radiacién
solar, sino también a la disminucion del movimiento del aire alrededor de las
plantas jovenes y entre ambos factores se contribuye a reducir el estrés hidrico.
Después de transcurrir la etapa juvenil o cuando las hojas del dosel estan lo
suficientemente desarrolladas para proveer alguna sombra, la produccion del
cacao es usualmente alta con poca o casi ninguna sombra (Murray, 1957; Alvim,

1960; Cuninghan y Arnold, 1962).

El efecto de la sombra en cacao es muy complejo, ya que implica reduccion
de la intensidad de la luz, de la temperatura y del movimiento del aire, lo cual
afecta la humedad relativa y la humedad del suelo (Wood y Lass, 1987). El cacao
crece usualmente bajo sombra y exhibe muchas de las caracteristicas de las
plantas de sombra (Raja Harun y Harwick, 1988), tales como: mayor area foliar,

menor densidad estomatica por unidad de area foliar, menor espesor de la lamina
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foliar (las células del mesdfilo tienden a ser de forma irregular y el numero total de
células a través de la seccion foliar es menor que en las plantas de sol); el
contenido de clorofila (a + b) es mayor por unidad de peso seco. A estas
caracteristicas se deben anadir: bajas tasas fotosintéticas, saturacién a bajos
niveles de luz y fotoinhibicién de la fotosintesis a bajas radiaciones (Bjorkman,

1981).

La relacién entre radiacion y asimilacion de CO; en cacao fue estudiada por
Lemeé (1955), quien encontré que en hojas de plantas maduras bien fertilizadas y
regadas, la tasa de asimilacién aumentaba de 7 a 22 mg CO, / dm? por dia cuando
la intensidad luminica variaba desde 2 a 25 % de la luz diaria. Este autor observo,
que durante dias brillantes se producia una marcada disminucién en la tasa de
asimilacién cuando la radiacién solar excedia valores entre 210 y 310 J / m?/ seg.,
rango en el cual otras plantas alcanzan y mantienen sus maximas tasas de
asimilacién. Asimismo encontré que para plantas creciendo bajo sombra, este

efecto ocurre a niveles mas bajos de radiacién.

Resultados similares de saturacion a exposiciones del 20% de luz a plena
exposicion fueron obtenidos por Okali y Owusu (1975) quienes también
encontraron una disminucion de la tasa fotosintética a intensidades de luz tan altas
como 30%. Hutcheon (1976) ademas de una saturacidon luminica alrededor del
15% de luz a plena exposicién en horas del medio dia, encuentra que las hojas

provenientes de plantas jovenes muestran una disminucion en la tasa fotosintética
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a altas intensidades de luz, mientras que las de arboles vigorosos, mostraron poca
o ninguna disminucién en la medida que se incrementa la intensidad luminica a

plena exposicién solar.

La sombra también afecta la temperatura y humedad relativa alrededor de
la planta lo que produce efectos sobre la transpiracion. Es evidente que las plantas
jovenes son muy sensibles al estrés hidrico, cuando son expuestas, ya que sélo
prosperan si se mantiene un buen suministro de agua y se restringe el movimiento
del viento (Cunninghan y Burridge, 1960; Alvim, 1977). Este estrés hidrico produce
el cierre de los estomas durante periodos de alta radiacién causando una
disminucion de la tasa fotosintética (Hutcheon, 1976). A nivel de diferentes
cultivares de cacao también se encuentran diferencias en la habilidad para crecer

a plena exposicién (Hutcheon, 1976).

Todos estos resultados indican que en el cacao, los requerimientos de
sombra en plantas jovenes para un éptimo crecimiento y posteriormente para una
adecuada cosecha, cambian con el tiempo; durante los primeros 12 a 18 meses el
crecimiento es mayor a intensidades entre 30 y 60 % de luz. A partir del tercer afo
el efecto de la sombra es evidente, a intensidades entre 15y 20 % la produccion
es baja y la fertilizacion tiene poco efecto, a intensidades de 50% de luz la
produccién y la respuesta a la fertilizacién se incrementan, por encima de este
valor la produccién cae si no se fertiliza y se incrementa con su aplicacion hasta

un maximo de 75 % de luz (Evans y Murray, 1953).



Owusu (1978) cita varios reportes que muestran que el cacao requiere
diferentes condiciones de sombra para su 6ptimo crecimiento en los diferentes
estadios de desarrollo de la planta. Sheperd (1976) recomienda un 80% de
sombra durante los primeros meses de crecimiento; de igual manera Raja Harun
y Kamariah (1983) demostraron que el crecimiento es 6ptimo con 80% de sombra
durante los tres primeros meses reduciéndose después a 55% durante el cuarto y

quinto mes.

En Venezuela se acostumbra mantener las plantas en vivero a 75% de
sombra (Ramos et al, 1999) durante los primeros 5 a 6 meses, mientras
simultaneamente se establece la sombra en el campo la cual correspondera, mas
0 menos, al 50% de sombra al trasplante. Cuando las plantas son llevadas a
campo bajo minimas condiciones de sombra los resultados son desastrosos para

algunos hibridos (Lee, 1978).

Los efectos perjudiciales de las condiciones sin sombra, son debidos al
estrés asociado con la plena exposicion y el movimiento del viento (Alvim, 1965),
excesivas temperaturas foliares (Okali y Owusu, 1975) y el incremento en la

pérdida de agua (Bonaparte, 1967).

Estos resultados sugieren que el cacao se puede establecer en suelos

quimicamente pobres y sin fertilizacion bajo una sombra adecuada, obteniéndose



una buena produccién y que en suelos fértiles o con mediana fertilidad un cacao

bien establecido produce mas con poca o ninguna sombra.

De todas las consideraciones anteriores se puede concluir que la ventaja de
la sombra en el cultivo del cacao, no es solo proveer una baja intensidad de luz,
considerada como Optima para el crecimiento y produccion del cultivo, sino la de
contrarrestar factores ecoldgicos desfavorables, tales como: baja fertilidad, dafios

por viento, alta transpiracion, estrés hidrico y el incremento del ataque de plagas.

Si todos estos factores se pudieran controlar por otro medio que no fuese la
sombra, se podrian obtener altas producciones, desde este punto de vista la
sombra moderada parece ser lo mas seguro y econémico para contrarrestar estas
condiciones adversas en los sitios donde los suelos y la disponibilidad de agua

pudieran estar limitando el cultivo (Alvim, 1977).

La mayoria de las investigaciones realizadas en cacao apuntan hacia las
reacciones que muestran los forasteros, trinitarios e hibridos a los diferentes
factores ambientales, debido tal vez al éxito que han tenido a lo largo del tiempo
desde su introduccidn por su productividad y resistencia a plagas y enfermedades.
No hay que olvidar el hecho de que gran parte de la demanda mundial es cubierta
por la produccién de estos cultivares, dejando a un lado el criollo, cuya produccion

a escala mundial es muy pequena si se compara con los anteriores, pero de la



cual depende la industria chocolatera para agregar a su producto, ese sabor y

aroma que tanto caracteriza al cacao criollo.

Actualmente la demanda de este tipo de cacao viene creciendo, pero la
superficie sembrada sigue un rumbo contrario y aunado a esto se puede agregar
el desconocimiento que sobre la respuesta a los diferentes factores ambientales
se tiene de los cacaos criollos. Venezuela es uno de los paises productores de
cacao fino de aroma reconocido en el ambito mundial y de su cultivo dependen

muchos productores de cacao.

Por lo antes expuesto, se hace necesario establecer acuerdos en cuanto al
grado de sombreamiento necesario para maximizar el crecimiento y produccion

del cacao criollo en sus diferentes etapas de desarrollo.

El propdsito de este trabajo es dar respuesta a algunas interrogantes, como
son: ¢ Cual es el grado de sombreamiento requerido por el Cacao Criollo Guasare
después de trasplantado? ;Cémo afecta su tasa fotosintética? y ;Qué efectos

tiene sobre su crecimiento?



Objetivo general
Evaluar el efecto de diferentes intensidades de luz, sobre el intercambio
gaseoso Yy el desarrollo en el cacao criollo Guasare, a fin de determinar el grado

de sombreamiento 6ptimo requerido después del trasplante.

Objetivos especificos
- Determinar el desarrollo de los individuos en cada uno de los tratamientos a fin

de establecer bajo qué condiciones de luz se obtiene un mayor crecimiento.

- Determinar bajo qué condiciones de luz se obtiene la mejor respuesta

fotosintética en el cacao Guasare.

- Establecer el comportamiento de algunas de las propiedades hidricas del tejido

foliar en el cacao Guasare bajo los diferentes tratamientos de luz.

- Comparacion de la conductancia estomatica y la tasa de transpiracion en las

diferentes intensidades de luz.

- Determinar la eficiencia de uso de la luz, a través de los contenidos de clorofila y

nitrégeno por unidad de peso seco.

- Establecer el efecto de los diferentes tratamientos de luz sobre el area foliar

especifica y materia seca en el cacao Guasare.
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2. MATERIALES Y METODOS

2 .1 Descripcion del area.

El presente trabajo se realizé en el Campo Experimental San Juan de
Lagunillas, perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA),
ubicado en la localidad de San Juan Lagunillas, sector El Estanquillo (08° 30’ N y
a 71° 20’ O), a una altitud de 1050 msnm, en una zona de vida de bosque seco
premontano bajo. La temperatura media diaria de la zona es de 22,2 °C y la
precipitacion promedio anual es de 550 mm (Estacién San Juan de Lagunillas,

IIAP - ULA), en estas condiciones el cacao se mantiene bajo riego.

2.2 Descripcion del Criollo Guasare.

El cacao criollo Guasare es un cacao fino de aroma colectado en las
margenes del rio Guasare, a 750 msnm, en las estribaciones de la Sierra de Perija
en el estado Zulia, en una zona de bosque seco tropical, el cual fue
posteriormente establecido en el Campo Experimental San Juan de Lagunillas,
partiendo de una seleccién de arboles por criterios de sanidad y productividad
(mas de 100 frutos por arbol, color de cotiledones 100 % blancos, indice de
almendra > de 1,65 gr. (el cual esta referido al peso en gramos de una almendra
seca y se considera que por encima de 1,20 gr. es aceptable) e indice de mazorca
< de 18 (cantidad de mazorcas requeridas para obtener un kilogramo de cacao

seco) (Ramos et al 1999).
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El arbol, presenta una arquitectura intermedia (el angulo que se forma
entre las ramas y el tronco es de 91 a 135°, Engels et al 1979), alta pubescencia
en las ramas terminales, coloracion parda en peciolo de las hojas y en las ramas
jovenes, con brotes de color verde muy palido, frutos de forma oblonga y apice
agudo con coloracién verde claro y que maduran a amarillo, almendras elipticas
de color blanco y redondeadas con un indice de almendra de 1,88 (Ramos et al

1999).

2 .3 Diseno Experimental.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron plantas de seis meses de
edad provenientes de semillas, a las que se les suministré el mismo manejo en
vivero (aplicacién de fertilizante, fungicidas e insecticidas, frecuencia de riego y
control de malezas), posteriormente fueron trasplantadas a bolsas de 18 Kg para
simular su traslado a campo, y se distribuyeron bajo un disefio experimental en
bloques con parcelas divididas, dos factores, cuatro repeticiones y 16 unidades

muéstrales por parcela.

Factor A: Intensidad de luz: 100%, 60%, 40% y 20%.

Factor B: Dosis de fertilizante; NPK (12 — 24 — 12), by dosis media (375
Kg/Ha) y b, dosis alta (417 Kg/Ha), aplicando al momento del trasplante 1/5
de la dosis recomendada para plantas adultas (Reyes y Capriles, 2000), b1

=68gr.yb2=75qr.
12



Las parcelas principales (intensidad de luz), se distribuyeron en franjas y las

subparcelas (dosis de fertilizante) fueron distribuidas dentro de las parcelas

principales completamente al azar de acuerdo a la figura 1.

100% 60%

40%

20%

b1 b, b,

o

[oF

b,

b+

b

Figura 1. Esquema de la reparticion espacial de los tratamientos de luz y

fertilizante.

Para los tratamientos de luz se utilizaron mallas que permitieron controlar

su paso, colocadas sobre estructuras de tubos de hierro a una altura de 1,90 m y

separadas por una distancia de 2,0 m, las cuales se orientaron en sentido este -

oeste para evitar el solapamiento entre los diferentes tratamientos de luz. Las

unidades muestrales dentro de cada repeticion fueron ubicadas a distancias de 0,5

x 0,5 m entre si (figura 2). A fin de disminuir los dafios ocasionados por el viento,

se coloco una malla rompevientos de 2 m de altura.
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Figura 2 Vista parcial de la estructura utilizada y distribucién de las plantas en el
campo.

2.4 Descripcion del sustrato.

Al suelo utilizado como sustrato se le practicé un analisis fisico-quimico que
permitié determinar sus condiciones y limitaciones para el cultivo, con el fin de
suministrar los tratamientos de fertilizacion para las plantas. Presenta una textura
Franco-Arcillo-arenosa, lo cual se traduce en una textura media de adecuada
capacidad de retencién de humedad y buena aireacion. El contenido de fosforo en
el sustrato fue bajo (6 ppm); el potasio (129 ppm), calcio (874 ppm) y magnesio
(144 ppm) presentan niveles altos y el contenido de materia organica es medio

(2,21 %), la reaccion del suelo (pH) es neutra (6,5) (ver anexo A).
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Se determinaron el punto de marchitez permanente (PMP) y la capacidad
de campo (CC), para controlar las condiciones de humedad del suelo durante el

experimento.

2.5 Mediciones en el Campo.

2.5.1 Mediciones de Intercambio gaseoso.

Para las mediciones de transpiracion, conductancia y fotosintesis se utilizd
un sistema portatil de intercambio de gases, operado en “modo abierto” (sistema
LCA-4, the Analytical Development Co. Ltd., Hoddesdon, Herts, England),
consistente de una camara foliar, una unidad abastecedora de aire y un analizador
de gases infrarrojo. La camara foliar, dentro de la cual se coloca una porcion de
hoja, posee un sensor de humedad, uno de temperatura del aire y un sensor

cuantico para las mediciones de radiacion fotosintéticamente activa.

En el modo abierto, el material foliar se coloca dentro de la camara, por la
cual pasa un flujo de aire controlado, con concentraciones conocidas de vapor de
agua y CO.,. Las tasas de intercambio de gases se determinan a través de la tasa
de flujo de aire, del area foliar que se encuentra dentro de la camara y de las
diferencias en concentracion de vapor de agua y de CO; del aire que entra y sale

de la camara (concentracion de referencia y analisis, respectivamente).
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Los célculos del intercambio gaseoso fueron hechos segun Von Caemmerer
y Farquar (1981). Para los célculos finales del intercambio de gases se utilizé un
factor de correccion suministrado por los fabricantes del equipo analizador, el cual
toma en cuenta el efecto de disolucion del vapor de agua transpiracional dentro de

la camara foliar.

Calculos de intercambio de gases:

a.- Conversion de los flujos volumétricos o de masas en flujos de aire.

f=fv/1000*1/22,4*273,15/(273,15+T)*p/101,3*1/60

donde:

f = flujo molar de aire (mol * s™")

22.4 = volumen en dm® de un mol de aire en condiciones normales de presion y
temperatura.

T = temperatura registrada durante la medicion (°C).

p = presion atmosférica registrada durante la medicién (Kpa).

b.- Calculos de area foliar:

La camara ADC-Parkinson utilizada, tiene un area de 6.25 cm®. En el caso del
cacao las hojas son lo suficientemente grandes y ocupan toda el area de la

camara.
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c.- Calculos de la tasa de transpiracion (E).

E=f/s*(Xo-Xe) (1-Xo), donde:

E = tasa de transpiracion (mol m?s™)

Xo = fraccion molar de vapor de agua a la salida de la camara (mol mo™)

Xe = fraccion molar de vapor de agua a la entrada de la camara (mol mol™)

s = tiempo en segundos.

Xo Y Xe SON calculos de las presiones de vapor saturadas (es) a la temperatura foliar
medida, dada la humedad (HR).

Xo =es*HR /(100 * p)

d.- Calculos de tasa de asimilacion (A)

La formula basica usada es la siguiente A =f/s * AC, donde:

AC = diferencia en la concentracion de CO; entre los flujos de referencia y analisis
(mol mol™)

Se debe aplicar una correccion por el aumento de vapor de agua por transpiracion

de la hoja siendo la férmula definitiva: A=f/s*°C *[(1 - Xe) / (1 - Xe)]

e.- Calculo de la conductancia estomatica (Gs)

Gs = E/ (X, Ti- Xe), donde:
Gs = conductancia estomatica (mol m? s™)
Xs = fraccion molar de vapor de agua a saturacion. Aqui se asume que la hoja

esté saturada con el vapor de agua a la temperatura foliar existente T,.
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f.- Calculo de concentracion interna de CO-

Ci=Co-(A*1,6)/Gs, donde:

Co = Fraccién molar de CO; en el aire que sale de la camara foliar dada por (Ce —
AC), entre las medidas de referencia y referencial (mol mol™).

1,6 = relacion de difusividad del CO; y el vapor de agua en el aire. La capa limite

es ignorada en este calculo simple.

Durante la experimentacion se seleccionaron al azar dos plantas en las
subparcelas de cada tratamiento de luz (cuatro plantas por repeticion, para un total
de 16 plantas por tratamiento de luz) para realizar los cursos diarios de medicion
de intercambio de gases, en los que se midieron los diferentes parametros a
observar. En cada planta se seleccionaron dos hojas adultas (quinta o sexta hoja
después del ultimo crecimiento) en buen estado para hacer las mediciones (8
hojas por repeticion, 32 hojas por tratamiento). Los cursos diarios se realizaron,

comenzando a las 8 de la mafiana y con intervalos de 2 horas.

2.5.2 Potencial Hidrico Foliar.

Durante las mediciones de intercambio gaseoso, también se realizaron
cursos diarios de potenciales hidricos foliares (ys), utilizando una bomba de
presion de Scholaender. El principio de operacion de este instrumento, consiste en
introducir tallos u hojas (dependiendo del tamano) en una camara hermética, a los

cuales se le aplica una presion positiva con un gas inerte (nitrogeno), de manera
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tal de vencer la presion negativa (tension) de la columna de agua que se
encuentra en el xilema. La presion de nitrégeno es controlada mediante una
valvula, hasta que sea lo suficiente para hacer retornar la columna de agua a la
superficie cortada, expuesta a la presién atmosférica, tomando la medicion de la

presion compensante mediante un mandmetro integrado al aparato.

Para la medicion de potencial hidrico (yr) se tomaron tres hojas adultas bien
desarrolladas (quinta o sexta hoja a partir del ultimo crecimiento) en diferentes
plantas (n = 3) para cada tratamiento, comenzando a las 8 de la mafana, 12 del
medio dia, 2 de la tarde y una ultima que coincidié con la ultima medicion de

intercambio de gases.

2.5.3 Variables Microclimaticas.

Temperatura del aire y foliar.

Se utilizaron termopares tipo T construidos con dos metales diferentes
(cobre — constantan), formando dos uniones las cuales al estar a diferentes
temperaturas generan un pequefio diferencial eléctrico proporcional al diferencial
de temperatura que puede ser medido con la ayuda de un micro-voltimetro. Para
conocer la temperatura de una de las uniones es necesario conocer previamente
la temperatura de la otra por lo que se utiliza un compensador para mantener

esta unién a 0 °C.
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El célculo de la temperatura se realizé utilizando la siguiente formula:
T °C = 24,8821 * mv + 0,22397, donde:
T °C = temperatura en grados centigrados y
mv = micro voltios medidos.
Se colocaron dos termopares foliares adheridas al envés de la hoja y un

termopar para medir la temperatura del aire en cada tratamiento de luz.

Humedad relativa.

Para su medicion se utilizé un termohigrometro digital, el cual se colocé a
1,80 m de altura en cada uno de los tratamientos de sombra para la toma de
datos, el registro de los mismos coincidid con las mediciones de intercambio

gaseoso.

La diferencia de presién de vapor hoja-aire (DPV) es la diferencia entre la
presion de saturacion a la temperatura de la hoja y la presion de vapor ambiental.
Se calculé mediante la humedad relativa del ambiente y tablas de presion de
vapor de saturacion (Pearcy et al. 1989) utilizando la siguiente férmula:

DPV = Ph - (Pa * HR / 100), donde:
Ph = presion de vapor de saturacién a la temperatura de la hoja (Kpa)
Pa = presidn de vapor de saturacién a la temperatura ambiente (Kpa)

HR = humedad relativa (%)
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2.5.4 Parametros de crecimiento de las plantas.

En cada uno de los individuos que componen los diferentes tratamientos se
realizaron mediciones de vigor evaluandose los siguientes parametros: altura de la
planta, diametro () del tallo a 10 cm sobre el suelo, diametro () del tallo al nivel
del primer verticilo, altura del primer verticilo, cantidad de ramas y numero de
hojas producidas, desde el inicio del experimento y repitiéndose mensualmente en

todas las plantas.

2.5.5 Area foliar especifica (AFE).

Es un indice del costo energético o material para la formacion de una
unidad de superficie foliar y se calculd a través del cociente area foliar / peso foliar
(AF / PF). Para su determinacion se tomaron 6 hojas (n = 6) en diferentes plantas

para cada tratamiento, en cada uno de los cursos de medicion.

2.5.6 Tasa de crecimiento.

La tasa relativa de crecimiento se calculé mediante el uso de la formula:
R=1Inpz-Inpqs/t; —ty, donde:
p2 Y p1: son el peso final e inicial respectivamente
to y t1: el tiempo final e inicial respectivamente
Para su determinacion se seleccionaron 4 plantas provenientes de vivero al azar y
realizaron mediciones de materia seca al inicio en plantas de 6 meses de edad y al

final del experimento en 4 plantas al azar por cada tratamiento.
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2.6 Mediciones de Laboratorio.

2.6.1 Curvas Presion Volumen.

Se construyeron curvas presion — volumen, (tres veces durante el
experimento) con intervalos de un mes, coincidiendo la primera con el inicio de

toma de datos en el mes de noviembre.

Las curvas se determinaron mediante el uso de la bomba de presién de
Scholaender siguiendo el método sugerido por Tyree y Hammel (1972). Se
seleccionaron 4 hojas maduras en diferentes individuos (N = 4) por cada
tratamiento; inmediatamente fueron sumergidas en un recipiente con agua y
recortadas en el extremo del peciolo para evitar la entrada de burbujas de aire al
xilema. Los recipientes se cubrieron con bolsas plasticas para evitar las pérdidas
de agua por transpiracion, luego fueron trasladados al laboratorio donde se
mantuvieron en la oscuridad por un periodo de 18 horas para permitir la completa

saturacion de las hojas, después del cual se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1) Después de saturadas las hojas, se procedio a realizar un corte en el
peciolo aun dentro del agua.

2) Inmediatamente se determind su peso saturado (peso fresco) y se
procedio a insertar el peciolo en un tapon de goma para asi introducirlo
en la camara de presion. La presion dentro de la camara se aumenté

progresivamente inyectando Nitrdgeno gaseoso, hasta que se logré la
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condicién de equilibrio, punto en el cual la presion aplicada a la columna
de jugo xilematico alcanza la superficie de corte del peciolo. El valor de
la presion leido en el mandmetro de la camara al momento en que
aparece la primera gota de agua en la superficie cortada del peciolo, se
registra como el potencial hidrico del xilema (PHf). Luego se
despresuriz6 la camara lentamente para evitar dafos en el tejido.

Se extrajo la hoja de la camara para dejarla transpirar libremente y a
medida que las hojas fueron perdiendo agua se realizaron mediciones
de potencial hidrico y peso fresco, repitiendo estos pasos hasta que se
obtuvieron puntos en la parte lineal de la curva.

Posteriormente, las hojas se secaron en la estufa a 60°C para
determinar su peso seco y contenido de agua total de la hoja (volumen

total = peso saturado — peso seco).

Con los datos obtenidos para cada tratamiento, se construyeron los graficos

de las curvas presion — volumen, en los cuales se analizé la relacion entre el
inverso del potencial hidrico foliar (1 / PHf) y el volumen correspondiente de agua
extraida a un potencial hidrico dado. El volumen extraido (Ve) se calculé restando
al peso saturado el valor de peso fresco a un determinado a un determinado

potencial hidrico.

La curva presidon — volumen presenta dos fases: la primera, curvilinea

(exponencial negativa) que corresponde a una rapida disminucion del potencial de
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turgor (PT) a pequefas pérdidas de agua (expresado en volumen, peso o
contenido relativo de humedad) y la segunda, una fase lineal donde la muestra
pierde gran cantidad de agua a pequefias disminuciones en el potencial hidrico

total, la cual corresponde al potencial osmético (PO).

Haciendo un ajuste de la fase lineal de la curva a la ecuacién de una recta
de la forma 1 / PHf = a + b (Ve), se calcula el potencial osmoético de saturacion
(Pos) cuando Ve = 0. El potencial osmotico en el punto de pérdida de turgor
(POpt) es estimado a través del valor de Ve correspondiente al punto donde la
curva se hace lineal. Este valor de volumen extraido en el punto de pérdida de
turgor (Vept), se introduce en la ecuacion de regresion, para determinar el valor de

Popt.

El contenido relativo de humedad y de agua osmoética retenida en el punto
de pérdida de turgor (CHR® y Agua®), respectivamente, se calcularon con las
siguientes formulas:

CHR® = (Vt - Vey) / Vt * 100 y Agua’® = Ve / Vo * 100
donde:

Vt = Volumen total de agua de la muestra.

Vept = Volumen extraido en el punto de pérdida de turgor.

Vo = Volumen de agua simplasmica.
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2.6.2 Contenido de Nitrogeno y Clorofila foliar.

Del material foliar obtenido de los individuos en cada uno de los
tratamientos de luz, se realizaron determinaciones de nitrégeno total por el método
de micro Kjeldahl de digestion acida, destilacion y titulacion (Bradstreet, 1965).
Para esto, se tomo 1 hoja desarrollada (quinta o sexta hoja a partir del ultimo
crecimiento) en 3 plantas diferentes para cada tratamiento, las cantidades

medidas se expresaron en mg de N total por gramo de peso seco de muestra.

Para la determinacion del contenido de clorofila, se tomo 1 hoja
desarrollada en 3 plantas diferentes para cada tratamiento; de estas hojas se
tomaron discos de la parte central (200 mgs), se les agregé acetona (25 ml) al 80
% (v/v) y se trituraron en un mortero, luego se procedio a filtrar, rescatandose el
fitrado en balones volumétricos de 25 ml para las determinaciones de clorofila

espectrofotométricamente, a una longitud de onda de 652 nm (Arnon, 1949).

La ecuacion utilizada para calcular la concentraciéon de clorofila tota