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DETERMINACION DE TRAZAS DE PESTICIDAS EN LA
PRODUCCION DE CAFE EN COLOMBIA

Anibal Arcila Moreno*, Pablo Benavides Machado*

ARCILA M., A.; BENAVIDES M., P. Determinacion de trazas de pesticidas recomendados en la
produccion de café en Colombia. Revista Cenicafé 70(2):7-18. 2019

Esta investigacion tuvo como fin determinar si las aplicaciones de pesticidas recomendadas por Cenicafé
dejan trazas en el café verde que supere los Limites Maximos de Residuos de Pesticidas (LMR), permitidos
por Estados Unidos, Europa y Japon. Se seleccionaron parcelas con similar nimero de arboles en tres
estaciones experimentales y dos fincas en la zona cafetera central. Se evaluaron los productos: clorpirifos,
tiametoxam, clorantraniliprole, cyantraniliprole, spiromesifen, cyproconazol, pyraclostrobin, flutriafol,
carbendazim, oxyfluorfen, glifosato, glufosinato de amonio, 2,4-D amina y diuron, y se evaluaron en un
disefio de bloques al azar con cuatro repeticiones, mas un testigo sin aplicacion. Cada pesticida se evaluo
en tres localidades para un total de 12 repeticiones. Los productos se aplicaron en la forma y concentracion
o dosis recomendada por Cenicafé. Se evaluaron dos momentos de manejo: aplicando los pesticidas el
dia del periodo de carencia y a la mitad del mismo. En cada lugar la cosecha se realizd6 el mismo dia
y se envio a la Estacion Experimental Naranjal para su beneficio via humeda con agua de acueducto y
secado en marquesinas. Las muestras de café verde fueron conservadas a -20°C hasta el envio para el
analisis. Los resultados mostraron que los pesticidas evaluados cuando son manejados segtn indicaciones
de Cenicafé no superaron los LMR establecidos en café verde; sin embargo, existen riesgos que puedan
superarse los niveles de residuos si los pesticidas se manejan con tiempos menores al periodo de carencia.

Palabras clave: Café verde, periodo de carencia, residuos, inocuidad del café.

DETERMINATION OF PESTICIDE RESIDUES DURING COLOMBIAN COFFEE PRODUCTION

This research was carried out in order to determine if the pesticide applications recommended by
Cenicaf¢ leave residues in green coffee that surpass the Maximum Residue Limits (MRL) allowed by
the United States, Europe and Japan. Coffee crops with similar numbers of coffee trees were selected in
three Experimental Stations and two coffee farms in the Colombian central coffee region. Chlorpyrifos,
thiamethoxam, chlorantraniliprole, cyantraniliprole, spiromesifen, cyproconazole, pyraclostrobin, flutriafol,
carbendazim, oxyfluorfen, glifosate, glufosinate-ammonium, 2,4-D amine and diuron were evaluated in a
randomized complete block design with four replications and one control without pesticide. Each pesticide
was evaluated in three locations for a total of 12 replications. The pesticides were used in the form and
concentration or doses recommended by Cenicafé. Two moments were evaluated: the pesticides application
the day before the preharvest interval (PHI) and half the way through the process. In each place the coffee
harvesting was gathered the same day and the coffee berries were immediately sent to be wet processed
with pipe water and dried in marquees at the Naranjal Experimental Station. The green coffee samples
were stored at -20 °C up to the moment in which they were sent for analysis. The results showed that
if the evaluated pesticides are used as recommended by Cenicafé, they do not surpass the MRL in green
coffee. However, there is a risk of surpassing MRL if pesticides are used after the preharvest interval.

Keywords: Green coffee, preharvest interval, residues, coffee innocuity.

*Asistente de Investigacion e Investigador Cientifico III, respectivamente. Disciplina de Entomologia, Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.
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La Organizacion para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO por sus siglas en inglés)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
establecieron, a partir de 1963, los estatutos
del Codex Alimentarius que fijan el Limite
Maximo de Residuos de pesticidas (LMR)
que es el nivel mas alto de un residuo de
pesticida que se tolera legalmente en o sobre
un alimento humano, o cuando los pesticidas
se aplican correctamente de acuerdo con
las Buenas Practicas Agricolas (European
Commission, 2008b; FAO/OMS, 2019a).
En la actualidad existen 189 miembros del
Codex, constituido por 188 paises y una
Organizacion (la Union Europea) (FAO/
OMS, 2019b). No obstante, los paises son
soberanos para modificar dichos valores
para cada alimento a estandares nacionales,
adoptar valores mas estrictos que el Codex
debido a habitos de consumo o no tolerar
sustancias prohibidas cuando la informacion
toxicoldgica no ha sido establecida. Ciertos
paises limitan a tres el numero de ingredientes
activos presentes, sin importar los valores
de LMR (Redagricola, 2017). Cabe anotar
que, para la Union Europea y Japon cuando
un pesticida no tiene estudios y por lo tanto
no es mencionado especificamente, tiene un
LMR por defecto de 0,01 mg kg™! (European
Commission, 2008b; The Japan Food Chemical
Research Foundation JFCRF, 2019b). El café
siendo un alimento, no puede contener residuos
de pesticidas que pongan en riesgo la salud
humana; por tal motivo, los principales paises
compradores de café verde como Estados
Unidos, Union Europea y Japon han fijado
los LMR para una cantidad importante de
pesticidas.

Los niveles de residuos en los alimentos
dependen directamente del uso de los
plaguicidas y de su degradacion, por lo tanto,
son factores importantes la naturaleza quimica
de los compuestos y de las formulaciones, dosis,
frecuencias y modo de aplicacion, intervalo

Cenicafé, 70(2):7-18. 2019

entre la ultima aplicacion y la cosecha (periodo
de carencia) y de igual modo, las caracteristicas
del cultivo, la degradacion quimica dentro
y fuera de la planta, el metabolismo en los
tejidos de la planta y las condiciones climaticas
(Romero R. & Gonzalez M., 2012; Torrado
Pacheco, s.f.). Segun Hernandez et al. (2003) al
establecer el periodo de carencia se logra que
los residuos en los alimentos no sobrepasen
los LMR.

De acuerdo a Rivers (2013), desde el afio
2002, el 22% de los alimentos rechazados
a América Latina y el Caribe se debid a la
presencia de residuos de plaguicidas; entre
2009 y 2012, Japon rechazé el 5% de los
alimentos por contaminacion por plaguicidas,
siendo el 44% en café¢ y cacao. Un informe
de la Union Europea (European Commission,
2008a) indica que en el afio 2006 el 42% de
las muestras vegetales analizadas presentaban
residuos de pesticidas y el 4,4% excedian los
LMR. Segun la Comisién Europea en el aio
2018 hubo 3.699 notificaciones por problemas
de inocuidad en alimentos importados, de los
cuales 276 fueron por residuos de pesticidas
con 154 rechazos en la frontera (European
Commission, 2019).

La presencia de residuos en granos de café
por efecto de las aplicaciones de pesticidas
no ha sido evaluada, especialmente con las
moléculas desarrolladas en los tltimos afios.
La mayoria de las investigaciones corresponden
a estudios sobre organoclorados, carbamatos
y organofosforados. Ribas, Pigati y Almeida
(1974) no encontraron residuos con aplicaciones
de dieldrin y endosulfan. En Centro América,
Urbina y Javed (1988) al evaluar muestras de
café cereza, uno, siete y 21 dias después de la
ultima aplicacion de tiadimefon, propiconazol y
endosulfan, dimetoato y malathion, encontraron
residuos por debajo de los niveles maximos
permitidos. Rigitano, Souza y Moraes (1989)
al estudiar el contenido de residuos de aldicarb




en granos de frutos cosechados entre 15 y 90
dias después de la aplicacion, encontraron que
los residuos fueron inferiores a los valores de
deteccion utilizados en el ensayo (0,02 mg
kg™!). Resultados similares fueron obtenidos por
Cetinkaya, Silwar y Thieman (1985) quienes
sefialan que muestras de café verde de 11 paises
contenian residuos de pesticidas organoclorados
y organofosforados por debajo de los niveles
de deteccion. La Administracion de Alimentos
y Drogas de los Estados Unidos (FDA) hizo
un monitoreo a 21 paises exportadores de café,
entre ellos Colombia; al evaluar 60 muestras
de café verde encontrdé que cuatro muestras
tenian residuos entre 0,01 y 0,04 mg kg™ de
clorpirifos y 0,01 mg kg! de pirimifos metil
(Jacobs & Yess, 1993).

En Colombia, en un estudio de Cenicafé
con los insecticidas endosulfan, clorpirifos,
pirimifos metil y fenitrotion en dosis
comerciales y doble dosis, aplicados a cerezas
maduras minutos antes del beneficio, se
registraron cinco muestras con residuos de
los dos primeros insecticidas por encima de
los LMR establecidos por la EPA de Estados
Unidos; cuatro de ellas correspondientes a
dosis dobles y una (clorpirifos) para la dosis
comercial (Puerta, 1998).

El café es uno de los productos primarios
de mayor valor en la economia mundial;
por muchos afios el segundo en valor, solo
superado por el petréleo como fuente de
divisas para los paises en desarrollo; por lo
tanto, vital en sus economias (International
Coffee Organization, 2015). Colombia (cifras
no oficiales), en la actualidad tiene un area
sembrada en café de 877.000 ha, en el afio
2018 exportd alrededor de 12,7 millones
de sacos, que correspondieron a unos USS$
2.600.000.000, de este volumen el 44,9% se
destin6 a Estados unidos, el 26,5% a Europa
y el 8,4% al Japon (Federacion Nacional de
Cafeteros de Colombia FNC, 2019).

Para el manejo de problemas fitosanitarios
en el cultivo del café en Colombia, basado en
estudios experimentales, Cenicafé recomienda
el uso de agroquimicos especificos (en su
mayoria de nueva generacion), equipos y
métodos de aplicacion, dosis o concentraciones
a aplicar y momentos de aplicacion (respetando
el periodo de carencia), enmarcados en un
manejo integrado de plagas, enfermedades y
arvenses de interferencia. A la fecha, no hay
investigaciones que hayan evaluado si los
plaguicidas manejados en la produccion de
café, segun dichas recomendaciones, sobrepasan
los LMR establecidos por los principales
paises compradores de café verde. El objetivo
de este estudio fue determinar si bajo las
recomendaciones de manejo quimico definidas
por Cenicafé para problemas fitosanitarios, se
encuentran trazas de pesticidas en la produccion
de café en Colombia y si superan los LMR
permitidos por el Codex Alimentarius, Estados
Unidos, Union Europea y Japon.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién. En la Tabla 1 se presentan las
localidades y caracteristicas de las parcelas en
donde se realizo el proyecto de investigacion. En
cada sitio se selecciond un lote en produccion
en donde no se habia realizado manejo
fitosanitario, por lo menos, dos meses antes
de la aplicacion de los pesticidas a evaluar
en esta investigacion.

Tratamientos. Correspondieron a diferentes
mangjos fitosanitarios (MF) con dos momentos
de aplicacion. Se aplicaron de dos o tres
pesticidas por parcela (un fungicida, un
insecticida o un herbicida). Cada lote se dividio
en cuatro bloques, a su vez, cada bloque se
subdividio6 en parcelas segtin el nimero de MF
por aiio (Tabla 2). Los MF fueron asignados
de manera aleatoria en las diferentes parcelas
de cada bloque, el factor de bloqueo fue la
pendiente del terreno. Este disefio se replico
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en tres localidades diferentes (Tabla 1), de tal
modo, que se tuvieron cuatro repeticiones por
localidad, pesticida y momento de aplicacion,
es decir, cada pesticida, por momento de
aplicacion, se evalud en 12 parcelas.

Momento de aplicacion. Se definieron de
acuerdo al periodo de carencia (PC) dos
momentos: el indicado en la ficha técnica
de cada producto para el cultivo del café (en
los que no tenia esta informacion para café, se
asumio el indicado para otro cultivo perenne)

y la mitad del periodo de carencia (Tabla 3).
Con el fin de tener una completa remocion
del pericarpio durante el despulpado de los
frutos, la cosecha y beneficio se realizo entre
las semanas 30 y 32 después de la floracion
principal; para ello, en cada sitio se tuvieron en
cuenta los registros con las fechas de floracion
y asi se programo el dia de la cosecha. Este
momento se consideré como el dia cero a
partir del cual se definieron las fechas de
aplicacion de cada producto para coincidir
con el PC definido.

Tabla 1. Caracteristicas de los lotes y parcelas usados en la investigacion.

Aifio Estacion/ Prom. arboles/ Tipo de
montaje finca Lote Variedad parcela Sitios/ha renovacién

Naranjal Rosario 2 Castillo 212 4.444%* Zoca

2015 Maracay Lote 1 Castillo 204 10.000 Zoca
La Catalina Caseta—Costeflo Castillo 214 5.000* Siembra
Paraguaicito Pilar Castillo 160 7.142 Siembra

2016 El Agrado Lote 14%* Castillo 123 6.667 Zoca
La Catalina Roberto Castillo 141 5.000 Siembra

*Dos ejes por sitio; **Siembra en doble surco de 1x1X2.

Tabla 2. Manejos fitosanitarios (MF) en los que se agruparon los diferentes pesticidas por ingrediente activo,

tipo y concentracion de formulacion.

Momento de

Aifio aplicacion* Manejo fitosanitario (MF)
1 tiametoxam+cyproconazol WG (300+300 g kg™')—clorpirifos EC (480 g
2 kg h)-oxyfluorfen EC (240 g L)
1
2015 5 cyantraniliprole OD (100 g L")—glifosato SL (480 g L")
1 pyraclostrobin EC (250 g L")-tiametoxam+clorantraniliprole SC
2 (200+100 g L-")—glufosinato de amonio SL (150 g L")
Sin aplicacion de pesticidas (testigo absoluto)
1
5 flutriafol SC (125 g L-1)-2,4-D SP (800 g kg™")
2016 1 spiromesifen SC (240g L-")—diuron WG (800 g L-")—carbendazim SC (500
2 gL

Sin aplicacion de pesticidas (Testigo absoluto)

*1: Periodo de carencia para cada producto; 2: Mitad del periodo de carencia.

Cenicafé, 70(2):7-18. 2019



Tabla 3. Momento (numero de dias) de aplicacion antes de la cosecha (dia cero) para cada pesticida segtn el

periodo de carencia (PC).

P.C. en la etiqueta comercial (dias)

Aiio montaje Pesticida PC Mitad PC
clorpirifos ! 21 11
cyantraniliprole 7 4
tiametoxam 14
clorantraniliprole 14 7
2015 cyproconazol 2 56 28
pyraclostrobin 7 4
glufosinato de amonio * 16 8
oxyfluorfen 3 16 8
glifosato 3 16 8
spiromesifen 35 17
flutriafol 30 15
2016 carbendazim 8 4
2,4-d 15 7
diuron 30 15

'EI P.C. difiere seglin la casa comercial, se toma como referencia el mas comun.

2 Al momento de realizar el experimento el producto comercial tenia un PC de 56 dias, actualmente tiene 14 dias.

3En Colombia no tiene P.C., se toma el indicado en Centroamérica y el Caribe para el glufosinato de amonio.

Aplicacion de los pesticidas. Para la aplicacion
se tomaron las recomendaciones de Cenicafé
en cuanto a concentracion o dosis del pesticida
y el método de aplicacion para cada uno
de ellos (Tabla 4) (Benavides Machado,
Gil Palacio, Constantino Chuaire, Villegas
Garcia, & Giraldo Jaramillo, 2013; Rivillas
O., Serna Giraldo, Cristancho Ardila &
Gaitan Bustamante, 2011; Salazar Gutiérrez &
Hincapié Gomez, 2013). Previamente, se realizo
la capacitacion a los operarios y calibracion
de los equipos con el fin de asegurar que la
cantidad de producto y cubrimiento fuera
el correcto en el blanco a aplicar (frutos,
hojas o suelo). Los pesticidas se aplicaron con
equipos hidraulicos de espalda y palanca. Para
los insecticidas y fungicidas fueron usadas
boquillas de cono hueco TX-3 (190-200

cc min!') a una presion minima de 33 psi
(se us6 valvula reguladora). Los herbicidas
fueron asperjados con boquillas de cortina
TeeJet 800050 (150 cc min'') a una presion
minima de 21 psi (se usé valvula reguladora).
Con el producto tiametoxam + cyproconazol
600 WG, se utilizé un equipo adaptado para
aplicaciones al suelo en forma de drench, con
una descarga exacta de 50 cc, la aplicacion
se dirigio a la base del arbol de café. Cada
tipo de pesticida se aplico con un equipo
diferente. Con el fin de evitar contaminacion
por deriva entre parcelas con tratamientos
diferentes, se dejoé un surco de por medio
como borde. Para evitar el efecto de aguas
contaminadas con pesticidas, estas se¢ tomaron
de los acueductos de los respectivos municipios
en donde estaban ubicados los predios.
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Tabla 4. Caracteristicas de los pesticidas evaluados.

Ao del montaje Tipo de pesticida Ingrediente activo Concentracion de aplicacion

clorpirifos 6,0 cc L

Insecticida cyantraniliprole 6,0 cc L

tiametoxam + clorantraniliprole 1,4 cc L

tiametoxam + cyproconazol 2,0gL!
2015 Fungicida

pyraclostrobin 0,6 cc L!

glufosinato de amonio 6,0 cc L'

Herbicida oxyfluorfen 16,0 cc L

glifosato 12,0 cc L

spiromesifen 2,5cc L
Insecticida

flutriafol 5,0cc L!

2016 carbendazim 1,6 cc L!
Fungicida

2,4-d 40gL!

Herbicida diuron 10,0 g L*!

Cosecha y beneficio del café. La cosecha
se realizd en los arboles efectivos, es decir,
todos los de la parcela menos los surcos que
separaban las parcelas. De la masa cosechada
se llevaron a la Estacion Experimental Naranjal
entre 15y 25 kg de café cereza para beneficio
el mismo dia de la cosecha, alli se despulpo
en seco con equipos previamente lavados (para
evitar contaminaciones cruzadas) y se dejo
fermentar hasta el dia siguiente, para el lavado
se utilizé agua del acueducto municipal; el
café se seco al sol en marquesina.

Manejo de las muestras. Una vez seco el café
pergamino (10% a 12% de humedad), se tomo
por cada MF, repeticion y localidad, un volumen
de café excelso (libre de pasillas) suficiente
como para obtener una muestra de 2,5 kg de
café verde. Estas muestras se empacaron en
bolsas plasticas debidamente identificadas con
localidad, MF y bloque, luego se transportaron
hasta Cenicafé y alli se conservaron a -20°C

12

hasta el momento del envio para determinar
la cantidad de residuos de pesticidas.

Analisis de residuos de pesticidas. La
deteccion y cuantificacion de los 14 ingredientes
activos fue realizada en dos laboratorios:
CROM-MASS (Laboratorio de Cromatografia
y Espectrometria de Masas de la Universidad
Industrial de Santander—Colombia) y AGQ Labs.

En el laboratorio CROM-MASS la
preparacion y el andlisis de las muestras
del grano verde de café se llevo a cabo
segin protocolo del Ministerio de Sanidad,
Trabajo y Bienestar del Japon, Notificacion
No 499 (29/Nov/2005). Se utilizé un analisis
multiresidual para pesticidas, los cuales se
extrajeron, de acuerdo a sus propiedades
quimicas, por una de las siguientes dos técnicas
analiticas: (a) cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas de alta resolucion
con monitoreo selectivo de iones o GC-MS/
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SIM (Gas Chromatography—Mass Spectrometry
in Selective lon Monitoring). Por esta técnica
se determinaron: clorpirifos, cyproconazol y
oxyfluorfen; (b) cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento acoplada a espectrometria
de masas de alta resolucion Orbitrap con
ionizacion por electropulverizacion o UHPLC-
ESI-Orbitrap-MS (Ultrahigh Performance
Liquid Chromatography—ElectroSpray
lonization—Orbitrap high-resolution Mass
Spectrometry). Con esta técnica se determinaron:
clorantraniliprole, tiametoxam, spiromesifen,
flutriafol, carbendazim, 2,4-D y diuron.

Con AGQ Labs, los pesticidas
cyantraniliprole, pyraclostrobin, glufosinato
de amonio y glifosato, se extrajeron de
las muestras usando la técnica analitica de
cromatografia liquida de alto rendimiento
acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion o HPLC-MS-MS (High Pressure
Liquid Chromatography—Mass Spectrometry).
Los residuos de cada compuesto se determinaron
de acuerdo a metodologia interna de extraccion
en fase solida utilizando el procedimiento
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged & Safe).

La deteccion y cuantificacion de los
plaguicidas encontrados por todas las técnicas
(GC-MS/SIM, UHPLC-Orbitrap-MS o HPLC-
MS-MS) se logro, en el primer caso, utilizando
los iones especificos de cada uno de los
analitos estudiados, y en el segundo caso, por
el método de estandar externo para lograr la
precision optima del método. Para glifosato y
glufosinato se utilizaron protocolos especificos
de extraccion para cada molécula (métodos
estandarizados internos del laboratorio).

Las muestras que registraron presencia de
residuos con valores cuantificables (expresados
en mg kg! de café verde) se compararon con
los LMR establecidos para café verde por el
Codex Alimentarius de la FAO/OMS (2019¢),
la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
de Estados Unidos (GPO U.S. Government
Publishing Office, 2018), el Reglamento CE
396/2005 de la Comunidad Econémica Europea
(European Commission, 2016) y el Ministerio
de Sanidad, Trabajo y Bienestar del Japon
(JFCRF, 2019a) (Tabla 5). Para el presente
estudio estos LMR se tomaron como los de
referencia. El valor del residuo se considerd
como la variable de respuesta.

Tabla 5. Nivel Maximo de Residuos de Pesticidas (LMR) en mg kg™! (ppm) para café verde establecido por
los principales compradores de café colombiano. Informacion actualizada a 2019.

Comunidad Economica

Pesticida Codex Alimentarius  Estados Unidos Europea Japon
clorpirifos 0,05 N.D.* 0,05 0,05

cyantraniliprole 0,05 0,05 0,05 0,01 %**
tiametoxam 0,20 0,20 0,20 0,20
clorantraniliprole 0,05 0,40 0,02 0,40

spiromesifen 0,20 0,20 0,05 0,01**
cyproconazol 0,07 0,10 0,10 0,10
pyraclostrobin 0,30 0,30 0,30 0,30
flutriafol 0,15 0,15 0,15 0,20

Continta...
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...continuacion.

Comunidad Economica

Pesticida Codex Alimentarius  Estados Unidos Europea Japon
carbendazim 0,10 N.D. 0,10 0,10
glufosinato de 0,10 N.D. 0,10 0,10

amonio

glifosato N.D. 1,00 0,10 1,00
oxyfluorfen N.D. 0,05 0,05 0,05

2,4-d N.D. N.D. 0,10 0,01**
diuron N.D. N.D. 0,05 0,02

*No definido para café verde.

**Para Japon, los LMR en pesticidas no estudiados tienen por defecto un valor de 0,01.

*** A ctualmente este valor se encuentra en 0,05. Se mantiene en este estudio el valor inicial establecido de 0,01.
Fuentes: FAO/OMS (2019¢); GPO U.S. (2018); European Commision (2016); JECRF (2019a).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos por los
dos laboratorios, los valores registrados de
los residuos permiten formar dos grupos de
pesticidas: (1) concentracion menor al nivel
minimo cuantificable (NMC) de cada uno de los
analitos. No hubo deteccion o la cantidad fue
tan pequefa que la técnica analitica utilizada
no permitio cuantificar con certeza el resultado;
(2) los restantes pesticidas tuvieron presencia
de residuos igual o superior al NMC, pero por
debajo de los LMR de referencia. La técnica
analitica permiti6 confirmar el resultado con un
95% de confiabilidad. En adelante se consideran
como muestras positivas.

La Tabla 6 muestra los resultados del analisis
de trazas en el café verde proveniente de los
lotes en donde se aplicaron los pesticidas,
respetando el PC, y la Tabla 7 muestra los
resultados cuando se traté el café con la mitad
del PC. En ambas Tablas la segunda columna
presenta el NMC que puede determinar la
técnica analitica utilizada en la extraccion y
valoracion de cada uno los residuos.

Ninguno de los pesticidas estudiados
presentd un nivel de residuos igual o

superior a los LMR de referencia (Codex
Alimentarius, Estados Unidos, Unidén
Europea y Japon). Los pesticidas clorpirifos,
clorantraniliprole, tiametoxam, spiromesifen,
cyproconazol, pyraclostrobin, glufosinato de
amonio, oxyfluorfen y 2,4-D estuvieron en
el primer grupo. En ninguna de las muestras
analizadas se detectaron trazas de pesticidas
cuando se aplicaron en cualquiera de los
dos momentos: respetando el PC o a la
mitad del mismo. Estos pesticidas pueden
considerarse de bajo riesgo para afectar la
calidad del café cuando se utilizan segun
las recomendaciones de Cenicafé.

Los restantes cinco pesticidas quedaron
en el segundo grupo. El glifosato tuvo una
muestra positiva (Tabla 6) y correspondi6 al
momento cuando se aplicé respetando el PC;
sin embargo, no hubo resultados positivos
cuando se aplicé a la mitad del PC. Esto
indicaria que, a pesar de haberse encontrado,
es baja la probabilidad que este herbicida
deje residuos. Tres pesticidas, flutriafol,
carbendazim y diuron dieron muestras positivas
en ambos momentos de aplicacion (Tablas 6
y 7). En el caso de flutriafol, el 58% de las
muestras fueron positivas cuando se respetd
el PC y 66% cuando se aplicd a la mitad
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del PC; adicionalmente, una muestra arrojo
trazas (por debajo del NMC) cuando se aplico
respetando el PC. Para carbendazim fueron
positivas el 92% y 100% de las muestras
en cada momento de aplicacion. El diuron
mostré residuos cuantificables en cuatro
muestras (10%); sin embargo, tuvo otras
dos muestras con trazas de 0,0006 mg kg!,
valores cercanos, pero por debajo del NMC
(0,0007 mg kg!). Lo anterior indicaria que
los resultados son consistentes y que los tres
pesticidas pueden dejar residuos en el café
verde, siendo flutriafol y carbendazim los
de mayor probabilidad. Para el insecticida
cyantraniliprole, tres de las doce muestras
fueron positivas cuando se aplico a la mitad
del PC; no hubo registros cuando se aplicd
respetando el PC.

Tomando los valores de referencia de la
Tabla 5 y los valores minimos y maximos
cuantificados de los residuos en las muestras
positivas cuando se aplicé respetando el PC
(Tabla 6, columna 5), se puede analizar
que en el caso del flutriafol, carbendazim,
diuron y glifosato, los valores estuvieron,
respectivamente, entre 10 y 33, 35 y 142,
16 y 41, 5 y 50 veces menos que los LMR
de los paises compradores de referencia en
este estudio. Lo anterior muestra que, si bien
estos cuatro pesticidas dejan residuos en el
café verde, usandolos de manera correcta,
respetando el PC, se necesitaria una cantidad
importante adicional de cada uno de ellos para
alcanzar o sobrepasar los LMR establecidos
por el Codex Alimentarius, Estados Unidos,
Unioéon Europea o Japon.

Tabla 6. Numero de muestras de café verde con residuos cuantificables de pesticidas al aplicar respetando

el PC. N=12
NMC Numero de muestras Residuos cuantificados
Pesticida (mgkg) <NMC >NMC<LMR >LMR (mg kg')
clorpirifos 0,0100 12 0 0
cyantraniliprole 0,0100 12 0 0
clorantraniliprole 0,0100 12 0 0
tiametoxam 0,0020 12 0 0
spiromesifen 0,0050 12 0 0
cyproconazol 0,0100 12 0 0
pyraclostrobin 0,0100 12 0 0
flutriafol 0,0010 4 8 0 Entre 0,0060 y 0,0150
carbendazim 0,0001 1 11 0 Entre 0,0007 y 0,0028
glufosinato de amonio 0,0500 12 0 0
glifosato 0,0100 11 1 0 0,0200
oxyfluorfen 0,0100 12 0 0
2,4-d 0,0040 12 0 0
diuron 0,0007 10 2 0 0,0012

Cenicafé, 70(2):7-18. 2019

15



Tabla 7. Numero de muestras de café verde con residuos cuantificables de pesticidas al aplicar a la mitad del

PC.N=12
NMC Numero de muestras Residuos cuantificados
Pesticida (mgkg!) <NMC >NMC<LMR >LMR (mg kg™)
clorpirifos 0,0100 12 0 0
cyantraniliprole 0,0100 9 0 3* 0,010-0,020-0,025
clorantraniliprole 0,0100 12 0 0
tiametoxam 0,0020 12 0 0
spiromesifen 0,0050 12 0 0
cyproconazol 0,0100 12 0 0
pyraclostrobin 0,0100 12 0 0
flutriafol 0,0010 5 7 0 Entre 0,004 y 0,015
carbendazim 0,0001 0 12 0 Entre 0,0002 y 0,0019
glufosinato de amonio 0,0500 12 0 0
glifosato 0,0100 12 0 0
oxyfluorfen 0,0100 12 0 0
2,4-d 0,0040 12 0 0
diuron 0,0007 10 2 0 Entre 0,0009 y 0,0016

* Al momento del recibo de los resultados (agosto de 2018), el LMR para cyantraniliprole en Japon estaba fijado en 0,01
mg kg™!. Por tal razon, los residuos cuantificados superaban el LMR de dicho pais. Este valor fue revisado y actualmente

se establecio el LMR en 0,05 mg kg'!

La ausencia de estudios similares,
especialmente en cuanto a ingredientes activos
de nueva generacion, asi como la referencia
del periodo de carencia, no permiten comparar
estos resultados y, de este modo, establecer
si estos valores detectados son significativos
o no. En todo caso, confirma los resultados
de Cetinkaya et al. (1985) y Jacobs y Yess
(1993) que no tuvieron muestras que superaran
los NMC y los LMR. Sin embargo, el hecho
que se detecten trazas de pesticidas exige
recomendar el uso de los pesticidas de manera
racional. Este trabajo evalué una aplicacion
en los ultimos 60 dias antes de la cosecha, en
ciertos momentos, bajo condiciones especiales,
es posible que se deba realizar mas de una
aplicacion, en este caso, se deberan tener
mayores precauciones.

Esta investigacion se realizo en localidades
de tres departamentos representativos de la
zona cafetera colombiana, buscando evaluar el
efecto de las aplicaciones de los pesticidas en
condiciones climatoldgicas y edaficas distintas
y asi poder entender lo que podria pasar
en otras regiones cafeteras con condiciones
similares. De igual modo, el estudio abarco una
cantidad importante de pesticidas utilizados
en la produccion de café, involucrando a
los ingredientes de mayor uso en los tres
principales tipos de agroquimicos (insecticidas,
fungicidas y herbicidas). Fueron evaluadas
14 moléculas, nueve de ellas consideradas
de nueva generaciéon y de mas reciente
recomendacién, y solo cinco pesticidas
considerados tradicionales, como clorpirifos,
diuron, carbendazim, glifosato y 2,4-D.
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Este trabajo aporta evidencias, por primera
vez, que un manejo racional de pesticidas,
atendiendo para ello las recomendaciones
técnicas de Cenicafé, permiten producir un
café que no afecta la inocuidad por efecto de
residuos de pesticidas, por lo tanto, es una
herramienta para los caficultores, el Servicio
de Extension de la FNC, organizaciones
gubernamentales y no gubernamentales
interesadas en la calidad del café colombiano,
asi como compradores. Sin embargo, dado que
la calidad puede afectarse en otras etapas del
proceso productivo o de poscosecha, conviene
adelantar estudios que permitan evaluar el
efecto de aplicaciones adicionales en las ultimas
semanas antes de la cosecha, la incidencia de
aguas contaminadas, el manejo inadecuado
de pesticidas y la contaminacion cruzada
proveniente del beneficio y almacenamiento.

Este estudio permite concluir que cuando
pesticidas como los del presente estudio son
manejados de acuerdo a las indicaciones de
Cenicafé, en cuanto a cantidad de producto
comercial por aplicacién, métodos, equipos y
momentos de aplicacion (incluido el respeto
del periodo de carencia), no superan los
niveles maximos de residuos establecidos
en café verde por paises compradores como
Estados Unidos, Union Europea, Japon u otros
paises en donde apliquen los LMR del Codex
Alimentarius; sin embargo, existen riesgos de
detectar trazas de pesticidas si estos se usan
en tiempos menores al periodo de carencia.
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EFECTO DE DOS INDUCTORES FLORALES SOBRE LA
FLORACION Y PRODUCCION DE CAFE

Carlos Andrés Unigarro Mufioz*, Lina Marcela Diaz Bejarano**, Jhon Félix Trejos Pinzén***

UNIGARRO M., C.A.; DIAZ B., L.M.; TREJOS P., J.F. Efecto de dos inductores florales sobre la
floracién y produccion de café. Revista Cenicafé 70(2):19-29. 2019

En algunos cultivos perennes el uso de inductores ha logrado incrementar la floracion y, por ende, la produccion
de frutos; no obstante, en café es una alternativa poco explorada. En la presente investigacion se evalud el
efecto de los inductores florales acido giberélico y/o nitrato de potasio durante la induccion de nudos sobre
la floracion y produccion en un genotipo de café variedad Castillo®. El estudio se realizd en la Estacion
Experimental Naranjal, localizada en Chinchina, Caldas (Colombia), con plantas de café del genotipo CX2720
establecido a una densidad de 3.333 plantas/ha, con dos tallos por sitio. En un diseflo de bloques completos
al azar con cinco repeticiones, se evaluaron los inductores de floracion: acido giberélico (GA3 - 100 mg L),
nitrato de potasio (KNO3 - 15 g L), su combinacién (GA3 + KNO3), ademas de un testigo sin aplicacion.
Las aplicaciones se realizaron en noviembre para afectar la floracion del primer semestre (enero - junio) del
siguiente afo. Se registrd el niimero de botones florales promedio por rama, la produccién de café cereza
y las tasas medias de crecimiento absoluto para diametro de tallo, altura de tallo y el nimero de nudos
plagiotropicos. La aplicacion de acido giberélico (GA3) y/o nitrato de potasio (KNO3) no increment6 el
numero de botones florales, la produccion de café cereza o el crecimiento vegetativo. El semestre de mayor
precipitacion disminuy¢ la sincronia floral entre los diferentes tratamientos respecto a los periodos mas secos.

Palabras clave: Coffea arabica L., 4cido giberélico, nitrato de potasio, botones florales, frutos.

EFFECT OF TWO FLORAL INDUCERS ON COFFEE FLOWERING AND YIELD

In some perennial crops, the use of inducers resulted in increased flowering and, therefore, fruit yield. However,
this is an unexplored alternative in coffee. In this research, the effect of floral inducers gibberellic acid and /
or potassium nitrate during the induction of nodes on the flowering and yield of a genotype of coffee variety
Castillo® was evaluated. The study was carried out at the Naranjal Experimental Station of the National Coffee
Research Center (Chinchina, Caldas - Colombia) with genotype CX2720 coffee plants established at a density
of 3,333 plants ha! with two stems per site. In a randomized complete block design with five replications,
the floral inducers were evaluated: gibberellic acid (GA3 - 100 mg L), potassium nitrate (KNO3 - 15 g
L), its combination (GA3 + KNOs3), in addition to a control without application. Applications were made
in November to affect the flowering of the first semester (January - June) of the next year. The number of
average flower blossoms per branch, the yield of cherry coffee and the average of absolute growth rates for
stem diameter, stem height and number of plagiotropic nodes were recorded. The application of gibberellic
acid (GAj) and / or potassium nitrate (KNO3) did not increase the number of flower blossoms, the yield of
cherry coffee or the vegetative growth. The semester of higher precipitation decreased the flowering synchrony
among different treatments with respect to dryer periods.

Keywords: Coffea arabica L., gibberellic acid, potassium nitrate, flower blossoms, fruits.
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El café es la materia prima agricola mas
reconocida en el mundo para propoésitos
comerciales y se cultiva en 56 paises ubicados
entre las regiones tropicales y subtropicales del
mundo (Asrat ef al., 1992; Pay, 2009; Mishra
y Slater, 2012). Los agro-ecosistemas de café
compensan su sustento mediante los ingresos
que generan y los servicios ambientales que
proporcionan (Castro-Tanzi ef al., 2014). La
produccién de Vietnam, Indonesia, Colombia
y Brasil representa mas del 50% del total
mundial de café (ICO, 2018). En Colombia, el
area dedicada al cultivo del café es de 911.238
hectareas, con variedades resistentes a roya
en el 76,3% del territorio (FNC, 2017), entre
las cuales se destacan la variedad Castillo®
y sus componentes regionales, desarrollados
por el Centro Nacional de Investigaciones de
Café—Cenicafé (Alvarado et al., 2005; Alvarado
et al., 2009; Cortina et al., 2012).

La produccion de café es un proceso
fisiologico que involucra distintos cambios
fenologicos descritos por la escala fenologica
BBCH, propuesta por Arcila et al. (2002).
La etapa reproductiva comienza desde la
induccidn e iniciacion floral (estado BBCH51)
cuando solo se observa un hinchamiento en
la axila de la hoja, del cual posteriormente
emergeran yemas diferenciadas de 2,0 mm,
recubiertas por un mucilago castafio (estado
BBCHS53). Al continuar su desarrollo, de la
yema emerge una inflorescencia multifloral,
con las flores cerradas y adheridas por sus
corolas (estado BBCHS57). Una vez las corolas
logran separarse y las flores verdes y cerradas
alcanzan un tamafio de 4,0 a 6,0 mm, cesan
su crecimiento y entran en un periodo de
latencia (estado BBCHS5S), luego con las
lluvias, se rompe la latencia reiniciando el
crecimiento de las flores que alcanzan entre
6,0 a 10,0 mm, aun cerradas y blanquecinas.
Finalmente se produce la apertura floral o
antesis (estados BBCH60-69) (Arcila et al.,
2002; Camayo et al., 2003). El fruto alcanza
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su madurez organoléptica (estado BBCHS&S)
entre 180 a 330 dias después de la floracion
(ddf) dependiendo de la variedad y la oferta
ambiental (Salazar ef al., 1994; Arcila et al.,
2002), momento en el cual es cosechado y
se denomina comunmente como café cereza.

En especies frutales las condiciones
ambientales, la actividad hormonal, el
contenido de carbohidratos y la nutricion
mineral, afectan los procesos de induccion,
diferenciacion y apertura de flores (Reddy
y Majmudar, 1985; Bernier, 1988). En este
contexto, la sincronizacion natural de los
patrones reproductivos (floraciones) con la
distribucion de la precipitacion en la zona
cafetera colombiana, propicia multiples eventos
de floracion sobre un largo periodo de tiempo,
debido a las lluvias presentes durante todo
el ano (Trojer, 1968; Crisosto et al., 1992;
Drinnan y Menzel, 1994; Camayo et al., 2003).
Esto repercute en multiples recolecciones
selectivas de frutos maduros de café realizadas
de forma escalonada durante el tiempo de
cosecha (Upegui y Valencia, 1972; Unigarro
et al., 2018).

En especies perennes, la aplicacion foliar
de inductores e inhibidores florales pretende
anticipar o retrasar el proceso de floracion,
respectivamente, bajo determinadas condiciones
de cultivo (Rodriguez, 1989; Chaikiattiyos et
al., 1994). En café se han realizado algunos
estudios para evaluar el efecto del acido
giberélico (GAj3) sobre la magnitud y la
distribuciéon de la floracion y la produccion.
Es asi como Browning (1973) sugiere que el
aumento endogeno del contenido de GAj es el
estimulo que necesitan las yemas florales para
romper la dormancia y superar parcialmente
la necesidad de un periodo seco de magnitud
moderada (Schuch et al., 1990). La aplicacion
de GA3 (100 mg L") indujo la uniformidad
de yemas florales y aumento la apertura floral
(Ramaiah y Venkataramanan, 1988); la cual




siempre fue mayor cuando se realizaron dos
aplicaciones de GAj, obteniendo la mejor
respuesta a la concentracion de 100 mg L', con
diferencias relativamente pequefias entre una
o dos aplicaciones (64,6% y 73,4%) (Alvim,
1958). El GA3 (100 mg L") en combinacion
con un periodo seco estimularon la antesis,
posiblemente por compensacion de la baja
concentracion de GAj enddgeno, asi como,
por la aplicacion de GAj sin estrés a una
concentracion de 200 mg L' (Schuch e al.,
1992).

La aplicacion foliar de nitrato de potasio
(KNO3) es comtiinmente utilizada en latitudes
bajo el tropico y sobre el tropico para estimular
la floracion en mango (Nufiez-Elisea et al.,
1996; Davenport y Nufiez-Elisea, 1997;). Barba
(1974) observo un aumento en la floracion de
mango y consecuentemente en la produccion
por arbol, al rociar KNO3, que promovio la
formacion de la enzima nitrato reductasa, que
reduce el nitrato a nitrito, lo cual favorece la
produccion de aminoacidos como la metionina,
un precursor directo del etileno. Este interviene
en el desarrollo floral, desde su inicio hasta la
senescencia (Klee y Clark, 2004). En arboles
de mango, la aplicacion de 40 g L' KNO;
favorecid la induccion de floral, la retencion de
frutos y la produccion por arbol (Yeshitela et
al., 2005; Oosthuyse, 2015). Kulkarni (2004)
sugiere que cuando se aplica KNO3 las yemas
se sensibilizan al estimulo floral presente en
los tallos.

En este contexto, la caficultura busca
incrementar la rentabilidad del negocio cafetero
y una de las vias es a través del estimulo del
proceso de floracion, el cual a su vez incide
en la produccion. Por lo tanto, el objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de
los inductores florales acido giberélico y/o
nitrato de potasio durante la induccion de
nudos sobre la floracion y produccion en un
genotipo de café variedad Castillo®.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la Estacion Experimental
Naranjal del Centro Nacional de Investigaciones
de Café (Cenicafé), ubicada en Chinchina,
Caldas, Colombia (04°58° Ny 75°39° W, a
1381 m de altitud). En el experimento se uso
el genotipo CX2720 de café (Coffea arabica
L.), con una edad de tres afios, establecido a
una densidad de 3.333 plantas/ha (1,5 m entre
plantas x 2,0 m entre surcos). La fertilizacion
edafica se realiz6 de acuerdo con el analisis de
suelos, asi: afio 2015: primer semestre: 800 kg
ha'! de 25-4-24 y segundo semestre: 950 kg
ha*! de 23-3-19-3; afio 2016: primer semestre:
1.000 kg ha'! de 25-4-24 y segundo semestre:
1.280 kg ha'! de mezcla Urea-DAP-KCI; afio
2017: primer semestre: 800 kg ha'' de 25-4-
24, no se fertilizé en segundo semestre por su
eliminacion. La enmienda se realizo con cal
dolomitica (1.200 kg ha™!) entre julio—agosto,
todos los afios.

Los inductores (tratamientos) evaluados
fueron: acido giberélico (GAj), nitrato de
potasio (KNO3), su combinacion (GA3 + KNO3)
y un testigo absoluto (sin aplicacion alguna).
En la Tabla 1 se presentan las dosis y los
momentos de aplicacion. Las aplicaciones se
realizaron durante los afios 2014, 2015y 2016
en noviembre, para incrementar el numero
de nudos en estado de induccion (estado
BBCHS51-52), que luego se diferenciaran
(BBCHS3), repercutiendo asi, en un mayor
numero de nudos en preantesis (estado BBCH
59) para el proéximo afio, una vez iniciaran
las lluvias de enero o febrero. El efecto de
los productos sobre la induccion en nudos se
evalud previamente bajo condiciones semi-
controladas (Cenicafé, 2013), por lo tanto, para
el presente estudio en el campo no se evaluo
directamente la induccidén en nudos, sino su
repercusion en la floracion y la produccion. El
momento de aplicacion de los tratamientos fue
seleccionado con base en la ocurrencia en el
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campo de la induccion en nudos, descrito por
Camayo et al. (2003). Los productos fueron
rociados sobre las ramas, a una distancia de
10 cm del objetivo, con una bomba manual
operada a 30 psi.

La parcela experimental se conformoé por
20 arboles, los seis centrales conformaron la
parcela efectiva. Los tratamientos se evaluaron
bajo un disefio de bloques completos al azar
(BCA) con cinco repeticiones, los cuales se
distribuyeron en el campo de acuerdo con el
gradiente de fertilidad del suelo y su pendiente.

El nimero de botones florales en estado de
preantesis (Estado BBCH-59) o “velon” por
nudo se contd semanalmente en tres ramas
del tercio medio superior, de acuerdo con la
metodologia establecida por Rendon et al.
(2008), en tres arboles de la parcela efectiva
durante el primer semestre (enero-junio), el
cual abarca la floracion principal para la zona
central del pais. La floracion se evalud en el
estado BBCH-59, porque corresponde a flores
completamente desarrolladas proximas a abrir
(antesis). Se prefirio evaluar este estado, porque
en antesis los pétalos florales solo permanecen
tres dias antes de caer, esta caracteristica puede
conllevar a obviar datos, dada la frecuencia
semanal de las evaluaciones en el campo.
La recoleccion de los frutos de café cereza
(Estado BBCH 88) en la parcela efectiva se

realizé en el segundo semestre (julio-diciembre),
por su correspondencia a las floraciones de
primer semestre. Tanto la floracion como la
produccion de café cereza se evaluaron en
los afios 2015, 2016 y 2017. La altura de la
planta, el diametro del tallo y el nimero de
nudos ortotropicos o “cruces” se registraron
al inicio y al final del experimento.

Las variables evaluadas fueron: produccion
de café cereza por parcela (kg), nimero de
botones florales promedio por rama (niimero)
y las tasas medias de crecimiento absoluto
(G) para diametro de tallo (mm mes™),
altura de tallo (cm mes™) y el nimero de
nudos plagiotrépicos (nimero/mes). Las G
se calcularon de acuerdo con la Ecuacion
<1> (Hunt, 1990).

G=MVy-V)/ (-t <1>
Donde:

G: tasa media de crecimiento absoluto
V;: valor de la variable en el tiempo t;.

El analisis de varianza y la prueba
de Tukey al nivel de significancia del
5%, fueron utilizados para determinar las
diferencias estadisticas entre los tratamientos.
Adicionalmente, con el nimero de botones
florales por semana y el total registrado en

Tabla 1. Dosis de los tratamientos evaluados y momento de aplicacion.

Ramas con nudos en induccion (estado BBCH 51 a 52)

Tratamiento Mes Dosis
Acido giberélico (GA3) Noviembre GA;3 (100 mg L)
Nitrato de potasio (KNO3) Noviembre KNO; (15 gL
GA3 + KNO;3 Noviembre GA3 (100 mg L") + KNO3 (15 g L)
Testigo - -




el primer semestre (las 25 primeras semanas
del afo) se calcularon los porcentajes de
floraciéon por semana. La sincronia entre
los tratamientos se estimo siguiendo la
metodologia de Koenig ef al. (2003), como
la media de todos los pares de coeficientes de
correlacion de Pearson (ri) de los porcentajes
de floracion por semana. Paralelamente, la
precipitacion diaria se acumulé semanalmente.
Tanto los porcentajes de floracion como la
precipitacion fueron analizados de forma
descriptiva, mediante graficas tipo serie y
aguja. Los analisis estadisticos se realizaron
con los programas Base SAS® y SAS/STAT®
del software SAS® OnDemand for Academics:
Studio (SAS Institute, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento vegetativo
Las tasas de crecimiento absoluto para las

caracteristicas diametro del tallo, altura y
nimero de nudos plagiotropicos no presentaron

diferencias estadisticas entre los tratamientos
(Pr > 0.05) (Tabla 2). Del mismo modo,
Flores et al. (2005) no encontraron diferencias
significativas con respecto al testigo absoluto al
evaluar las variables altura de tallo y longitud
de ramas cuando se aplico GA3 (200 g L)
en C. arabica. En mango “Tommy Atkins”
tampoco se observd efecto en la brotacion
generativa vegetativa, al aplicar KNO3 (35 g
L") (Cardenas y Rojas, 2003). Es de resaltar
que el tratamiento GA3 + KNO3 mostré mayor
reduccion en el crecimiento vegetativo (10%
menos en G-DIAM, 21% menos en G -ALT y
15% menos en G-NP) con referencia al testigo
(Tabla 2). De forma similar, Raghuramulu y
Purushotham (1987) observaron una reduccion
en la altura de la planta al aplicar 50 mg L'
de GAj3 en Coffea canephora Pierre cv. S.274.

Distribucion de la floracion
En la Figura 1 se presenta la distribucion

del porcentaje de floracidon por semana, junto
con la precipitacion correspondiente. En el

Tabla 2. Efecto de tres tratamientos y el testigo sobre la tasa de crecimiento absoluto para las variables diametro
de tallo (G-DIAM), altura de tallo (G -ALT) y niimero nudos plagiotropicos (G -NP) en el genotipo de café

CX2720 (C. arabica).

G-DIAM G-ALT G-NP
Tratamiento (mm mes™) (cm mes™) (#/mes)

Acido giberélico (AG) 0,60 = 0,03 a 2,11 £0,22 a 0,69 = 0,06 a
Nitrato de potasio (KNO3) 060+£0,07 a 210+0,14 a  066+0,02 a
AG + KNO;3 0,52 +0,05 a 1,80 £0,10 a 0,64 £ 0,04 a
Testigo 0,58 0,03 a 2,30+0,23 a 0,76 £ 0,05 a

X 0,58 2,08 0,68

RCME 0,11 0,41 0,11

Pr>F 0,64 0,33 0,38

X: media general; RCME: raiz del cuadrado medio del error; Pr>F: significancia del andlisis de varianza. Letras iguales en
misma columna no difieren significativamente entre tratamientos (Prueba de Tukey, o= 0,05). Los datos de los tratamientos

son las medias =+ error estandar de cinco observaciones.
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ano 2015, el principal pico de floracion del
semestre se presenté en la cuarta semana,
con valores que oscilaron entre el 63% y
68% para los tratamientos. Esto lo propicio
la ausencia de lluvias en las tres primeras
semanas, que posteriormente se interrumpio
por una precipitacion de 120 mm, en la
cuarta semana. Luego, en la quinta, séptima
y onceava semanas se presentaron picos de
floracion secundarios con valores entre 5%
y 12%. Hasta la doceava semana se alcanzo
entre el 91% y el 95% del total de las
flores registradas en todos los tratamientos,
sin diferencia notable entre ellos durante el
periodo evaluado. La sincronia floral tuvo un
coeficiente de correlacion promedio de 1y} =
0,99, de un maximo posible igual a 1,00. El
primer semestre de 2015 se destacod por ser
el mas seco respecto a los afios 2016 y 2017,
con una pluviosidad de 989,0 mm, ratificando
que la ocurrencia de minimo 7,0 mm de lluvia
en el decenio, es suficiente para inducir la
antesis en café (Zacharias et al., 2008).

La pluviosidad del primer semestre de
2016 fue de 1.168 mm y las lluvias en
mayor frecuencia durante las diez primeras
semanas, atenuaron el estrés en las plantas de
café, hecho que retardo el pico de floracion
principal respecto al anterior afio. No obstante,
durante este tiempo la menor precipitacion (218
mm) favorecié levemente al pico principal de
floracion (entre 68% y 75%), con relacion a las
lluvias de las diez primeras semanas de 2015
(246 mm). En la quinta y quinceava semana
se presentaron otros picos de floracion, los
cuales no superaron el 15%. La diferencia entre
los tratamientos y el testigo no fue acentuada,
esto se puede corroborar al observar la alta
sincronia floral representada por el alto ry
(Figura 1). El paso de los botones florales
a flores ocurre después de un periodo de
déficit hidrico, seguido de precipitacion y
consecuentemente una menor amplitud térmica
(Nascimento et al., 2008). El estrés hidrico

es requerido para romper la dormancia de
las yemas florales de café, la apertura floral
(antesis) y el desarrollo normal de las flores
(Piringer y Borthwick, 1955; Alvim, 1960;
Schuch et al., 1992).

En el 2017 la precipitacion de las diez
primeras semanas fue casi el doble (426 mm)
de lo registrado en 2016, motivo por el cual,
el pico principal de floracion (décima semana)
se redujo notablemente (entre el 24% y el
36%) y se postergd mas que en los afios
2015 y 2016. En este pico, el tratamiento
GAj3; + KNOj3 obtuvo un 10% mas de flores
que el testigo, lo cual no fue relevante al
considerar que Alvim (1958) y Schuch et al.
(1992) encontraron diferencias significativas
entre tratamientos de GAj y el testigo, solo
cuando la diferencia entre ambos super6 el
20%, en el porcentaje de floracion. Luego,
en la onceava semana, un segundo pico de
importancia se observd, con valores entre
14% y 19%. Otros cuatro picos con valores
inferiores al 12%, se registraron en las semanas
8, 12, 17 y 25. El primer semestre de 2017
al ser el mas himedo (1.430 mm) de los
tres evaluados también presentd el mayor
nimero de eventos de floracién y la menor
sincronia floral con el menor rx (Figura 1).
La apertura floral en café esta naturalmente
sincronizada por los periodos secos y de lluvia
(Cannell, 1985). De acuerdo con Clearwater
et al. (1999), cuando se presentan multiples
eventos de lluvia durante la temporada de
floracion el desarrollo de las yemas florales
no se sincroniza, incrementando el nimero de
eventos florales, lo cual puede hacer menos
efectiva la accion del GAj3 (Schuch et al.,
1990).

La variable nimero de botones florales
promedio por rama no presentd diferencias
estadisticas entre tratamientos (Pr > 0,05),
en los afios 2015, 2016 y 2017 y su total
(Tabla 3). Esta respuesta fue similar a
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la obtenida en la distribuciéon porcentual
de la floracion (Figura 1). En mango la
aplicacion de KNO3 no afectd la induccion
floral en ramas (Davenport y Nuifiez-Eliséa,
1997); en feijoa (Acca sellowiana [O. Berg]
Burret) la aplicacion de 15 g L' de KNO;
no mostro diferencias estadisticas respecto

al testigo en la induccion floral, y dosis
superiores al 20 g L*! generaron sintomas de
fitotoxicidad (Garcia et al., 2008). Davenport
(1998) menciona que el KNOj promueve la
brotacion de yemas, mas no es un agente
inductor de floral, porque los brotes pueden
ser vegetativos.
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Figura 1. Efecto de tres tratamientos y el testigo en el porcentaje de floracion del genotipo de café CX2720
(C. arabica) [izquierda] y precipitacion semanal en la Estacion Experimental Naranjal [derecha], para los
aflos 2015, 2016 y 2017 durante el primer semestre del afio (enero — junio). La sincronia floral se representa
mediante el promedio de los coeficientes de correlacion de Pearson (r).
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Tabla 3. Efecto de cuatro tratamientos en el nimero de botones florales promedio por rama (NBFR) en el

genotipo de café¢ CX2720 (C. arabica).

NBFR (#)
Tratamiento 2015 2016 2017 Total
Acido giberélico (AG) 89 +20 a 100+ 6 a 75+10 a  265+33 a
Nitrato de potasio (KNO3) 122+ 14 a 124 £22 a 57T+7 a 303 £28 a
GAj3 + KNO;3 104 +23 a 90+ 15 a 52+8 a  246+32 a
Testigo 99+ 18 a 124+ 16 a 49+7 a  272+36 a
X 104 110 58 271
RCME 47 39 20 82
Pr>F 0,73 0,42 0,22 0,74

X: media general; RCME: raiz del cuadrado medio del error; Pr > F: significancia del analisis de varianza. Letras iguales en
misma columna no difieren significativamente entre tratamientos (Prueba de Tukey, o= 0,05). Los datos de los tratamientos

son las medias + error estandar de cinco observaciones.

Produccion de café cereza

La produccion no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos (Pr>0,05),
al evaluarse anualmente o en su totalidad (Tabla
4). La produccion en el segundo semestre de
2017 fue menor (Tabla 4), como consecuencia
de las bajas floraciones registradas en el primer
semestre del mismo afo (Tabla 3). En Hawaii
la produccion de café cereza por planta no
fue afectada por la aplicacion de GA3 o
ethephon (Clearwater et al., 1999). Martin
(1994) no encontro diferencias significativas
en la produccion de café cereza o de café
pergamino seco, al evaluar tres concentraciones
de KNO3 (2%, 4% y 6%) aplicadas después
de la floracion.

En conclusidon, el uso de inductores
florales como acido giberélico (GA3) y/o
nitrato de potasio (KNO3) en café durante el
proceso de induccion de nudos no repercutio
significativamente en la cantidad de botones
florales o en la distribucién de la floracion

26

respecto al testigo. La produccion de café
cereza y el crecimiento vegetativo tampoco
fueron afectados de forma significativa. No
obstante, debe resaltarse que la combinacion de
GAj3 + KNOj disminuy®¢ la tasa de crecimiento
absoluta para la variable altura en 21%. El
aumento de la precipitacion en 2017 redujo la
sincronia floral entre los diferentes tratamientos
respecto a los periodos mas secos, se observo
un incremento en el nlimero de eventos florales
para el 2017.

AGRADECIMIENTOS

Esta investigacion fue financiada por la
Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia
(FNC) y el Centro Nacional de Investigaciones
de Café (Cenicafé). Los autores agradecen al
auxiliar de investigacion Mario Franco Arcila
por aportar su experiencia y al personal de
apoyo en la Estacion Experimental Naranjal
por su valiosa colaboracion en el registro de
la informacion.

Cenicafé, 70(2):19-29. 2019



Tabla 4. Efecto de cuatro tratamientos en la produccion de café cereza por parcela (PCC) en el genotipo de

café CX2720 (C. arabica).

PCC (kg)
Tratamiento 2015 2016 2017 Total

Acido giberélico (GA3) 39+4 a 48+9 a 9+1 a 97+13 a
Nitrato de potasio (KNO3) 372 a 44+ 4 a 9+1 a 89+£5 a
GA; + KNO;3 44 £ 8 a 39+8 a 8+£2 a 90 + 16 a
Testigo 35+2 a 47+6 a 7+1 a 89£8 a

X 39 44 8 91

RCME 9 15 3 22

Pr>F 0,50 0,76 0,46 0,93

X: media general; RCME: raiz del cuadrado medio del error; Pr>F: significancia del analisis de varianza. Letras iguales en
misma columna no difieren significativamente entre tratamientos (Prueba de Tukey, o= 0,05). Los datos de los tratamientos

son las medias + error estandar de cinco observaciones.
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EFECTO DE MEZCLAS Y UNIDAD DEL AREA DEL GENOTIPO SOBRE
EL INCREMENTO PROGRESIVO DE Hemileia vastatrix BERK. Y BR.

Juan Carlos Arias Suarez*

ARIAS 8., J.C. Efecto de mezclas y unidad del drea del genotipo sobre el incremento progresivo de Hemileia
vastatrix Berk. y Br. Revista Cenicafé 70(2):30-44. 2019

La durabilidad de la resistencia para una enfermedad de alto impacto econdémico como la roya del cafeto (/.
vastatrix) es un elemento clave para la sostenibilidad de Coffea arabica L. Para alcanzarla, se plante6 la diversidad
genética como estrategia. El objetivo de esta investigacion fue validar, usando evaluaciones entre 1995 y 2017 en
dos poblaciones, el efecto que tienen las mezclas y la unidad de area de genotipo (UAG) sobre el progreso de H.
vastatrix en derivados de Caturra x Hibrido de Timor 1343/1.574. La poblacion uno (P1) conformada por una mezcla
diversa de genotipos establecidos aleatoriamente en 1977, vs. la poblacion dos (P2) establecida en 1991, conformada
por mezcla de genotipos dispuestos en surcos de cuatro plantas. Los resultados obtenidos indican una rapida presencia
de razas compatibles con todos los genotipos, que incrementaron su nivel a través del tiempo. No obstante, en P1
se estabilizd en el estrato bajo y medio del arbol, mientras que en P2 continué su avance hasta afectar todos los
estratos. La prueba de suma de rangos de Wilcoxon mostr6 diferencias altamente significativas (p=0,001) en el 55%
de las evaluaciones realizadas, donde periodos altamente favorables para la enfermedad redujeron temporalmente
el efecto de la mezcla de genotipos. Las observaciones confirman el efecto estabilizador de esta estrategia y las
implicaciones desfavorables cuando la UAG es alta. Estas concuerdan con los registrados en los campos comerciales
y se espera que la estrategia elegida permita una resistencia duradera, ante el actual aumento en Colombia del area
cultivada en estas variedades.

Palabras clave: Coffea arabica, cultivar compuesto, resistencia a enfermedades, pérdida resistencia, diversidad genética.

EFFECT OF MIXTURES AND GENOTYPE AREA UNIT ON THE PROGRESSIVE INCREASE OF
Hemileia vastatrix BERK. Y BR.

Resistance durability for a disease with high economic impact such as coffee leaf rust (H. vastatrix) is a key element
for the sustainability of Coffea arabica L. To achieve it, genetic diversity was considered as a strategy. The goal of
this research was to validate, using evaluations between 1995 and 2017 in two populations, the effect of mixtures
and genotype area unit (GAU) on the progress of H. vastatrix in Caturra x Timor Hybrid 1343 / 1.574 derivatives.
Population one (P1) consisted of a diverse mixture of genotypes, randomly established in 1977, vs. population two
(P2) established in 1991, that consisted of a mixture of genotypes arranged in rows of four plants. The results indicate
a rapid presence of races compatible with all the genotypes, which increased their level over time. However, in P1 it
was stabilized in the low and medium strata of the tree, while in P2 it continued to advance until it affected all the
strata. The Wilcoxon rank sum test showed highly significant differences (p=0.001) in 55% of the evaluations carried
out, in which highly favorable periods for the disease temporarily reduced the effect of the genotypes mixture. The
observations confirm the stabilizing effect of this strategy and the unfavorable implications when the GAU is high,
which coincides with the records in commercial fields, and thus the chosen strategy is expected to allow a durable
resistance, given the current increase in Colombia of the area cultivated in these varieties.

Keywords: Coffea arabica, multiline cultivar, disease resistance, resistance breakdown, genetic diversity.
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El recorrido histérico por la busqueda de
resistencia genética a la roya del cafeto
(Hemileia vastatrix Berk y Bromme) contrasta
con la rapidez con la que la enfermedad
presenta capacidad para vencerla. En India,
Srinivasan y Narasimhaswamy (1975) hacen
referencia a este hecho, donde a causa de
la enfermedad, variedades como Old Chik,
Coorg y Kent fueron reemplazadas. Caso
similar ha sido registrado recientemente con
variedades como Costa Rica 95, en la cual
se han observado zonas de Colombia donde
ha perdido su resistencia (Cortina, Moncada
y Herrera, 2012).

Las caracteristicas de estos ejemplos, y
los existentes en otras especies cultivadas,
indican que el uso de variedades genéticamente
homogéneas conduce a la rapida seleccion de
razas con la capacidad de vencerla, existiendo
excepciones (Mundt, 2002). Una de las
estrategias para el control de enfermedades
es el uso de mezclas de genotipos (Browning
y Frey, 1969), propuesta como un intento para
reducir la presion de seleccion hacia razas de
patogenos que puedan vencer la resistencia
de los cultivos (Garret y Mundt, 1999). En
este tipo de sistemas, el éxito de un patéogeno
estard determinado por su desempeilo en
todas las lineas que conforman la mezcla, y
la posible seleccion de patotipos con amplios
rangos de infectividad limitaria el aumento
de su agresividad (Burdon, Barret, Rebetzke
y Thrall, 2014).

Las ventajas del uso de esta estrategia
para alcanzar una proteccion duradera del
cultivo frente a patogenos han sido ampliamente
discutidas (Browning y Frey, 1969; Wolfe,
1985; Mundt, 2002; Burdon et al., 2014). De
acuerdo con estos autores, los mecanismos
por los cuales actia la mezcla de genotipos
incluye: una barrera fisica para la propagacion
de indculo entre plantas de diferentes genotipos,
dilucion del inoculo compatible inicial al

incrementar la distancia entre plantas de un
mismo genotipo, induccion de resistencia e
inhibicion de razas virulentas por competencia.
Sin embargo, para que los mecanismos descritos
operen debe presumirse que el tejido de la
planta hospedante y el in6culo del patégeno
estén completamente en mezcla en el espacio
(Garret y Mundt, 1999). En este sentido, de
acuerdo con Wolfe (1985), el arreglo espacial
ideal es aquel en que plantas susceptibles a una
misma raza del patdogeno no estén adyacentes,
si esto no ocurre, entonces cada grupo servira
para multiplicar el indéculo mas rapidamente
¢ incrementar su tasa de dispersion a través
del campo.

La mezcla mecanica de genotipos
agrondémicamente homogéneos con genes de
resistencia diversos ha sido ampliamente usada
para el manejo de enfermedades, especialmente
en cereales (Mundt, 2001). No obstante, en
cultivos perennes y semiperennes donde el area
ocupada por cada individuo es considerable,
el uso de esta estrategia ha sido cuestionada,
debido a su facultad para retener el indculo
producido, lo cual puede reducir la capacidad
del efecto de las mezclas (Mundt y Leonard,
1985). En contraste a este planteamiento, en el
cultivo de café (Coffea arabica L.) el uso de
la variedad compuesta Colombia ha mostrado
ser altamente efectivo en el mancjo de la
roya del cafeto (Moreno y Alvarado, 2000).
De acuerdo con los autores, la diversidad
que posee le confiere estabilidad a través del
tiempo en el control de la enfermedad. La
aplicacion de la diversidad genética para el
manejo de enfermedades limitantes en este
tipo de cultivos ha sido también descrita por
Didelot, Brun y Parisit (2007) en manzana
(Malus x domestica) y otros por Mundt (2002).

Para Moreno y Alvarado (2000), la
variabilidad en la incidencia de H. vastatrix
en la mezcla de genotipos resistentes presenta
una oscilacion menor en comparacion a los
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considerados susceptibles, produciéndose el
efecto conocido como amortiguador o bufer.
En este sentido, Johnson (1984) establecio
tres parametros para cuantificar la eficacia
de la resistencia: periodo de tiempo durante
el cual es usada, area ocupada y la presencia
de un ambiente favorable para el desarrollo
de la enfermedad. Ante estos parametros,
es de considerar que el periodo analizado
por Moreno y Alvarado (2000) podria ser
considerado corto (1994 — 1999), donde el
area en variedades resistente no superaba
el 27% (Federacion Nacional de Cafeteros-
FNC, 1997) y, por lo tanto, menores valores
de incidencia podrian ser esperados. En la
actualidad, la aplicacion de los parametros
establecidos por Johnson (1984) toman gran
importancia para la caficultura colombiana,
después de 35 afios de uso de la estrategia
de la mezcla de genotipos, ocupando el 80%
de su area cafetera (FNC, 2018), y sometida
a condiciones ambientales extremas. Por lo
tanto, el objetivo de esta investigacion fue
validar el efecto de la mezcla de genotipos
sobre el progreso de la roya del cafeto,
utilizando 22 afios de evaluaciéon de la
enfermedad en dos poblaciones de igual
origen genético, contrastantes en diversidad
y unidad de area del genotipo (UAG). Esta
informacién es de valioso interés para los
programas de mejoramiento genético en la
especie, especialmente para la caficultura
colombiana, ante el aumento del area cafetera
en variedades resistentes y la presencia de
variantes compatibles con los genes de
resistencia utilizados para en el manejo la
enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Para la validacion del efecto de la mezcla de
genotipos y la unidad de area del genotipo
sobre el progreso de la roya del cafeto (H.
vastatrix), se evaluaron dos poblaciones con
genotipos avanzados (F4 y F5) provenientes
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del cruzamiento de la variedad Caturra,
susceptible, por el Hibrido de Timor 1343/1.574,
fuente de resistencia (Tabla 1). La primera
poblacion (P1), establecida en 1977, estuvo
conformada por 900 plantas F4, provenientes
de 30 familias F3 (30 plantas para cada una de
ellas) con diferentes patrones de segregacion
para los cinco genes conocidos de resistencia
del Hibrido de Timor, agrupados en cinco
grupos fisiologicos (GF) establecidos por el
CIFC (Rodrigues, Bettencourt y Rijo, 1975).
En esta poblacion, el 58% de los individuos
pertenece al GF A, con al menos cinco genes
de resistencia (S5, Sy6, Sg7, SuS, Sy9) y
resistente a todas las razas conocidas para la
época, el 31% al GF 1 (Sg5, Sg6, Su7, Su9),
el 0,1% al GF 2 (Sg5, Su8), el 3,0% al GF
3 (Su5, Syo6, SHY), el 1,0% al GF R (Sy6)
y el 1,0% al GF E (Sy5, grupo susceptible),
siendo los individuos restantes resistentes, sin
estar asignados a un GF determinado. Los
genotipos se establecieron de forma aleatoria
en el campo, utilizando distancias de siembra
de 1,0 m entre plantas y 2,0 m entre surcos.

La segunda poblacion (P2), establecida
a partir de 1991, estuvo conformada por la
mezcla de 350 genotipos F4 y F5, pertenecientes
al GF A, e incluyo 120 genotipos derivados
a partir de las familias F3 evaluadas en la
P1. Los genotipos se establecieron en surcos
individuales de cuatro plantas (clones) cada
uno, con distancias de siembra de 1,0 m entre
plantas y 2,5 m entre surcos. Su distribucion
no obedecio a algn disefio experimental en
particular; no obstante, podria ser considerado
como una mezcla organizada de genotipos,
donde el area ocupada por cada uno de ellos
(10 m?) fue superior al ocupado por cada
individuo de la P1 (2,0 m?). Ambas poblaciones
se ubicaron en la Estacion Experimental
Naranjal (Chinchina, Caldas) en parcelas no
adyacentes, separadas por una distancia de
500 m aproximadamente entre poblaciones.
En ellas se realizd el manejo agronomico




del cultivo, siguiendo las recomendaciones
técnicas de Cenicafé.

El periodo de evaluacion analizado estuvo
comprendido entre 1995 y 2017, con dos
evaluaciones por afo, realizadas en condiciones
altamente favorables para el desarrollo de
la enfermedad. Teniendo en cuenta que la
enfermedad se detectd en la region posterior al
establecimiento de la P1, en esta inicialmente se
realizaron observaciones de presencia/ausencia,
y solo a partir de 1995 se inicié un programa
de evaluacion sistematico en ambas poblaciones.
Para la medicion de la resistencia se utilizo la
escala de campo de Eskes y Toma-Braghini
(1981), que considera el arbol como unidad de
observacion, asignando valores comprendidos
entre 0-9, de acuerdo a la frecuencia de hojas
con pustulas de roya y su posicion en los
diferentes estratos del arbol. En la escala valores
de 0-1 se consideran como altamente resistentes,
mientras que valores entre 2-9 equivalen a
un aumento progresivo de la enfermedad.
Sin embargo, para el analisis los valores
obtenidos en cada genotipo se agruparon en
las siguientes categorias de reaccion: resistentes
(0 y 1), sin lesiones esporulantes, hasta la
presencia de una rama infectada el tercio
inferior de arbol; moderadamente resistentes
(2 y 3), hay un aumento en la frecuencia
de pustulas, sin superar el tercio inferior del
arbol; moderadamente susceptibles (4 y 5), se
observa una alta frecuencia de pustulas el tercio
inferior, y menor en el tercio medio o superior;
susceptibles (entre 6 y 9), hay pustulas de la
enfermedad en todos los estratos del arbol,
siendo el valor 7, el promedio observado en
variedades susceptibles para Brasil al momento
de la cosecha (Eskes y Toma-Braghini, 1981).

Del total de plantas evaluadas en P1, se
seleccionaron para el analisis el 55,5% de las
mismas, que corresponden a aquellas donde
hubo un registro continuo de la informacion
a través del tiempo. En el caso de P2, se

evaluaron las cuatro plantas que conformaban
el genotipo, no obstante, para el analisis se
tomo6 la maxima calificacion asignada por
genotipo en cada periodo. De esta manera, el
valor corresponde al maximo nivel que puede
alcanzar la enfermedad en el genotipo, bajo
unas condiciones determinadas.

Para establecer la independencia estadistica
de la incidencia por roya entre poblaciones,
se tomaron las observaciones realizadas en
cada periodo, sobre los genotipos derivados
de siete familias F3, comunes para P1 y P2,
y aplicada la prueba de suma de rangos de
Wilcoxon, utilizando el software estadistico
SAS version 9.4 (SAS Institute, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las poblaciones se establecieron con objetivos
diferentes a los analizados, no obstante, su
respuesta frente a la roya (H. vastatrix), en
las evaluaciones realizadas entre 1995y 2017,
permitieron identificar un comportamiento
diferencial, teniendo en cuenta un mismo
origen genético. La enfermedad arribo al
pais en 1983 (Leguizamon, Baeza, Fernandez,
Moreno, Castillo y Orozco, 1992), época para
la cual la P1 ya habia sido establecida y, por
lo tanto, permiti6 evidenciar de manera practica
el proceso de colonizacion de la enfermedad
en genotipos seleccionados. En esta poblacion,
para 1985 el porcentaje de incidencia de la
enfermedad no superaba el 4,0%, donde las
familias A.293 y A.209, con un porcentaje
de segregantes para el GF E mayor al 20%,
aportaron en gran medida a la incidencia
observada. A este grupo fisiologico pertenecen
las variedades que fueron tradicionalmente
cultivadas en el pais (Tipica y Caturra), con
susceptibilidad a la raza II de roya, la de mayor
difusiéon en el mundo y la primera detectada
en el pais (Leguizamon et al, 1984). Para
1989, el porcentaje de genotipos con roya
alcanzaba el 10%, debido posiblemente a la
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presencia de razas compatibles con el gen Sy6
(GF R), las cuales habian sido observadas
esporadicamente desde 1986 en el diferencial
para este GF (Castillo y Leguizamon, 1992),
confirmado posteriormente por Gil y Ocampo
(1998). Para 1995, el 17,4% de los 500
individuos seleccionados en la P1 presentaban
pustulas de la enfermedad, incidencia similar
a la observada cuando se consideraba toda la
poblacion (17,6%).

En el caso de la P2, la primera evaluacion
realizada (1995) indico una incidencia del
8,5%, siendo mas baja que la observada en
la P1. Para esta poblacion, es de considerar
que los genotipos fueron seleccionados por
pertenecer al GF A, con al menos cinco genes
de resistencia y, por lo tanto, resistente a todas
las razas de roya conocidas para la época,
mantenidas en la coleccion del Centro de
Investigaciones de la Roya del Café (CIFC)
en Oeiras, Portugal. De acuerdo con lo anterior,
la presencia de genotipos con presencia de
la enfermedad en la P2 es un indicativo de
la existencia de razas o variantes, diferentes
a las existentes en el CIFC, compatibles con
estos genes de resistencia. En este sentido,
evaluaciones realizadas por Alvarado y Cortina
(1997) confirman este hecho, donde a pesar
de que las pruebas de laboratorio del CIFC
indicaban la predominancia de individuos de
este GF, en el campo eran atacados por la
enfermedad. Al respecto, Rozo, Escobar, Gaitan
y Cristancho (2012) indican que los aislamientos
de H. vastatrix presentes en Colombia poseen
una baja diversidad genética, descendientes
posiblemente de la raza II inicialmente
detectada, que difieren genéticamente de los
conservados en el CIFC, incluyendo la raza
II proveniente de Brasil.

En ambas poblaciones la incidencia de la
enfermedad continio en aumento progresivo,
alcanzando el 100% de los genotipos en un
periodo inferior a cinco afios (1999). El corto

tiempo transcurrido entre la aparicion de la
enfermedad en ambos tipos de poblacion,
una altamente diversa (P1) y otra con un
nimero mayor de genes en cada genotipo
(P2), y su generalizacion parece contradecir
las afirmaciones de Eskes (1989) y Castillo y
Leguizamon (1992). Estos autores indican que
las razas de la enfermedad con la capacidad
de atacar genotipos con genes de resistencia
provenientes del Hibrido de Timor parecen
ocurrir con lentitud, a diferencia de los genes
provenientes de C. arabica (Sgl, Sy2 'y Sg4).

Un factor de gran importancia que
posiblemente influy6 de manera significativa en
la presion de seleccion hacia razas o variantes
compatibles con los genes provenientes del
Hibrido de Timor fue el aumento en el
area cultivada en variedades con este fondo
genético en la region. De acuerdo con la FNC
(1997), para 1996 alcanzaban el 27% del area
cafetera (234.000 ha), que se concentraban en
la zona de influencia donde fueron establecidas
las poblaciones bajo estudio, pioneras en
la adopcion. En este sentido, Alvarado y
Moreno (2005) en muestreos realizados en
cultivos comerciales de la zona sembrados con
variedades resistentes, en 1999-2001 y 2005,
encontraron que la incidencia habia pasado de
39,1% a 71,0% en este periodo. Este hecho
demostr6 la complejidad de las poblaciones
del patogeno existentes en Colombia, y en
particular aquellas compatibles con los factores
de resistencia provenientes del Hibrido de
Timor, resultado de la presion de seleccion
ejercida con su adopcion.

Es de anotar que la presencia de sintomas
de la enfermedad en un genotipo especifico
no significa per se pérdida de su resistencia,
debido a caracteristicas propias del patogeno, la
cual aumenta progresivamente la incidencia y
severidad a través del tiempo. En este sentido,
la agrupacion de los valores asignados en
las cuatro categorias de reaccion definidas,




permite denotar el incremento progresivo
de la incidencia de la enfermedad en cada
poblacion (Figuras 1y 2).

Para la P1 se observa la disminucion
progresiva a través del tiempo en la proporcion
de plantas consideradas como resistentes, con
un cambio notable posterior al ano 2007,
donde pasa del 60% al 27%. En la P2, esta
disminucion es mas pronunciada, resaltando
dos periodos de importancia, 1998 — 2000 y
2002 —2008, donde la proporcion de resistentes
se redujo del 89% al 60% y del 54% al 21%,
respectivamente. Para ambas poblaciones, las
reducciones observadas coinciden con los
eventos de La Nifia registrados para la zona,
donde la precipitacion tuvo un incremento
del 76% y 33%, respectivamente (Jaramillo,
2018). Para Cristancho, Rozo, Escobar, Rivillas
y Gaitan (2012), durante estos periodos se
proporcionaron las condiciones ambientales
optimas para el desarrollo del patéogeno,

debido a la presencia continua de nubes que
incrementaron la precipitacion y disminuyeron
la radiacion solar y la amplitud térmica. A
pesar de que para ambas poblaciones a partir
de 1999 se registraban variantes de H. vastatrix
compatibles con todos los genotipos, su avance
ante similares condiciones climaticas y de
manejo fue superior en la P2. Posterior a
la generalizacion de variantes (1999), las
poblaciones fueron sometidas a procesos de
renovacion propios del manejo agrondémico
del cultivo, condicién propia de los sistemas
de produccion en el pais, que de acuerdo con
Rozo et al. (2012) contribuyen a imponer
barreras que limitan el aumento y dispersion
de inoculo. No obstante, para el evento de
La Nifna del afio 2007, el entorno altamente
favorable, permitio el avance de la enfermedad
y, por lo tanto, valores superiores en la escala
de evaluacion para ambas poblaciones. En este
sentido, Rozo et al. (2012) quienes estudiaron
la diversidad genética y la agresividad de las
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Figura 1. Aumento progresivo de la roya del cafeto (H. vastatrix) sobre los 500 genotipos seleccionados
pertenecientes a 30 familias, establecidos en forma aleatoria, agrupados en cuatro escalas de reaccion, bajo
condiciones naturales de infeccion en el periodo comprendido entre 1995 — 2017 (Poblacion 1).
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poblaciones de H. vastatrix existentes antes y
después de este periodo, sefialaron ausencia
de diferencias en estos aspectos. De esta
manera concluyen que la epidemia observada
en Colombia durante este periodo, se relaciond
mas con la existencia de un entorno favorable,
que con la aparicion de nuevas variantes o
por aumento en su agresividad.

Una diferencia notable entre poblaciones
esta directamente relacionada al incremento
del porcentaje de genotipos considerados como
susceptibles (calificaciones mayores a 6 en
la escala de campo). En ambas poblaciones
la diferencia puede considerarse significativa
entre 2007 y 2010, donde el porcentaje de
genotipos aumentd del 5,6% al 27% en
la P1, y del 15% al 57% en la P2. Para
la P1, es de anotar que los genotipos en
esta categoria no continuaron en aumento
significativo, alcanzando para 2017 el 32%,
mientras que, para la P2 la proporcion de

genotipos para esta categoria alcanzo el 70%
en este periodo.

La P1 esta conformada por una mezcla
ampliamente diversa de combinaciones en
genes de resistencia, donde cada planta puede
representar un genotipo determinado, y la
probabilidad de que dos genotipos con los
mismos factores ocurran simultaneamente
es baja. Entre tanto, la P2 esta conformada
por una mezcla de genotipos seleccionados
pertenecientes a 44 familias F3, donde cuatro
plantas adyacentes representan un genotipo, y
al ser establecida sin un disefio particular hay
mayor probabilidad que genotipos con similares
factores de resistencia estén adyacentes. No
obstante, las variedades obtenidas en Cenicafé
(Alvarado et al., 2005; Castillo y Moreno,
1988; Florez et al., 2018; Moreno, 2002), son
conformadas por un esquema similar, donde
el nimero de familias F3 que las conforman
varia entre 7 y 23. Por lo tanto, es posible

100
90
80
70
60
50
40
30

Porcentaje de genotipos

20
10

0
°o/°) Q\Q
FEOSS

SIS

f}b\/b\

")/6/ ‘o/o,br}‘\/’\q' \Q
q °) 3 o,°> q°) AN

>

Vv

Z
O

5

\“3
/

\
®

N
r}Q‘o/’\
I

(b\ W
Q /'\
,\S)

"}/ o}
Q Q\
P

N

)
Q\
W

N
(l’v/b\

Y
NN
A

N
525 Wb
Q\

Y
NN\
A

Yo
»

o
&
»

B 9% Resistentes

M % Mod. Resistentes

B % Mod. Suceptibles M % Susceptibles

Figura 2. Incremento progresivo de laroya del cafeto (H. vastatrix), sobre genotipos seleccionados establecidos
en lineas de cuatro plantas (clones), agrupados en cuatro escalas de reaccion, bajo condiciones naturales de
infeccion en el periodo comprendido entre 1995 — 2017 (Poblacion 2).
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inferir que las diferencias observadas entre
poblaciones, en relacion al progreso de la
enfermedad, pueden estar directamente ligadas
al efecto ejercido por el area del genotipo.
En primer lugar, H. vastatrix es un patégeno
policiclico, especializado en café, que se
propaga predominantemente de manera asexual
(Gil, 2003). Este hecho sumado a que el area que
ocupa cada planta es considerable, permite que
una alta proporcion de la infeccion observada
se deba a autoinfeccion (indculo producido en
el mismo genotipo), comportamiento esperado
en este tipo de planta (Garret y Mundt, 1999).
La condicion descrita tiene el potencial de
mantener una presion selectiva sobre el
patégeno, aumentando asi su agresividad
cuando el nivel de autoinfeccion es alto y
genotipos compatibles con la enfermedad
estan mas agregados en el espacio (Burdon
et al., 2014). En segundo lugar, debe ser
considerado que el grado de aloinfeccion
(inéculo proveniente de otro genotipo), en
estados iniciales de la enfermedad y del cultivo
puede ser bajo. Esto debido a que factores
ambientales de los que depende (viento, lluvia,
humedad) interactiian con caracteristicas del
cultivo (densidad, pendiente), de la planta
(fenologia, arquitectura) y la posicion espacial
del indculo en el individuo (Burdon et al.,
2014).

No obstante, al existir indculo compatible
con cada uno de los genotipos en ambas
poblaciones, el aumento inicial de la enfermedad
puede deberse en mayor proporcion a
autoinfeccion; a medida que esta progresa,
aumenta también el gradiente de dispersion
hacia otros individuos, dindose de esta manera
en la P1 el efecto de la mezcla de genotipos
sobre el progreso de la enfermedad sefialado
por Browning y Frey (1969), Wolfe (1985),
Mundt (2002) y Burdon et al. (2014). Entre
tanto, para la P2 la disposicion de cuatro
clones de un mismo genotipo permitié que
el intercambio de indculo en estados avanzados

de la enfermedad se diera entre ellos, dando
continuidad al avance de la enfermedad y, por
lo tanto, las diferencias observadas en relacion
a la P1. En este sentido Mundt y Leonard
(1986) indican que, en teoria la mezcla de
genotipos es menos efectiva para el control de
una enfermedad a medida que los individuos
que comparten iguales genes de resistencia
estan mas agregados; es decir, menores niveles
de enfermedad pueden observarse en mezclas
al azar de genotipos versus mezclas de filas
de genotipos, tal como se observo en las
dos poblaciones analizadas. Las anotaciones
realizadas coinciden con las reportadas por
Koizumi (2001) en la variedad multilinea de
arroz Sasanishiki, donde los dafios ocasionados
por Magnaporthe grisea (aiublo del arroz)
eran considerablemente mayores cuando sus
componentes se sembraban de forma individual
en lineas adyacentes en comparacion a su
mezcla. Este fendomeno también ha sido
observado en avena (Mundt y Leonard, 1986),
trigo (Brophy y Mundt, 1991; Akanda y Mundt,
1996) y sorgo (Ngugi, King, Holt y Julian,
2001), entre otros casos (Mundt, 2002). En
este sentido, Burddn ef al. (2014) indican que,
si entre el individuo donante de indculo y el
individuo receptor no existen diferencias en
términos de resistencia, la aloinfeccidn es, en
sentido selectivo, igual a la autoinfeccion y por
lo tanto se mantendra la presion de seleccion.

Para la validacion de las observaciones
descritas, es de anotar que la P2 se conformo
con individuos seleccionados por su alta
resistencia a la roya (GF A), e incluyo los
agronémicamente mas sobresalientes de las
familias F3 evaluadas en la P1. La prueba
de suma de rangos de Wilcoxon, usando las
evaluaciones realizadas entre 1995y 2017, con
el objetivo de determinar el comportamiento
de genotipos derivados de familias F3 comunes
para ambas poblaciones, mostrd diferencias
estadisticas significativas entre ellas para el
55% de las evaluaciones (Tabla 2).
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Tabla 2. Valores medios obtenidos de acuerdo a prueba de suma de rangos de Wilcoxon, por los genotipos
pertenecientes asiete familias F3 presentes en la poblacion 1y lapoblacion 2,y factores climaticos predominantes

para los periodos de evaluacion.

Puntaje Medio Factor Climatico Area de Estudio
Afio Semestre  Poblacion 1 Poblacion 2 Periodo Evento
1995 1 78,65 73,11 Julio-94/Junio-95 El Nifio — Débil
2% 67,61 90,50 ) )
Julio-95/Junio-96 Neutro
1* 69,98 86,77
1996
2 75,22 78,50 , .
Julio-96/Junio-97 Neutro
75,89 77,45
1997
2 70,40 86,11 ) ) )
Julio-97/Junio-98 El Nifio — Fuerte
74,02 80,39
1998
2% 69,97 88,36 ) ) .
Julio-98/Junio-99 La Nina — Moderada
1999 1 78,66 73,08
1* 60,80 101,23 ) ) )
2000 Julio-99/Junio-00 La Nifna — Fuerte
2% 61,69 99,83
2008 1 69,93 85,45 Julio-07/Junio-08 La Nifia — Fuerte
2012 1* 52,93 113,65 Julio-11/Junio-12 La Nifla — Débil
2013 1* 52,77 113,89 Julio-12/Junio-13 Neutro
2% 56,69 107,71 ) )
Julio-13/Junio-14 Neutro
1 75,29 78,40
2014
2% 67,84 90,23 ) )
Julio-14/Junio-15 Neutro
1* 62,33 98,82
2015
2% 50,50 115,76 , . N
Julio-15/Junio-16 El Nifio — Fuerte
82,31 67,33
2016
73,34 81,47 , .
Julio-16/Junio-17 Neutro
2017 1* 63,13 97,55

* Indican diferencias estadisticas significativas segun prueba de Wilcoxon al 5%.

Entre 1995/2 y 1996/1, los genotipos de
la P2 obtuvieron mayores valores en la escala
de evaluacion en comparacion a sus genotipos
relacionados establecidos en la P1, sin presentar
en alglin caso genotipos considerados como
susceptibles a la enfermedad. En este sentido,
para la P2 el porcentaje de genotipos con los
menores valores en la escala de calificacion
(0-1) paso6 del 90% al 44%, mientras en la
P1 esta reduccion fue del 84% al 67%, hecho
que marcé las diferencias observadas.

Como ha sido mencionado, periodos de
alta precipitacion condicionan un entorno
favorable para el desarrollo de enfermedades
(Cristancho et al., 2012; Rozo et al., 2012).
El fenémeno de La Nifla observado en los
afios 1999/2000, 2007/2008 y 2010/2011, con
aumento en la precipitacion de 76%, 33% y
41%, respectivamente, en la zona de estudio
(Jaramillo, 2018), y la presencia de indculo
compatible influyeron en el incremento de la
enfermedad en los genotipos evaluados para




ambas poblaciones. Anterior al primer periodo
de La Nifia (1999/2000) los genotipos en las
poblaciones presentaban valores bajos de la
enfermedad, siendo estadisticamente similares
entre ellas. No obstante, el aumento de la
precipitacion para el segundo semestre de
1998 ocasiond posiblemente que la enfermedad
aumentara de manera significativa para la
P2, difiriendo de lo observado en la Pl1,
donde solo se incrementd para el siguiente
semestre (1999/1). No obstante, a pesar de
denotarse este incremento en los valores de
la escala para la P1 y la P2, marcando un
comportamiento estadisticamente similar, este
estuvo mas relacionado a frecuencia de pustulas
observadas en el tercio inferior del arbol, que a
la susceptibilidad de los genotipos. No obstante,
ante condiciones favorables para el desarrollo
de la enfermedad en los meses posteriores, los
valores observados de incidencia en la P1 se
redujeron, mientras que en la P2 ocurrio el
caso opuesto, donde el 37% de los genotipos
se catalogaron de moderada susceptibilidad.

Para 2008, las condiciones climaticas
predominantes favorecieron el aumento en
los niveles de la enfermedad a nivel nacional,
tanto en variedades susceptibles (Rozo ef al.,
2012) como en los genotipos evaluados. Para
este periodo, a pesar de que en la P1 el 49%
de los genotipos eran considerados resistentes,
en comparacion a un 23% de la P2, la prueba
de rangos no indico diferencias significativas
entre poblaciones. Este comportamiento
indica que, ante unas condiciones altamente
favorables para el desarrollo de la enfermedad,
la presencia de una alta cantidad de indculo
en el tercio inferior del arbol y una edad
fisiologica favorable para su retencion, el
efecto de la mezcla de genotipos puede ser
diluida (Burdon et al., 2014). Las evaluaciones
registradas entre 2009 y 2011 no permitieron
comparar el comportamiento de la enfermedad
entre poblaciones, no obstante, para 2012/1
(La Nifia débil) y periodos posteriores en la

P2 los valores de susceptibilidad observados
(83%) difieren de la P1 (8%). Por lo tanto,
dada la reduccién posterior en los valores de
la enfermedad, el principio de diversidad que
rige la P1, donde el area ocupada por cada
genotipo es menor en comparacion a la P2,
muestra el efecto sobre la enfermedad propio
de estos sistemas (Browning y Frey, 1969;
Wolfe, 1985; Mundt 2002).

En este punto es importante considerar
que durante este periodo (2008 —2012), hubo
un cambio significativo en la estructura de la
caficultura debido a la adopcion de variedades
con resistencia a la enfermedad. De acuerdo
con Rozo et al. (2012) para el ano 2008 las
variedades resistentes representaban solo el
25% del area total, pero el fomento de su
adopcion por programas institucionales y
gubernamentales permitieron un crecimiento
exponencial, de manera que en la actualidad
representa el 80% del area cafetera (FNC,
2018; Rueda, 2018). Este hecho aumenta la
presion de seleccion hacia variantes o razas
compatibles con los genes de resistencia
derivados del Hibrido de Timor, recurso
utilizado para su obtencion. De acuerdo con
Cristancho, Escobar y Ocampo (2007) y Rozo et
al. (2007), la presencia de lotes con variedades
susceptibles cercanos a lotes con variedades
resistentes puede diluir la presion de seleccion,
efecto que puede reducirse cuando el area en
las primeras disminuye significativamente.
Teniendo en cuenta este hecho, es importante
considerar que las familias analizadas como
indicadoras del efecto del arreglo espacial
sobre el incremento de la roya del cafeto
hicieron parte de la variedad Colombia, de
la cual el area cultivada no supero el 27%
(Rueda, 2018), la cual difiere de la Variedad
Castillo®, utilizada desde su liberacion a partir
de 2005 (Alvarado, Posada y Cortina, 2005).

La utilizacion de variedades conformadas
por la mezcla de genotipos en la caficultura
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colombiana ha sido sin lugar a dudas la mejor
estrategia para proporcionar una resistencia
duradera para el manejo de la roya del cafeto.
De acuerdo a los parametros establecidos por
Johnson (1984), la eficacia de la resistencia
solo puede ser confirmada cuando es usada por
un largo periodo de tiempo, en una extension
considerable y en un ambiente favorable para
el desarrollo de la enfermedad. Bajo estos,
las variedades liberadas en Colombia desde
1983 son evidencia de este hecho (Castillo y
Moreno, 1988; Alvarado et al., 2005; Moreno,
2002). No obstante, ante condiciones altamente
favorables para el desarrollo de la enfermedad,
este estudio mostré que puede alcanzar valores
de susceptibilidad similares a los observados
cuando los genotipos son usados de forma
individual.

En la actualidad, las evaluaciones de
incidencia en los campos comerciales confirman
el efecto de la estrategia de diversidad sobre
el progreso de la enfermedad, los cuales en
promedio no han superado el 4,0% (Flérez
et al., 2018). Este comportamiento podria
ser esperado, debido a que se han indicado
diferencias significativas entre los niveles
que alcanza la enfermedad en condiciones
experimentales versus comerciales, siendo por lo
general menores en estas ultimas (Mundt, 2001).
Este aspecto podria ser verificado utilizando la
P1, estandarizando los métodos de evaluacion
para realizar las comparaciones respectivas,
con la sincronizacion en lo posible en la edad,
fenologia y manejo del cultivo.

Proporcionar una resistencia duradera frente
a enfermedades es uno de los principales
retos en el mejoramiento genético, y toma
particular relevancia en especies de ciclo largo
como el café. En la caficultura colombiana,
el aumento significativo del area sembrada
en variedades resistentes, que alcanza el 80%
(FNC, 2018), lo enfrenta a una situacion sin
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precedentes, debido a la presion de seleccion
ejercida sobre el patégeno. Ante este hecho
toma particular relevancia la incorporacion
de genotipos con nuevos genes de resistencia
para el manejo de la enfermedad, como un
medio para enfrentar un patdégeno complejo
como la roya del cafeto. Adicionalmente, es
esencial para el aseguramiento de la resistencia,
que las variedades sean acompafiadas de un
manejo holistico del cultivo, que disminuyan la
probabilidad del desarrollo de fuertes epidemias.
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MOLECULAR EVIDENCE FOR Wolbachia INFECTION
IN Prorops nasuta ( HYMENOPTERA: BETHYLIDAE), A
PARASITOID WASP OF THE COFFEE BERRY BORER

Lucio Navarro*, Carlos Maldonado**, Pablo Benavides*

NAVARRO L.; MALDONADO C.; BENAVIDES P. Molecular evidence for Wolbachia infection in
Prorops nasuta (Hymenoptera: Bethylidae), a parasitoid wasp of the coffee berry borer. Revista
Cenicafé 70(2):45-54. 2019

Wolbachia are common endosymbiotic bacteria of insects known for manipulating host reproduction in
different ways. In this study we report Wolbachia infection in the parasitoid wasp Prorops nasuta, an insect
introduced into the Americas for the biological control of the coffee berry borer Hypothenemus hampei. PCR
screening for Wolbachia infection based on the endosymbiont marker genes fs¢Z and wsp resulted positive
in wasps samples collected in coffee fields from Colombia and Brazil and obtained from a laboratory
colony in Mexico. DNA sequence analyses of the wsp gene identified two different sequence clones that
suggest multiple Wolbachia isolates infecting these wasp populations. Additionally, phylogenetic analysis
of the fisZ and wsp sequences located these Wolbachia isolates into supergroup A. Whether Wolbachia
plays a role affecting reproduction in P. nasuta remains unclear. However, different scenarios of how
Wolbachia-infection outcomes may affect insect-pest control using parasitoids are discussed.

Keywords: Endosymbiont, biological control, Hypothenemus hampei.

EVIDENCIA MOLECULAR DE INFECCION POR Wolbachia EN Prorops nasuta
(HYMENOPTERA: BETHYLIDAE), UNA AVISPA PARASITOIDE DE LA BROCA DEL CAFE

Wolbachia es una bacteria endosimbidtica comin en insectos, conocida por manipular la reproduccion
del hospedante de diferentes maneras. En este estudio se reporta la infeccion por Wolbachia en la avispa
parasitoide Prorops nasuta, un insecto introducido en las Américas para el control bioldgico de la broca
del café Hypothenemus hampei. La deteccion por PCR para la infeccion por Wolbachia basada en los
genes marcadores f5¢Z y wsp resultd positiva en muestras de avispas recolectadas en cafetales de Colombia
y Brasil y obtenidas de una colonia de laboratorio en México. Los andlisis de secuencia de ADN del gen
wsp identificaron dos clones de secuencia diferentes que sugieren multiples aislamientos de Wolbachia
que infectan estas poblaciones de la avispa. Ademas, el analisis filogenético de las secuencias fisZ y wsp
localiza estos aislamientos de Wolbachia en el supergrupo A. Atn no esta claro el papel que desempeiia
Wolbachia en la reproduccion en P. nasuta. Sin embargo, se discuten diferentes escenarios de como la
infeccion por Wolbachia puede afectar estrategias de biocontrol usando parasitoides.

Palabras clave: Endosimbionte, control biologico, Hypothenemus hampei.
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Wolbachia (Hertig) are maternally inherited
bacterial endosymbionts of arthropods and
nematodes that live predominantly inside the
reproductive tissues of their host (Bandi, Trees,
& Brattig, 2001; Werren, 1997). They are best
known for manipulating host reproduction
in ways that increase their own infection
frequency in the coming host generations. Those
reproductive manipulations include cytoplasmic
incompatibility (CI) (fitness reduction caused
when uninfected females mate with infected
males or each sex infected by different strains),
parthenogenesis (infected females produce
only female offspring), male-killing (death
of infected male embryos) or feminization
(genetically programmed males are turned
into females) (Werren et al. 2008). Recent
estimations propose that Wolbachia infects half
of the currently known insect species (about
52%) (Weinert et al., 2015). Phylogenetic
analyses of the genus Wolbachia have shown
the existence of 17 major supergroups (A to
Q) (Bandi, Anderson, Genchi, & Blaxter, 1998;
Casiraghi, 2005; Gerth, Gansauge, Weigert,
& Bleidorn, 2014; Glowska, Dragun-Damian,
Dabert, & Gerth, 2015; Lo, Casiraghi, Salati,
Bazzocchi, & Bandi, 2002; Ma et al., 2017; J.
H. Werren et al., 1995). Most of the proposed
Wolbachia supergroups infect arthopods, except
supergroups C, D, J and L which have been
found exclusively in nematodes (Haegeman et
al.,2009; Koutsovoulos, Makepeace, Tanya, &
Blaxter, 2014). However, among the Wolbachia
spp. infecting arthropods, the majority belongs
to supergoups A and B (Correa & Ballard,
2016; Glowska et al., 2015).

The wasp Prorops nasuta (Waterston)
(Hymenoptera: Bethylidae) is an idiobiont
solitary parasitoid that was introduced into
the Americas as a biological control agent for
the Coffee Berry Borer (CBB), Hypothenemus
hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae).
Prorops nasuta was initially introduced from
Uganda into Brazil in 1929 and reintroduced
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in several other coffee-growing countries in
South and Central America during the 80’s
and 90’s decades (Ferreira & Bueno, 1995;
Heinrich, 1965; Infante, Mumford, & Baker,
2005; Infante et al., 2001). In Colombia, there
were two wasp release events in 1991 and 1996
with insects imported from Ecuador (originally
introduced from Kenya) and insects from Brazil,
respectively. After these release events, P.
nasuta was found in CBB-infested coffee crops
in Colombia (Maldonado & Benavides, 2008;
Rivera et al., 2010; Morales et al., 2011).
In Mexico, P. nasuta was not established in
the field after its introduction from Brazil in
1992 (Infante et al., 2001).

Despite the importance of P. nasuta
within biological control strategies for the
CBB, surprisingly no study has focused on
Wolbachia infection in this wasp. In parasitic
waps, Wolbachia infection has been found to
cause reproductive modifications such as CI
and parthenogenesis (Cook & Butcher 1999),
impose physiological cost to the hosts (Fleury,
Vavre, Ris, Fouillet, & Boulétreau, 2000), play
an important role in development of host ovaries
(Dedeine, Boulétreau, & Vavre, 2005) and
influence behavior and fitness on infected hosts
(Dedeine et al., 2001; Kishani Farahani et al.,
2015, 2017; Liu et al., 2018; van Nouhuys,
Kohonen, & Duplouy, 2016). Nonetheless, in
most of the cases there is not clear understanding
of the effects of Wolbachia infection in the host
biology. The understanding of endosymbiont-
host symbiosis may be useful for improving
strategies of insect-pest control through insect
parasitoids. For example, Wolbachia-infections
causing female-based sex distortion could be
of interest since mostly or only females are
produced and released in the field for pest
control (Sivinski, 2013). Similarly, Wolbachia-
infections causing CI must be taken into account
to avoid mixing of incompatible parasitoid
populations in mass-rearing or field-releases
(Floate, Kyei-Poku, & Coghlin, 2006).




Here, we report the presence of Wolbachia
infection in P. nasuta populations from
Colombia and Brazil as well as wasps from
a laboratory colony in Mexico. The molecular
presented evidence indicates that all detected
P. nasuta-infecting Wolbachia belongs to the
supergroup A. Our findings also suggest that
at least two different Wolbachia strains may
be infecting P. nasuta in these populations.

MATERIALS AND METHODS

Insects and DNA isolation: Prorops nasuta
samples from Colombia and Brazil were
obtained from naturally CBB-infested coffee
beans collected in coffee fields (Table 1). Wasps
from Mexico were obtained from parasitized
CBB reared under laboratory conditions for
over 16 years. A Drosophila melanogaster
(Meigen) wild strain naturally infected with
Wolbachia was used as positive control for

Wolbachia PCR detection. Pools of individuals
of P. nasuta from each location were used for
DNA isolation using the DNeasy Tissue Kit
(Quiagen) according to manufacture protocol
for animal tissue samples. Genomic DNA
isolated was stored at -20°C.

PCR screening and DNA sequencing: The
presence of Wolbachia in insect samples
was determined by PCR amplification using
the Wolbachia-specific ftsZ primers (ftsZF:
GTATGCCGATTGCAGAGCTTG and fisZR:
GCCATGAGTATTCACTTGGCT) (Werren
et al., 1995) and wsp primers (wsp81F:
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC and
wsp691R: AAAAATTAAACGCTACTCCA)
(Zhou et al., 1998). PCR control
reactions to test the quality of the
DNA were carried out with 28s rDNA
universal arthropod primers (28sF3633:
TACCGTGAGGGAAAGTTGAAA and

Table 1. Samples of Prorops nasuta included in the Wolbachia-screening analysis.

Sample Location Population Individuals*
BRO02 Vigosa, Minas Gerais, Brazil Wild 5
BRO3 Vigosa, Minas Gerais, Brazil Wild 5
MXO03 ECOSUR, Chiapas, Mexico Laboratory 5
MXO05 ECOSUR, Chiapas, Mexico Laboratory 5
CE03 Delicias, Jagua de Ibirico, Cesar, Colombia Wild 1
NS24 Chinacota, Norte de Santander, Colombia Wild 5

MO03 El Trébol, Chinchina, Caldas, Colombia Wild 21
P03 Santa Ana, Palestina, Caldas, Colombia Wild 2
Q34 Morelia Alta, Quimbaya, Quindio, Colomia Wild 18
R10 Guadualito, Pereira, Risaralda, Colombia Wild 7
Al10 Yananché, Ancuya, Narifio, Colombia Wild 8
S56 Bellavista, Sandona, Narifio, Colombia Wild 1
CN41 El Salado, Consaca, Narino, Colombia Wild 9

*Number of individuals included in the pooled DNA extraction
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28sR4076: AGACTCCTTGGTCCGTGTTT).
The samples were also screened for Wolbachia
A and B supergroups using the specific A-wsp
(wsp136AF: TGAAATTTTACCTCTTTTC and
wsp691R) and B-wsp (wsp81F and wsp522BR:
ACCAGCTTTTGCTTGATA) primers (Zhou
et al., 1998). All PCR amplifications were
performed as described by Zhou et al.
(1998). PCR products were visualized on
agarose gels under UV light. Genomic DNA
samples that failed to produce a DNA band
with the 28s rDNA universal primers was
discarded from the analysis. For DNA sequence
confirmations, PCR products of the ftsZ gene
from Colombia (sample R10) and wsp gene
from Brazil (BR02), Mexico (MX03) and
Colombia (R10) were cloned into the pPGEM-T
vector (Promega) and transformed in the One
Shot® TOP10 chemically competent E. coli
(Invitrogen). Recombinant plasmids were
purified with the QIAprep Kit (Qiagen) and
used for ABI automated sequencing with T7
and SP6 primers. Cloning of PCR products
for sequencing was used since it allows the
detection of multiple Wolbachia strains within
a pooled DNA sample. DNA sequences were
edited and assembled with CodonCode Aligner
v1.6.3 software (CodonCode Corporation).
Similarities with ftsZ and wsp genes reported
previously were searched by BLASTn against
NCBI databases.

Phylogenetic analysis: A 622 bp DNA fragment
of ftsZ (positions 1 to 622) and a 561 bp DNA
fragment of wsp (positions 25 to 585) sequences
obtained in this study were aligned respectively
with other ftsZ and wsp DNA sequences
deposited previously at NCBI GenBank.
Multiple sequence alignments were performed
with ClustalW algorithm. Phylogenetic trees
were inferred using maximum-likelihood
(evolutionary model: GTR) with SeaView
(Gouy et al., 2010). Branch supports were
estimated by the approximate likelihood ratio
test (aLRT).

48 Cenicafé, 70(2):45-54. 2019

RESULTS

Wolbachia detection: Thirteen samples of
the parasitoid wasp P. nasuta obtained from
Colombia, Brazil and Mexico and one sample
of'a Wolbachia-infected D. melanogaster were
included for Wolbachia PCR screening using
Wolbachia-specific ftsZ and wsp primers. All
DNA samples of P nasuta obtained from
Colombia, Brazil and Mexico yielded positive
for Wolbachia infection by PCR screening using
the fisZ (~770 bp) and wsp (~600 bp) genes
(Figure 1A). The positive D. melanogaster
control yielded also similar DNA bands. The
quality of the DNA samples were confirmed
by PCR amplification of the insect 28s rDNA
gene (data not shown).

Wolbachia sequence analysis: DNA sequencing
of the P. nasuta Wolbachia (wNas) fisZ DNA
fragment amplified from sample R10 (Colombia)
resulted in a 773 bp sequence (GenBank
accession: MF150853). A BLAST similarity
search with wNas ftsZ sequence indicated a
99.72% nucleotide identity with the ftsZ gene
encoded by a wAu strain (GenBank accession:
LKO055284) from D. simulans (Sutton, Harris,
Parkhill, & Sinkins, 2014) reported at NCBI
nr database. DNA sequencing for wNas wsp
clones from Colombia (R10), Brazil (BR02)
and Mexico (MX03) (GenBank accessions:
MF150854 to MF150858) resulted in two
wsp sequence clones (605 bp each); named
here as wspl and wsp2. The wspl sequence
clone was found in Colombia (wsplR10,
MF150854), Mexico (wsp1MX03, MF150855)
and Brazil (wsp1 BR02, MF150856). The latter
only differ in a single base at position 214
(Figure 2). The wsp2 sequence clone was
found in Mexico (wsp2MX03, MF150857)
and Brazil (wsp2BR02, MF150858), and
differs from wspl in 29 positions (Figure
2) The wNas wspl sequence clone showed
99% nucleotide identity with the wsp gene
encoded by a wAnd strain (GenBank accession:




ABO052667) from Andricus mukaigawae  with the wsp gene encoded by a wPcurAl
(Mukaigawa) (Hymenoptera; Cynipidac) (Abe  strain (GenBank accession: AY878108) from
& Miura, 2002). The wNas wsp2 sequence  Pseudacteon curvatus (Borgmeier) (Diptera:
clone showed 100% nucleotide identity = Phoridae) (Dedeine et al., 2005).
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Figure 2. Clustal DNA sequence alignment of wsp sequence clones detected in P. nasuta. Using the wspl
sequence clone from sample MXO03 as reference, the polymorphic nucleotide positions are shown among the
different wsp clones sequenced in this study. The conserved nucleotide positions are represented by dots (.).
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Wolbachia classification: PCR analysis to
identify the Wolbachia groups showed that
all infections in P. nasuta belongs to the
supergroup A, as it was detected by the
amplification of a DNA fragment of ~550 pb
using the A-wsp specific primers in samples
from Colombia, Brazil and Mexico (Figure
1B). The B-wsp specific primer combination
failed to amplify the expected DNA band. The
phylogenetic analysis based on f5¢Z and wsp
sequences also placed the wNas Wolbachia
isolates into the supergroup A clade (Figure
3A). Additionally, each wNas wsp sequence

clone was clustered in distinct subclades,
closely related to Wolbachia strains wAnd
and wRi, respectively (Figure 3B).

DISCUSSION

From the 17 Wolbachia supergroups (supergroup
Ato Q) designated so far (Werren et al., 1995;
Zhou et al., 1998), supergroups A and B are
mostly present in insects (Correa & Ballard,
2016; Glowska et al., 2015). In this study,
the PCR-screening and phylogenetic analyses
based on wsp gene fragments supported the
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Figure 3. Phylogenetic gene trees for Prorops nasuta-

infecting Wolbachia isolates. Maximum-likelihood

trees based on fisZ (A) and wsp (B) sequences, including representative of several Wolbachia strains withing
supergroups A and B. Branch supports were estimated using approximate likelihood-ratio test (aLRT). The
Wolbachia isolates sequenced in this study are highlighted in grey. GeneBank accession numbers of Wolbachia
ftsZ and wsp sequences precede the host insect species names.
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position of the P. nasuta-infecting Wolbachia
isolates into the supergroup A. According
to Zhou et al. (1998), Wolbachia strains in
supergroups A and B can be assigned to 12
groups (Mel, AlbA, Mors, Uni, Riv, Haw,
Pap, Aus, Con, Dei, Oru and Pip), and based
on a wsp gene sequence fragment, members
of the same Wolbachia group must share at
least 97.5% sequence similarity. The wNas
wspl and wsp2 sequence clones share 95.0%
sequence similarity and are clustered in distant
phylogenetic positions inside the supergroup
A (Figure 3. B). These observations may
suggest the possibility that at least two
different Wolbachia strains could be infecting
the P. nasuta populations. Further molecular
genotyping using the Wolbachia multilocus
sequence typing (MLST) (Baldo et al., 2006)
will be necessary for better characterization
of the P. nasuta-infecting Wolbachia isolates.
Since DNA extraction was performed on pools
of wasps in this study, we could not obtain the
frequency of Wolbachia infection per location
sampled here. Future estimations of infection
frequencies will be useful to establish the
distribution and prevalence of Wolbachia
infection in wasp field-populations and may
help to better understand its role in the P.
nasuta biology.

Horizontal transmission of Wolbachia across
phylogenetically distant species has been
proposed as one possible natural mechanisms
for the widespread infection in insects (Heath
et al., 1999). This idea is supported by the
discovery of closely related Wolbachia isolates
in a number of host-parasitoid associations
(Vavre et al., 1999; Noda et al.,2001; Li et al.,
2013). For example, host-parasitoid horizontal
transmission was strongly suggested when the
majority of Wolbachia strains isolated from
two parasitoids species (the braconid wasp
Macrocentrus cingulum and the tachinid fly
Lydella grisescens) were genetically closely
related (> 99% wsp sequence similarity) to

those detected in their host (the Lepidoptera
corn borer Ostrinia furnacalis) (Li et al., 2013).
Wolbachia infection has already been reported
in H. hampei in samples from Africa, Asia
and the Americas (Vega, Benavides, Stuart,
& O’Neill, 2002; Mariio, Verle Rodrigues,
& Bayman, 2017). The wNas wsp clones
obtained in this study share 93-94% similarity
with the wsp sequences obtained from the
CBB-infecting Wolbachia strains within the
supergroup A (GenBank accessions KX436087
to KX436090) (Marifio, Verle Rodrigues, &
Bayman, 2017) and 80-81% similarity with
the CBB-infecting Wolbachia strains within the
supergroup B (GenBank accession AF389084)
(Vega, Benavides, Stuart, & O’Neill, 2002).
Whether or not P. nasuta was able to obtain
the Wolbachia infection from their host through
horizontal transmission is an open question
that could be answered using larger numbers
of P. nasuta samples and a most robust DNA
sequence analysis.

Since Wolbachia can manipulate
host reproduction causing cytoplasmic
incompatibility and other sex-ratio distorting
effects in Hymenopterans (Cook & Butcher
1999), the evidence of Wolbachia-infection in
P. nasuta presented here bring new questions
about the possible reproductive effects on
natural P. nasuta wasp populations. Whether
Wolbachia plays arole affecting reproduction
or fitness in P. masuta remains unclear.
The possibility that infection with different
Wolbachia strains may cause CI among P.
nasuta populations could be important when
designing parasitoid mass-rearing or mass-
release strategies. CI would have negative
impacts since mixing of these populations
may retard population growth rate in mass-
rearing or if looking for augmentation of local
wasp populations. This plausible scenario
should arouse greater scientific interest to
understand the effect of Wolbachia-infection
on P nasuta biology.

Cenicafé, 70(2):45-54.2019 51




52 Cenicafé, 70(2):45-54. 2019

CONCLUSIONS

This study reports the first molecular evidence
of Wolbachia infection in the parasitoid wasp
P. nasuta in laboratory and field populations.
All P. nasuta-infecting Wolbachia isolates
detected in this study belongs to supergroup
A. Our findings suggest the possibility of
multiple Wolbachia strains infecting different
P nasuta populations. Further investigations
will be necessary to understand the outcome
of this endosymbiont-wasp interaction and
their implications for the use of P. nasuta
in biocontrol strategies.
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PERDIDAS POTENCIALES DE SUELO POR EROSION HIDRICA EN
LA REGION CAFETERA DEL DEPARTAMENTO DE RISARALDA

Luz Adriana Lince Salazar*, Wadi Andrey Castafio Castaiio*

LINCE S., L.A.; CASTANO C., W.A. Pérdidas potenciales de suelo por erosiéon hidrica en la region
cafetera del departamento de Risaralda. Revista Cenicafé 70(2):55-66. 2019

La erosion del suelo es la principal causa de degradacion de la tierra y conduce a la pérdida de 75 mil millones
de toneladas de suelo fértil cada afo. Entre los tipos de erosion, la hidrica es la que mas afecta la region
humeda tropical, por ser un proceso natural causado por la erosividad de la lluvia, que genera degradacion
fisica quimica y biologica del suelo. Este tipo de erosion se presenta de forma generalizada en la region cafetera
colombiana, razén por la cual la Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia realizé una investigacion
en el departamento de Risaralda, region central colombiana, para determinar las pérdidas potenciales de
suelo por dicho fenomeno. Para ello, se tomaron muestras de suelo disturbadas, de las unidades cartograficas
Chinchina, Catarina, Doscientos, Balboa y Malabar, se sometieron en el laboratorio a lluvia simulada de 80
mm h'! en una pendiente de 45° y se cuantifico el suelo desprendido por escorrentia y salpique. Ademas, se
realizaron tres simulaciones tedricas de pérdida de suelo con erosividades de 6.400 a 12.000 MJ mm ha'. Los
valores promedio de pérdida de suelo ante la simulacién de eventos estuvieron entre 4,1 y 10,1 t ha' y las
simulaciones tedricas para los tres escenarios erosivos, indicaron que las pérdidas tedricas de suelo, pueden
estar entre 1,8 y 6,3 mm afio”'. La investigacion permiti¢ identificar que la region cafetera de Risaralda esta
expuesta a niveles potenciales de pérdida de suelo por erosion hidrica que van de bajos a severos, lo cual
varia segun el tipo de suelo y la intensidad de la lluvia.

Palabras clave: Erosividad, erosion por salpique, erosion por escorrentia, lluvia simulada.

POTENTIAL SOIL LOSS BY WATER EROSION IN THE COFFEE ZONE OF RISARALDA
DEPARTMENT

Soil erosion is the main cause of land degradation and generates a loss of 75 billion tons of fertile soil each
year. Among the types of erosion, water erosion affects humid tropical regions the most due to its natural
process caused by rainfall erosivity that creates physical, chemical and biological soil degradation. This type of
erosion occurs in the coffee growing region of Colombia. That is why the National Federation of Colombian
Coffee Growers conducted a study in the Department of Risaralda, central region of Colombia, to determine
potential soil loss in this region due to water erosion. Soil samples from the Chinchina, Catarina, Doscientos,
Balboa and Malabar cartographic units were taken and subjected to simulated rain of 80 MJ mm h™! in a slope
of 45° in a laboratory; the detached soil due to runoff and splash was measured. Moreover, three theoretical
simulations of soil loss under erosivities of 6,400 to 12,000 MJ mm ha™! were carried out. The average values
of soil loss under simulated rainfall was between 4.10 and 10.09 kg.ha! while theoretical simulations for the
three erosive scenarios showed that theoretical soil losses may be between 1.8 and 6.3 mm year'. The results
show that the coffee region of Risaralda is exposed to potential soil loss that ranges from low to severe and
that varies according to the soil type and rainfall intensity.

Keywords: Erosivity, splash erosion, runoff erosion, simulated rainfall.

*Investigador Cientifico I e Investigador Asociado (hasta 2018), respectivamente. Disciplina de Suelos, Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.

Cenicafé, 70(2):55-66. 2019 55




56

La erosion del suelo es la causa principal de
degradacion de la tierra y conduce a la pérdida
de 75 mil millones de toneladas de suelo fértil
cada afio, con un valor econdémico de 400 mil
millones de dodlares al afio (FAO, 2015). En
Colombia el 40% de la superficie presenta
erosion, de la cual el 20% es ligera, 17%
moderada, 3% severa y 0,2% muy severa (Otero
etal.,2015), y en su mayoria esta relacionada
con la erosion hidrica, especialmente con
procesos laminares.

La erosion hidrica es un proceso natural
causado por la lluvia, que genera en el suelo
la movilizacion, transporte y desprendimiento
tanto de minerales como de particulas organicas,
asi como de productos quimicos y biota
(Fernandez-Raga et al. 2017), lo que conlleva
a disminuir la calidad del suelo, pues en la
actualidad la media mundial del rendimiento
de los cultivos se reduce en 0,3% por esta
causa, y se estima que para el 2050 puede
incrementarse al 10,0% (FAO y ITPS, 2015).

Este proceso de deterioro del suelo esta
relacionado con varios factores, entre ellos,
la erosividad, que involucra la intensidad de
la lluvia, la precipitacion total y la velocidad
de las gotas de lluvia (Zhang et al., 2018;
Wilken et al., 2018); la erodabilidad del suelo,
relacionado con la infiltracion, capacidad de
almacenamiento de agua y textura, entre otras
propiedades edaficas (Choo et al., 2018; Zhang
et al., 2019); la inclinacion de la pendiente
(Mahmoodabadi y Sajjadi, 2016) y la cobertura
vegetal (Dai et al., 2018). La interaccion de
dichos factores y su relacion con la pérdida
de suelo se ha evaluado desde inicios del siglo
XX (Cook, 1937; Wischmeier y Smith, 1958)
tanto en condiciones naturales como simuladas.
Para las evaluaciones simuladas, en el mundo
se utiliza el simulador de lluvia, con el que se
han logrado resultados confiables (Mhaske et
al., 2019) y para su uso es necesario conocer
las condiciones naturales de la zona que se

quiere simular (Dunkerley, 2008), ya que
permite manipular los parametros relacionados
con la lluvia, inclinacion de la pendiente y
algunas propiedades del suelo como humedad
y tamafio de los agregados.

La forma mas comun de presentar la
informacion relacionada con la erosion es
por medio de mapas, ya sea de condiciones
pasadas, actuales o futuras, en términos de
pérdida de horizonte superficial en unidad de
profundidad (mm) o pérdida de suelo en unidad
de masa por area (t ha' o Mg ha!), en un
tiempo determinado (afio). Dichas condiciones
se mapean como unidad coropletica o
mediante alguna técnica de interpolacion,
bien sea deterministica o geoestadistica.
Para la zonificacién en Colombia, el Ideam
presento el protocolo para evaluacion de la
erosion (Otero et al., 2015); sin embargo,
la presentacion de la informacion es poco
usual, ya que esta basada en el porcentaje de
pérdida del horizonte “A” y no se cuantifica
la cantidad de suelo erosionado, e imposibilita
la evaluacion de aquellos suelos que carecen
de este horizonte.

La situacion mundial de pérdida de suelo
por erosion hidrica no es ajena a la region
cafetera colombiana, la cual segiin Hincapié
y Salazar (2012) genera pérdidas de hasta
60% y 54% en la produccion de café, cuando
es severa y moderada, respectivamente, en
comparacion con la produccion dada cuando la
erosion del suelo es leve. Por dichas razones, la
Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia
(FNC) tiene identificadas las zonas de riesgo
por este fenomeno en los departamentos de
Caldas (Ramirez e Hincapié, 2009) y Quindio
(Castro et al., 2017), y utiliza dicha informacion
como herramienta para la gestion del riesgo.
También seria 0til conocer las zonas de riesgo
por erosion hidrica para la region cafetera del
departamento de Risaralda, donde los suelos
constantemente se ven expuestos a lluvias
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con poder erosivo de moderado a muy alto
(6.417 a 11.762 MJ mm ha™!, respectivamente).
Determinar las pérdidas potenciales de suelo
por erosion hidrica en la region cafetera de
Risaralda permite identificar los sitios mas
propensos a pérdidas, en los cuales es necesario
enfocar las practicas para conservar dicho
recurso, con lo cual se mitigaria un fenémeno
que amenaza la rentabilidad de los cultivos.
Dadas las razones anteriores, se realizd una
investigacion para determinar la erosion hidrica
potencial en la region cafetera de Risaralda,
en sus cinco unidades cartograficas de suelo
mas representativas, mediante lluvia simulada.

MATERIALES Y METODOS

El area de estudio correspondio a la region
cafetera del departamento de Risaralda (42%
del area total del departamento), ubicado en la

zona central de Colombia (05° 32° — 04° 39’
Ny 75° 23— 76° 18 W), con una extension
de 4.140 km? (Figura 1), representada por
dos unidades geomorfoldgicas regionales,
correspondientes a vertientes erosionales
con pendientes pronunciadas y una amplia
terraza aluvial; edafologicamente presenta
suelos contrastantes, clasificados en mas de
12 unidades cartograficas (FNC 1988), de las
cuales las unidades Chinchina, Doscientos,
Catarina, Malabar y Balboa, representan el 81%
del area, siendo la de mayor area Chinchina
y la de menor Balboa. La precipitacion media
anual va desde 944 mm hasta 4.173 mm en un
régimen bimodal, con maximas precipitaciones
en los meses de abril y octubre, con indices de
agresividad climatica por lluvia entre 6.417 y
11.762 MJ mm ha"! anuales, correspondientes
a erosividad moderada a muy alta (Lince et
al 2016).

75"00W 000w
100N Horoon
500N 2 i
_\_\_\__—\—_
000" koo
50w ]

- s

- Regién con
potencial cafetero

Figura 1. Localizacion geografica de la zona cafetera del departamento de Risaralda, Colombia.
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En la investigacion se emplearon las bases
de datos cartograficas de la region con potencial
cafetero del departamento de Risaralda (mapa
de ecotopos cafeteros) y de las unidades de
suelo de la FNC (1988), softwares ArcGIS
(V.10.3.1), Stathgraphics (V. 5.2) y Sigmaplot
(V. 10), herramientas para la toma de muestras
de suelo en el campo, tamiz No.% (abertura de
orificio de 0,112 cm), simulador de lluvia con
boquillas oscilatorias Veejet 80100 e inclinacion
ajustable, bandejas de lamina galvanizada de
35 cm de ancho, 60 cm de largo y 5 cm
de alto, acondicionadas con un anjeo como
soporte y una capa de 2 cm de fragmentos de
roca tamafio grava y tela tipo muselina como
filtro, balanza analitica de alta precision, estufa
con circulacion de aire, capsulas metalicas y
elementos de medicién volumétrica (beaker,
probeta, entre otros).

Se inici6 con la seleccion aleatoria de 32
puntos de muestreo, en las cinco unidades
cartograficas mas representativas en area. Para
esto se empled la herramienta para crear puntos
aleatorios del Software ArcGis (V.10.3.1),

y se tom6 como poligono de referencia la
zona con potencial cafetero del departamento
de Risaralda, a cada uno de los puntos se
les asignd la unidad cartografica de suelo
correspondiente segun la zonificacion de la
FNC, de tal manera que las unidades de mayor
area tuvieron mayor numero de puntos de
muestreo (Tabla 1, Figura 2).

Una vez identificados los puntos, se
seleccionaron los lotes cafeteros mas cercanos
a cllos y con la ayuda de un palin se tomaron
muestras de suelos a una profundidad entre 0 y
5 cm, de aproximadamente 30 kg, conformadas
por la mezcla de tres submuestras del mismo
sitio y muestras inalteradas en cilindros de 98
cm para densidad aparente. Los 30 kg de
suelo se empacaron en bolsas plasticas y se
llevaron al laboratorio de suelos de Cenicafé
Planalto (Manizales, Caldas) para secarlas a la
sombra y pasarlas por tamiz No.% (abertura
de orificio de 0,112 cm). Una vez tamizadas
las muestras se separo6 1,0 kg para los analisis
de materia organica (Walkley-Black) y de
textura (bouyoucos), segin IGAC (2006); el

Tabla 1. Descripcion de las unidades cartograficas de suelo muestreadas segiin FNC (1988).

Puntos de
Unidad Contenido pedolégico Material parental muestreo
1 0/ . 1 0/ .
Chinching 1YPic Hapludands i‘t)r(/)"s’ ‘i“gglc Dystudepts 10%; . i voleanica 8
0
Typic Hapludalfs 70%; Typic Hapludands 10%; . -
Malabar Typic Argiudoll 15%: otros 5% Ceniza volcanica 2
Doscientos Typic Eutrudepts 75%; Paralithic Eutrudepts 15%; Basalto hornbléndico 6
otros 10% biotitico
Catarin Paralithic Udorthents 40%; Typic Eutrudepts 35%; Esquisto talcoso 4
atarina Andic Eutrudepts 10%; otros 15% biotitico
1 0/ . 1 o 0/ .
Balboa Typic Eutrudepts 40%; Paralithic Eutrudepts 35%; Cherts 2

Typic Udorthents 15%; otros 10%
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Figura 2. Ubicacion de los puntos de muestreo, mapa de unidades cartograficas de suelo, zona cafetera del

departamento de Risaralda.

suelo restante se depositd en las bandejas de
lamina galvanizada acondicionadas y se realizo
la saturacion de las muestras por capilaridad
durante 24 horas, posterior a esto, los suelos
se drenaron durante una hora y se ubicaron
en el simulador de lluvia, para ser sometidos
a condiciones extremas, con una inclinacidén
de 45° (100%), debido a que en el estudio
de suelos de la FNC (1988) para Risaralda
algunos sitios con pendientes abruptas, de

>70%, y una intensidad de lluvia simulada
promedio de 80 mm h!, es considerado el
valor extremo de precipitacion mas recurrente
en la region cafetera central de Colombia
(Rivera, 1990). Posterior a la aplicacion de la
lluvia, se recolectaron las particulas de suelo
erosionadas por arrastre y por salpique y se
secaron por separado en capsulas de aluminio
en estufa a 105°C por 24 horas, y luego, se
pesaron en balanza analitica.
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Los datos obtenidos de pérdida de suelo
por arrastre y por salpique se sumaron para
obtener la pérdida de suelo total-erosion
(kg ha') y se obtuvieron los promedios por
unidad cartografica de suelo. Los valores
tanto de promedios como sin promediar,
se correlacionaron con las variables
complementarias (materia organica, arenas
y arcillas) y se establecieron las expresiones
matematicas lineales que explicaron la pérdida
de suelo a partir de dichas variables. Para
esto, se utilizaron los softwares Stathgraphics
(V. 5.2) y Sigmaplot (V. 10).

Para determinar la erosividad simulada
(R, MJ mm ha'!), se empled la Ecuacion <1>
propuesta por Foster et al. (1981).

R=20119 + 0,0873 X Logl0 (Im), en
MJ mm ha'! <1>

Donde,

R= erosividad
Im= intensidad de la lluvia, en mm h'!

Una vez conocida la erosion causada
por la erosividad simulada para cada unidad
cartografica de suelo, se calcularon tres
escenarios de susceptibilidad a la erosién, de
6.400, 9.200 y 12.000 MJ mm ha"!, definidos
segiin los niveles de erosividad de la zona
cafetera de Risaralda (Lince ef al., 2016). El
valor de la erosion en kilogramos, se llevo
a pérdida del horizonte superficial (cm), y
mediante la densidad aparente y los datos
finales fueron espacializados como unidad
coroplética, en escala 1:100.000, con el software
ArcGis (V.10.3.1).

RESULTADOS
Los valores promedio de erosion total en la

region cafetera del departamento de Risaralda
ante la simulacion de eventos torrenciales de 80

mm h'!, con valores de erosividad entre 1.578,56
y 1.861,67 MJ mm ha’!, en suelo descubierto
y con una pendiente de 45°, oscilaron entre
4,10 y 10,09 t ha'! (Tabla 2). Con relacion a
las formas de pérdida de suclo, se encontrd
que fueron mayores las pérdidas por arrastre
que por salpique (Figura 3).

La pérdida de suelo total se correlaciono
significativamente (p > 0,05) con el contenido
de arenas y arcillas (Figura 4), y las pérdidas
por salpique se correlacionaron con las arcillas.
La erosion fue explicada en 15,12%, por medio
de la expresion matematica que se presenta
en la Ecuacion <2>.

Erosion = 2,72714 + 0,12172 x arena
(valor p<0,05>0,01) <2>

En el analisis individual por unidad
cartografica de suelo no se encontr6 explicacion
matematica de la erosion por medio de las
variables incluidas; sin embargo, la erosion
por salpique en la Unidad Doscientos fue
explicada en 66,31% por los contenidos de
arcilla (Ecuacion <3>).

Erosion por salpique = 5,93858
-0,0970817 x Arcilla <3>

La simulacion de los tres escenarios erosivos,
representativos de la region cafetera de Risaralda,
mostré que las pérdidas teoricas y potenciales
de suelo por erosion hidrica, pueden estar entre
16,5 y 65,0 t ha afio”!, que pueden llegar a
representar pérdidas potenciales entre 1,8 mm
y 6,3 mm de suelo anuales (Tabla 3). Con una
erosividad de 6.400 MJ mm ha’!, el 12% de la
zona cafetera de Risaralda puede perder entre
1 y 3 mm de suelo anual y el 87% restante
entre 3 y 5 mm; con una erosividad de 9.200
MJ mm ha’!, el 86% del drea puede perder
entre 5y 8 mm afio”!, el 13% del 4rea puede
perder entre 1 y 3 mm afio”!' y el 2% entre 3
y 5 mm afio’!; con una erosividad de 12.000




JepuR)ISd JOLId g

0S°1 0s°1€ 8€'S 0s°LE LTT 68°€T 8L 00°CT 0s°s 0s°s¢ % ‘Se[[1y
00°C 00°cy 99°S 00°C¢E €6°1 L9y 780 00°St 00°L 00°8¢€ % ‘Seuary
011 0L'L 91°1 LS8 00°1 vSTl 760 g 0L°1 01°11 % ‘“BOIULSIO BLIAJEIN
80°0 #0°l 90°0 LT°T #0°0 18°0 #0°0 LLO v1°0 £€6°0 5 daemmm_wﬁmﬁ q
- L9°198°1 - TTEEIT - 19°7€8'1 - LO9IL'T - 9G'8LS'T By W [N ‘PEPIAISOI
- SL08 - L0°98 - TL'6L - TTLL - 90°vL -4 W ‘pepisusug
epednpde viany
96°0 60°01 sl $6'9 6L°0 w8 870 (A 00°1 80t LBy } “[830} UQISOIF
19°0 10°¢ #9°0 0€°C LT0 16°C wo 86'C €€°0 SO°1 -ey 1 “onbidjeg
€0 80°L 16°0 S9'y 85°0 1SS 920 €r's L90 €0°¢ |-BY ) ‘anseIry
o[ans ap epIpIId
HCNC | orpawoad M NC | orpawoad M NC | orpawoad e NC | orpawo.ad G NC | orpawoad pepardoag

(z=1) Teqefe

(9=u) soyudanso(q

(81=u) puryury)

(p=u) eurielR)

(z=u) voqeq

0[ons Ip vIYeI30)18d pepIUN

“epletesry op BI)Jed ugISal e ap o[ans ap seoyeISolIed SIpPepIUN 0JUId S| Ud SePesynuend sa[qeriea sef ered repue)sd 10110 £ orpawold sa1ofep *7 eqel,

61

55-66. 2019

Cenicafé, 70(2)




=

= 6 -

5

-

(=

CHER

E Figura 3. Relacion entre la
< 2 Y=1,10489 +1,67582 X pérdida de suelo por arrastre
= R>=84,5 Ini bl .

s 14 y salpique (t h'') en cinco
& unidades de suelo de la

. . . . . . . , region cafetera de Risaralda
0 0.5 1 1,5 2 2,5 3 35 4 (Colombia), cuyos datos

Pérdida de suelo por salpique (t ha™) origen se presentan en la
Tabla 2.

M Arena total —e— Erosion
50 1 r12
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40 rl12
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Contenido de arcillas (%)
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Pérdida de suelo por erosion (t ha')
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Unidad cartografica de suelo Unidad cartografica de suelo

Figura 4. Distribucion del contenido promedio de arenas, arcillas y erosion total, para las cinco unidades
cartograficas de interés, en el departamento de Risaralda (Colombia).

Tabla 3. Simulacion de pérdida de suelo potencial (t ha!) a causa de la erosion hidrica, de cinco unidades
cartograficas en Risaralda, frente a tres eventos erosivos.

Unidad cartografica de suelo

Erosividad anual Balboa Catarina  Chinchind Doscientos Malabar
Erosion anual (t ha)

6.400 MJ mm ha’! 16,53 30,67 29,38 20,84 34,69

9.200 MJ mm ha'! 23,76 44,09 42,23 29,96 49,86

12.000 MJ mm ha’! 30,99 57,51 55,08 39,07 65,04
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MJ mm ha’!, el 87% del é4rea puede perder
entre 5y 8 mm afio”! y el 4rea restante entre
3 y 5 mm afio”! del horizonte superficial del
suelo (Figura 5).

DISCUSION

Los resultados hallados indican que la region
cafetera de Risaralda puede estar expuesta a

grandes pérdidas de suelo cultivable a causa de
la erosion hidrica. Los valores reales y tedricos
de erosion potencial encontrados para la region
cafetera de Risaralda se ubican en los mismos
rangos que los reportados para los municipios
de la cordillera Central, en el departamento
de Quindio (Castro et al., 2017) y para la
region cafetera de Caldas (Centro, Occidente
y Norte) (Ramirez e Hincapié, 2009).
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Figura 5. Espacializacion de la pérdida anual de suelo superficial (mm), a causa de la erosion hidrica simulada
para tres eventos erosivos 6.400, 9.200 y 12.000 MJ mm ha™..
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Los valores de erosion total correlacionados
positivamente con los contenidos de arena, se
basan en una relacion directa entre la fuerza
motriz y el tamafio de las particulas (Choo
et al., 2018).

La relacion entre las pérdidas de suclo
por salpique y arrastre, hallada en esta
investigacion, también ha sido reportada
por Hammad et al. (2004); sin embargo,
esta puede cambiar, ya que esta relacionada
con la intensidad de la lluvia (Zhang et
al., 2018; Hao et al., 2019), la inclinacion
de la pendiente (Mahmoodabadi y Sajjadi,
2016) y el tamafio medio de las particulas
de arena (Choo ef al., 2018). Con relacion a
las demas correlaciones lineales encontradas,
el mayor porcentaje de explicacion fue
de 15,12% con la variable contenido de
arena, lo cual es bajo, tampoco se encontrd
explicacion con los contenidos de materia
organica, condicién que es reportada en
la literatura por Zhang et al. (2019). La
relacidon inversa que se encontrd entre el
suelo perdido por salpique y el contenido de
arcillas en la Unidad Doscientos se atribuy6
a que las arcillas menores de 20 um mejoran
la cohesion y bajan la pérdida de sueclo,
mientras que las arcillas mayores de 20 pm
se desprenden facilmente y se correlacionan
con una mayor pérdida de suelo (Knapen
et al., 2007), situacién que es factible en
dichos suelos de origen igneo basico, que
por la naturaleza sus minerales primarios
meteorizan en arcillas de tamafio fino.

Para la Unidad Malabar, proveniente de
cenizas volcanicas, se encontr6 la mayor pérdida
de suelo y los menores contenidos de materia
organica, dindmica que se relacion6 con el
poder aglutinante de esta ultima sobre las
particulas de suelo (Ouyang et al., 2018), la
cual es mayor en la unidad Chinchina que,
en mineralogia y distribucion del tamafio de
particulas, es similar a Malabar, y se encontrd

menor pérdida de suelo. Los menores niveles
de erosion se presentaron en la Unidad Balboa,
posiblemente atribuido al material parental,
que por tratarse principalmente de minerales
siliceos son mas resistentes al intemperismo
que las otras unidades litologicas estudiadas,
esto sumado al contenido de materia organica
y a una proporcion similar de arenas, limos
y arcillas. Los resultados de la investigacion
indicaron que el material parental, entre otras
propiedades, desempefia un papel importante
en los procesos erosivos, tal como lo indican
Rodrigo-Comino et al. (2018).

Los niveles de pérdida de suelo en la zona
de estudio a una intensidad de lluvia de 80
mm h'!, comparados con las clasificaciones
propuestas por varios autores (Li et al.,
2014) son muy bajos para la unidad Balboa
y bajos para las demas unidades cartograficas.
Para las simulaciones de 6.400 y 9.200 MJ
mm ha!, son bajos para la unidad Balboa
y moderados para las demas unidades vy,
finalmente, en la simulacién de 12.000 MJ
mm ha!, es moderado para Balboa y severo
para las otras cuatro unidades de suelo. Sin
embargo, las pérdidas de suelo por erosion
hidrica pueden ser disminuidas mediante la
implementacion de practicas de conservacion
de suelos, ya que segun los resultados de Dai
et al. (2018), la implementacion de cobertura
muerta disminuye las pérdidas de suelo en
81% y la labranza reducida en un 49%, lo
que llevaria las maximas pérdidas simuladas
(65,04 t ha') a 12,34 t ha!, pasando de un
nivel severo a bajo. Dado que los resultados
incluidos son restringidos a una pendiente
de 45° y suelo sin cobertura, se considera
pertinente para proximos estudios cuantificar
la pérdida de suclo a diferentes pendientes y
con diferentes tipos de cobertura.

La investigacion permitié concluir que la
region cafetera de Risaralda estd expuesta
a niveles de pérdida de suelo por erosion
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hidrica de bajos a severos, con pérdidas por
arrastre debido a la escorrentia mayores que
por salpique, los cuales varian segun la unidad
cartografica de suelo y la intensidad de la
[uvia.

Se considera pertinente que los caficultores
implementen practicas de conservacion de
suelos, dado que la zona cafetera de Risaralda
presenta condiciones que favorecen la erosion
hidrica.
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RELACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE
COMPUESTOS QUIMICOS DEL CAFE Y LAS TEMPERATURAS
DE TORREFACCION

Gloria Inés Puerta Quintero*, Luz Fanny Echeverri Giraldo*

PUERTA Q., G. 1I.; ECHEVERRI G., L. F. Relaciones entre las concentraciones de compuestos
quimicos del café y las temperaturas de torrefaccion. Revista Cenicafé 70(2):67-80. 2019

El color del café tostado es la variable mas usada para finalizar el proceso de torrefaccion del café. En este
proyecto se fijaron las temperaturas inicial y final de tostacion para controlar y culminar este proceso. Se
cuantificaron compuestos quimicos en café verde y tostado. El café se proceso por fermentacién sumergida
y se tostd a temperaturas iniciales de 185, 190, 195, 200 y 210°C y finales de 175, 180 y 185°C. A las
temperaturas iniciales de tostacion no se encontraron diferencias significativas en los contenidos de lipidos,
proteinas, azucares, alcaloides, ni acidos quinico, citrico, malico, férmico y succinico. Dependiendo de las
temperaturas de tostacion variaron las concentraciones de los compuestos quimicos del café tostado. Al
incrementarse la temperatura inicial disminuyeron los lipidos y el acido acético y aumentaron los acidos
quinico y citrico. Con la elevacion de la temperatura final aumentaron el tiempo, la trasferencia de masa
y los contenidos de acidos acético, lactico, succinico, formico y oxalico, ademas, el color del grano se
volvié mas oscuro y las concentraciones de sacarosa, trigonelina y acidos citrico y malico decrecieron.
Mediante la fijacion de las temperaturas de tostacién se puede contribuir a la obtencion de consistencia
en la composicion quimica y calidad del cafeé.

Palabras clave: Café, calidad, tostacion, fermentacion, acidos, azlcares, cafeina, lipidos, color.

RELATIONSHIPS BETWEEN THE CONCENTRATION OF COFFEE CHEMICAL COMPOUNDS
AND ROASTING TEMPERATURES

The color is the most used variable to finish the roasting process of coffee. In this project, initial and
final roasting temperatures were set to control and complete this process. The chemical compounds were
analyzed in green and roasted coffee. Coffee was produced by submerged fermentation and roasted at
initial temperatures of 185, 190, 195, 200 and 210°C and final temperatures of 175, 180 and 185°C. At
the initial roasting temperatures no significant differences were found in the contents of lipids, proteins,
sugars, alkaloids, or quinic, citric, malic, formic and succinic acids. According to the roasting temperatures,
the concentrations of chemical compounds in roasted coffee changed. As the initial temperature increased,
the lipids and acetic acid decreased and the quinic and citric acids increased. With the elevation of the
final temperature the process time, the mass transfer and the contents of acetic, lactic, succinic, formic
and oxalic acids increased. In addition, the color of the grain became darker and the concentrations of
sucrose, trigonelline and citric and malic acids decreased. The setting of the roasting temperatures may
contribute to obtaining consistency in the chemical composition and quality of coffee.

Keywords: Coffee, quality, roasting, fermentation, acids, sugars, caffeine, lipids, color.

*Investigador Cientifico I1I (hasta 31 diciembre de 2018) y Asistente de Investigacion, respectivamente. Disciplina Calidad,
Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.
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Mediante la tostacion o torrefaccion del café
se generan a partir del grano verde, una gran
variedad de sustancias quimicas que producen
los diferentes sabores y aromas a la bebida
(Puerta, 2011). En la tostacion se transfiriere
calor y masa, y ocurren multiples reacciones
quimicas y cambios fisicos en el grano. Es
asi como segun se desarrolle este proceso
térmico pueden intensificarse los atributos
sensoriales o deteriorarse la calidad del café
(Puerta, 1998, 2000).

La seleccion de la temperatura inicial o
de precalentamiento depende de la tecnologia
del torrefactor, la calidad del grano de café, la
variedad, la humedad, la densidad, el tamafio,
el grado de tostado y la bebida a preparar. Se
han registrado temperaturas entre 140 y 300°C
de ingreso de los granos de café verdes a los
tambores o camara del torrefactor (Bonnlénder,
Eggers, Engelhardt, & Maier, 2005; Franca,
Oliveira, Oliveira, Mancha & Augusti, 2009;
Ginz, Balzer, Bradbury, & Maier, 2000; Ortola,
Londoio, Gutiérrez, & Chiralt, 1998).

Generalmente, la terminacion de este
proceso se realiza cuando el grano de café
tostado alcanza un color determinado, el cual
puede medirse visualmente con tarjetas de
referencia o con equipos colorimetros; también
suele evaluarse el grado de tostién por el
porcentaje en pérdida de masa entre el café
verde y el tostado.

En la literatura se encuentran diferentes
referencias sobre los contenidos quimicos del
café y sobre los mecanismos de las reacciones
de formacion de los compuestos en el café
tostado (Bennat, Engelhardt, Kiehne, Wirries, &
Maier, 1994; Blanc, 1977; Chung, Kim, Youn,
Lee, & Moon, 2013; Clifford, 2006; Deshpande
& Aguilar, 1975; Eggers, Von Blittersdorf,
Fischer, & Cammenga, 2004; Farah et al.,
2006; Flament, 2001; M. Ginz & Engelhardt,
2001; Michael Ginz et al., 2000; Gloess et

al., 2014; Gretsch, Sarrazin, & Liardon, 1999;
Holscher, Vitzthum, & Steinhart, 1990; Illy
& Viani, 2005; Lentner & Deatherage, 1959;
Lyman, Benck, Dell, Merle, & Murray-Wijelath,
2003; Munari, Mastrocola, Nicoli, & Severini,
1997; Puerta, 1998, 2000, 2011, 2014). Asi,
se conoce que los lipidos se encuentran como
aceites en el endospermo y como ceras en
la superficie del grano (Illy & Viani, 2005;
Puerta, 2011; Speer & Kodlling-Speer, 2001;
Speer, Sehat, & Montag, 1993) y contribuyen
al cuerpo de la bebida y a la retencion de los
compuestos del aroma del café (Illy & Viani,
2005; Puerta, 2011). Speer & Kodlling-Speer
(2001) hallaron formacién de diterpenos y
acidos grasos y compuestos fendlicos de la
degradacion de los acidos clorogénicos, cuando
se incremento la temperatura en la tostacion
del café de 242 a 254°C.

En las reacciones de Strecker y Maillard, a
partir de los aminoacidos, proteinas y péptidos
del café verde se forman compuestos que
modifican las cualidades del aroma, color, sabor
y amargor de la bebida (Ginz & Engelhardt,
2001; Homma, 2001; Ledl & Schleicher, 1990;
Puerta, 2011). Ludwig, Raczek, & Kurzrock
(1995) hallaron que la proteina aislada de granos
de café arabica contenia 15% de albimina y
85% globulina, no tenia color, sabor, ni aroma,
pero si tenia galactosa, arabinosa, ramnosa,
glucosa, glutamina/acido glutamico, glicina
y asparagina/acido aspartico. Simulando la
tostacion del café, calentaron este aislado a
200°C, y obtuvieron un compuesto de color
marrén claro con un leve olor y sabor a café
tostado que contenia péptidos y aminoacidos.

Dependiendo del grado de maduracion y
de la variedad botanica, el café verde de la
especie arabica contiene de 5,2% a 7,6% de
acidos clorogénicos (Clifford & Kazi, 1987,
Marin & Puerta, 2008); en la tostacion se
forman 4cido quinico, quinolactonas, acido
cafeico y volatiles (Clifford, 2006; Nakabayashi




& Kojima, 1980) en cantidades que dependen
del grado de tostacion y de la especie (Bicho,
Leitao, Ramalho, & Lidon, 2011; Scholz &
Maier, 1991).

Mas de la mitad del peso del grano verde
esta constituido por carbohidratos, polisacaridos
(arabinogalactano, manano/galactano, celulosa),
la sacarosa como azucar principal y también
arabinosa, manosa, fructosa, glucosa, ramnosa
y glicosidos (Bradbury, 2001; Illy & Viani,
2005). De la polimerizacion de compuestos
fenodlicos y de la glicacion de Maillard, entre
azucares reductores y aminoacidos se forman
las melanoidinas (polimero marrén) y varios
volatiles como furanos, pirazinas y aldehidos
(Homma, 2001; Ledl & Schleicher, 1990).

La cafeina, trigonelina y teobromina son
los alcaloides mayoritarios en ambas especies
del café (Ky et al., 2001); en robusta también
se han detectado trazas de teofilina (Clifford
& Kazi, 1987). Los alcaloides junto con los
compuestos fenolicos, las melanoidinas y las
proteinas contribuyen al sabor amargo del café
(Michael Ginz et al., 2000, Homma, 2001).

Tanto el café verde como el tostado
contienen acidos alifaticos que influyen en
la acidez de la bebida. A medida que aument6
la pérdida de masa en la tostacion, la bebida
de café presentd menor acidez, un cuerpo mas
espeso, mayor intensidad del sabor amargo y
un valor mas alto de pH (Puerta, 1998, 2000).

Engelhardt y Maier (1985), citados por
(Homma, 2001) cuantificaron en cafés tostados
comerciales los siguientes acidos: malico,
citrico, formico, acético, glicolico, succinico,
lactico, tartarico y clorogénico, entre otros 11
acidos. Bahre y Maier (1996, 1997, 1999)
citados por (Balzer, 2001) identificaron 38
acidos en café tostado de Colombia y Kenia,
que provenian del café verde asi: de los
carbohidratos, 21 acidos incluidos el glicolico

y el lactico, del citrico, cinco acidos como
el succinico, y del malico se formaron el
fumarico y el maleico.

M. Ginz & Engelhardt (2001) adicionaron
sacarosa, glucosa y fructosa a granos verdes de
café robusta de Indonesia, los secaron y tostaron
por lecho fluido a diferentes temperaturas 150,
200, 220, 240 y 280°C por 3 minutos, midieron
las concentraciones de los acidos formico,
acético, glicdlico y lactico y confirmaron que
la sacarosa era el principal precursor de estos
acidos. Borém et al. (2016) relacionaron varios
acidos, la sacarosa y los atributos sensoriales en
variedades Borbon y Mundo Novo del Brasil.

La demanda por cafés de mejor calidad y
consistencia de los compradores internacionales
ha conducido en la Gltima década al desarrollo
de diferentes tipos de procesamiento como las
fermentaciones controladas. La fermentacion
es un proceso bioquimico que se usa
principalmente en la industria de alimentos
y medicamentos.

En el café, se ha demostrado que la calidad
del café producido por fermentacion depende
de factores como la variedad y la temperatura
ambiente, entre otros. Mediante fermentaciones
del café controladas a diferentes temperaturas
y dependiendo del sistema so6lido (sin agua) o
sumergido (en agua) se obtuvieron cafés con
sabores especiales en diversas proporciones,
como dulces, chocolates, tostados frutales y
citricos en la bebida (Puerta, 2012, 2014).
Para lograr la consistencia en la calidad y
composicion quimica del café es necesario
identificar el efecto de la variacion de las
temperaturas de tostacion en los cambios
quimicos del café, en particular para el café
producido mediante fermentaciones especiales.

En este proyecto se cuantificaron las
variaciones de los compuestos quimicos del café
tostado producido por fermentacion sumergida
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para diferentes temperaturas iniciales y finales
de tostacion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una investigacion descriptiva
cuantitativa. Se evaluaron trece tratamientos
de tostacion a diferentes temperaturas iniciales
y finales, aplicados a café producido por
fermentacion. Se cuantificaron compuestos
quimicos en el café verde y en el café tostado.

Sitio. Los procesos de fermentacion, tostacion
y los analisis quimicos se realizaron en los
laboratorios de la Disciplina de Calidad de
Cenicafé (Manizales, Caldas), que se localizan
a 05° 00' latitud Norte, 75° 36' longitud Oeste
y 1.310 m de altitud, con temperatura media
de 21,0°C, temperatura maxima de 27,6°C,
temperatura minima de 16,8°C y humedad
relativa del 77%.

Materiales. Se utilizo café de la variedad
Castillo®, cultivado en la Estacion Experimental
Naranjal de Cenicafé, ubicada en el municipio
de Chinchina (Caldas), a 4° 58" latitud Norte,
75° 39" longitud Oeste y 1.381 m de altitud,
con las siguientes condiciones: temperatura
media anual de 21,6°C, temperatura minima
de 17,3°C, temperatura maxima de 27,2°C,
humedad relativa del 77,8%, precipitacion
media anual de 2.718 mm, dias de lluvia 216
y brillo solar de 1.642 h.

Proceso de beneficio. Se procesaron lotes
de 50 kg café maduro por fermentacion
controlada, sumergida al 30% durante 18
h a temperatura ambiente de 20 £0,5°C. Se
siguieron las buenas practicas y los protocolos
de fermentacion de café publicados en los
Avances Técnicos No. 422 y 454 (Puerta,
2012; Puerta & Echeverry, 2015). El café se
secd al sol en paseras con malla hasta una
humedad entre el 10% y el 12%.

Trilla y clasificacion. La trilla se realizo en
una trilladora de laboratorio marca Granel, en
sub-lotes de 2.000 g de café pergamino. Se
retiraron los defectos e impurezas del grano
almendra y, luego se hizo la granulometria en
tamices circulares, Serie Seedburo Equipment
Company, USA, se escogieron solo los granos
de café sanos con tamafo superior a 15/64 de
pulgada, para la conformacion de las unidades
experimentales. De cada lote se tomaron 300
g de café verde, se molieron en frio con
nitrégeno liquido en molino para café verde
y se prepararon para los analisis quimicos.

Tratamientos. Se evaluaron trece tratamientos
de tostacion de cuatro temperaturas iniciales
(185, 190, 195 y 200°C), cada una con tres
temperaturas finales (175, 180 y 185 °C) y un
tratamiento de temperatura inicial de 210°C
con una temperatura final de 180°C. La unidad
experimental estuvo conformada por 150 g de
café verde y por cada tratamiento de tostacion
se evaluaron seis unidades experimentales,
asignadas a los tratamientos, de acuerdo con el
disefio experimental completamente aleatorio.

Tostacion. Las muestras de café se tostaron
en tostadora marca Quantik TC300AR,
con capacidad de 150 g de café verde en
cada tambor giratorio y con calentamiento
eléctrico. Mediante el panel digital se fijaron
las temperaturas inicial y final, y la potencia se
establecio en 100%. Durante la tostacion, todas
las muestras de café pasaron por la desecacion,
se observaron los cambios de color, se escuchd
la primera crepitacion antes de culminar el
proceso. Al alcanzarse la temperatura final
del tratamiento se descargd el café tostado en
bandejas y se enfrio con ventilador, luego se
empaco en bolsas de tres laminas con valvula
para la desgasificacion. Se registro el tiempo
total entre la carga y el descargue del café de
la tostadora con un cronémetro, se cuantifico
la pérdida de masa mediante la diferencia de
pesos entre el café verde y tostado, medidos
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en una balanza digital; el color del tostado
molido se analizo6 con las tarjetas Agtron SCA
en las cuales, los valores 75 a 95 corresponden
a tostacion clara o canela, 55 a 65 a tostacion
media y de 25 a 45 a tostacion oscura.

Molienda. El café¢ tostado se molié un dia
después de su tostacion en molino de café
marca Probat Kenia a un tamafio de particula
entre 500 a 710 micrometros (mallas 32 a 24
serie Tyler USA).

Variables respuesta. En el café verde y tostado
se midieron las concentraciones de lipidos,
proteina, cafeina, trigonelina, teobromina,
sacarosa, glucosa, fructosa, acidos oxalico,
citrico, tartarico, malico, quinico, succinico,
lactico, formico y acético; proporcion de acidos

grasos palmitico, linoleico, oleico, estedrico y
araquidico en relacion con el total de lipidos.
Se usaron métodos estandarizados de la quimica
analitica y técnicas de cromatografia para el
analisis de los compuestos quimicos del café
(Tabla 1). Todos los resultados se expresan
en base humeda. En la cromatografia se
determinaron juntos los acidos glicélico y
succinico, que en adelante se expresara en
el texto solo como acido succinico.

Analisis estadistico. Se estimaron la media
y el error estandar de las variables respuesta
tiempo, color y pérdida de masa, y los minimos,
maximos, promedio y error para las variables
quimicas. Se hizo el analisis de varianza para
evaluar el efecto de la temperatura inicial, de la
final y de los tratamientos en cada una de las

Tabla 1. Metodologias de analisis de los compuestos quimicos del café verde y tostado.

Técnica y equipos

Compuestos Método de analisis
Lipidos totales AOAC 963.15
Acidos grasos AOAC 969.33

Factor 6,25 del contenido de

i Nitrégeno
Proteina

(AOAC 990.03-2002)

Cafeina y otros 1SO 20481:2008

alcaloides
Waters Application Notes:
Azucares Analysis of sugars LAH-
0210

Agilent Technologies, Inc.
(Publicacion No.5990-
8264EN).

Acidos alifaticos

Gravimétrico, Soxhlet, balanza, rota evaporador, estufa,
desecador.

Cromatografo de gases Hewlett Packard HP-6890, con
detector de masas MSD 5893, columna: HP-5MS 5%
Phenyl Methyl siloxane, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 pm

(HP-19091S-433)

Combustion total, Dumas, analizador elemental CHN
TruSpec, marca LECO

Cromatografia HPLC Waters 600E, detector PDA 996,
Columna Symmetry C18 (5 pum X 4.6 mm X 250 mm),
Ref WAT054275, balanza, centrifuga, reflujo.

Cromatografia HPLC Waters 600E, detector IR-
410, columna Sugar-Pak 1 (6,5 pm X 300 mm), Ref.
WAT085188, balanza, centrifuga, reflujo.

Cromatografia liquida HPLC Waters 600E, detector
PDA 996, columna Agilent Hi-Plex H, 7,7 x 300 mm, 8
um Ref. PL170-6830PDA, balanza.
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variables quimicas y la comparacion Tukey al
nivel del 5%. Se analiz6 la variacion entre el
café verde y el café tostado de los contenidos
quimicos. Se realizaron regresiones entre las
concentraciones de los compuestos quimicos del
grano de café tostado respecto a las temperaturas
de tostacion de café, el ajuste se realizd con el
criterio de los minimos cuadrados promedio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los contenidos quimicos medios del café verde
y tostado se observan en la Tabla 2. En el café
verde no hubo diferencias significativas en
los contenidos de lipidos, proteinas, azucares,
alcaloides, ni acidos, a las temperaturas iniciales
de tostacion.

Con el incremento de la temperatura final
de torrefaccion se incrementd el tiempo, la
pérdida de masa y el color del café tostado
cambid a un marrén mas oscuro (menor valor
Agtron). A las temperaturas finales de 175,
180 y 185°C, los valores medios de color del
café y de la pérdida de masa correspondieron
a tostaciones grado medio (Tabla 3).

Con el incremento en la temperatura final de
tostacion, disminuyeron en relaciones lineales
las concentraciones de la sacarosa, la trigonelina
y los acidos citrico y malico del café tostado,
por el contrario, aumentaron los contenidos
de acidos acético, lactico, succinico, oxalico
y formico (Figura 1).

Lipidos. En promedio, el café verde contenia
9,4% (10,6% b.s.) y el tostado 13,1% (13,2%
b.s.) de lipidos. Se observo disminucidon de
los lipidos con el aumento de las temperaturas
inicial y final, con valor de 11,4% en café
tostado a 210-180°C, estadisticamente menor
con respecto a los otros tratamientos. (Puerta,
2011) registro de 13,1% a 15,5% b.s. de lipidos
en cinco variedades de café arabica y en el
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tostado 11,5% para la variedad Colombia,
12,1% para Caturra y 12,8% para Tipica.

Los acidos grasos en el café verde contenian
palmitico (39,5%), linoleico (31,5%), oleico
(11,4%), estearico (8,9%) y araquidico (4,4%),
y en el café tostado se encontraron proporciones
similares (Tabla 2). En otros estudios, solo el
acido linoleico disminuy6 a temperaturas de
tostacion de 242 a 254°C (Speer & Koolling-
Speer, 2001).

En otros trabajos se cuantifico 44,1%
de linoleico, 33,3% de palmitico, 3,5% de
araquidico, 0,6% de linolénico y menos de
1,0% de miristico, palmitoleico, eicosenoico
y behénico en café verde de arabica y robusta
(Martin, Pablos, Gonzalez, Valdenebro, & Leon-
Camacho, 2001); para las variedades Borbon
y Mundo Novo de Brasil, se registré en café
verde 34,5% de palmitico, 39,5% de linoleico,
3,1% de araquidico, entre otros acidos grasos
(Figueiredo et al., 2015).

En café arabica de Colombia se encontraron
valores de 11,1% a 16,9% (b.s.) de lipidos
conformados por linoleico 39,0%, palmitico
37,0%, oleico 8,7%, estearico 8,1%, araquidico
3,2%, linolénico 1,4% y behénico 0,8%
(Villarreal, Baena, & Posada, 2012).

Proteina. La proteina cruda conformé el 12,7%
en promedio en el café verde y el 15,7% en
el tostado (Tabla 2). Puerta (2011) cuantificé
de 13,9% a 14,8% de sustancias proteicas
en las variedades Tipica, Caturra, Borbon
y Colombia en estado verde y de 13,8% a
14,0% en el tostado. De otra parte, en el
endospermo del café se estimo un contenido
de 50% de proteinas de almacenamiento que
representaban del 5,0% al 7,0% b.s. del peso
del grano (Rogers, Bezard, Deshayes, Petiard, &
Marraccini, 1997) y en otros trabajos se registro
9,8% de proteina y 0,5% de aminoacidos en
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Tabla 3. Valores medios del tiempo, color y pérdida de masa del café en relacion con la temperatura final de

tostacion.

Temperatura Tiempo de tostacion Color del café tostado, Pérdida de masa en la

final de (min) Agtron, SCA tostacion (%)

tostacion Error estandar Error estandar Error estandar

(°O) Promedio delamedia Promedio delamedia Promedio dela media

175 9,8 0,2 62 1,5 16,0 0,3

180 10,7 0,3 61 1,7 16,2 0,3

185 11,8 0,5 55 1,8 17,0 0,4

café verde y 7,5% de proteina en café tostado
de arabica (Illy & Viani, 2005).

En esta investigacion se cuantificé un
mayor contenido de proteinas (17,4%) para
el tratamiento a 200-180°C que se diferencio
de los tratamientos de temperatura final de
175°C (promedio 15,0%) y de 185-180 y
190-180°C (promedios de 15,3%). Bonnldander
et al. (2005) explicaron que en la tostacion
del café toda la proteina del café verde se
transforma en varios isomeros y aminoacidos
libres, y aunque la cantidad total de proteinas
es similar en el verde y tostado, se pierde
mayor cantidad de compuestos amino en las
tostaciones oscuras.

Alcaloides. La cafeina en el café verde vario
entre 1,01% y 1,07% en promedio y en el
tostado de 1,13% a 1,37%. Puerta (2011)
cuantifico de 1,13% a 1,20% b.s. en café verde
arabica y de 1,27% a 1,39% b.s. en tostado.
La cafeina no varié significativamente con
las temperaturas de tostacion. La trigonelina
en el café verde constituy6 el 0,9% y en el
tostado disminuyd hasta 0,8%. Se observo
efecto significativo de la temperatura final en
el contenido de trigonelina del café tostado.
Los tratamientos con temperaturas finales de
185y 180°C presentaron valores inferiores de
trigonelina. Se hallaron trazas de teobromina
en el tostado (promedio 0,05 y maximo de
0,075 g kg™).

Cenicafé, 70(2):67-80. 2019

Bicho et al. (2011) tostaron café de Brasil
e India por 7, 9 y 11 minutos a 220°C y
dedujeron que la cafeina era estable durante la
tostacion, cuantificaron en arabica de 1,23%
a 1,38% y en robusta de 2,16% a 2,33%; por
el contrario, la trigonelina disminuy6 con el
grado de torrefaccion, en arabica de 1,29% a
0,55% y en robusta de 0,90% a 0,57%. En la
tostacion del café, a partir de la trigonelina
se forman varios compuestos volatiles como
piridina, pirroles y acidos como el nicotinico
(Homma, 2001; Stennert & Maier, 1994).
Mehari et al. (2016) detectaron trigonelina,
teobromina y cafeina en café arabica de
diferentes variedades etiopes, la teobromina
no se hallo en cafés de la variedad Harar.

Azucares. La sacarosa del café verde en
promedio de 4,7% (5,2% b.s.) disminuy6 en
el tostado a un valor medio observado de 0,4%
en lo tratamientos a 185°C de temperatura
final. Silwar y Liillman (1988) citados por
Bradbury (2001) encontraron de 6,3 a 8,5%
de sacarosa en café arabica de 13 paises. La
sacarosa constituyd del 5,1 a 9,4% b.s. en
café verde arabica y 4,0 a 7,0% en robusta
(Ledl & Schleicher, 1990) y en café de Brasil
9,7% b.s. (Borém et al., 2016).

En el café verde se determin6 0,7g kg™' de
fructosa y no se detecté glucosa, mientras que
en el café tostado si se cuantificaron glucosa
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Figura 1. Relaciones entre las concentraciones de compuestos quimicos del café tostado y la temperatura final

de tostacion, intervalo de confianza 95%.

Cenicafé, 70(2):67-80. 2019

75



76  Cenicafé, 70(2):67-80. 2019

y fructosa como productos de la hidrdlisis
de los carbohidratos por el efecto del calor.

La reaccion de Maillard ocurre entre
azlcares reductores y compuestos nitrogenados
reactivos (aminoacidos, grupos amino libres
en proteinas y péptidos) (Illy & Viani, 2005;
Ledl & Schleicher, 1990). En la tostacion la
sacarosa del café verde se hidroliza y carameliza
y se generan pigmentos, compuestos volatiles
y varios acidos (Bédhre y Maier, 1996, 1999;
Béhre, 1997, citado por Balzer, 2001; Illy &
Viani, 2005).

Se observaron efectos significativos de las
temperaturas inicial y final y de los tratamientos
de tostacion en el contenido de sacarosa del
café tostado y una relacién directa con la
temperatura inicial e inversa con la temperatura
final. En el tratamiento 195-175°C se hallo el
mayor contenido medio de sacarosa (3,55%)
y los menores se hallaron para tratamientos
con temperaturas finales de 185° e iniciales
de 185 y 190°C.

Acido quinico. En el verde varié de 3,5 a 4,5
g kg!'y en el tostado de 5,3 a 16,6 g kg''.
Estos resultados se comparan con publicaciones
en verde de 3,3 a 6,1 g kg'! en café arabica y
de 8,9 a 15,0 g kg'! en café tostado comercial
(Van der Stegen & Van Duijn, 1987). En café
verde de Colombia 5,5 (Kampmann & Maier,
1982) y 6,9 g kg'! (Weers, Balzer, Bradbury,
& Vitzthum, 1995) y en tostado 8,8 a 10,0 g
kg! (Weers et al., 1995).

El 4cido quinico da notas amargas y acidas
a la bebida y aumento significativamente en
el café tostado a 210-180°C (15,6 g kg™).
Se ha demostrado que por el efecto de la
temperatura en la torrefaccion del café se
forman varios acidos fendlicos y lactonas
(Bennat ef al., 1994; Clifford, 2006; Leloup,
Louvrier & Liardon, 1995). Scholz & Maier
(1991) determinaron isdémeros de acido quinico,

quinidas y lactonas en café arabica tostado a
240°C, por 10 minutos; el acido quinico se
increment6 desde el inicio de la tostacion del
café y a altos grados permanecid constante,
aunque los isomeros aumentaron.

Acidos carboxilicos alifaticos. El café verde
estuvo conformado en promedio por 14,1 g
kg!' (16,0 g kg en b.s.) de los acidos citrico,
malico, formico y succinico y no se detectd
lactico, acético, ni tartarico, (Tabla 2). En
otros estudios se cuantificaron acidos en café,
asi: 13,2 g kg!' (b.s.) de citrico, 5,0 g kg
de malico y menos de 0,9 g kg*!' de lactico,
acético y oxalico (Borém, Figueiredo, Ribeiro,
Taveira, Giomo & Salva, 2016). En café verde
arabica se registraron 12,0 g kg*!' de citrico y
6,0 g kg'! de malico (Kampmann & Maier,
1982; Scholz & Maier, 1991) y de 5,0 a 15,0
g kg'! de citrico, 3,0 a 7,0 g kg'' de malico,
1,5 g kg'!' de succinico, 1,4 g kg™ de formico
y trazas de acético (Van der Stegen & Van
Duijn, 1987).

En el café tostado el contenido de acidos
alifaticos varié entre 20,0 y 33,0 g kg!
(promedio 27,0 g kg") que dependié de las
temperaturas de torrefaccion. Se observo un
incremento del acido citrico con la elevacion
de la temperatura inicial y una reduccion
significativa de 17,6% en el tostado a las
temperaturas de 175 y 180°C y de 24,5% a
185°C con respecto al verde. El tratamiento
210-180°C con 8,3 gkg! de citrico se diferencid
de los tratamientos con temperatura inicial
de 185°C y de los tratamientos 195-180°C,
195-185°C, 190-185°C.

El acido malico aumenté6 moderadamente
con el incremento de la temperatura inicial
y se redujo significativamente con respecto
al verde un 45,3% en los tratamientos con
temperatura final de 175°C, 11,4% a 180°C y
30,8% a 185°C. Para una pérdida de materia
organica de 6,4%, disminuyeron los acidos




citrico (13,1 g kg'') y malico (4,0 g kg™') en
el café verde a 6,3 g kg! y 2,0 g kg! en el
café tostado (Weers et al., 1995).

La concentracion de acido acético del café
tostado disminuy¢ en relacion lineal inversa con
la temperatura inicial de tostacion (Figura 2)
y estadisticamente se diferenciaron las medias
en tres grupos: 185°C (4,80 g kg"), 190 a
200°C (4,38 g kg'') y 210°C (3,12 g kg™h).

El 4cido acético se formo en la tostacion y
alcanzo6 un promedio de 4,4 g kg™! en café tostado
a 180 y 185°C temperatura final, diferente al
valor de 3,85 g kg'' a 175°C. Los mayores
contenidos de acético (5,1 g kg™!) se hallaron
en 185-185°C y 190-185°C de tostacion. En
otros estudios el acético también se incrementd
a 4,9 g kg'! para 6,4% de pérdida de materia
organica (Weers et al., 1995). Michael Ginz
et al. (2000) observaron un incremento del
acético en robusta hasta 2,4 g kg™ a 240°C de
temperatura final, seguido de un decremento
hasta 0,5 g kg a los 280°C.

Igualmente, el acido lactico se produjo en
la tostacion del café y el mayor valor (0,28 g
kg!) se presento en el tratamiento 190-185°C,
con efecto significativo de la temperatura
final. Weers ef al. (1995) tampoco detectaron

acido lactico en el café verde y en el tostado
encontraron de 0,7 a 1,3 g kg™! seglin el grado
de tostacion; por su parte Michael Ginz et
al. (2000) detectaron acido lactico desde los
200°C y a 280°C, con una concentracion de
0,8 g kg

Para tostaciones de café entre 11,6% y
17,8% de pérdida en masa disminuyeron los
acidos: citrico de 8,7 a 5,5 g kg”' y malico
de 3,9 a 2,4 g kg! en el café tostado; el
acido lactico aumentd de 0,8 a 3,2 g kg'';
el acético de 1,1 g kg™ a la pérdida inicial
aument6 de 3,1 g kg' a 15,0 g kg' y luego
disminuy6 de 2,2 g kg a 17,8% de pérdida
de masa (Blanc, 1977).

El acido succinico del café tostado a 175°C
presentd un valor cinco veces superior al
contenido en el café verde y aumentd a un
promedio de 6,0 g kg™! en los tratamientos a
185°C temperatura final. Weers et al. (1995)
no detectaron acido succinico, ni glicolico
en el café verde, mientras que en el tostado
hallaron entre 0,2 y 0,4 g kg de succinico
y de 1,3 a 2,0 g kg!' de glicdlico, segin el
grado de tostacion. Por su parte, Michael Ginz
et al. (2000) cuantificaron 0,4 g kg™' a 220°C
y 0,5 g kg'' a 280°C de 4cido glicdlico en
el café tostado.

4 \'\

Acido acético (g kg
W

Figura 2. Relacion entre laconcentracion

Temperatura inicial (°C)

2
y=-0,064x + 16,76
1 R*=0,90
0
180 185 190 195 200 205 210

de acido acético del café tostado con la
temperatura inicial de tostacion, intervalo
de confianza 95%.
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El acido formico disminuyo¢ al incrementarse
la temperatura inicial y en los tratamientos
con temperatura final de 175°C alcanzé
un valor 25 veces superior al café verde y
aument6 a 9,0 g kg'' de forma significativa
con la elevacion de la temperatura final
de tostacion. Por el contrario, Weers et al.
(1995) no detectaron acido féormico en el
café verde, aunque observaron un incremento
en la tostacion media y luego disminucion
para tostaciones altas. (Michael Ginz et al.,
2000) midieron un valor maximo de 2,0 g
kg de formico a 240°C y 0,5 g kg'! en la
tostacion de 280°C.

Solo se detectaron trazas de acido tartarico
en el café tostado. El acido oxalico se incrementd
entre un 11% y 22% con respecto al café
verde en los tratamientos con temperatura final
de tostacion de 180°C y 185°C. En café de
Brasil, se cuantificé acido oxalico en menor
concentracion en las muestras que tuvieron
mayores puntajes de calidad en taza (Borém
et al., 2016). Lentner & Deatherage (1959)
no detectaron acidos tartarico ni oxalico en
el café tostado.

Puede concluirse que, al aumentar
la temperatura inicial de tostacion del
café, los contenidos de lipidos y éacido
acético disminuyen, por el contrario, las
concentraciones de los acidos quinico y citrico
aumentan. Con el incremento de la temperatura
final de torrefaccién del café decrecen las
concentraciones de sacarosa, trigonelina y de
los acidos citrico y malico, en contraste, se
incrementan los contenidos de acidos acético,
lactico, succinico, férmico y oxalico. Al mismo
tiempo, es mayor el tiempo de tostacion y la
trasferencia o pérdida de masa, de igual forma
el color del grano se vuelve mas oscuro.

Las relaciones entre las concentraciones de

los compuestos quimicos del café respecto a
las temperaturas de torrefaccion presentadas
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en esta investigacion pueden contribuir a la
obtencion de consistencia en la composicion
quimica y calidad del café, mediante la fijacion
de las temperaturas de tostacion.
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USO POTENCIAL DE Hermetia illucens (LINNAEUS)
(DIPTERA: STRATYIOMIDAE) PARA TRANSFORMACION DE
PULPA DE CAFE: ASPECTOS BIOLOGICOS
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(Linnaeus) (Diptera: Stratyiomidae) para transformaciéon de pulpa de café: Aspectos biologicos.
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La conversion de materia organica con el uso de organismos ha tenido un amplio desarrollo en las Gltimas
décadas. La mosca soldado negra Hermetia illucens, por contener proteinas y grasas, se ha considerado
como alimento para animales. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el desarrollo de
H. illucens en pulpa de café bajo condiciones controladas y realizar la descripcion morfologica de sus
estados biologicos. El trabajo se desarroll6 a una temperatura de 25+2°C, humedad relativa de 80%+10%
y fotoperiodo 12:12. Se realiz6 seguimiento diario para obtener las variables: longevidad y sobrevivencia
(%) de cada uno de los estados bioldgicos, incluyendo los adultos machos y hembras y razon sexual.
Se obtuvo el ciclo completo de H. illucens en pulpa de café. Los analisis descriptivos de las variables
mostraron una duracion en dias del periodo de incubacion de 3,06+0,09, la fase larval de 22,83+0,17 y
la pupa de 19,92+0,17, con una viabilidad total (huevo-adulto) de 80% y una longevidad de los adultos
hembras y machos de 10,43+0,48. Se describieron los estados biologicos de huevo, larva, pupa y adultos.
Los resultados de esta investigacion soportan apuestas futuras de proyectos de desarrollo tecnologico
que permitan la cria de la mosca H. illucens para alimentacion animal y el uso de los subproductos en
fertilizacion de cultivos organicos.

Palabras clave: Mosca soldado negra, conversion materia organica, proteina animal, residuos organicos.

POTENTIAL USE OF Hermetia illucens (LINNAEUS) (DIPTERA: STRATYIOMIDAE) FOR THE
TRANSFORMATION OF COFFEE PULP: BIOLOGICAL ASPECTS

The conversion of organic matter using organisms has had a remarkable development in the last decades. The
black soldier fly Hermetia illucens is considered for animal nutrition due to its protein and fat contents.
The objective of this research was to determine the development of H. illucens on coffee pulp under
controlled conditions and to describe the morphology of its life stages. This study was carried out at a
temperature of 25+2°C, 80%+10% of relative humidity and a 12h:12h photoperiod. A daily follow up was
performed to the insects in order to obtain the variables: longevity and survival (%) for each biological
stage, including adult males and females, and the estimation of its sexual rate. The entire life cycle of H.
illucens was accomplished on coffee pulp. The descriptive analyses of the variables showed an average
duration in days of 3.06+0.09 for egg incubation, 22.83+0.17 for the larval stage, 19.924+0.17 for pupae,
with a total viability (adult egg) of 80% and 10.43+0.48 adult longevity (male and female). All life stages
eggs, larvae, pupae and adults were described. The results of this research support future research on
development technology projects to rear H. illucens for animal nutrition and the use of its subproducts
in fertilization of organic farming.

Keywords: Black soldier fly, organic matter conversion, animal protein, organic waste.
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Con una proyeccion de la poblacion mundial
de 9.700 millones de personas para el afo
2050 (UN, 2015), se espera un aumento en la
demanda por alimentos, generando impactos
negativos en el ambiente por la intensificacion
de la produccidon agropecuaria y la mayor
produccion de residuos organicos (Rehman
et al., 2017). El manejo inadecuado de los
mismos generaria productos perjudiciales para
el ambiente (Aguirre-Villegas y Larson, 2017).

La conversion de materia organica usando
organismos ha tenido un amplio desarrollo
en las ultimas décadas (Aguirre-Villegas y
Larson, 2017; Diener et al., 2011); los ejemplos
mas relevantes son el uso de lombrices y
microorganismos en la produccioén de abono
organico rico en nutrientes para usos agricolas
(Rendon et al., 2015). Asi, el empleo de
insectos ha tomado importancia ya que
ayuda en la conversiéon de residuos en la
produccidn agropecuaria y proveen proteina
para la alimentacion de animales de corral
(aves, cerdos y peces) (Barragan-Fonseca et
al., 2017) y a futuro para humanos (Wang y
Shelomi, 2017).

La mosca soldado negro Hermetia illucens
(Linnaeus, 1758), es un insecto perteneciente
a la familia Stratyiomidae del orden Diptera,
originaria de América (Triplehorn y Johnson,
2005). Los adultos viven, se aparean y ponen
sus huevos en grietas y hendiduras cerca del
habitat de las larvas y pueden alimentarse de
estiércol, carne en descomposicion o frutas y
vegetales (Gobbi ef al., 2013). Este insecto
se considera benéfico en las instalaciones
de animales (aves de corral, porcinos), por
su habito de colonizar residuos animales
(Sheppard et al., 1983), ayudando a reducir la
presencia de la mosca casera Musca domestica
y atenuando hasta en 50% la masa acumulada
de estiércol (Sheppard, 1983). Adicionalmente
favorece la disminucion de los niveles de
Escherichia coli en el estiércol (Erickson et
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al., 2004; Liu et al., 2008) y las larvas pueden
digerir los residuos s6lidos resultantes de la
produccion agricola de banano, palma de aceite
y café (Hem et al., 2008; Larde, 1990). Las
larvas y pre-pupas poseen alrededor de 62%
de proteina cruda y hasta 39% de grasa y no
almacenan pesticidas o micotoxinas, por lo
cual, a pesar de que se requieren mas estudios
nutricionales (Barragan-Fonseca et al., 2017;
Wang y Shelomi, 2017), se consideran una
opcion para alimento de aves de corral, cerdos
y peces (Newton et al., 1977; Sheppard et
al., 1994).

Diversos trabajos han sido desarrollados
para determinar aspectos basicos del ciclo de
vida y metodologia de cria en diferentes dietas
(Tingle et al., 1975). Cinco dias posteriores a la
emergencia de los adultos se presenta la copula,
ocurriendo un periodo de pre-oviposicion de 2
a 4 dias (Tomberlin et al., 2005). La hembra
puede depositar un promedio de 600 huevos
(Sheppard, 1983), los cuales pasan por un
periodo de incubacion de 3 a 4 dias (Gobbi
et al., 2013). Las larvas alcanzan el estado
de pupa en 14 dias aproximadamente a 30°C
(Furman et al., 1959). Sheppard et al. (2002)
determinaron que la duracién de la fase de pupa
es de 10 a 14 dias en temperaturas entre 27 y
30°C; los adultos no necesitan alimentarse y el
suministro de agua incrementa su longevidad
(Tomberlin et al., 2005).

La produccion cafetera emplea el 5%
(Rodriguez y Zambrano, 2010) de la biomasa
total para obtener la bebida, quedando un 95%
en otras estructuras de la planta. Cuando se
realiza la cosecha de los frutos de café se
genera la pulpa, la cual resulta de la remocion
de exocarpio que representa el 44% del peso
de los frutos (Montilla ez al., 2008). Este
material puede ser usado como fertilizante
(Renddn et al., 2015), alimento (Franco et
al., 1973) y produccion de biocombustibles
(Rodriguez y Zambrano, 2011), pero debe ser




transformada mediante compostaje (Rendon et
al., 2015). Cada millén de sacos de 60 kg de
café almendra, generarian 162.900 toneladas
de pulpa fresca, la cual debe manejarse
adecuadamente para evitar contaminacion
(Rodriguez y Zambrano, 2010).

Por lo anterior, es importante considerar el
uso de H. illucens en el proceso de conversion
de la pulpa de café ya que podria generar
un fertilizante organico (Arcila y Farfan,
2007; Uribe y Salazar, 1983), mejoraria
las condiciones del suelo (Suarez, 2001) y
proveeria larvas con un contenido proteico
para complementar la alimentacion de aves
de corral, cerdos y peces en la caficultura
colombiana.

El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar la capacidad de desarrollo de
H. illucens en pulpa de café como sustrato
alimenticio bajo condiciones controladas, con
el fin de establecer las bases para proyectos
posteriores de desarrollo tecnologico en la
produccion de insectos para alimentacion
pecuaria y transformacion de pulpa de café
en materia organica.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrolld en la Disciplina de
Entomologia de Cenicafé, en el municipio
de Manizales, departamento de Caldas, bajo
condiciones controladas de cuarto de cria
con temperatura 25+2°C, humedad relativa
de 80%+10% y fotoperiodo 12:12. Los insectos
con los que se inicio la cria se recolectaron sobre
pulpa de café de fincas cafeteras localizadas
en el municipio de San José¢ (Caldas).

Ciclo de vida de H. illucens. Se evaluo6 en un
sustrato alimenticio de pulpa de café, la cual
se obtuvo en las instalaciones de Cenicafé.
Inicialmente se conformaron diez parejas de
machos (&) y hembras (9) adultas, de 12

horas de edad, las cuales se ubicaron en tres
cajas acrilicas de 8 cm de alto x 11 cm de
ancho y 21 c¢m de largo, que contenian 100
g de pulpa de café cada una y tres capas de
tiras de carton corrugado alrededor, dentro de
jaulas de tul de 50 x 50 x 50 cm.

A partir de las posturas obtenidas en el
papel corrugado de cartdn, se seleccionaron
100 huevos. Para obtener la duracion de los
estados biologicos se evalud diariamente
la incubacion de los huevos y posterior
muda de los individuos. Al momento de
la eclosion, las larvas se individualizaron
en vasos plasticos de 474 mL perforados en
la base, conteniendo 50 g de pulpa de café
y tapados con malla tipo tul. Se suministro
nuevo sustrato cada siete dias con el fin de
procurar alimento; posteriormente, las pupas
se retiraron del sustrato y se acondicionaron
sobre papel filtro humedecido, cubriéndolas
con vasos de plastico de 3mL hasta obtener
los adultos.

A la emergencia de los adultos, estos
se separaron por sexo, observando la
terminacion del abdomen de acuerdo con
Rozkosny (1983) y Ustiiner et al. (2003)
(Figura 1). Para determinar la longevidad
de los adultos se conformaron 20 parejas de
edad similar, confinandolas en las jaulas de
tul descritas anteriormente, con dos cajas
acrilicas con pulpa de café. Diariamente se
determiné el nimero de machos y hembras
muertos.

Variables evaluadas. Duracion de cada uno de
los estados bioldgicos de huevo, larva y pupa,
sobrevivencia (%) de cada estado, longevidad
de machos y hembras y razén sexual (RS),
donde, RS = (#Q/#Q+#3).

Se realiz6 un analisis descriptivo para cada
una de las variables, medidas de tendencia
central y variacion.
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0,5 mm

Figura 1. Vista ventral del ultimo segmento abdominal de Hermetia illucens a) Hembra, b) Macho. Barra de

escala: 0,5 mm. Fotografia J.C. Ortiz, 2018.

De forma complementaria se realizo la
descripcion morfoldgica general de cada uno
de estados bioldgicos: huevo, larva, pupa y
adulto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aspectos biologicos: Ciclo de vida de
Hermetia illucens

El método de cria que se establecid para
mantener la colonia de H. illucens en pulpa
de café permitié la cépula y oviposicion.
Contrario a lo reportado por otros autores,
no fue necesario mantener las crias en espacios
mayores a 16 m? como lo sugieren Tingle et
al. (1975) y Tomberlin ef al. (2002). A pesar
de que en este estudio no se contabilizaron
las copulas, el cortejo y aparcamiento, el
promedio de huevos por hembra y niimero de
posturas, Booth y Sheppard (1984) y Tomberlin
y Sheppard (2001) calculan una capacidad de
producir entre 500 y 700 huevos por hembra
en varias posturas. Los resultados obtenidos
indican que la pulpa de café es un sustrato
viable para la produccion de H. illucens (Figura
2) y permite la obtencion de los parametros
de vida del insecto.
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Una vez obtenidos los huevos, se determind
el periodo de incubacion de H. illucens en 3,06
dias, con el 98% de los huevos viables (Tabla
1). La hembra oviposita sobre la pulpa de café
en grupos de mas de 20 huevos por postura.
Estos resultados concuerdan con los reportes
de Sheppard et al. (2002) y de Tomberlin
et al. (2005), sobre dieta artificial de maiz.

Se determindé que en pulpa de café la
duracion del estado larval de H. illucens fue
de 22,83 dias (Tabla 1), resultados similares
a los registrados por Tomberlin et al. (2002),
quienes obtuvieron un promedio de 20,1+0,32
a 27°C, en dieta de harina de maiz y alfalfa, y
por Gobbi et al. (2013), quienes reportan una
duracion que varia en funcion del alimento
suministrado entre 15 a 33 dias. La viabilidad
de la fase larval fue del 85%. Sin embargo, se
observo mortalidad de larvas cuando la pulpa
de caf¢ estaba saturada de agua, situacion
también reportada por Sheppard et al. (2002)
en una dieta compuesta por 50% de salvado
de trigo, 30% de harina de alfalfa y 20% de
harina de maiz saturada con agua. En este
estudio no se evaluaron el nimero de instares
larvales; sin embargo, varios autores reportan
un total de cinco estadios larvales (Hall et




al., 2002; Myers et al., 2008). Al finalizar la
fase larval, estas abandonaron la pulpa de café
saliendo de las cajas en busqueda de sitios
secos, oscuros y protegidos; en esta fase fue
importante suministrar este ambiente como
requisito para el desarrollo de la fase de pre-
pupa, la cual inici6 al endurecerse la cuticula.

El tiempo de desarrollo de la pupa fue
de 19,92 dias, con una viabilidad del 95%
(Tabla 1); el 5% de mortalidad ocurrid
por contaminaciéon por microorganismos.
Tomberlin et al. (2009) reportan que esta
fase dura en promedio 17,8+0,74 dias, con una
viabilidad superior al 90%. No se encontraron
pupas con malformaciones, lo que sugiere
que el sustrato alimenticio fue adecuado y
que no se afectd la tasa de crecimiento de los
insectos criados (De Hass ef al., 2006). En
consecuencia, el porcentaje de supervivencia
de larva a adulto fue del 81%, valor superior
al reportado por Myers et al. (2008), quienes
obtuvieron un 37%.

Con los adultos emergidos se calcul6 la
razon sexual (RS) de 0,55 similar a la reportada
por Gobbi ef al. (2013) cuando compard tres
tipos de dieta con fuentes proteicas diferentes.

El promedio de la longevidad de los adultos
fue similar para machos y hembras en el sustrato
de pulpa de café (Tabla 1). Para machos, el
50% acumulado muri6 entre los dias 12y 13,
mientras que las hembras lo hicieron entre los
13 y 14 (Figura 3). Se obtuvieron resultados
similares a los reportados por Tomberlin et al.
(2009), quienes reportan que la duracion de
los adultos alimentados con dieta artificial de
harina de maiz y alfalfa, a temperaturas entre
27-30°C, fluctud entre 12,4 y 17,4 dias. Myers
et al. (2008) encontraron que la longevidad
promedio estuvo entre 9,72 y 14,71 dias para
ambos sexos, cuando fueron alimentados con
diferentes proporciones de estiércol de ganado
y residuos de cosecha de maiz. Es importante

precisar que los adultos no se alimentaron,
solo consumieron agua.

Las hembras presentaron un periodo de pre-
oviposicion de dos a tres dias, este resultado fue
también registrado por Tomberlin ez al. (2002)
y Sheppard et al. (1994) quienes mencionan
que la oviposicion inicia de tres a cuatro dias
después de la emergencia del adulto.

La duracion total del ciclo desde huevo
hasta adulto fue de 45,75 dias, valor superior
a los reportes de otros autores, quienes lo
estimaron entre 38 y 43 dias en diferentes
sustratos alimenticios y temperaturas entre
25 a 30°C (Rehman et al., 2017; Sheppard et
al., 2002; Tomberlin et al., 2005; Tomberlin
y Sheppard, 2002). Los resultados discutidos
indican que la diferencia radica en la duracion
de las fases de larva y pupa, ya que en el
sustrato de pulpa de café se tardaron casi
dos dias para cada una de estas fases, lo cual
puede estar relacionado con el sustrato de
alimentacion y las condiciones de temperatura
y humedad utilizadas en el presente trabajo.

Descripcion de Hermetia illucens

Huevo. Los huevos son de forma ovoide, de
1,0 £ 0,01 mm de longitud, coloracién variable,
de blanco a amarillo claro, y textura lisa. A
medida que avanza la incubacion, el color
de los huevos se va acentuando a amarillo
claro, después de 60 horas pueden observarse
los ojos (manchas rojas) y a las 72 horas se
aprecia la capsula cefalica (Figura 4a).

Larvas. Son de coloracion café oscura a café
claro opaco, cuando se encuentran proximas
a empupar miden entre 2,7 a 3,0 cm. La
capsula cefalica es parcialmente expuesta y
las mandibulas tienen formato falciforme, la
estructura general de la larva es apoda, alargada
fusiforme y deprimida dorso ventralmente; el
tegumento endurecido es formado por placas
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Figura 2. Pulpa de café¢
degradada y pupas de
Hermetiaillucens. Fotografia
L. Quintero.

Figura 3. Porcentaje de
sobrevivencia de adultos de
Hermetia illucens de acuerdo
al sexo, en pulpa de café en
el laboratorio. Temperatura
25+2°C, humedad relativa
de 80%+10% y fotoperiodo
12:12.

Tabla 1. Duracion (dias+ EE") y viabilidad (%) de los diferentes estados biologicos de Hermetia illucens en pulpa
de café en condiciones de laboratorio. Temperatura 25+2°C, humedad relativa de 80%+10% y fotoperiodo 12:12.

Numero de Duracion Viabilidad

Parametro individuos (n) (dias) (%)
Periodo de incubacion (dias) 100 3,06+0,09 98
Periodo larval 98 22,83+0,17 85
Periodo pupal 84 19,92+0,17 95
Duracion total (huevo-adulto) 84 45,75+0,24 -
Viabilidad total estados inmaduros 84 - 80

Hembras 45 10,54+0,72
Machos 36 9,84+0,51

*E.E.: Error estandar.
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calcareas, redondeadas, con segmentacion
visible en el extremo anterior ahusado y el
posterior redondo, dividiéndose en tres regiones:
capsula cefalica (CC), tres segmentos toracicos
(ST) y ochos segmentos abdominales (SA)
(Figura 4b). De acuerdo con Rozkosny (1983),
existe diferencia en cuanto a la quetotaxia
de los segmentos toracicos y abdominales, y
a medida que avanza en edad el tegumento
es mas esclerotizado. Presenta seis instares
larvales (Tomberlin y Sheppard, 2002).

Pupas. Son formadas con la exuvia del altimo
instar larval. Las pupas son de tipo coartada
y coloracion café oscura (Figura 4c y 4d).

Adulto. En general, tiene un tamaflo
promedio de 22,04+0,02 mm para hembras
y 16,0+£0,01 mm para machos, son negros a
café claro. Los especimenes pertenecientes
a la familia Stratiomyidae presentan como
caracteristica tipica en las alas una celda
discal redondeada y algunas ramas de la
vena M, que no alcanza las margenes del ala,
la celda M3 abierta y las venas R5 0 Ry.5
terminan en el apice del ala (Figura 5a). A
nivel de especie, estas moscas presentan el
primer segmento abdominal de coloracion
mas clara que el resto del abdomen (Figura
5b y 5c¢), llamadas espejos, cuya funcion es
desconocida (Ustiiner et al., 2003).

5 mm

®)

Figura 4. a). Detalle de masa de huevos; b). Detalle de larva y sus tres regiones; cc: capsula cefalica, ST:
segmentos toracicos, SA: segmentos abdominales; c). Pupa; d) Detalle de la exuvia pupal con orificio de salida
del adulto de Hermetia illucens. Barra de escala: A: 1 mm, b, c y d: 5 mm. Fotografias: a). L. Barros y L. Rossi;
b, ¢, d) J.C. Ortiz. La escala es 5 mm. Fotografia J. C Ortiz, 2019.
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1 mm

Figura 5. Adultos de Hermetia illucens. a) Ala, 1. Celda discal redondeada, 2. Algunas ramas de la vena M:
M; y My, 3. Vena Ry.s; b) Detalle del cuerpo vista dorsal (2); ¢) Abdomen con detalle de los espejos ().

Barra de escala: 1 mm. Fotografia J. C Ortiz, 2019.

Puede concluirse que H. illucens se
desarrolld sobre el sustrato alimenticio de
pulpa de café, abriendo la posibilidad para
establecer las bases para proyectos de desarrollo
tecnolodgico en la produccion de insectos para
alimentacion pecuaria y transformacion de
pulpa de café en materia organica.
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VALIDACION DEL MANEJO INTEGRADO DE Hypothenemus
hampei FERRARI (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) EN EL
HUILA, COLOMBIA

Ferney Lopez Franco*, Laura Alexandra Laiton Jiménez*, Pablo Benavides Machado*

LOPEZ F., F.; LAITON J., L. A.; BENAVIDES M., P. Validacién del manejo integrado de Hypothenemus
hampei Ferrari (Coleoptera: Curculionidae) en el Huila, Colombia. Revista Cenicafé 70(2):91-97. 2019

El café es el principal producto agricola de exportacion de Colombia, siendo el Huila el mayor proveedor actual.
La plaga mas limitante es la broca de café. El objetivo de este trabajo fue validar en el campo las estrategias
de control usadas en el manejo integrado de la broca. Para esto, se tom6 un lote de café en el municipio de
Pitalito y se dividi6 en cuatro parcelas experimentales, correspondiendo a los siguientes métodos de control:
M1 Control biologico, M2 Control quimico, M3 Control cultural y M4 Testigo manejo implementado por el
agricultor. Se evalu6 la infestacion de broca en el campo y en café pergamino seco, por medio de un muestreo
aleatorio simple. Mediante el estimador de razon de los frutos infestados por cada 100 frutos se determind
que el M3 Control cultural fue descriptivamente menor con respecto a los demas métodos de control en el
campo. De manera consecuente, el M3 presentd el menor porcentaje de infestacion en café pergamino seco.
Cuando se implement6 el control cultural, se registré en el campo una reduccion del 74,55% en el estimador
de razén y del 54% en el porcentaje de infestacion en café pergamino, con respecto al M4 manejo del
agricultor. Esta investigacion permite recomendar el control cultural como la mejor estrategia de control de
la broca, asi mismo, transferir estos resultados a los caficultores de Huila. El control cultural consistioé en la
cosecha oportuna y en el repase con recoleccion de frutos del suelo asistidas con dispositivos “canastillas”.

Palabras clave: Control de plagas, control cultural, control bioldgico, control quimico, manejo integrado de plagas.

VALIDATION OF INTEGRATED PEST MANAGEMENT FOR COFFEE BERRY BORER,
Hypothenemus hampei FERRARI (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) IN HUILA

Coffee is the main exported agricultural product of Colombia, and Huila is currently the largest provider. The
most limiting insect pest is Coffee Berry Borer. The objective of this study was to validate, in field conditions,
the control strategies used for the Integrated Pest Management for Coffee Berry Borer. Thus, a coffee lot
in the municipality of Pitalito was taken and divided into four experimental plots for the following control
methods: M1 Biological control, M2 Chemical control, M3 Cultural control and M4 Control implemented
by the farmer. Coffee Berry Borer infestation levels in field and in parchment coffee during harvesting was
evaluated through a simple random sampling procedure. A ratio estimator of infested berries per 100 berries,
the M3 cultural control was found to be descriptively lower than the other field control methods. Consequently,
M3 also showed the least infested coffee parchment levels. When cultural control was implemented, there
was a reduction of 74.55% on the ratio estimator and 54% on the infestation level of coffee parchment with
respect to M4 Control implemented by the farmer. This research allowed to recommended cultural control
as the best strategy to control Coffee Berry Borer and, ideally, to transfer these results to coffee growers in
Huila. The cultural control strategy consisted in rigorous harvesting complemented with repassing and picking
coffee berries from the trees and the ground using “canastilla” devices.

Keywords: Insect pest control, Cultural control, Biological control, Chemical control, Integrated Pest Management.

*Asistente de Investigacion, Asistente de Investigacion e Investigador Cientifico I11, respectivamente. Disciplina de Entomologia,
Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.
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La broca del café, Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae), es la
plaga mas limitante de este cultivo en el
mundo (Decazy, 1987). Desde su llegada a
Colombia en 1988, se ha convertido en el
principal problema fitosanitario del cultivo del
café por atacar y reproducirse en los frutos,
ocasionando pérdidas en produccién y calidad,
lo que a su vez, incrementa los costos y reduce
el precio de venta (Benavides ef al., 2003). El
departamento del Huila es el mayor productor
de café de Colombia, con cerca de 150.000
hectareas sembradas (Federacion Nacional de
Cafeteros de Colombia, 2018) y, por ende, la
presencia de la broca en los cultivos vulnera
la economia del departamento.

Esta plaga presenta dificultades para su
control dada su biologia y comportamiento,
debido a que el adulto esta protegido en el
interior de los frutos y se reproduce rapidamente
(Benavides et al., 2003). En este sentido, el
Centro Nacional de Investigaciones de Café—
Cenicafé¢ implement6 un programa de Manejo
Integrado de la Broca (MIB) que, ademas
de controlar la plaga, pretende conservar los
agroecosistemas cafeteros y sus multiples
interacciones (Bustillo et al.,, 1998); este
programa combina practicas agrondmicas
(Bustillo-Pardey, 2007), biolégicas (Baker,
1999; Bustillo y Posada, 1996; Florez et al.,
1997), culturales (Benavides et al., 2003;
Cardenas, 1996) y quimicas, tendientes a
reducir las poblaciones de la broca a niveles
que no causen dafios econémicos (Arcila, 2016;
Bustillo ez al., 1998; Villalba-Gault et al., 1995).
Con ello, se busca mejorar la produccion y la
competitividad para la exportacion y, ademas,
aportar a la sostenibilidad de la produccion
cafetera, sin deteriorar la calidad del café y
sin poner en riesgo la salud humana ni el
equilibrio ambiental (Duque, 2004).

Dentro del MIB se considera como pilar
fundamental el control mediante practicas

Cenicafé, 70(2):91-97. 2019

culturales, que consisten en la recoleccion
oportuna de frutos maduros y el repase (Re
—Re), el cual se define como la recoleccion
de frutos de café secos, sobremaduros y
maduros de los arboles, y si es necesario
frutos del suelo, finalizados los periodos de
las cosechas principal y de mitad de afio o
“mitaca” (Benavides y Constantino, 2008).
Para esta practica, Cenicafé evaluo la eficacia
de un dispositivo tipo canastilla que recolecta
frutos que se encuentran en el suelo, con el
que se obtuvo hasta 50,6% de reduccion en los
niveles de infestacion de broca, respecto a un
testigo donde no hubo recoleccion (Constantino,
2018; Constantino et al., 2017; Constantino
et al., 2016). En el area del control biolédgico,
el uso del hongo entomopatdgeno Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin como insecticida
biologico ha demostrado ser eficaz, regulando
las poblaciones del insecto, logrando hasta
70% de mortalidad en el campo (Benavides
et al, 2012; Cardenas-Ramirez et al., 2007,
Gongora, 2011; Gongora-Botero et al., 2009;
Jaramillo et al., 2015). El uso de insecticidas
quimicos es una opcion dentro del MIB y su
recomendacion se da en funcion de la eficacia
en el control del insecto; se ha verificado
la validez de los insecticidas independiente
de su formulacion, ya que s6lo son eficaces
en el control de la broca cuando el insecto
se encuentra penetrando los frutos (Bustillo-
Pardey, 2007). Dentro de los insecticidas de
sintesis quimica usados para el control de la
broca, Voliam Flexi® (100 g clorantraniliprole
y 200 g tiametoxam) que contiene diamidas
antranilicas, es un producto de clasificacion
toxicologica III (Instituto Colombiano
Agropecuario - ICA, 2019) que ha mostrado
porcentajes de mortalidad superiores al 85%
en el campo, posterior a ocho dias después
de la aplicacion (Arcila et al., 2013).

Dada la vulnerabilidad de los cafetales del
departamento del Huila, el objetivo de este
estudio fue validar en el campo estrategias




de control usadas en el Manejo Integrado
de la Broca (MIB), comparandolas con la
estrategia de control realizado por un caficultor
en Pitalito, Huila.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 entre enero y diciembre
de 2017, en la vereda Solarte, en el municipio
de Pitalito (Huila), a una altitud de 1.280 m
(1°50'34.8" latitud N y -76°423.9" longitud
0). Se selecciond un lote de café variedad
Castillo® con cuatro afios de edad, dividido
en cuatro parcelas experimentales, con 2.200
arboles cada una. En cada parcela se hizo un
repase inicial, recolectando los frutos pintones,
maduros, sobremaduros y secos que quedaron
después de la cosecha, y posteriormente, se
asignaron los siguientes métodos de control:

M1. Manejo integrado con énfasis en el control
bioldgico: se utilizé el hongo Beauveria
bassiana (Brocaril 2,0 g L' de agua) en una
concentracion de 2 x 10'0 esporas por litro
de agua, haciendo la aspersion con bomba de
espalda y aplicando 50 mL de mezcla por arbol.

M2. Manejo integrado con énfasis en el control
quimico: se uso el insecticida Voliam Flexi®
utilizando 1,4 mL L' de agua y 50 mL de
la mezcla por arbol.

M3. Manejo integrado con énfasis en el
control cultural: en este esquema de manejo
integrado se eliminaron las ramas bajas de los
arboles correspondientes al 20% del area foliar
después del repase inicial. Adicionalmente, se
recolectaron frutos del suelo usando dispositivos
de asistencia manual (canastilla).

M4. Manejo del agricultor: se realizdé un
seguimiento al manejo de la broca segun el
criterio del agricultor, el cual consistié en
cosechas oportunas.

Para cada método de control evaluado
se determin6 la manera y la frecuencia
de aplicacion, utilizando la metodologia
desarrollada por Benavides et al. (2003), la
cual consistio en realizar unas evaluaciones
diagnostico, que incluyeron el registro semanal
de las floraciones para determinar el periodo
critico de la broca, la estimacion del porcentaje
de infestacion de la plaga en el campo y el
analisis de la posicion del insecto en el fruto.
De esta manera, se control la plaga en M1
y M2 cuando se presentaron las siguientes
tres condiciones: (1) los frutos estaban en
periodo critico, es decir, entre los 120 y 150
dias después de la floracion principal, (2) el
porcentaje de infestacion de broca supero el
2%, y (3) el porcentaje de broca encontrada
en posiciones A y B fue mayor al 50%.

Infestacion de broca en el campo. En
cada parcela se evaluaron mensualmente 60
arboles de café seleccionados por medio de
un muestreo aleatorio simple, en los cuales
se procedid a tomar la informacion de la
siguiente manera: se selecciond la rama con
mayor produccion, donde se contabilizaron
el numero de frutos totales (FT) y aquellos
que se encontraban perforados por la broca
(FB), con el fin de estimar el porcentaje de
infestacion. Se realizo un analisis descriptivo
de la informacion utilizando el promedio del
porcentaje de infestacion y un estimador de
razon (Ecuacion <1>) por cada método de
control y cada mes, teniendo en cuenta solo
la informacion de los arboles con mas de 20
frutos totales en cada evaluacion.

Estimador de razén = _fB % 100 <1>
(FT-FB)

Infestacion de broca en el café pergamino seco
(c.p.s.). En tres pases de la cosecha principal,
ocurridos en septiembre y octubre del 2017,
se beneficiaron tres muestras de 15 kg de café

Cenicafé, 70(2):91-97. 2019 93



cereza por parcela. Posteriormente, se evaluo6 el
nivel de infestacion de broca en el pergamino
seco resultante con ayuda de la Cooperativa de
Caficultores del Huila- Cadefihuila de Pitalito.
Se realizo un analisis descriptivo estimando
el promedio del porcentaje de infestacion y
el rango para cada método de control.

RESULTADOS Y DISCUSION
Infestacion de broca en el campo

El método de control que presentd los menores
porcentajes de infestaciéon durante todo el
periodo de evaluacion fue el M3 Cultural (Tabla
1). En casi todos los meses los porcentajes
de infestacion de broca no superaron el 4%;
sin embargo, en noviembre, finalizando la
cosecha se presentaron los indices mas altos
de infestacion, siendo el M3 Cultural con

2,71%, el método de control que presento el
menor porcentaje de infestacion.

De manera descriptiva, a través del estimador
de razon, fue posible determinar que en el
mes de noviembre el M3 Cultural present6 el
menor nimero de frutos brocados por cada 100
frutos, mostrando una reduccion del 74,55%
con respecto al M4 Manejo del agricultor; este
valor es superior al reportado por Constantino
et al. (2017), que encontraron 50,6% menos
infestacion con respecto a un testigo sin repase.
Asi mismo, el M2 Quimico y el M1 Biologico
tuvieron una disminucion de 61,49% y 49,46%,
respectivamente (Figura 1), siendo el primero
similar al reportado por Arcila et al. (2013),
quienes obtuvieron una reduccioén del 64%
en la infestacion de broca con respecto a un
testigo en pruebas de campo cuando aplicaron
insecticidas de sintesis quimica.

Tabla 1. Porcentaje de infestacion de la broca en el campo por método de control (promedio y error estandar).

Mes M1 Biolégico M2 Quimico M3 Cultural M4 Manejo del agricultor
Enero 0,37 +0,20 0,12 40,05 0,17 £ 0,09 0,33+0,13
Febrero 1,27 £0,28 1,42 +£0,34 0,6 +£0,25 1,95+0,28
Marzo 1,51+0,23 0,95+0,16 0,53 +£0,12 0,92+0,13
Abril 1,44 + 0,27 2,73 +£0,40 0,7+0,14 2,14+ 0,44
Mayo 2,66 +0,52 1,47 £ 0,30 0,89 +0,31 3,19+0,45
Junio 2,53+0,38 1,73 £ 0,30 0,62 +0,14 2,1+0,43
Julio 0,79 +0,16 1,88 +0,41 0,92 +0,52 1,28 +£0,25
Agosto 2,28 +£0,43 2,48 +£0,45 1,03+0,21 3,83+0,70
Septiembre 1,62 +0,31 1,52 +0,30 1,28 £ 0,32 2,46 0,46
Octubre 2,02 +0,34 2,63 +0,53 1,47+£0,32 2,77 +£ 0,49
Noviembre 12,08 2,76 7,31 £ 1,50 2,71 £ 0,62 15,65+2,19
Diciembre 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0=+0,00
Promedio (afio) 2,38+ 0,91 2,02 + 0,54 0,91 £ 0,20 3,86 + 1,98
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Infestacion de broca en el café pergamino
seco (c.p.s.)

En la evaluacion de infestacion de broca en el
c.p.s., descriptivamente, el método de control
que presento el menor porcentaje de infestacion
fue el M3 Cultural (Figura 2), seguido del
M2 Quimico con un 0,86%. El método de
control con mayor porcentaje de infestacion
fue el M4 Manejo del agricultor con 1,39%.

El método M3 Cultural present6 una mayor
reduccion en el porcentaje de infestacion de
broca con 54% con respecto a M4 Manejo del
agricultor. E1 M2 Quimico y el M1 Bioldogico
disminuyeron 38% y 22%, respectivamente.
Los resultados del M3 Cultural superaron los

valores de 28% reportados por Constantino
et al. (2017) cuando fue comparado frente a
un testigo sin repase. El M2 Quimico mostro
un resultado inferior al obtenido por Arcila
et al. (2013) de 66% de la infestacion en
el c.p.s. al usar productos organofosforados.

Si bien la literatura reporta que existen
expresiones matematicas que relacionan la
infestacion en el campo con aquella en el
café pergamino seco (Montoya, 1999), estas
funciones no aplican para esta investigacion
dado que la evaluacion del café pergamino
seco correspondi6é a tres pases de cosecha
principal, ocurrida entre los meses de septiembre
y octubre del 2017. La informacién del mes
de noviembre se limita al muestreo de campo.
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Sin embargo, como era de esperarse, en
los métodos donde se encontraron las mayores
cantidades de frutos infestados en el campo,
también se observaron las mayores infestaciones
en el café pergamino seco.

En este estudio puede concluirse que el
manejo integrado de la broca disminuye y
mantiene los niveles de la broca por debajo
del dafio economico. De todos los métodos de
control utilizados dentro del MIB, el énfasis con
control cultural presentd los mejores resultados;
siendo la recoleccion del suelo con “canastillas”
una practica viable econdmicamente y con
impacto en la disminucion de la broca.
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Instructivo para la elaboracioén de los articulos
de la Revista Cenicafé

TEXTOS

 Digite los textos, no los diagrame.

» Cuando cite la palabra Cenicafé, escriba la primera letra en mayuscula y las siguientes en minusculas.

» Los nombres cientificos se escriben en letra italica o cursiva; la primera letra debe ir en mayuscula,
ejemplo: Beauveria bassiana.

» Las palabras et al., in vitro y cualquier otra locucion latina se escriben en letra italica o cursiva.

» El estilo de escritura debe ser absolutamente impersonal, en tiempo gramatical pasado, evitando la
conjugacion de verbos en primera o tercera persona del singular o el plural.

» Las ecuaciones deben nombrarse y enumerarse mediante el siguiente modelo matematico <>:
A=RxKxSxLxCxP<1>.

» Si se emplean siglas y abreviaturas poco conocidas, se indicara su significado la primera vez que se
mencionen en el texto y en las demas menciones bastara con la sigla o abreviatura.

» Evite al maximo el uso de nuevas siglas poco conocidas.

TABLAS Y FIGURAS

» Elabore las tablas en el formato de tabla de Word o de Excel.

* No las incluya en el documento como fotos o imagenes.

* Las cifras decimales separelas con una coma, no con punto.

» Las tablas deben titularse en la parte superior y al enunciarla en el texto, la palabra se debe escribir con
la primera letra en mayuscula, ejemplo: Tabla 10.

» Las tablas deben crearse en blanco y negro.

» Como norma general, las figuras deben titularse en la parte inferior, y cuando enuncie la figura en el texto,
la palabra se debe escribir con la primera letra en mayuscula, ejemplo: Figura 10.

» Las fotografias se deben tomar con el mayor tamafio (niUmero de pixeles) y la mejor calidad (Fine)
posibles, ya que esto asegura mejores impresiones de informes, pdsteres o publicaciones.

 Las fotografias deben nombrarse con el autor y su descripcién.

» Las tablas y figuras deben presentarse en archivos independientes y con numeracion consecutiva (Tabla
1... Tabla n, Figura 1... Figura n, etc.).

» Los textos y tablas deben presentarse en el procesador de palabra Word.

» Las tablas y los diagramas de frecuencia (barras y torta) originales deben suministrarse en el archivo del
manuscrito y también en su original de Excel.

» Otras figuras, como fotografias sobre papel y dibujos, se pueden enviar en originales o escanearlas y
remitirlas en el formato digital de compresién JPG, preferiblemente con una resolucién de 600 x 600 dpi
(minimo 300 dpi).

ECUACIONES

» Use una sola letra para denotar una variable y emplee subindices para particularizar.
» Para las variables utilice letra italica.

» El producto no se denota con *. Use solamente espacios.

» Las matrices y vectores se denotan con letra en negrilla e italica.

SISTEMA DE UNIDADES

* En los productos de investigacién a divulgar se utiliza exclusivamente el Sistema Métrico Decimal (SI),
ademas de las unidades especificas de mayor uso por parte de la comunidad cientifica.
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Los puntos de multiplicacion y los numeros superindice negativos pueden ser usados solamente con
unidades del Sl (por ejemplo, m®.s" y no m®s', que podria indicar milisegundos).

No se debe interrumpir la notacion de unidades del SI con simbolos que no corresponden a unidades
del sistema internacional ni con palabras diferentes, porque las unidades son expresiones matematicas.
Reordene la frase apropiadamente, por ejemplo asi:

- El rendimiento en peso seco fue de 5 g.dia™, y no 5 g de peso seco.dia-1
- Se aplicaron 25 g.ha"' del ingrediente activo, y no 25 gi.a./ha
- Cada planta recibi6 20 g.ha™' de agua, y no 20 g H,O/ha por planta

Use la linea oblicua o slash (/) para conectar unidades del S| con unidades que no son del S| (por ejemplo:
10 °C/h 6 10 L/matera).

Nunca use el punto elevado (.) y el slash en la misma expresion. Si se hallan mezcladas unidades del S
con unidades que no son del SI, use primero el slash y luego la palabra ‘por’ en segundo término.

Nunca utilice dos o mas lineas oblicuas o slashes (/) o la palabra‘por’ mas que una vez en la misma frase,
pues estos dos términos son equivalentes; por ejemplo en cepilladas/dia por planta, redacte la frase asi:
cada planta fue cepillada dos veces al dia. Para unidades totalmente verbales, use un slash, como en 3
flores/planta ¢ 10 frutos/rama.

Use la misma abreviatura o simbolo para las formas en singular o plural de una unidad determinada (por
ejemplo, 1 kg y 25 kg). Deje un espacio entre el valor numérico y el simbolo (por ejemplo, 35 g y no 35g).
En una serie de medidas ponga la unidad al final (excepto para el signo de porcentaje) asi: entre 14 y
20°C o hileras a 3, 6 y 9 m, pero 14%, 16% y 18%.

En las publicaciones se emplea la coma (,) para separar decimales y el punto (.), para separar miles y
millones.

LIOGRAFIA

Antes de enviar las propuestas de publicaciones tenga en cuenta que las citas deben estar ajustadas a las
normas APA.

ESTRUCTURA DEL ARTICULO CIENTIFICO

El articulo postulado para su publicacion debe ser original o inédito, y de igual manera no puede estar
postulado para su publicacion en otras revistas.

Titulo - Maximo 16 palabras

Que sea breve y preciso.

Que identifique el aporte del estudio, es decir, hagalo interesante pero preciso.

Si se incluye el nombre comun o el binomial (cientifico) de una especie en el titulo, utilice uno de los dos
pero nunca ambos.

No prometa mas de lo que va a entregar.

Evite el uso de subtitulos.

Evite abreviaturas, paréntesis, formulas, caracteres desconocidos.

Nombre del (los) autor (es).

Se debe incluir la profesion y demas titulos obtenidos.

Si el autor o alguno de los autores ya no se encuentra trabajando en Cenicafé, se debe incluir la fecha de
retiro (mes y afo).

Proveer una version del titulo en inglés.

Resumen - Maximo 250 palabras

El resumen debe sefialar de manera concisa los objetivos, resultados y conclusiones del estudio.
No debe contener referencias bibliograficas.
Su contenido se debe entender sin tener que recurrir al texto, tablas y figuras.



Al final del resumen deben incluirse de 3 a 6 palabras claves que describan los topicos mas importantes
del trabajo, con el fin de facilitar la inclusion en los indices internacionales; las palabras claves no deben
estar incluidas en el titulo.

Abstract - Maximo 250 palabras

Es la versién del resumen traducida al inglés. Debe ser preparado por el autor y debe incluirse.

Introducciéon - Maximo 1.000 palabras

Debe incluir:
La naturaleza del problema, de manera concisa.
El estado del problema (revision de literatura).
Solo deben citarse las referencias estrictamente pertinentes.
No debe incluir datos, ni conclusiones del trabajo.
El propésito de la investigacion.

Materiales y métodos - Maximo 1.100 palabras

Debe escribirse de tal manera que un investigador con conocimiento del tema pueda repetirlo, que informe

al lector como fue realizado el estudio y proporcione suficiente informacién para interpretarlo y evaluarlo.

Esté seguro de no omitir informacién que pueda afectar la interpretacion de los resultados, es decir:
Describa las condiciones experimentales, precisa y concisamente.

Los detalles del medio ambiente, especimenes, técnicas, materiales y equipos deben considerarse en
esta seccion del articulo.

Haga énfasis en hechos que sean nuevos.

No entre en detalle cuando se trate de métodos estandarizados de investigacion.

Use citas de literatura si son pertinentes.

Si un método estandar ya publicado ha sido modificado, describa la naturaleza de los cambios.
Describa los métodos en la secuencia que va a describir los resultados.

La primera vez que mencione un nombre cientifico utilice el binomial con el clasificador, ejemplo: Coffea
arabica L.; de alli en adelante sdlo use el género abreviado y escriba la especie, ejemplo: C. arabica.
Siempre use el tiempo pasado.

Defina técnicamente las variables y como se obtienen.

Describa el disefio experimental o soporte estadistico, de acuerdo con el tipo de investigacion.
Describa el andlisis de la informacion.

Describa los criterios de decision.

Resultados y discusion — Maximo 2.500 palabras

En este capitulo se presentan los analisis y la interpretacion de los datos obtenidos en la investigacion,
discutidos segun los resultados anteriores. Como guias deben tenerse en cuenta las siguientes:
Presente los datos en la secuencia abordada en la metodologia.
Use tablas o figuras (ilustraciones y graficas).
No repita los datos en distintas formas. O estan en figuras o en las tablas o en el texto.
Si el contenido total de la tabla puede ser descrito con claridad en el texto, no la presente. La tabla debe
contener, al menos una medida de tendencia central, una medida de dispersion o intervalo de confianza,
si requiere la prueba de comparacion estadistica. Al pie de la tabla indicar la prueba de comparacién, con
su nivel de significacion y la descripcion de las abreviaturas utilizadas en ella.
Utilice la figura para ilustrar en forma rapida un resultado complejo.
En el caso de ilustrar promedios, utilice los intervalos de confianza. No incluya en las figuras los datos de
promedios ni las letras asociadas a la prueba de comparacion.



* En una misma figura no incluya dos variables dependientes diferentes. Utilice correctamente el plano
cartesiano.

» Las descripciones de figuras y tablas deben contener la informacion suficiente para entender los resultados
descritos en ellas, sin tener que acudir al texto.

» El mensaje central debe ser suficientemente claro.

* Indique la aplicacion de los resultados.

* Interprete los resultados.

» Discuta hechos controversiales con objetividad.

» Permitale al lector seguir su linea de pensamiento.

« ldentifique resultados que abran nuevas posibilidades de estudio.

» No se sienta obligado a escribir una explicacion positiva para cada faceta del estudio.

* Nunca utilice “se necesita hacer mas trabajo...”

* No haga discusion trivial.

Agradecimientos - Maximo 70 palabras

Con esta seccion se pretende abrir un espacio lo suficientemente notable para que se tengan en cuenta
las personas que con sus aportes colaboraron a guiar o desarrollar las investigaciones o a redactar y
revisar el manuscrito que se somete a consideracion, y que de no existir una seccién como ésta, el autor
en ocasiones se ve forzado a considerarlas como coautoras del articulo. Ademas, debe incluir la fuente de
financiacion de la investigacion que originé el articulo, como el cédigo de la misma.

Literatura citada

» Se deben colocar en esta Seccidn sdlo las referencias citadas. No mas de 50 citas bibliograficas.
+ La literatura se debe organizar en estricto orden alfabético.
» Las referencias deben citarse en el texto utilizando las normas APA.
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