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CORRECCION DE LA ACIDEZ DEL SUELO: ALTERACIONES
QUIMICAS DEL SUELO

Siavosh Sadeghian Khalajabadi *, Carolina Diaz Marin *k

Sadeghian-Khalajabadi, S., & Diaz-Marin, C. (2020). Correccion de la acidez del suelo: Alteraciones
quimicas del suelo. Revista Cenicafé, 71(1), 7-20. https://doi.org/10.38141/10778/1116

La alternativa mas comun para corregir la acidez del suelo consiste en el empleo de enmiendas calcareas.
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto del encalamiento en la fertilidad de algunos
suelos representativos de la zona cafetera de Colombia. Se evaluaron las propiedades quimicas de cinco
suelos luego de un mes de incubacién con cinco dosis de cal (0,00; 1,25; 2,50; 5,00 y 10,00 g dm?). Los
tratamientos afectaron diferencialmente a los suelos en su pH, Ca*", Mg?*, CIC, AI**, Fe*", Mn?', NO7",
saturacion de bases y relacion de bases intercambiables. El pH del suelo logré explicar con mayor ajuste
las variaciones de AI’* que el porcentaje de saturacion de Al**. La CIC, determinada mediante el acetato
de amonio 1 M y con pH=7,0, no fue un método adecuado para determinar el efecto del encalamiento;
caso contrario ocurri6 con la solucién no-tamponada de cloruro de bario. Se presentd una alta correlacion
entre el porcentaje de saturacion de bases y el pH para cada suelo; sin embargo, no se encontr6 una
tendencia que pudiera explicar las variaciones de todos los suelos de manera conjunta. Los cambios de
la CIC, generados por el incremento del pH que ocasiono el encalamiento, estuvieron en funcion de los
contenidos de la materia organica. Una parte de los contenidos de Ca*" y Mg?* determinados en el analisis
del suelo correspondio a la fraccion no intercambiable, resultado que se relaciono con la baja solubilidad
de la cal y soporta su efecto residual.

Palabras clave: Encalado, fertilidad del suelo, aluminio, bases intercambiables, CIC.

SOIL ACIDITY CORRECTION: SOIL CHEMICAL ALTERATIONS

The most common alternative to correct soil acidity consists of using calcareous amendments. The objective
of this work of research was to determine the effect of liming on the fertility of some soils representative
of the Colombia coffee region. The chemical properties of five soils were evaluated after one month of
incubation with five doses of lime (0.00, 1.25, 2.50, 5.00 and 10.00 g dm?®). The treatments differentially
affected the soils in their pH, Ca®", Mg?", CEC, AI**, Fe*", Mn?**, NO*, base saturation and exchangeable
base ratio. The pH of the soil evidenced the AI** variations more considerably than the saturation percentage
of AI**. CEC, determined by 1M ammonium acetate and with pH=7.0, was not a good method to estimate
the effect of liming, whereas the non-buffered solution of barium chloride showed to be effective. There
was a high correlation between the base saturation percentage and the pH for each soil. However, it was
not possible to find a trend to explain the variations of all soils together. The changes of CEC, generated
by the pH increase caused by liming, were in accordance the organic matter contents. A part of the contents
of Ca?" and Mg?', determined in the soil analysis, corresponded to the non-exchangeable fraction, a result
that was related to the low solubility of the lime and supports its residual effect

Keywords: Liming, soil fertility, aluminum, exchangeable bases, CEC.

* Investigador Cientifico I1I. Disciplina de Suelos, Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Chinchina, Caldas,
Colombia. https://orcid.org/0000-0003-1266-0885.

** Ingeniera agronoma, M.Sc. https://orcid.org/0000-0002-6843-7503.
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En muchas regiones de Colombia la acidez
del suelo constituye una limitante potencial
para la produccion de café (Sadeghian, 2013).
Aunque esta condicion ocurre de manera
natural, principalmente como consecuencia
del material parental del suelo en interaccion
con el clima y los organismos, su magnitud
se intensifica en los suelos cultivados, debido
a la remocidon de las bases intercambiables,
calcio (Ca®"), magnesio (Mg?") y potasio (K*),
a través de las cosechas, la erosion, el uso
de los fertilizantes amoniacales, la oxidacion
de la materia organica (MO) y la aplicacion
de azufre elemental (S) (Sousa et al., 2007;
Zapata, 2004). Los suelos acidos contienen
cantidades relativamente altas de aluminio
(A" y, a veces, de manganeso (Mn?"), que
resultan toxicas para las plantas; en contraste,
son pobres en Ca?" y Mg?" (Espinosa & Molina,
1999; Havlin et al., 2014; Raij, 2011).

La alternativa mas comUn para corregir
la acidez del suelo radica en el empleo de
materiales encalantes; practica que eleva el pH,
neutraliza el AP* y Mn?*, proporciona Ca?" y
Mg?*, aumenta la disponibilidad de fosforo (P)
y molibdeno (Mo), favorece la mineralizacion
de la MO, ayuda a la fijacion simbidtica de
nitrégeno (N), propicia la floculacion de los
coloides, estimula el crecimiento radical y,
por ende, mejora el aprovechamiento por parte
de las plantas del agua y de los nutrientes
(Raij, 2011). En suelos de carga variable, carga
dependiente del pH, el encalado incrementa
la Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC),
dando como resultado una mayor retencion de
bases intercambiables. Los anteriores efectos
han sido corroborados en investigaciones
desarrolladas tanto en Colombia (Sadeghian,
2016; Suarez & Rodriguez, 1956; Valencia
& Bravo, 1981; Vinasco et al., 1992), como
otros paises productores de café (Chaves et
al., 1984; Chaves et al., 1988; Corréa et al.,
2007; Navarro y Navarro, 2013; Rodrigues
et al., 2006).

Cenicafé, 71(1):7-20. 2020

Otro aspecto comtiinmente considerado en la
aplicacion de las enmiendas para la correccion
de la acidez tiene que ver con las relaciones
entre las bases intercambiables (Ca:Mg, Ca:K o
Mg:K), ello debido al antagonismo que puede
existir entre estos, para ser absorbidos por las
raices de las plantas. En las investigaciones
pioneras acerca del tema sobresale el estudio
desarrollado por Bear y Toth (1948), quienes
concluyen que idealmente un suelo debe
contener 65% de Ca?", 10% de Mgy 5%
de K*. La validez de los anteriores criterios ha
sido objeto de muchas investigaciones, y aunque
algunos autores los consideran pertinentes
para café (Corréa et al., 2007; Garcia, 1981;
Malavolta, 2006), en la mayoria de los casos
su implementacion no resulta posible en razon
de las diferencias que se presentan tanto los
suelos en sus propiedades, como las enmiendas
y los abonos en su solubilidad y efecto residual
(Jarvan, 2004).

En razon de que para las condiciones
de la zona cafetera de Colombia se cuenta
con poca informacion acerca del tema, en
esta investigacion se planteé como objetivo,
determinar el efecto del encalamiento en las
propiedades de suelos.

MATERIALES Y METODOS

En cinco localidades de la zona cafetera de
Colombia, con diferentes grados de acidez
(pH entre 4,4 y 5,1), se recolectaron muestras
de suelo a 20 cm de profundidad: i) finca
cafetera en el municipio de Jamundi (Valle del
Cauca); ii) Estacion Experimental (EE) Naranjal
(Chinchina, Caldas); iii) EE Paraguaicito
(Buenavista, Quindio); iv) EE El Rosario
(Venecia, Antioquia) y v) EE San Antonio
(Floridablanca, Santander). Las muestras se
llevaron al Centro Nacional de Investigaciones
de Café, Cenicafé, ubicado en el municipio
de Manizales (Caldas, Colombia), a 5° 1’
latitud Norte y 75° 35’ longitud Oeste, con




1.310 m de altitud, temperatura promedio de
21,7°C y precipitacion anual de 2.600 mm.

Las muestras se homogeneizaron mediante
volteos y se pasaron por zaranda de 1,0 cm,
con el fin de eliminar los terrones grandes.
Aproximadamente 500 g de cada suelo se
secaron al aire y se analizaron las siguientes
propiedades, de acuerdo a los procedimientos
descritos por Carrillo (1985): pH, MO, P, K*,
Ca?" y Mg?*, AI**, Fe, Mn, CIC y textura
(Tabla 1).

Se evaluaron cinco tratamientos, constituidos
por cuatro dosis de cal (1,25; 2,50; 5,00 y
10,00 g dm®) y un testigo. El material calcareo
empleado para la correccion de la acidez
contenia 46,6% de CaO y 8,1% de MgO.
Cada tratamiento fue aplicado a 30 dm’ de
suelo contenidos en un recipiente plastico y se
incub6 por 30 dias, con humedad a capacidad
de campo (agua retenida a presiones entre
0,033 y 1,5 MPa), tiempo después del cual
se tomo6 una muestra para el analisis de las
propiedades quimicas antes mencionadas, segiin
el protocolo de Carrillo (1985). Adicionalmente,
se evalud la concentracion de nitrato (NOj3")
con el kit RQ-Flex y la CIC mediante los
siguientes métodos: i) saturacion con acetato
de amonio (CH3COONHy) 1,0 M a pH=7,0 y
desplazamiento con cloruro de sodio (NaCl)
1,0 M (Carrillo, 1985), y ii) saturaciéon con
una solucién no tamponada de cloruro de
bario (BaCl,) 0,1 M + cloruro de amonio)
(NH4C1) 0,1 M y desplazamiento con sulfato
de magnesio (MgSOy) 0,005M (Gillman, 1979).

Se realizaron analisis de varianza por
localidad (a=95%) a través del programa
estadistico SAS (Statistical Analysis System),
version 9,2 de 2009, y se empled la regresion
lineal (programa Sigmaplot 10,0) con el fin
de explicar los cambios de las variables.
Se seleccionaron los modelos con mayor
coeficiente de determinacion (R?), verificando

la significancia de los parametros de las
ecuaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

La acidez de los suelos, en sus componentes
de pH y AI**, se neutraliz6 de conformidad
con las dosis de la cal, presentando algunas
variaciones entre las localidades (Figura 1).
Para los suelos de El Rosario, Paraguaicito
y Jamundi, el incremento del pH ocurrié de
manera lineal, en tanto que para Naranjal y San
Antonio tuvo una tendencia de tipo exponencial
asintotico (Figura la). El mayor incremento
del pH, calculado por la diferencia entre el
tratamiento sin encalar y la dosis mas alta de
cal, se registr6 para Jamundi (2,06), mientras
que los menores aumentos correspondieron a
Paraguaicito (1,10) y El Rosario (1,18); en
cuanto a Naranjal y San Antonio, las diferencias
entre los valores minimos y maximos tuvieron
un comportamiento intermedio (1,74 y 1,68,
respectivamente). Era de esperarse que la
aplicacion de enmiendas calcareas en suelos
acidos contribuyera a incrementar los valores
de esta propiedad; de alli que los resultados
obtenidos confirman los reportes de otras
investigaciones (Chaves et al., 1984; Chaves
et al., 1988; Corréa et al., 2007; Pavan &
Bingham, 1982; Valencia & Bravo, 1981;
Vileta et al., 2010).

Una mayor resistencia al cambio en el
pH, detectado para el suelo de El Rosario,
puede atribuirse a una mayor CIC y los altos
contenidos de la MO y de AI’* (Tabla 1).
De acuerdo con Raij (2011), la diferencia
que exhiben los suelos en dicha resistencia,
poder tampon o bufer, se debe a la CIC;
siendo mayor esta propiedad en suelos
mas ricos en MO y arcilla. Para la zona
cafetera de Colombia, diferentes reportes
corroboran la relacion de la CIC en funcion
de la MO (Sadeghian, 2010; Sadeghian &
Zapata, 2012). También debe resaltarse que

Cenicafé, 71(1):7-20. 2020
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Figura 1. Variaciones del pH (a), A" (b), Ca?* (¢) y Mg?* (d) en respuesta a las dosis de cal. ns: no significativo.
* significativo (p<0,05), ** altamente significativo (p<0,01).

la elevada capacidad tampon de los Andisoles
ha sido relacionada con la superficie muy
reactiva de las arcillas de estos suelos, al6fana,
imogolita y complejos humus-Al, resultantes
de la meteorizacion de las cenizas volcanicas
(Espinosa & Molina, 1999). Con respecto
al suelo de Paraguaicito, por su textura
mas arenosa y menor contenido de MO,
se hubieran esperado mayores incrementos

del pH a dosis mas bajas de cal, por su
reducido poder relativo de amortiguacion,
como lo sefialan Havlin et al. (2014). El
incremento limitado del pH en este suelo,
posiblemente estaria relacionado con el lavado
del material encalante en conformidad a los
riegos, una menor retenciéon de humedad,
necesaria para la reaccion de la cal, y la
presencia de la alofana.
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La adicion de cal disminuy6 de manera
significativa el AI** en los suelos de Jamundi y
El Rosario, mientras que para los demas suelos
no se detectaron cambios estadisticamente
significativos (Figura 1b); lo anterior debido a
sus bajos contenidos del elemento (Tabla 1).
Esta reduccion se justifica por la produccion
de complejos hidroxi-aluminios, hasta llegar a
la forma AI(OH)s; especie quimica insoluble
que tiende a precipitar cuando el pH alcanza
valores cercanos a la neutralidad (Sousa et
al., 2007). La efectividad del encalamiento
para la neutralizacion del A" en suelos
acidos destinados al cultivo de café ha sido
corroborada en otras investigaciones realizadas
por Chaves et al. (1988), Pavan y Bingham
(1982), Rodrigues et al. (2006), Sadeghian
(2016) y Valencia (1981).

Las variaciones del AI** en funcién de las
dosis de la cal fueron explicadas mediante el
modelo exponencial (Figura 1b); lo cual indica
que las primeras tres dosis de la enmienda
(hasta 5 g dm?) tuvieron un efecto mayor en
la neutralizacion de este, que la tltima (10 g
dm?). Similares resultados han sido obtenidos
por Rodrigues et al. (2001), Rodrigues et al.
(2006) y Sadeghian (2003; 2013). Cabe resaltar
que para el suelo de Jamundi la tasa de la
disminucion de AI** fue mayor que el suelo de
El Rosario; alcanzando de esta manera valores
cercanos a cero con cantidades menores, 5,0 g
dm? de cal frente a 10,0 g dm?. Esta diferencia
puede atribuirse al aumento del pH registrado
en el suelo de Jamundi y menor capacidad
bufer, determinada por los contenidos mas
bajos de MO y de CIC.

Los contenidos de Ca®" se incrementaron
con las dosis suministradas (Figura lc), lo
cual justifica el empleo de materiales encalates
como fuente de este elemento, ademas de
la correccion de la acidez. Para los suelos
de Jamundi y las Estaciones Naranjal y El
Rosario el aumento de Ca** fue proporcional

12 Cenicafé, 71(1):7-20. 2020

a las cantidades aplicadas (tendencia lineal),
en tanto que para San Antonio y Paraguaicito
el comportamiento fue decreciente (tendencia
cuadratica). El suelo de Paraguaicito exhibio el
menor incremento de este elemento, pasando de
3,5a10,3 cmol, kg™, resultado que concuerda
con los cambios registrados para pH de esta
localidad, relacionado con la capacidad de
retencion de humedad y la posible pérdida
por lavado del material encalante. Espinosa
y Molina (1999) sostienen que, en los suelos
de textura liviana, la lixiviacion de Ca®" y
Mg?" proveniente de la cal es mayor y, por
lo tanto, se sugiere aumentar la frecuencia
del encalado.

En el suelo de El Rosario, el Mg?"
intercambiable se increment6 de manera
proporcional a las dosis de cal suministradas
(Figura 1d), mientras que en los demas suelos
los contenidos exhibieron aumentos hasta la
dosis de 5,00 g dm?, para luego estabilizarse
o presentar reducciones.

En otros trabajos se reportan incrementos
de Ca®?" y Mg?* al emplear la dolomita (Chaves
et al., 1984; Chaves et al., 1988; Freiria et
al., 2008; Pavan & Bingham, 1982; Rodrigues
et al., 2006; Valencia & Bravo, 1981); sin
embargo, es razonable pensar que no todo el
Ca®" y Mg?" detectado en el analisis de suelo
es realmente intercambiable, en especial cuando
se aplicaron las dosis mas altas; consideracion
que se soporta en la residualidad de la cal y
las deficiencias de las metodologias analiticas
en determinar so6lo la fraccion intercambiable
(Soratto & Crusciol, 2008; Raij et al., 1982).

Las diferencias entre los sueclos para
retener tanto el Ca?>* como Mg?" en la fase
intercambiable pueden relacionarse con
diversas causas, principalmente la CIC, el
pH, la presencia de otros cationes y el tipo
de arcilla, ademas de la selectividad de los
minerales presentes por cada elemento (Bohn




et al., 2001; Essington, 2015). En cuanto a la
disminucion del Mg?" intercambiable con las
dosis mas altas de cal, la principal causa estaria
relacionada con el aumento de la competencia
ejercida por el Ca®".

Como era de esperarse, los contenidos del
AI3" intercambiable presentaron una relacion
estrecha con el pH (Figura 2a), y aunque
los valores de saturacion de AI’* también
exhibieron una tendencia similar (Figura
2b), su correlacion presentd menor ajuste,
en términos de coeficiente de determinacion
del modelo (R?). Los cambios observados
se consideran comunes (Havlin et al., 2014;
Pavan & Bingham, 1982; Sadeghian, 2003;
Sadeghian & Zapata, 2012; Wagatsuma &
Ezoe, 1985) ¢ indican que la magnitud en la
reduccion del AI3* es mayor para valores del
pH menor a 5,0. De acuerdo con los modelos
obtenidos, para valores de pH entre 5,0 y
5,5, rango considerado como 6ptimo para el
café, se presentaron los siguientes intervalos
de AI** y saturaciones de AI**: 0,75 a 0,20
cmol, kg'y 14,46 a 3,42%, respectivamente.

Para cada suelo empleado el modelo
lineal explicé el incremento del pH en

funcion del porcentaje de saturacion de bases
intercambiables (Figura 3); a pesar de ello, no
se encontrd una tendencia comun que pudiera
explicar las variaciones de todos de manera
conjunta; en este sentido, el suelo de Naranjal se
diferenci6 de las demas localidades. Lo anterior
sugiere que dos suelos pueden tener el mismo
pH, pero con valores diferentes de la saturacion
de bases. Aunque los requerimientos de la cal
pueden calcularse tanto con base en el pH
como en la saturacion de bases (Quaggio et al.,
1985), los valores de saturaciones encontrados
para dos regiones pueden ser diferentes (Raij,
2011), afirmacion que concuerda con lo hallado
en este estudio. De acuerdo con Raij (2011)
una saturacion de bases equivalente al 50%
se alcanza cuando el pH del suelo es igual
a 5,5; condicién que no se cumplid para los
suelos empleados.

El aumento en las dosis de la cal se vio
reflejado en la disminucion de los contenidos
del Fe y parcialmente Mn (Tabla 2); entretanto,
se incrementaron los niveles de los nitratos
(NOj3"), resultado que se relaciona con el
aumento en la mineralizacion de la MO del
suelo (Chaves et al., 1988). En cuanto al Py
K, los cambios fueron leves o no ocurrieron.

§ = 4734125207

(R>=0,9842)
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»
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Figura 2. Variaciones del AI3" intercambiable (a) y saturacion de AI** (b) en funcion el pH.
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En investigaciones similares también hallaron
evidencias del aumento en los contenidos de
NOj3™ en respuesta al encalamiento (Chaves
et al., 1988, Suarez & Rodriguez, 1956) y
disminucion del Mn (Chaves et al., 1988;
Valencia & Bravo, 1981).

El incremento de las cantidades
suministradas de cal modifico las relaciones
entre las bases intercambiables (Ca:Mg, Ca:K
y Mg:K), haciendo que fueran cada vez mas
amplias (Tabla 3). El incremento de Ca?"
con respecto al Mg?* se debe, en primer
lugar, a la preferencia de los suelos por el
Ca?", explicado por su menor radio i6nico
hidratado con respecto al Mg?" (Bohn et al.,
2001; Essington, 2015; Navarro & Navarro,
2013) y, en segunda instancia, a una mayor
competencia de Ca®" al incrementar las dosis
de la enmienda, la cual disminuy6 la retencion
del Mg?" en la fase de cambio. En cuanto
al K*, era de esperarse que su proporcion
frente a Ca?* y Mg?" disminuyera, pues este
no se aplico; adicionalmente, el K*, por
poseer una menor valencia es retenido con
menor fuerza en los sitios de intercambio.

Corréa et al. (2007) y Vilela et al. (2010)
también registraron aumentos en la relacion
Ca:Mg con la aplicacion de dosis crecientes
de dolomita; en contraste, en el estudio
desarrollado para café por Chaves et al.
(1984), se encontraron incrementos de Ca?"
y Mg?" frente al K*, pero reduccion de Ca?*
con respecto al Mg?*.

Los incrementos registrados fueron disimiles
para los suelos estudiados (Tabla 3), respuesta
que tiene su origen en las diferencias que
exhiben en sus propiedades, especialmente la
selectividad cationica; por ejemplo, para el
suelo de El Rosario, donde los aumentos del
Mg?* fueron mas altos, una mayor preferencia
por el cation, se presentaron los menores
valores para la relacion Ca:Mg. Lo anterior
tiene implicaciones en los aspectos practicos,
pues al aplicar una misma dosis de enmienda
se ocasionaran relaciones diferentes, segun el
tipo de suelo.

Para suelos acidos y de carga variable,
como los empleados en este estudio, se espera
que la CIC se incremente en conformidad al

7,57
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6,5 1
ra 6,0 1 <
5,51
5,0 1
4,5 1

>

0 . . . .
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00

Saturacion de bases (%)

100,00

- §=4,3666+0,0315x (R>=0,996)

§=5,0219 +0,0328x (R?=0,991)
4,3195 +0,0248x (R>=0,961)
42626 +0,0313x  (R*=0,998)
§=43563 +0,0265x (R?=0,989)

<
Il

——
-3
——

—e— FC Jamundi EE Naranjal

—e— EE Paraguaicito

—eo— EE El Rosario —eo— EE Santander

Figura 3. Saturacion de bases intercambiables en funcion del pH.
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aumento del pH que genera el encalamiento
(Chaves et al., 1984, Pavan & Bingham, 1982;
Vilela et al., 2010); efecto que se relaciona con
la ionizacioén de los grupos —OH de las arcillas
y del humus (Bohn et al., 2001; Essington,
2015; Navarro y Navarro, 2013). Al respecto,
los valores de la CIC, determinados mediante
el acetato de amonio (AA) con pH=7,0, no se
modificaron con los tratamientos (Figura 4a),
no asi los obtenidos a través de la solucion
no-tamponada de cloruro de bario (CB) (Figura
4b). Lo anterior sugiere que la valoracion
de la CIC con CB puede explicar de manera
mas acertada el efecto de la correccion de
la acidez sobre esta propiedad. Cuando se
emplea el AA, el pH de la solucion se eleva
casi a la neutralidad, haciendo que la CIC
alcance niveles cercanos al maximo posible,
enmascarando asi el efecto de los tratamientos
del encalamiento, lo cual no sucedié con CB,
dado que en este se emplea un reactivo no-
tamponado. Fauziah et al. (1997) consideran
que para los suelos acidos del tropico la
valoracion de la CIC mediante el acetato
de amonio tamponado (pH=7,0) sélo debe
tenerse en cuenta para fines de clasificacion, y
recomiendan usar la Capacidad de Intercambio
Cationico Efectiva-CICE (Ca?" + Mg?* +
K* + AI’") en la evaluacion agrondmica;
sugerencia que coincide con las de Silva y
Mendonga (2007).

Para todos los suelos, la CIC obtenida
con AA fue mayor que la determinada
mediante el empleo de CB (Figura 4), aun
cuando se lograron valores de pH cercanos
a la neutralidad mediante la aplicacion de la
dosis mas alta de cal. Para Rodrigues et al.
(2001) esta situacion ocurre debido a que el
AA, ademas de elevar las cargas variables
del suelo, disuelve los cationes unidos a
carbonatos, los cuales en condiciones reales
de campo no estarian disponibles a corto
plazo para los cultivos.

El incremento de la CIC en funcion
del pH, medido a través del coeficiente
de regresion lineal, fue mayor para el
suelo de El Rosario, seguido por Jamundi,
Naranjal, San Antonio y Paraguaicito (Figura
5), tendencia que tiene su origen en los
contenidos de la MO de los suelos (Tabla 1).
La naturaleza de los grupos funcionales de la
MO que contribuyen a la superficie de carga
dependiente del pH ha sido ampliamente
tratada por diversos autores (Bohn et al.,
2001; Essington, 2015; Navarro & Navarro,
2013), y la relaciéon de la CIC con la MO
reportada para suelos de la zona cafetera
de Colombia (Sadeghian, 2010).

Se presentd una relacion lineal entre la
CIC, valorada por CB, y la CICE (Figura 6).
Pese a lo anterior, la ecuacion de la regresion
indica que los valores de la CICE fueron
62,6% mayores que los de la CIC, sugiriendo
asi cierta inconsistencia en la metodologia
analitica, pues ello indica que una fraccion
de las bases consideradas intercambiables no
se encuentra realmente en la fase de cambio.
Tratandose de tratamientos con enmiendas,
pueden atribuirse las diferencias a la baja
solubilidad del material encalante y su efecto
residual, el cual define el momento de repetir la
aplicacion de la enmienda (Soratto & Crusciol,
2008; Raij et al., 1982).

Las principales conclusiones del presente
estudio son:

* El encalamiento afecté diferencialmente a
los suelos en su pH, Ca?*, Mg?', CIC, AI*",
Fe?*, Mn?*, NOjs-, saturaciéon de bases y
relacion de bases intercambiables.

* El aumento en las cantidades suministradas
de cal incrementd las relaciones Ca:Mg,
Ca:K y Mg:K.

* La CIC, determinada mediante el acetato
de amonio 1 M y con pH=7,0, no fue un
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método adecuado para explicar el efecto del
encalamiento; caso contrario ocurrié con la
solucion no-tamponada de cloruro de bario.

Los cambios de la CIC, generados por
el incremento del pH que ocasiond el
encalamiento, estuvieron en funcion de los
contenidos de la MO.

* Una parte de los contenidos de Ca y Mg

determinados en el analisis del suelo
correspondio a la fraccion no intercambiable
de estos elementos, resultado que se
relaciono con la baja solubilidad de la cal y
soporta su efecto residual.

Tabla 2. Cambios de K, P, Fe, Mn y nitrato (NO3") del suelo en respuesta a dosis de cal, aplicada en cinco
suelos de la zona cafetera.

Dosis de cal K P Fe Mn NO3
(g dm’) (cmol, kg™) (mg kg'") (mg kg™ (mg kg™) (mg kg™)
FC Jamundi
0,00 0,12 0 325 6 0
1,25 0,20 1 323 6 15
2,50 0,31 1 260 7 10
5,00 0,20 1 247 7 12
10,00 0,22 2 147 7 31
EE Naranjal
0,00 0,15 2 101 13 22
1,25 0,17 2 104 13 23
2,50 0,20 3 90 11 28
5,00 0,18 3 79 10 42
10,00 0,18 2 58 7 46
EE Paraguaicito
0,00 0,41 17 114 27 18
1,25 0,49 20 99 23 77
2,50 0,49 25 80 16 104
5,00 0,47 19 86 20 111
10,00 0,44 17 67 15 136
EE El Rosario
0,00 0,41 8 148 52 90
1,25 0,85 6 153 33 81
2,50 0,83 8 148 32 95
5,00 0,79 5 135 27 85
10,00 0,78 3 98 20 78
EE San Antonio

0,00 0,32 4 407 26 0
1,25 0,40 2 387 21 0
2,50 0,40 2 341 21 11
5,00 0,41 3 199 16 19
10,00 0,41 5 177 16 81

16
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Tabla 3. Cambios en la relacion entre cationes intercambiables del suelo en funcion de las dosis de cal.

Dosis de cal FC EE EE EE EE
(g dm?®) Jamundi Naranjal Paraguaicito El Rosario San Antonio
(Ca:Mg)
0,00 2,0:1 4,0:1 5,8:1 2,7:1 3,2:1
1,25 4.8:1 5,0:1 5,7:1 3,4:1 4,1:1
2,50 5,0:1 5,8:1 6,0:1 3,9:1 4.8:1
5,00 6,7:1 6,8:1 7,3:1 4,6:1 6,7:1
10,00 17,0:1 10,1:1 7,9:1 5,6:1 10,1:1
(Ca:K)
0,00 1,7:1 5,3:1 8,5:1 2,0:1 10,9:1
1,25 12,0:1 17,6:1 10,4:1 2,8:1 14,5:1
2,50 12,9:1 23,0:1 13,5:1 4,2:1 18,0:1
5,00 33,5:1 45,6:1 17,0:1 7,6:1 29,3:1
10,00 61,8:1 67,2:1 23,4:1 15,9:1 34,6:1
Mg:K)
0,00 0,8:1 1,3:1 1,5:1 0,7:1 3,4:1
1,25 2,5:1 3,5:1 1,8:1 0,8:1 3,5:1
2,50 2,6:1 4,0:1 2,2:1 1,1:1 3,8:1
5,00 5,0:1 6,7:1 2,3:1 1,6:1 4.4:1
10,00 3,6:1 6,7:1 3,0:1 2,8:1 3,4:1
45 - 14
o 404 ~ 12
%’1 35 /\’\*/4 _QD 0
S 30 < _
% 20 ¢ /’\t e —— | CN 6
15y - <
< a4
< 101 o
S 5- o 2
0,00 1,25 2,50 3,75 5,00 6,25 7,50 8,75 10,00 0,00 1,25 2,50 3,75 5,00 6,25 7,50 8,75 10,00
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—e— FC Jamundi EE Naranjal —e— EE Paraguaicito —e— EE El Rosario ~ —e— EE Santander

Figura 4. Cambios en la CIC, evaluada mediante acetato de amonio (a) y cloruro de bario (b), en respuesta
a las dosis de cal.
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CORRECCION DE LA ACIDEZ DEL SUELO: EFECTOS EN EL
CRECIMIENTO INICIAL DEL CAFE

Siavosh Sadeghian Khalajabadi *, Carolina Diaz Marin *k

Sadeghian-Khalajabadi, S., & Diaz-Marin, C. (2020). Correccién de la acidez del suelo: Efectos
en el crecimiento inicial del café. Revista Cenicafé, 71(1), 21-31. https://doi.org/10.38141/10778/1117

La acidez del suelo ha sido considerada una limitante comun para la produccion de café en la mayoria de
las regiones de Colombia. Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto de la correccion de
la acidez del suelo en el crecimiento inicial de café (Coffea arabica L.). Para cinco suelos representativos
de la zona cafetera de Colombia y con valores de pH < 5,2 se determiné el efecto de dosis crecientes
de cal (0,00; 1,25; 2,50; 5,00 y 10,00 g dm®) en la biomasa seca total de las plantas, durante la fase de
almécigo (seis meses). Con la aplicaciéon de los tratamientos se logré corregir la acidez (pH y AIPY) e
incrementar los contenidos de Ca®>" y Mg?" en todos los suelos estudiados, presentando algunas variaciones
entre estos. En tres de los suelos se presentod efecto de los tratamientos en la materia seca de las plantas,
respuesta que se relaciond principalmente con el aumento del pH y la neutralizacién del Al*. El mayor
crecimiento de las plantas (rendimientos relativos entre el 95 y 100%) se asocié con los siguientes rangos
de las propiedades e indicadores del suelo: pH 4,9-5,7, Ca?* 5,1-11,2 cmol, kg™, Mg?* 0,9-2,1 cmol, kg'!,
saturacion de bases 21-45%, Ca:Mg 4,4:1-7,4:1, Ca:K 7:1-37:1, Mg:K 1,4:1-4,8:1, A" < 1,1 cmol, kg
y saturacion de Al" < 12%.

Palabras clave: Coffea arabica, etapa de almacigo, encalado, pH, aluminio, bases intercambiables.

SOIL ACIDITY CORRECTION: EFFECTS ON INITIAL COFFEE GROWTH

Soil acidity has been considered a common limiting factor for coffee production in most Colombian regions.
The objective of this study was to determine the effect of correcting soil acidity in the initial stage of
coffee growth (Coffea arabica L.).The effect of increasing lime doses (0.00, 1.25, 2.50, 5.00 and 10.00 g
dm?) in the total dry biomass of plants during the nursery stage (6 months) was determined in five soils
representative of the Colombian coffee zone and with pH values <5.2. The application of the treatments
allowed to correct the acidity (pH and AI’") and to increase the contents of Ca?>* and Mg?" in all the
studied soils, with some variations among them. Three of the soils showed an effect of the treatments on
the dry matter of the plants, a response mainly related to the increase in pH and the neutralization of Al*3.
The higher growth of the plants (relative yields between 95 and 100%) was associated with the following
ranges of soil properties and indicators: pH 4.9-5.7, Ca?* 5.1-11.2 cmol, kg', Mg?" 0.9-2.1 cmol, kg’!,
base saturation 21%-45%, Ca:Mg 4.4:1-7.4:1, Ca:K 7:1-37:1, Mg:K 1.4:1-4.8:1, A** <1.1 cmol, kg and
saturation of Al* < 12%.

Keywords: Coffea arabica, seedling stage, liming, pH, aluminum, exchangeable bases.
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Entre las limitantes mas comunes para la
produccion de café en Colombia se encuentra
la acidez del suelo, siendo la situaciéon mas
critica en departamentos como Antioquia,
Cundinamarca y Santander (Sadeghian, 2013).
En los suelos acidos las concentraciones altas
de aluminio (A*") y manganeso (Mn?") solubles
resultan toxicas para las plantas; ademas, se
reduce la disponibilidad de algunos nutrientes,
principalmente calcio (Ca?"), magnesio (Mg?"),
fosforo y nitrogeno (Havlin et al., 2014; Raij,
2011).

La alternativa mas comun para la correccion
de la acidez resulta del uso de enmiendas de
reaccion basica, particularmente carbonatos de
calcio y/o magnesio; practica que se denomina
encalado o encalamiento. El ejercicio del
encalado en café (Coffea arabica L.) favorece el
desarrollo del cultivo, tanto para el crecimiento
inicial (Pavan et al., 1982; Rodrigues et al.,
2001; Rodrigues et al., 2006) como en la
fase productiva (Chaves et al., 1984; Corréa
et al., 2007).

Pese a que en Colombia muchas de las areas
dedicadas al cultivo de café presentan problemas
de acidez, son contadas las investigaciones
en torno a su manejo; al respecto, puede
mencionarse el trabajo realizado por Suarez
y Rodriguez (1956) para cafetales jovenes y el
experimento conducido por Valencia y Bravo
(1981) para plantaciones en la fase reproductiva.
Con respecto a la etapa de almacigo, se
cuenta con la informacién generada en una
investigacion realizada por Toro (1994). Cabe
resaltar que los resultados obtenidos en los
trabajos en mencion no fueron concluyentes,
pues no revelaron efectos contundentes del
encalado en las variables evaluadas (produccion
0 biomasa de la planta).

Por otro lado, diferentes métodos e
indicadores han sido propuestos para determinar
los requerimientos de la cal; entre los mas

comunes pueden citarse: el contenido de AI**
y el respectivo porcentaje de saturacion con
respecto a Capacidad de Intercambio Catiénico
Efectiva-CICE (Kamprath, 1970), el porcentaje
de saturacion de bases (Raij et al., 1983),
la neutralizacion del AI’* y el aumento de
los tenores de Ca’* y Mg?" intercambiables
(Alvarez & Ribeiro, 1999), el uso de una
solucion tamponada con el fin de estimar los
requerimientos de cal para alcanzar un nivel
requerido de pH (Shoemaker et al., 1961) y la
incubacioén. Para condiciones de Colombia se
sugiere tener en cuenta el pH y el contenido
de Ca?" (Sadeghian, 2008); en este sentido,
los valores que se consideran adecuados para
pH estan comprendidos entre 5,0 y 5,5, y los
contenidos de Ca®>* mayores de 3,0 cmol; kg™

Dado que en el ambito nacional se cuenta
con poca informacion acerca del tema, en este
trabajo se plante6 como objetivo, determinar
el efecto de la correccion de la acidez del
suelo en el crecimiento inicial de café.

MATERIALES Y METODOS

La fase experimental de la investigacion
se desarrollé en el Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé, ubicado
en el municipio de Manizales, departamento de
Caldas, a 5° 1’ latitud Norte y 75° 35’ longitud
Oeste, con 1.310 m de altitud, temperatura
promedio de 21,7°C y precipitaciéon anual
de 2.600 mm.

En cuatro Estaciones Experimentales de
Cenicafé¢ y una finca cafetera se recolectaron
muestras de suelo a 20 cm de profundidad,
en cafetales que no habian sido encalados
durante los tltimos cinco afios. La seleccion
de los sitios se basé en su acidez (pH<S5,2)
y el contraste en las propiedades quimicas y
fisicas (Tabla 1). Una vez homogeneizados
los suelos mediante volteos y eliminados
los terrones grandes con el uso de zaranda,
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de cada uno, se apartaron 150 decimetros
cubicos (dm?); cantidad que fue dividida en
cinco porciones de 30 dm® y tratada cada
una con las siguientes dosis de cal (46,6%
de CaO y 8,1% de MgO), aplicadas como
tratamientos: 0,00; 1,25; 2,50; 5,00 y 10,00
g dm?. Posteriormente, los suelos recibieron
riego hasta alcanzar humedades cercanas a la
capacidad de campo (agua retenida a presiones
entre 0,033 y 1,5 MPa) y se incubaron por
30 dias (tiempo definido en ensayos previos
como suficiente para que reaccionara la mayor
parte de la enmienda); por ultimo, se tomo
una muestra para el analisis de las propiedades
quimicas, evaluadas segun los procedimientos
descritos por Carrillo (1985). Con el proposito
de determinar el efecto de los tratamientos en
la disponibilidad del nitrégeno nitrico-NO?*-,
se valord esta fraccion mediante el método
RQ-Flex.

Con el suelo de cada localidad y tratamiento
se llenaron 15 bolsas de polietileno negro,
con una capacidad de 2,0 dm?, para luego
sembrar en ellas plantulas de café variedad
Colombia (una por bolsa). Las 75 unidades
experimentales de cada suelo, resultantes de
cinco tratamientos (dosis de enmienda) x 15
repeticiones de cada suelo, fueron dispuestas
bajo el diseflo estadistico completamente
aleatorio en un umbraculo. Para el manejo
agronomico, se tuvieron en cuenta las
recomendaciones de la Federacion Nacional
de Cafeteros de Colombia-FNC (2013) en lo
concerniente al manejo de arvenses, riego,
sombra y manejo fitosanitario. Después de
seis meses de la siembra, se extrajeron del
suelo las raices, se secaron las plantas durante
72 h en estufa, a 65°C, y se determiné el
peso de la materia seca total de cada una.

Se realizé un analisis de varianza por
localidad (0=95%) con el fin de determinar
el efecto de los tratamientos en la biomasa
seca total de las plantas. Mediante el uso de

regresiones se seleccionaron modelos para
explicar el efecto de las dosis de cal en las
variables de respuesta (planta y suelo). Los
datos fueron analizados mediante el programa
estadistico SAS (Statistical Analysis System),
version 9,2 de 2009.

Cuando se presentd efecto de los
tratamientos en la biomasa de las plantas,
se calcularon las dosis de cal requeridas para
alcanzar el maximo rendimiento (100%) y
el 95% de este, de acuerdo al modelo del
mejor ajuste. Posteriormente, se determinaron
para este rango los valores correspondientes
de pH, AI’*, Ca%*, Mg?', saturacion de A",
saturacion de bases intercambiables y las
relaciones Ca:Mg, Ca:K y Mg:K. En este
caso, el valor correspondiente al 95% se
empled para calcular el nivel critico de las
propiedades en mencion y el intervalo entre
el 95% y 100% como el rango adecuado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion de las dosis crecientes del
material encalante increment6 el pH, Ca®" y
Mg?" en todos los suelos, mientras que el AI**
disminuy¢ significativamente para los suelos
de Jamundi y El Rosario, donde los contenidos
de este elemento eran mas altos (Tabla 2).
Dado que los tratamientos afectaron de manera
diferencial a los suelos en sus contenidos de
las bases intercambiables, las relaciones Ca/Mg,
Ca/K y Mg/K también presentaron variaciones
considerables (Figura 1).

Los tratamientos tuvieron efectos
significativos en la biomasa seca total de
las plantas desarrolladas en los suelos de
Jamundi, El Rosario y Paraguaicito (Figura 2).
Con respecto a las primeras dos localidades,
la respuesta puede relacionarse con un mayor
control de la acidez, debido a sus valores
mas bajos de pH (4,5 y 4,4, respectivamente)
y contenidos elevados de AI’* (en su orden
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Tabla 2. Ecuaciones de regresion para pH, calcio, magnesio y aluminio en funcion de las dosis de cal

suministradas en los suelos evaluados.

Localidad Ecuacién de regresién R?
pH
FC Jamundi 9= 4,5275%* + 0,2060%* x 0,999
EE Naranjal = 5,1151%% +2,0744%*(]1 (01954 0,999
EE Paraguaicito ¥ =5,1275%* + 0,1100%* x 0,980
EE El Rosario ¥ =4,4175%* + 0,1180%* x 0,998
EE San Antonio 9 = 4,9888%* +1,891 8%*(1—e(0.2480"x)) 0,995
Calcio-Ca?* (cmol; kg?)
FC Jamundi ¥ =0,4825%* + 1,3060** x 0,997
EE Naranjal ¥ =1,5625% + 1,1140** x 0,973
EE Paraguaicito 9 =3,6523% + 1,18280%* x—0,0522* x? 0,993
EE El Rosario ¥=10,7225*% + 1,1460** x 0,996
EE San Antonio 9 =3,2231*%+2,1721* x-0,1065* x?) 0,987
Magnesio-Mg?* (cmol. kg™)
FC Jamundi 9 =0,1369 + 0,3012%** x—0,0236* x> 0,983
EE Naranjal 9 =1,2636%%-1,0748%* ¢(-0-3889™) 0,991
EE Paraguaicito 9 =1,2569%%-0,6475%* g(-0:4626x) 0,976
EE El Rosario ¥ =0,3975%* + 0,1820** x 0,992
EE San Antonio 9 =1,1000%* + 0,2369** x—0,0206** x> 0,975
Aluminio-AP* (cmol, kg™)
FC Jamundi 9 =2,999%* ¢(0.6763**%) 0,996
EE Naranjal 9=Y=0,16ns
EE Paraguaicito 9=Y=0,18ns
EE El Rosario 9 = 3,4454%% g(-0.2762"%) 0,996
EE San Antonio 9=Y=028ns

*significancia al 5%; **1% de probabilidad; ns no significativo.

3,0 y 3,5 cmol, kg!). Reportes similares
han sido entregados por Pavan y Bingham
(1982), Pavan et al. (1982), Rodrigues et
al. (2001) y Rodrigues et al. (2006), para
el crecimiento inicial de café. Con respecto
al suelo de Paraguaicito, el efecto de los
tratamientos no guarda una relacion estrecha
con los componentes de la acidez o las
bases intercambiables (Tabla 1), ya que en
general sus niveles se encontraban dentro
de los rangos que se consideran Optimos,
segun lo definido por Sadeghian (2013). Una
posible causa estaria asociada con el aumento
considerable del nitrégeno nitrico generado

por el incremento del pH, cuya magnitud fue
mayor que las demas localidades (Figura 3).

Aunque el encalamiento no tuvo
efectos estadisticamente significativos en
el crecimiento de las plantas desarrolladas
en los suclos de Naranjal y Santander, se
observaron ligeros incrementos al aplicar
dosis bajas de cal (1,25 y 2,5 g dm?). Para
Naranjal la respuesta observada podria estar
relacionada con los contenidos bajos de las
bases intercambiables (Tabla 1). De acuerdo
con Alvarez y Ribeiro (1999) y Sadeghian
(2008), los requerimientos en la cantidad
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de la cal, ademas de la acidez del suelo
también dependen de los contenidos de Ca?*
y Mg?*, sugerencia enfocada a una mayor
sustentabilidad de los tenores de estos dos
elementos en los suelos. En cuanto al suelo de la
EE San Antonio, la tendencia registrada estaria
relacionada con la posible neutralizacion de
los altos contenidos de hierro y parcialmente
manganeso (Figura 4). Se hubiera esperado
disminucion en el crecimiento de las plantas
al aplicar la dosis mas elevada (10,0 g dm?),
particularmente en aquellos suelos donde el
pH alcanz6 valores superiores a 6,0 (Jamundi,
Santander y Naranjal); sin embargo, so6lo se
observo este comportamiento para Jamundi.

Los valores maximos de la biomasa seca
total (Rendimiento Relativo-RR=100%),
estimados para Jamundi, Paraguaicito y El
Rosario fueron de 3,48, 4,42 y 4,39 g/planta,
respectivamente. Con base en esta informacion
se calcularon los niveles criticos (RR = 95%)
y los rangos 6ptimos (RR entre 95% y 100%)
de las propiedades del suelo relacionadas con
la acidez y el encalamiento (Tabla 2). Los
rangos optimos estuvieron entre los siguientes
valores: pH 4,9 y 5,7, Ca 5,1 y 11,2 cmol,
kg!, Mg 0,9 y 2,1 cmol, kg, saturacion de
bases 21 y 45%, relacion Ca:Mg 4,4:1y 7,4:1,
relacion Ca:K 7:1 y 37:1 y relacion Mg:K
1,4:1 y 4,8:1. Los niveles criticos de AI**

18
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14

Ca/Mg
)

SO N B~ N ®

,00 1,25 2,50 3,75 5,00 6,25 7,50 8,75 10,00
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EE Paraguaicito
EE El Rosario
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t 44

Figura 1. Cambios en las relaciones Ca/Mg (a), Ca/K (b) y Mg/K (c) intercambiables en respuesta a las dosis

del material encalante empleado.
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Figura 2. Materia seca total de las plantas de café en respuesta a las dosis de cal, aplicadas en cinco suelos
de la zona cafetera.
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Figura 3. Variaciones en los contenidos de nitrato en respuesta a las dosis de cal.
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Figura 4. Variaciones en los contenidos de hierro (a) y manganeso (b) del suelo en respuesta a las dosis de cal.

y saturacion de Al™? fueron menores de 1,1
cmol, kg!' y 12%, respectivamente.

Con respecto al pH y AI3*, los hallazgos
de este estudio confirman los rangos sugeridos
por Sadeghian (2008; 2013) para condiciones
de Colombia y, en cuanto al Ca™? y Mg*?,
sus niveles son parcialmente mayores a los
reportados como Optimos (mayor de 3,0 y
0,9 cmol, kg!, respectivamente), ello como
consecuencia de la baja solubilidad de la
enmienda aplicada. Los rangos para Al
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intercambiable y saturacion de A" coinciden de
alguna manera con los niveles criticos hallados
por Pavan et al. (1982) para el crecimiento
de las raices de café (0,3 a 1,3 cmol, kg'! y
3% a 25%, respectivamente). Los valores del
porcentaje de saturacion de bases (%SB) son
menores a los indicados por otros investigadores
para el cultivo de café, es decir, 60% a 70%
(Alvarez & Ribeiro, 1999; Corréa et al., 2007;
Raij et al., 1983), resultado que puede atribuirse
a la elevada CIC de los suelos en este estudio,
relacionado con su riqueza en los contenidos




de la MO. De acuerdo con Guargoni (2017) el
valor sugerido del %SB para café puede variar
segin la CIC, determinada en el laboratorio
a pH 7,0; al respecto, este autor propone los
siguientes porcentajes: 90% para CIC baja
(menor de 4,30 cmol, dm?), 70% para CIC
media (entre 4,30 y 8,60 cmol, dm?) y 60%
para CIC alta (mayor de 15,0 cmol, dm?).
Los anteriores valores siguen siendo altos
para los resultados obtenidos en este estudio,
en especial para el suclo de la EE El Rosario
con una CIC=33 cmol. kg"!, indicando de esta
manera que el %SB puede no ser un buen
indicador para los suelos de Colombia con
altos niveles de MO.

En cuanto a las relaciones entre las bases
intercambiables, Bear y Toth (1948) sugieren
los siguientes valores para Ca-Mg, Ca-K y
Mg-K: 6,5:1, 13,0:1 y 2,0:1, respectivamente.
Para Malavolta (2006) una relacion de Ca:Mg
hasta 4,5:1, favorece la produccion de cafg,

no asi para relaciones mayores a 5:1; a su
vez, Garcia (1981), verifico que las relaciones
2,52:1 y 3,08:1 fueron las mas favorables
para el desarrollo de las plantas café en dos
suelos diferentes. Los resultados obtenidos
en esta investigacion demuestran que estas
relaciones varian ampliamente segun el tipo
de suelo y, por lo tanto, no deben considerarse
con criterios fijos.

Los resultados del presente estudio permiten
concluir que:

e La correccion de la acidez del suelo
contribuye al crecimiento del café durante
la etapa inicial del cultivo, principalmente
cuando el pH del suelo es menor de 5,0 y
el aluminio intercambiable (Al*") mayor de
1,0 cmol,, kg™

» El mayor crecimiento de las plantas se logra
con valores de pH entre 4,9 y 5,7.

Tabla 3. Dosis de cal y propiedades del suelo, estimados para tres suelos evaluados y rendimientos relativos

(RR) de 95 y 100%.

Dosis requerida y FC Jamundi EE Paraguaicito EE El Rosario
propiedades del suelo  RR=95% RR=100% RR=95% RR=100% RR=95% RR=100%
Dosis de cal (g dm?) 4,41 5,81 1,30 2,28 4,15 9,15
pH 5,44 5,72 527 5,38 4,91 5,50
AP (cmol, kg!) 0,15 0,06 0,22 0,15 1,10 0,28
Ca?" (cmol, kg™) 6,24 8,07 5,10 6,08 5,48 11,21
Mg?* (ecmol; kg™) 1,01 1,09 0,90 1,03 1,15 2,06
Saturacion de Al (%) 1,81 0,53 3,06 1,47 11,84 1,43
Saturacion de bases (%) 33,97 43,09 38,65 45,32 20,59 39,40
Relacion Ca:Mg 6,20:1 7,40:1 5,66:1 4,37:1 4,75:1 5,43:1
Relacion Ca:K 28,35:1 36,77:1 10,93:1 12,39:1 7,07:1 14,20:1
Relacion Mg:K 441:1 4,79:1 1,83:1 2,03:1 1,42:1 2,60:1
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e Para el crecimiento inicial del café, los
rangos Optimos de calcio, magnesio,
saturacion de AI®*, saturacion de bases y las
relaciones entre las bases intercambiables,
pueden presentar diferencias, tratandose de
un suelo y otro.
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ESTUDIO DE LOS FACTORES LIMITANTES PARA LA OBTENCION
DE PLANTAS HAPLOIDES DE Coffea arabica

Ligia Belén Suescin Peflaranda*, Juan Carlos Herrera Pinilla U2 **, José Ricardo Acufla Zornosa (=) ***

Suescun, L. B., Herrera, J. C., & Acuiia-Zornosa, J. R. (2020). Estudio de los factores limitantes para la obtencién
de plantas haploides de Coffea arabica. Revista Cenicafé, 71(1), 32-47. https://doi.org/10.38141/10778/1118

El desarrollo de un método eficiente para obtener plantas haploides de café requiere del estudio de los factores mas
limitantes. En este trabajo se evalud el desarrollo de los gametos masculinos en relacion con el estado fenologico
de la flor de C. arabica, se evaluaron tratamientos de desinfeccion de las flores, tratamientos para el aislamiento y
purificacion de las microsporas, se estudio el efecto térmico sobre la induccion de la androgénesis y, por Gltimo, se
evaluaron tratamientos con agentes antimitdticos para la duplicacion cromosomica de tejidos haploides. Para inducir
el proceso de androgénesis, se determind que los botones florales entre 1,0 y 1,7 cm de longitud contenian el mayor
porcentaje de células gaméticas en los estados uninucleado tardio y binucleado temprano, cruciales para el cambio
ontogénico. Se determind que el menor porcentaje de contaminacién microbiana y oxidacion biologica se logro con
el uso de hipoclorito de calcio combinado con antioxidantes. El aislamiento y purificacion de las microsporas se
obtuvo mediante maceracion mecanica de las anteras y filtracion de las células gaméticas en mallas de 40 y 70 micras
junto con el empleo de Percoll en gradientes superiores al 50%. La mayor induccion androgénica de las microsporas
se consiguid incubando los botones florales desprendidos de la rama a 4°C, observandose divisiones celulares y
formacion de colonias multicelulares. La aplicacion de Colchicina (1%) a meristemos de plantas haploides de C.
arabica permitio la obtencion de ramas con hojas que duplicaron su material cromosémico y cambiaron su morfologia.

Palabras clave: Androgénesis, cultivo microsporas, haploides, Coffea arabica.

STUDY OF THE LIMITING FACTORS FOR OBTAINING HAPLOID PLANTS FROM Coffea arabica

The development of an efficient method to obtain coffee haploid plants requires the study of the most limiting
factors. This work of research evaluated the development of male gametes in relation to the phenological state
of the C. arabica flower, flower disinfection treatments, treatments for isolation and purification of microspores.
The thermal effect on the induction of androgenesis and the treatments with antimitotic agents for chromosomal
duplication of haploid tissues were also evaluated. To induce the androgenesis process, flower buds between 1 and
1.7 cm in length were determined to contain the highest percentage of gametic cells in the late uninucleate and
early binucleate states, crucial for ontogenetic change. It was established that the lowest percentage of microbial
contamination and biological oxidation was achieved with the use of calcium hypochlorite combined with antioxidants.
The isolation and purification of the microspores was obtained by mechanical maceration of the anthers and filtration
of the gametic cells in 40 and 70 micron-meshes together with the use of Percoll in gradients higher than 50%.
The greatest androgenic induction of microspores was achieved by incubating the flower buds detached from the
branch at 4°C, observing cell divisions and multicellular colonies formation. The application of Colchicine (1%) to
meristems of haploid plants of C. arabica allowed to obtain branches with leaves that duplicated their chromosomal
material and changed their morphology.

Keywords: Androgenesis, microspore culture, haploids, Coffea arabica
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La androgénesis es un proceso natural
que conlleva la formacién y desarrollo de
individuos haploides a partir de células
gaméticas, el cual ocurre a frecuencias
muy bajas. Los organismos haploides se
caracterizan por tener la mitad del nimero
de cromosomas de su especie, lo que les
confiere caracteristicas fenotipicas singulares,
que los hacen muy interesantes para el
desarrollo de investigaciones genéticas. En
el mejoramiento genético vegetal su principal
utilidad es la obtencion rapida de plantas
doble-haploides, a través de la duplicacion
de su contenido genético para obtener lineas
completamente homocigdticas (Kasha, 2005).
Existen diferentes métodos para la obtencion
de haploides en el laboratorio, los cuales se
denominan “haplométodos”. Dentro de los
mas conocidos estan: el cultivo in vitro de
anteras y el cultivo de microsporas. En estos,
las células gaméticas masculinas o microsporas
son inducidas a cambiar su curso ontogénico
normal, que las deberia conducir a formar el
grano de polen, por una via que se denomina
“androgénesis”, y que conduce al desarrollo de
un tejido esporofitico haploide. Este proceso
es dependiente de muchos factores tales como
el genotipo, el estado fisiologico del material
parental, el estado de desarrollo del polen,
la composicion del medio de cultivo y el
tipo de estrés inductivo.

Aunque las bases bioldgicas que gobiernan
la androgénesis no han sido totalmente
entendidas, existen trabajos concluyentes sobre
los efectos favorables del estrés inductivo en
el cultivo de microsporas que provocan la
formacion de células embriogénicas. Estos
tratamientos incluyen la utilizacion de choques
térmicos con bajas o altas temperaturas, medios
de cultivo con déficit de carbohidratos o la
aplicacion de sustancias inhibidoras de la
division celular (Kasha, 2005; Zoriniants,

Tashpulatov, Heberle-Bors y Touraev, 2005;
Carpeta et al., 2006). Una vez regenerado
el material haploide es fundamental lograr
la produccion de plantas doble-haploides
homocigotas que podrian utilizarse como padres
en cruzamientos intra- o inter-especificos, asi
como, en la produccion de lineas puras con
potencial comercial. El principal mecanismo de
duplicacion cromosomica del tejido haploide
es la exposicion a agentes antimitoticos (por
ejemplo, colchicina, trifluralina). El éxito
de la duplicacion cromosomica requiere de
un balance exacto entre concentracion y
tiempo de exposicion al antimitotico para
cada genotipo particular. En el caso del café,
existen algunos intentos para desarrollar
haplométodos, aunque con pocos resultados
exitosos (Sharp et al., 1973; Neuenschwander
et al., 1993; Raghuramulu y Prakash, 1996).
En el afio 2002, en Cenicafé se logroé por
primera vez la induccidn y regeneracion de
plantas haploides a partir de microsporas
aisladas de la especie Coffea arabica (Herrera
etal., 2002). Como resultado de este trabajo,
se desarrolld un protocolo de base y se
obtuvieron varios individuos haploides, los
cuales se encuentran actualmente sembrados en
el campo y han servido de base para diferentes
estudios. A pesar de estos avances, el uso
de los haploides contintia siendo limitado
por la baja eficiencia de regeneracion. Su
implementacion como una herramienta
para el mejoramiento del café requiere un
trabajo de optimizacion del proceso, a fin
de superar limitaciones relacionadas con el
estado apropiado de los gametos masculinos
en relacion con el desarrollo de la flor del
café, los protocolos de desinfeccion de las
flores, el aislamiento y purificacion de las
microsporas, el tratamiento térmico que
estimule la induccion androgénica en las
microsporas y la duplicaciéon cromosoémica
de los tejidos haploides.
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MATERIALES Y METODOS

Estado de los gametos masculinos y su
relacion con el desarrollo de la flor del café.

Se recolectaron botones florales de plantas de
C. arabica (Hibridos F1 de Variedad Castillo®
x Variedades S795, S288 y BA2 de C. arabica)
entre 0,5 y 1,9 cm de longitud, los cuales se
agruparon en siete categorias con intervalos
de 0,2 cm entre cada una. Para cada categoria
se disecaron las anteras, se midieron y se
fijaron en solucion de Carnoy. Se aislaron
las células gaméticas y, mediante observacion
al microscopio optico, se clasificaron de la
siguiente forma: (i) células madre del polen;
(i1) tétradas; (iii) microsporas uninucleadas
tempranas; (iv) microsporas uninucleadas
tardias; (v) microsporas binucleadas tempranas;
(vi) microsporas uninucleadas tardias; (vii)
granos de polen maduro. El estado 6ptimo
para el cultivo de microsporas es cuando las
células gaméticas se encuentran en estado
uninucleado tardio o binucleado temprano
(Herrera et al., 2002).

Desinfeccion de los botones florales.
Se evaluaron cinco tratamientos para la
desinfeccion de botones florales de C. arabica,
empleados en otras especies vegetales para el
cultivo in vitro de anteras (Tabla 1). Los botones
fueron recolectados en el campo, en horas de la
mafana y transportados al laboratorio en frascos
de vidrio, con servilletas humedecidas. Luego,
se aplicaron los tratamientos de desinfeccion
y después de una semana de cultivo se evaluo
el porcentaje de contaminacion microbiana
y de oxidacion del tejido de las anteras por
cada tratamiento.

Aislamiento de microsporas. Después de
recolectar botones florales en el estado
de desarrollo apropiado para la induccion
androgénica, se desinfectaron y extrajeron
las anteras. Para el aislamiento de las

microsporas se aplicaron tres tratamientos
con cuatro repeticiones, 100 anteras por cada
tratamiento y como variable de respuesta
se registré el nimero de microsporas por
mililitro (Tabla 2).

Purificacion de las microsporas. Para la
purificacion de las microsporas se utilizaron tres
gradientes de Percoll® (50%, 60% y 70% (v/v)),
diluido en medio de cultivo “MA”, compuesto
por las sales de Murashige & Skoog (0,5X),
64 mg L' de manitol y 0,6 g L' de cisteina.
Las microsporas se transfirieron a un tubo de
vidrio de 15 mL sobre 4 mL del tratamiento
de Percoll®. La suspension se centrifugd a 700
rpm, durante 6 min, a 10°C, las microsporas
viables, que se distribuyeron en la interfase
de la solucién, se aspiraron lentamente con
una micropipeta y se transfirieron a otro tubo
estéril. Las microsporas se lavaron dos veces
con 2 mL de medio MA, centrifugando a 700
rpm, durante 1 min para retirar el sobrenadante
y se resuspendieron en 1 mL de medio “MC”
compuesto por sales minerales BS de Gamborg
(1X), agua de coco (160 mL L"), glutamina
(250 mg L), glicina (2 mg L"), cisteina (150
mg L), inositol (100 mg L"), MES (600 mg
L), PVP-10 (200 mg L"), maltosa (200 mg
L), 4cido naftalén acético (0,3 mg L) y
quinetina (0,1 mg L), el pH de la solucion
se ajusto a 5,8. Finalmente, se registro el
nimero de microsporas/mL.

Evaluacion del efecto del estrés térmico
en microsporas de café. Para la induccion
de androgénesis se utilizaron tratamientos
basados en las investigaciones de Zur et al.,
(2014) y Rodriguez et al., (2012), aplicando
una temperatura de 4°C a flores de C. arabica
desprendidas y no desprendidas de la rama.
En el tratamiento con botones florales no
desprendidos de la rama se utilizaron ramas
de 40-50 cm de longitud que tenian flores con
las caracteristicas morfologicas 6ptimas para la
androgénesis. Después de cortadas las ramas,




Tabla 1. Descripcion de los tratamientos para la desinfeccion superficial de botones florales de Coffea arabica
Tratamiento PI Tratamiento PII  Tratamiento PIII  Tratamiento PIV  Tratamiento PIV’
Lavado en Lavado en jabon Lavado en jabon
detergente no
i6nico

antimicrobial

antimicrobial

Inmersioén en etanol

Inmersién en
70%, 1 min.

5 min.

Inmersion en
hipoclorito de sodio

Inmersion en
50% (v/v) + 2 gotas

hipoclorito de

Lavado en jabon

Lavado en jabon
antimicrobial

antimicrobial

Inmersién en

Inmersion en Inmersion en

Timsen® 20% (v/v), Derosal® 2% (v/v), Timsen® 20% (v/v), Timsen® 15% (v/v),
10 min.

10 min. 10 min.

Inmersion en Inmersion en Inmersién en
. ® 1c0 . .
A calcio 5% (piv) +2  msen” 15% (v/v), — hipocloritode w00 vy
de Tween 20%, 10 ® 5 min. calcio 5% (p/v)
. gotas de Tween 20"
min.
Lavado en solucién Lavado en solucion Lavado en Litaizr?;:oslo(lgzlon Desinfeccion en
SL: manitol (64 g  SL: manitol (64 g hipoclorito de I o7 8 hipoclorito de
B . 1 . . L"), metabisulfito .
L), cisteina (2 L), cisteina (2 calcio 5% + Tween . 1 calcio 5% + 2 gotas
B B ® de sodio (2 g L), ®
gL gL 20 PPM™ (5 mL) de Tween 20
Solucion A:
Inmersion manitol (64 g
., Inmersion Lavado en solucion L L"), metabisulfito
Inmersion en en solucion SL + solucion en solucion de sodio (2
Derosal® 500 SC o . . . antimicrobial g g
2% (v/v) + cisteina antimicrobial antimicrobial PPM™ 0.5%. 1-2 LY, PPM (5
PPM™ 0,5% PTC™ 0,5% miil ’ mL) + solucion
’ antimicrobial
PTC™ 0,5%
Siembra medio Siembra medio Siembra medio Siembra medio Siembra medio
de MP: sales de MP: sales de MP: sales de MP: sales de MP: sales
o Murashige y Skoog Murashige y Skoog Murashige y Skoog Murashige y Skoog
Murashige y Skoog . .
i (1X), metabisulfito  (1X), metabisulfito
(1X), cisteina 0,6 de sodio 2 mg L', desodio 2 mg L™}
g L', sacarosa 30 gL gL >
g L', manitol 30 g

sacarosa 30 g LI,
L, Phytagel 2,5 g

(1X), metabisulfito  (1X), metabisulfito
de sodio 2 mg L,

de sodio 2 mg L,
sacarosa 30 g L, sacarosa 30 g L, sacarosa 30 g L',
manitol 30 g L', manitol 30 gL',  manitol 30 gL',  manitol 30 g L',
L pH 5.8 Phytagel 2,5 gL', Phytagel 2,5 gL', Phytagel 2,5gL!, Phytagel2,5gL",
’ > pH 5,8 pH 5.8. pH 5.8. pH 5.8.
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Tabla 2. Descripcion de los tratamientos para el aislamiento de microsporas a partir de anteras seleccionadas
para el proceso de androgénesis en Coffea arabica.

Tratamiento Al

Tratamiento AII

Tratamiento AIIL

* Colocar las anteras desinfectadas sobre
una malla de 400 micras.

* Adicionar 1 mL de solucion SL y realizar
cortes transversales de las anteras para
liberar las microsporas.

 Lavar con 1 mL de solucion SL.

* Macerar las anteras sobre la malla y
adicionar 5 mL de medio MA, compuesto
por sales minerales de Murashige &
Skoog (0,5X), manitol 64 g L' y cisteina
0,6 g L.

* Filtrar el macerado por una malla de 70 y
luego de 40 micras, lavando con 2 mL de
medio MA.

* Recolectar el filtrado en tubos de 10 mL
y centrifugar a 700 rpm, 2 min, 10°C y
descartar el sobrenadante.

» Resuspender el precipitado en 2 mL de
medio MA y centrifugar a 700 rpm, 2
min, 10 °C.

* Resuspender las microsporas en 5 mL
de medio MC, compuesto por sales
minerales BS de Gamborg (1X), agua de
coco (160 mL L"), glutamina (250 mg
L), glicina (2 mg L), cisteina (150 mg
L), inositol (100 mg L"), MES (600 mg
L"), PVP-10 (200 mg/L), maltosa (200
mg L), acido naftalén acético (0,3 mgL-
1) y quinetina (0,1 mg L"), pH 5,8.

 Colocar las anteras
desinfectadas en
recipiente de vidrio y
hacer cortes transversales
para liberar microsporas.

* Adicionar 5 mL de medio
MA (1mL/5 anteras).

* Cubrir con papel
aluminio el frasco y
agitar (110 rpm), 10°C,
durante 24-48 horas, en
oscuridad.

* Filtrar la solucion por
una malla de 40 micras
y recolectar el filtrado
en tubos de 10 mL,
centrifugar 700 rpm 2
min, 10°C, descartar el
sobrenadante.

* Resuspender las
microsporas en 2 mL de
medio MA y centrifugar
a 700 rpm, 2 min, 10°C,
descartar el sobrenadante
y repetir este proceso una

vez mas.

* Resuspender en 5 mL de
medio MC.

» Sembrar anteras
desinfectadas en medio MA
solidificado con Agarosa
1%, durante una semana.

* Recolectar las anteras y
macerarlas para liberar las
microsporas, adicionar 5 mL
de medio MA.

* Filtrar las anteras por una
malla de 40 micras.

* Centrifugar a 700 rpm
durante 2 min y descartar el
sobrenadante.

* Recolectar el filtrado
en tubos de 10 mL y
centrifugar 700 rpm, 2
min, 10°C, descartar el
sobrenadante.

* Resuspender las
microsporas en 2 mL de
medio MA, centrifugar
a 700 rpm, 2 min, 0°C,

descartar el sobrenadante y
repetir este proceso una vez
mas.

* Resuspender las
microsporas en 5 mL de
medio MC.

en la herida donde se realizo el corte se colocod
una mota de algodon humedecida con agua
destilada. Las ramas fueron colocadas en bolsas
de papel aluminio a 4°C, en condiciones de
oscuridad, durante 7 dias. En el tratamiento
con los botones florales con desprendimiento
de la rama, estos fueron recolectados en frascos
de vidrio, e incubados a 4°C en condiciones

de oscuridad, durante cinco dias. Se utilizé un
tratamiento control donde los botones florales,
desprendidos y en la rama, fueron conservados
a temperatura ambiente. Después de aplicar
los tratamientos, las microsporas se aislaron,
purificaron y diluyeron a una densidad de
1 x10° microsporas/mL. Después, estas se
incubaron en cajas de Petri (5,4 x 1,5 cm)

36 Cenicafé, 71(1):32-47. 2020



en oscuridad, a 4°C durante tres dias. Luego,
las microsporas fueron transferidas a tubos
de 15 mL, se lavaron dos veces mediante
centrifugacion (700 rpm, 1 min) con 2 mL
de medio “MA” y las microsporas decantadas
se colocaron en 2 mL de medio de cultivo
MC. Sobre un portaobjetos se depositd una
alicuota y se le adicionaron 8 pL de diacetato
de fluoresceina (5 mg mL™!), para verificar
el porcentaje de células vivas mediante
observacion con microscopio de fluorescencia.
Finalmente, las microsporas se incubaron a
27°C en la oscuridad, en placas multipozos
con medio “MC” solidificado con agarosa
(1%) y después de tres semanas se registro
el porcentaje de microsporas en estado de
division, con la ayuda de un microscopio
motorizado Nikon 90i (objetivo 40X), por
cada placa se registraron cinco campos.

Duplicacion cromosémica in vivo de plantas
haploides de C. arabica. La metodologia
propuesta por Berthou (1975) y Noirot
(1978) fue seleccionada para la duplicacion
de cromosomas y consistié6 en inducir el
crecimiento de nuevos brotes caulinares
mediante el tratamiento in vivo de meristemas
apicales con agentes antimitoticos. Se utilizaron
plantas haploides de C. arabica var. Colombia
de 15 afios de edad, previamente obtenidas por
Herrera et al. (2002), y que estaban sembradas
en el campo en la Estacion Experimental de
Naranjal, Chinchind (Caldas). Se evalué el
efecto antimitotico de la Colchicina 1% (TRA1)
y la Trifluralina 0,1% (TRAZ2) sobre yemas
apicales de la planta. En cada yema se realizd
un corte a nivel del entrenudo subterminal o
terminal, dejando el meristemo al descubierto
y teniendo cuidado de no generar algun dafio
a la estipula. Luego, se colocé una mota de
algodon sobre el area expuesta que estaba
impregnada con una solucion del antimitotico
disuelto en agua de coco 49% (v/v) y glicerol
49% (v/v). El tejido se cubrid con una pelicula
plastificada “vinipel” por 72 horas. Una vez

aparecieron nuevos brotes caulinares con
hojas (chupones), se evaluaron con el fin
de identificar cambios morfo-anatomicos y
cromosomicos en las hojas de estos chupones
en comparacion con las hojas del resto de la
planta haploide. Se realiz6 una clasificacion
cualitativa agrupando las ramas con hojas de
mayor tamafio, que es una caracteristica de
duplicacion de cromosomas (RHD= Ramas
Hojas Duplicadas) y ramas con hojas iguales
a las del resto de la planta haploide (RHSD=
Ramas Hojas Sin Duplicar) (Herrera y Camayo,
2008). Para evaluar los cambios morfologicos
y cromosOmicos se tomaron cuatro hojas por
estado (RHD y RHSD) y para cada uno de
los tratamientos (TRA1 y TRA2). Con estas
hojas se evaluo la relacion longitud/ancho de la
hoja (“RELAH”), la densidad estomatica (DE),
la longitud de las células guardas (LONGE)
y el nimero de cromosomas. La densidad
estomatica se determind con el numero de
estomas por milimetro cuadrado (estomas/mm?),
para lo cual se analizaron cuatro laminas con
epidermis del envés de las hojas (una para cada
hoja). En cada lamina se observaron cuatro
campos aleatorios bajo microscopio Nikon
90i, empleando el objetivo 40X, y en cada
campo se contd el nimero de estomas y la
longitud de las células guarda de los estomas
para la variable LONGE. Para el conteo de
cromosomas se recolectd tejido foliar joven
en horas de la mafiana (8:00 a 11:00 am) y se
colocd en una solucion de a-hydroxiquinolina
(0,05%), por tres horas, para sincronizar los
estados de division celular, posteriormente
las hojas se lavaron y se fijaron en solucioén
Carnoy hasta la preparacion de los extendidos
cromosomicos. El tejido se lavd y tifio con
aceto-carmin, seguidamente se realizd el
extendido de una porcion del tejido sobre una
lamina porta-objetos. Se analizaron tres placas
por muestra y en cada placa se observaron
cinco metafases y se registré el numero de
cromosomas. Para cada tratamiento (TRA1
y TRA2) se realizo el analisis de estadistica
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descriptiva, de los estados (RHD y RHSD)
y de las variables RELAH, DE y LONGE, y
analisis de varianza con prueba de comparacion
de grupos y las diferencias entre los grupos
para cada una de las variables medidas se
determinaron mediante la prueba de ¢ al 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Relacion del estado floral y el desarrollo
del polen. En el andlisis citologico se
observo un desarrollo normal del proceso
de microsporogénesis en las anteras de
Coffea arabica, evidenciando un desarrollo
gametofitico propio de las angiospermas, las
células madres inician su diferenciacion hasta
formar los cuatro nucleos haploides, donde
ocurre la division citoplasmatica, que conlleva
a la formacion de la tétrada (Figura 1 a-d).
La pared callosa de esta ultima se rompe
y se liberan las microsporas uninucleadas
jovenes o tempranas, las cuales forman una
doble pared compuesta por intina y exina, el
nucleo se encuentra en el centro de la célula

(Figura 1-e). A continuacion, la vacuola se
va agrandando, desplazando el nticleo a un
costado de la microspora, lo cual diferencia
el estado uninucleado tardio (Figura 1-f). En
este momento ocurre una division mitética
dando paso al estado binucleado con dos
nucleos, uno vegetativo y otro regenerativo,
siendo este ultimo un poco mas pequeio.
Inicialmente la microspora se observa con
los dos nucleos juntos, a un costado de la
célula (Figura 1-g), pero a medida que se
van formando vacuolas y se va llenando
el citoplasma de granulos de almidon, los
nucleos se van separando, ubicandose en los
polos opuestos de la microspora (Figura 1-h).
Finalmente, el nicleo vegetativo se observa
grande y denso, ubicandose generalmente en
el centro de la célula, en cuanto al nucleo
regenerativo se hace mas pequefio y difuso,
ubicado a un costado de la célula, dando paso
a la madurez del grano de polen (Figura 1-1).

Los botones florales se agruparon en
siete categorias, con intervalos de 0,2 cm

Figura 1. Desarrollo del polen de los
hibridos de Coffea arabica. Se detallan
los estados mas caracteristicos, desde
la diferenciacion celular (célula madre
de polen) hasta la formacién de grano
de polen maduro. a. Células madres
de polen; b. y ¢. Células en division
meidtica, formacion de los cuatro
nucleos; d. Tétrada; e. Microspora
uninucleada temprana o joven; f.
Microspora uninucleada tardia; g.
Microspora binucleada temprana; h.
Microspora binucleada tardia; i. Polen
maduro.
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entre cada categoria (Tabla 3), iniciando
con botones de 0,5 cm hasta botones de 1,9
cm de longitud (Figura 2). En las categorias
1, 2 y 3 predominaron las microsporas en
estados de desarrollo inmaduros, donde se
observaron células madre y algunas tétradas,
producto de la division meiotica. El estado
uninucleado temprano, se observd en casi
todas las categorias, pero con mayor presencia
en la categoria 3, mientras que los estados
uninucleado tardio y binucleado temprano,
cruciales para que se dé el cambio ontogénico
en el cultivo in vitro de microsporas, se encontrd

entre las categorias 4 y 7, con mayor frecuencia
de uninucleado tardio en la categoria 5 y
de binucleado temprano en la categoria 7.
Los estados de binucleado tardio y grano de
polen maduro se concentraron después de la
categoria 6. Los botones florales entre 1,5
y 1,8 cm de longitud y de coloracion verde
crema son apropiados para la induccion del
proceso de androgénesis.

Desinfeccion de botones florales. Con
los tratamientos PII y PIII se obtuvieron
porcentajes de contaminacion microbiana

Tabla 3. Categorizacion de los botones florales de C. arabica de acuerdo su longitud y el tamafio de sus anteras.

Categoria Rango de longitud del bot6n floral (cm) Longitud promedio de las anteras (cm)
1 0,50-0,70 0,41
2 0,71-0,90 0,52
3 0,91-1,10 0,70
4 1,11-1,30 0,74
5 1,31-1,50 0,89
6 1,51-1,70 0,99
7 1,71-1,90 1,04

Figura 2. Desarrollo morfologico de los botones florales de C. arabica. Botones florales recolectados de plantas
de C. arabicay agrupados en siete categorias de tamaiio, de acuerdo la longitud del boton floral y de las anteras.
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bajos (<30%), pero el tejido de las anteras
se deteriord debido principalmente a procesos
de oxidacion biologica (>40%). En el caso
particular del café, los tejidos de la planta son
muy vulnerables a la oxidacion bioldgica por
efecto abrasivo de los agentes desinfectantes y
los cortes que sufren. El hipoclorito de sodio,
ampliamente usado como desinfectante en el
cultivo in vitro de tejidos y 6rganos vegetales,
produce dafios irreversibles en algunos tejidos,
razon por la cual se utiliza como alternativa
el hipoclorito de calcio. De igual forma, el
uso de compuestos antioxidantes como la
cisteina y el meta bisulfito de sodio han sido
muy efectivos para el control de la oxidacion
biolégica de tejidos u o6rganos de C. arabica
in vitro. Con las modificaciones hechas en los
tratamientos PII" y PIII", donde se incluy6é como
desinfectante hipoclorito de calcio y el uso de
meta bisulfito de sodio como antioxidante, se
lograron los niveles de contaminacion y de
oxidacion bajos, seleccionando el tratamiento
PII" para la desinfeccion de botones florales
(Tabla 1; Figura 3).

Aislamiento de microsporas. Con el
tratamiento de aislamiento Al se obtuvo la
mayor densidad de microsporas, pero este
procedimiento dejo residuos celulares en la

suspension de microsporas por lo que se
procedio a evaluar tratamientos de purificacion
que permitieran obtener suspensiones con
microsporas de tamafio uniforme y libre de
residuos provenientes del tejido de la antera
(Tabla 2, Figura 4).

Purificaciéon de las microsporas. El Percoll®
utilizado para la purificacion de células,
organulos y/o virus mediante centrifugacion
en gradientes de densidad, es adecuado debido
a su baja viscosidad, baja osmolaridad y nula
toxicidad para las células. La mayor pérdida
de microsporas se produjo con gradientes de
densidad del 50%, mientras que los gradientes
de 60 y 70%, concentraron mayor densidad
de microsporas (Tabla 4). Por tal razon se
escogio el tratamiento con Percoll® al 70%
para la purificacion de las microsporas de
C. arabica.

Efecto del estrés térmico en el cultivo de
microsporas de café. Los pardmetros que
modulan la iniciacion de la androgénesis a
partir del cultivo de microsporas son el estrés
y factores genéticos, los cuales favorecen
significativamente la produccion de plantas
haploides. El aumento de la intensidad del
estrés aumenta la frecuencia de induccion de
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PI PII PIII PII’

Protocolos desinfeccion

Porcentaje

m Contaminacion W Oxidacion

Figura 3. Evaluacion de tratamientos
para la desinfeccion superficial de
botones florales de C. arabica. En el
PIII" texto se describe detalladamente cada
uno de los tratamientos aplicados a
los botones florales. Los tratamientos
PII’ y PIII” son modificaciones de los
tratamientos PII y PIII.
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la androgénesis, pero también puede afectar
negativamente la viabilidad de las células e
inducir re-arreglos en genomas nucleares o de
cloroplastos que conducen a una disminucion
de la capacidad de regeneracion y formacion
de plantas albinas (Zur et al., 2014; Rodriguez
et al., 2012). El tratamiento en frio mejora la
respuesta androgénica de las microsporas y
se ha utilizado de forma rutinaria en cultivos
de muchos cereales, como el maiz (Gaillard
et al.,, 1991), trigo (Gustafson et al., 1995),
cebada (Davies y Morton, 1998) y arroz (Cho
y Zapata, 1988). El choque térmico combinado
con la limitaciéon de nutrientes (Touraev et
al., 1996) o con el frio (Reddy et al., 1985)
también son eficaces para reprogramar la
ruta gametofitica. En el tratamiento a 4°C
donde se utilizaron botones florales de C.
arabica sin desprendimiento de la rama el

porcentaje de microsporas viables a los 7
dias de incubacion, justo antes de realizar el
aislamiento mecanico de las microsporas, fue
57,5%, y después de la purificacion fue de
60,7%. En el tratamiento a 4°C con botones
desprendidos de la rama el porcentaje de células
viables a los cinco dias de incubacion, antes
de realizar el aislamiento mecanico de las
microsporas fue de 70,8%, y después de la
purificacion de 71,7%. No hubo diferencias
en la viabilidad de las células por efecto
del protocolo de aislamiento mecanico ni se
observaron diferencias significativas debido
al desprendimiento de los botones florales
(Figura 5 y 6).

Después de una semana de cultivo se
observaron células en division en los dos
tratamientos con estrés térmico (Figura 7ay b) y

3,0E+06 -
2,5E+06
2,0E+06
1,5E+06

1,0E+06

Densidad (mcrosporas/ml)

5,0E+05 A

0,0E+00

Figura4. Evaluacion de tratamientos
parael aislamiento de microsporas de
C. arabica.Al: aislamiento mecanico;
AlI: aislamiento por agitacion; AIIl:
aislamiento con precultivo. Cadauno

Al All

Protocolo de aislamiento

Alll se evalud en cuatro repeticiones y se
determiné el promedio de la densidad

de microsporas.

Tabla 4. Evaluacion de los tratamientos para la purificacion de microsporas de C. arabica en gradientes de

Percoll®.
Tratamiento Densidad Densidad Pérdida
Percoll 2 (microsporas/mL) (microsporas/mL) (microsporas/mL)
50% 8,05 x 10° 8,40 x 103 7,21 x 108
60% 9,55 x 103 4,90 x 10° 4,65x 10°
70% 9,70 x 103 6,05 x 10° 3,65x 103
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Microsporas viables (%)
W
(==}

Antes del aislamiento

Después del aislamiento

M Tratamiento en ramas

B Tratamiento en botones

FiguraS. Evaluacion de la viabilidad
de microsporas de C. arabica
obtenidas de botones florales
desprendidos y no desprendidos
de la rama y expuestos a 4°C en
condiciones de oscuridad. Las barras
son el porcentaje de microsporas
fluorescentes antes y después de
aplicar el tratamiento de aislamiento
a las microsporas.

Figura 6. Viabilidad de microsporas mediante tincién con acetato de fluoresceina (10X). a. Microsporas de
botones florales no desprendidos de la rama, siete dias de incubacion a 4°C en condiciones de oscuridad,
antes de realizar el aislamiento; b. Microsporas de botones florales no desprendidos de la rama, siete dias de
incubacion a 4°C en condiciones de oscuridad, después del aislamiento; ¢. Microsporas de botones florales
desprendidos, cinco dias de incubacion a 4°C en condiciones de oscuridad, antes de realizar el aislamiento; d.
Microsporas de botones florales desprendidos, cinco dias de incubacién a 4°C en condiciones de oscuridad,

después del aislamiento.
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Figura 7. Androgénesis inducida por
tratamiento a baja temperatura de
microsporas de C. arabica. a. Division
celular de microsporas obtenidas de
botones florales desprendidos; b. Division
celular de microsporas obtenidas de
botones florales no desprendidos de
la rama; c¢. Colonias multicelulares
observadas bajo microscopio invertido
después de tres semanas de cultivo;
d. Colonia multicelular tefiida con el
fluorocromo DAPI.




al cabo de tres semanas se evidenciaron colonias
multicelulares conformadas por cuatro a seis
células (Figura 7¢). En el tratamiento utilizando
botones florales desprendidos de la rama se
observo 4,7% de colonias celulares mientras
que en el tratamiento con flores adheridas a las
ramas el porcentaje de colonias fue de 1,4%.
En cuanto al control, no se observaron células
en division. La division celular fue confirmada
mediante tincion con DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole), un fluorocromo especifico
de unién al ADN que permite observar bajo
microscopia de fluorescencia los nucleos de
las células (Figura 7d). Aunque se evidencio la
formacion de colonias multicelulares después
de varias semanas de cultivo, estas no lograron
sostener su crecimiento y no prosperaron en
la formacion de callos embriogénicos. Sin
embargo, esta es la primera evidencia de
formacion de colonias celulares inducidas por
estrés térmico en microsporas de C. arabica,
lo que significaria que es un tratamiento
promisorio para la optimizacion del proceso de
androgénesis en café. En futuros experimentos
es necesario evaluar por qué después de haber
sido inducida la division celular se detuvo el
crecimiento. Es posible que se requiera una
composicion hormonal especifica del medio
de cultivo, o determinada condicién ambiental

para mantener activa la division celular de
estas colonias hasta la formacion de embriones
somaticos que produzcan plantas haploides.

Duplicaciéon cromosémica “in vivo” en
plantas haploides de C. arabica. Después
de aplicar los tratamientos antimitoticos a
las yemas ortotropicas de plantas haploides
cultivadas en el campo, se regeneraron nuevos
tallos (chupones) con sus respectivas hojas.
Estos fueron cortados de la planta madre y
los esquejes se enraizaron en bolsas con suelo
hasta la formacion de plantas con tres a cuatro
entrenudos. En el tratamiento con Colchicina
(TRA1) se observo un 10% de ramas con
hojas duplicadas (RHD) y un 90% de ramas
con hojas sin duplicar (RHSD), mientras que
en el tratamiento con trifluralina (TRA2) solo
se observaron ramas con hojas sin duplicar
(Figura 8).

Las ramas de hojas duplicadas (RHD)
tratadas con Colchicina (TRA1) tuvieron
una menor relacion longitud/ancho de la
hoja (RELAH) 2,58 y densidad estomatica
(DE) 122,2 estomas/mm?; en comparacion
con las ramas de hojas sin duplicar (RHSD)
que presentaron una RELAH de 3,54 y
una DE de 242,4 estomas/mm?. Mientras

®

DHI6_TRAL
AHD RHSO

DH36_TRA2

Figura 8. Caracteristicas
morfologicas de las ramas con
hojas duplicadas (RHD)y lasramas
con hojas sin duplicar (RHSD). a.
Hojas tomadas de la planta DH36
tratada con Colchicina al 1%
(TRA1) y Trifluralina al 0,01%
(TRA2); b. Ramas enraizadas del
tratamiento con Colchicina al 1%
(TRA1), planta DH37 con hojas
duplicadas (RHD) y planta DH42
con hojas sin duplicar (RHSD).

Cenicafé, 71(1):32-47. 2020 43



que la longitud de las células guarda fue
mayor en las RHD (28,5 um) con relacion
a las RHSD (20,2 pm),como se presenta en
las Figuras 9 a las 12. Otra caracteristica
importante observada en las ramas con
hojas sin duplicar fue la presencia de
estomas fusionados, mencionada también
por Herrera y Camayo (2008), que se debe
al desequilibrio cromosomico que sufren las
plantas haploides. Este analisis confirma
que, las variables RELAH, DE y LONGE
son discriminantes para el nivel de ploidia
en plantas de café, debido que a menor
relacion longitud/ancho de la hoja, menor
densidad estomatica, mayor longitud de

las células guarda, se produce duplicacion
cromosomica (Herrera y Camayo, 2008;
Orozco y Cassalett, 1974; Sreenivasan et
al., 1992; Mishra et al., 1991).

La evaluacion del nivel de ploidia se
relaciond con las variables antes evaluadas
y se verifico que las ramas RHD contenian
44 cromosomas somaticos (Figura 13), lo cual
indica una relacion inversa con las variables
RELAH y DE, y una relaciéon directa con
LONGE, confirmando que la ploidia en las
plantas de café esta asociada con la densidad
estomatica y la longitud de los estomas (Orozco
y Cassalett, 1974).

Longitud/ancho hoja
RELAH

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Figura 9. Evaluacion de la relacion
longitud/ancho de las hojas en la

Colchicina 1%

Trifluralina 0,01%

duplicacioninvivo. TRA1: tratamiento
concolchinina 1%; TRA2: tratamiento

M Ramas hojas duplicadas

B Ramas hojas sin duplicar

con trifluralina 0,01%. Ramas con
hojas duplicadas (RHD) y ramas con

hojas sin duplicar (RHSD).

300 -
250 A
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Densidad estomatica (DE)
estomas/mm?

Figura 10. Evaluacion de la densidad
estomatica de duplicacion in vivo.

Colchicina 1%

Trifluralina 0,01%

TRAL: tratamiento con Colchicina
1%; TRA2: tratamiento con trifluralina

M Ramas hojas duplicadas

B Ramas hojas sin duplicar

0,01%. Ramas con hojas duplicadas
(RHD) y ramas con hojas sin duplicar

(RHSD).

44

Cenicafé, 71(1):32-47. 2020



Longitud Células Guarda
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Colchicina 1%

Trifluralina 0,01%

M Ramas hojas duplicadas

B Ramas hojas sin duplicar

Figura 11. Evaluacion de la longitud
de las células guarda de estomas
de duplicacion in vivo. TRAL:
tratamiento con Colchicina 1%;
TRAZ2: tratamiento con trifluralina
0,01%. Ramas con hojas duplicadas
(RHD) y ramas con hojas sin duplicar
(RHSD).

Figura 12. Analisis citologico de
las ramas con hojas duplicadas
(RHD) y ramas con hojas sin
duplicar (RHSD) con Colchicina
al 1% (TRA1) y Trifluralina al
0,01% (TRA2). a. y b. Densidad
estomatica (DE) y longitud de
las células guardas (LONGE)
planta DH35, tratamiento con
Colchicina (TRAI), estomas de
mayor longitud y menor densidad
estomatica; ¢. y d. Densidad
estomatica (DE) y longitud de las
células guardas (LONGE) planta
DH42, tratamiento con Colchicina
(TRAL1), estomas de menor tamafio
y fusionados (caracteristica de
las plantas DH), mayor densidad
estomatica; e. y f. Densidad
estomatica (DE) y longitud de las
células guardas (LONGE) planta
DH43, tratamiento con Trifluralina
(TRA2), estomas de menor tamafio
y fusionados (caracteristica de
las plantas DH), mayor densidad
estomatica.
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Figura 13. Microfotografia de los
cromosomas de hojas desarrolladas
después del tratamiento de duplicacion
in vivo (ensayo IV). a. ramas con hojas
duplicadas (RHD) de la planta DH36; b.
ramas con hojas sin duplicar (RHSD) de
la planta DH36.
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LA FERTILIZACION MINERAL COMO COMPLEMENTO A LA
FERTILIZACION CON ABONO ORGANICO EN EL CULTIVO
DEL CAFE

Fernando Farfan Valencia * José Enrique Baute Balcazar *k

Farfan-Valencia, F., & Baute-Balcazar, J. E. (2020). La fertilizacion mineral como complemento a
la fertilizacion con abono organico en el cultivo del café. Revista Cenicafé, 71(1), 48-53. https://doi.
org/10.38141/10778/1119

Con el proposito de evaluar diferentes fuentes potasicas minerales naturales, en mezcla con pulpa de café
descompuesta para emplearlas como fertilizantes en el cultivo del café, en la Estacion Experimental de
Pueblo Bello, ubicada en el municipio de Pueblo Bello, departamento de Cesar, zona cafetera norte de
Colombia; se evaluaron dos fuentes de potasio: Sulfato de Potasio (K,SOy4) y Sulpomag (K,S04.2MgSOy),
sobre la produccion en kilogramos.ha'! de café pergamino seco; esta produccion fue comparada con la
obtenida al fertilizar con fertilizantes inorganicos, con materia organica y un testigo sin fertilizar; el
café fue establecido a densidades de 3.922, 6.060 y 7.843 plantas/ha en un sistema agroforestal. De los
resultados se obtuvo que en la fertilizacion del café bajo sombrio pueden adoptarse alternativas como la
aplicacion de materia organica en mezcla con fuentes de potasio como el K,S04.2MgSOy,, comercializado
como Sulpomag, siempre que se establezcan altas densidades de siembra. El café establecido a densidades
inferiores a 6.000 plantas por ha, puede ser fertilizado con fuentes organicas o inorganicas.

Palabras clave: Sistemas agroforestales, café con sombrio, fertilizacion organica.

MINERAL FERTILIZATION AS A COMPLEMENT TO ORGANIC FERTILIZATION IN
COFFEE CULTIVATION

With the purpose of evaluating different natural mineral potassium sources mixed with decomposed coffee
pulp to use them as fertilizers in coffee crops, two potassium sources were evaluated: Potassium Sulfate
(K5S04) and Sulpomag (KS04.2MgSOy) on the production in kilograms.ha! of dry parchment coffee.
The study was done at the Pueblo Bello Experimental Station, located in the municipality of Pueblo Bello,
department of Cesar, northern Colombian coffee region. This production was compared with the one
obtained with inorganic fertilizers, with organic matter and an unfertilized control; coffee was established
at densities of 3.922, 6.060 and 7.843 plants.ha! in an agroforestry system. The results showed that the
fertilization of coffee with shade allow to provide alternatives such as the application of organic matter
mixed with potassium sources such as K;S04.2MgS0Oy4, commercialized as Sulpomag, provided that high
planting densities are established. Coffee established at densities of less than 6.000 plants per ha can be
fertilized with organic or inorganic sources.

Keywords: Agroforestry systems, shade coffee, organic fertilization.
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La produccion de café en Colombia tuvo un
crecimiento cercano al 90% en los tltimos siete
afos, al pasar de 7,7 millones en 2012 a 14,7
millones de sacos de 60 kilos de café verde
en 2019 (Federacion Nacional de Cafeteros
de Colombia [FNC], 2020). Tedricamente para
haber alcanzado este volumen productivo, en
las fincas cafeteras se produjeron cerca de
2.130.000 toneladas de pulpa de café fresca
(Montilla et al., 2008), de las cuales se
obtendrian alrededor de 948.459 toneladas
de abono organico a los seis meses de su
transformacion (Roa et al., 1999). Si se
aplicaran 3,0 kg de este material orgédnico
por planta de café y por aflo, seria suficiente
para fertilizar cerca de 52.692 hectareas de
café, con una densidad promedio de 6.000
plantas/ha. Lo que contribuiria a estimular
el uso de los subproductos de la produccion
cafetera y a hacer empleo racional de los
fertilizantes inorganicos; teniendo en cuenta
que la aplicacion podria afectar los costos
de produccion, por incremento de la mano
de obra para la fertilizacion con pulpa de
café¢ descompuesta.

De otro lado, para su mejor expresion
en cuanto a produccioén, el café requiere de
suelos con altos contenidos de materia organica
(>8,0%), ricos en nutrientes especialmente
potasio y suelos con pH entre 5,0 y 5,5;
pero se cultiva café en regiones con suelos
donde, por su material parental entre otros,
son evidentes condiciones contrarias a las
anteriormente descritas, por ejemplo suelos
de la Unidad Malabar, derivados de cenizas
volcanicas, acidos, con bajos contenidos de
materia organica y de potasio, comunes en los
municipios cafeteros de Convencion, Arboleda,
Teorama, San Calixto en Norte de Santander,
algunos municipios como Gonzalez y Rio de
Oro en el departamento de Cesar, 0 municipios
como Calarca, Armenia y La Tebaida, en el
departamento del Quindio, en los cuales se
encuentran los suelos de la Unidad Quindio,

derivados de cenizas volcanicas (Gonzalez,
2013).

Bajo estas condiciones de cultivo es
fundamental implementar las practicas
necesarias de adecuacion del suelo, tendientes
a nivelar los tenores de pH, incrementar los
contenidos de materia organica y nutrientes,
especialmente potasio, con el propdsito de
cubrir las expectativas socio-econdmicas
del caficultor. Cuzato et al. (2014) sostienen
que el rendimiento del café aumenta con el
suministro de potasio, independiente de la
fuente. Las practicas de adecuacion deben
establecerse desde la siembra y continuar con
ellas durante todos los ciclos productivos del
cultivo, tendientes a mantener la produccion
alta y estable. Sadeghian (2008) plantea que
entre las alternativas para corregir la acidez
del suelo es necesaria la aplicacion de cales
y el uso de abonos organicos, aspecto en el
cual los subproductos del beneficio del cafg,
como la pulpa descompuesta, podrian hacer
un gran aporte.

En la Estacion Experimental de Pueblo
Bello de Cenicafé, ubicada en el departamento
de Cesar, se realizd una investigacion
tendiente a evaluar las mezclas de abono
a base de pulpa de café y fuentes de potasio,
para fertilizar el café establecido a diferentes
densidades de siembra, y obtener el maximo
rendimiento.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. La investigacion se realizo
en la Estacion Experimental de Pueblo Bello,
ubicada en el municipio de Pueblo Bello,
departamento de Cesar. En la Tabla 1 se
presentan las caracteristicas de clima y suelos
de la localidad.

Material vegetal. Se utilizo café Variedad
Castillo®, establecido bajo un sombrio de Inga
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edulis (guamo santaferefo), con densidades
cercanas a los 70 arboles/ha.

Tratamientos. Se evaluaron 15 tratamientos
producto de la combinacion de dos factores;
tres densidades de siembra del café y cinco
alternativas de fertilizacion, como se describen
en la Tabla 2.

Disefio experimental. Los tratamientos
fueron asignados aleatoriamente, de
acuerdo con el disefio experimental bloques
completos al azar, en arreglo de parcelas
divididas, donde el factor de bloqueo fue el

gradiente de fertilidad del lote, la parcela
principal fueron las densidades de siembra
del café y las subparcelas las alternativas
de fertilizacion.

Caracteristicas de las parcelas. En la Tabla 3
se presentan las caracteristicas de las parcelas
experimentales. El campo experimental ocup6
un area total cercana a 2,2 ha.

Analisis estadistico: Analisis de varianza al
5% bajo el disefio experimental propuesto, con
la variable de respuesta y se aplicé la prueba
de comparacion de Tukey al 5%.

Tabla 1. Caracteristicas de clima y suelos, Estacion Experimental Pueblo Bello, Pueblo Bello-Cesar.

Localizacién geografica

Caracteristicas de suelos

Latitud 10° 25°
Longitud 73° 34’
Altitud (m) 1.100
Caracteristicas climaticas
Temperatura media (°C) 21,2
Precipitacion (mm) 2.050
Brillo solar (horas afio) 2.380
Humedad relativa (%) 74,0

pH 4,6
Materia organica (%) 7,1
Nitrégeno (%) 0,3
Fosforo (mg.kg™) 9,5
Potasio (cmol+.kg™) 0,5
Calcio (cmol(+).kg™) 3,4
Magnesio (cmol(+).kg™) 1,0
Ecotopo 402A

Tabla 2. Densidades de siembra por alternativas de fertilizacion del café. Estacion Experimental Pueblo Bello,

Pueblo Bello-Cesar.

Descripcion
Densidad de siembra del café
(Plantas/ha) Fertilizacion

3.922 Solo Lombricompuesto!
Fertilizacion inorganica®

6.060 Sin fertilizacion

Lombricompuesto + Sulfato de potasio?
7.843

Lombricompuesto + Sulpomag*

! Pulpa de café transformada mediante la lombriz roja californiana (Eisenia fétida), en dosis de 30 t ha-afio™!

2 Fertilizacion con las fuentes y dosis recomendados en el andlisis de suelos

3 Sulfato de Potasio

4Sulpomag

K,S04
K»S04.2MgS04

50% de K0y 17% de SO3
22% de K50, 18% de MgO 'y 22% de SO,




RESULTADOS Y DISCUSION

Produccién. En la Tabla 4 se presenta la
producciéon acumulada de cinco cosechas
(2010-2014) de café pergamino seco c.p.s.
(kg hal), en cafetales establecidos en tres
densidades de siembra.

El analisis de varianza para el modelo
experimental propuesto no mostro significancia
estadistica (p>0,05) para la interaccion densidad
de siembra del café x fertilizacion, lo que indica
un efecto independiente de los factores sobre la
produccion. Por lo tanto se realizaron pruebas
de comparacion de medias, Tukey (5,0%), de
cada densidad de siembra evaluada, registrando
bajo la densidad de siembra del café de 3.900

plantas/ha, que no hay diferencias estadisticas
entre las fuentes de fertilizacion estudiadas;
puede inferirse que a bajas densidades de
siembra y bajo sombrio es indiferente la fuente
de fertilizante aplicado al cultivo, con una
produccion promedio bajo este numero de
plantas por hectarea de 4.554 kg ha'! de café
pergamino, acumulados en cinco cosechas. Jessy
(2011) encontré respuesta a la aplicacion de
fertilizantes al café bajo sombrio después del
quinto afio, con menor estrés por deficiencia
hidrica en el suelo en plantas en las cuales su
fertilizacion estuvo suplementada con fuentes
de potasio.

Bajo la densidad de siembra del café a 6.000
plantas/ha la mas baja produccion, 4.051 kg ha™!

Tabla 3. Numero de plantas de café y de sombrio por parcela y parcela efectiva.

Area parcela Distancias de siembra

Distancias de siembra

Plantas efectivas

Efectiva (m?) del café (m) del sombrio (m) Café Sombrio
364,7 1,5X 1,70 12X 12 143 1
364,7 1,5X 1,10 12X 12 221 1
364,7 1,5X 0,85 12X 12 286 1

Tabla 4. Produccion acumulada de cinco cosechas (kg ha'! de c.p.s.) y tres densidades de siembra. Estacion

Experimental Pueblo Bello, Pueblo Bello-Cesar.

Densidad de siembra del café (plantas/ha)

Fertilizacion 3.922 6.060 7.843
1 4566 a 5.197 a 6.136 b
2 4.630 a 5269 a 5305¢
3 4422 a 4.051b 4515d
4 4473 a 5.084 a 6.206 b
5 4.680 a 5.194a 7.014a
cv 0,40 0,38 0,23

Fertilizacion: (1) Solo lombricompuesto; (2) Fertilizacion inorganica; (3) Sin fertilizacion; (4) Lombricompuesto
+ Sulfato de potasio; (5) Lombricompuesto + Sulpomag. Letras distintas representan diferencia estadistica entre

tratamientos segun la prueba de Tukey al 5%.
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de café pergamino seco, acumulados durante
cinco cosechas, se registrd con el tratamiento
testigo (sin fertilizacion). En general, no se
registraron diferencias estadisticas al comparar
las producciones obtenidas al fertilizar el
café con las diferentes fuentes evaluadas,
con un promedio de la produccion de 5.186
kg ha' de café pergamino seco. Ochoa et
al. (2000) sostienen que la fertilizacién con
materia organica debe ser suplementada con
diversas fuentes entre las que se destacan las
fosforicas, para obtener los mejores indices
de crecimiento y rendimiento, de lo contrario
las plantas de café manifestaran limitadas
producciones acumuladas.

Al incrementar la densidad de siembra del
café a 7.800 plantas/ha se registraron diferencias
estadisticas, segun prueba de comparacion
Tukey (5,0%), entre la produccion al fertilizar
el café con materia organica complementada
con sulpomag y la fertilizacion organica, y la
fertilizacion inorganica y la fertilizacion con
materia organica complementada con sulfato de
potasio. La mas baja produccion se obtuvo sin
fertilizacion. Martins y Furlani (2010) indican
que es de esperar que plantaciones de café,
que utilicen cultivares adaptados a condiciones
ambientales regionales con una densidad de
poblacion optima y una nutricion adecuada
muestren respuestas de alto rendimiento.

En términos generales, las producciones
obtenidas con las tres densidades de siembra
estudiadas fueron relativamente bajas,
comparadas con las registradas en estudios
similares en esta localidad. Farfan y Mestre
(2004) reportan producciones cercanas a
los 11.263 kg ha! de café pergamino seco,
acumulado durante seis cosechas, con una
densidad de siembra de 4.500 plantas/ha
de café y bajo sombrio de Inga edulis. La
respuesta del café a la fertilizacion dependera
del estado nutricional del suelo, la extension
de la sombra, la absorcion de nutrientes por el

arbol de sombra y el reciclaje de los nutrientes
através de la poda y la hojarasca (Jessy, 2011).

En la fertilizacion del café bajo sombrio
pueden adoptarse alternativas de fertilizacion
como la aplicacion de materia organica
en mezcla con fuentes de potasio como
el K»S04.2MgS0Oy4, comercializado como
Sulpomag, siempre que se establezcan
altas densidades de siembra. Aplicacion de
tecnologias donde se combinen los fertilizantes
inorganicos con los organicos son estrategias
adecuadas para reducir los costos de produccion,
incrementar la productividad y realizar una
fertilizacion equilibrada (Melke & Ittana, 2015).

El café establecido a densidades inferiores
a 6.000 plantas/ha, puede ser fertilizado
con fuentes organicas o inorganicas. Es
recomendable realizar las evaluaciones del
porcentaje de cobertura o de sombreamiento,
hacer su regulacion hasta obtener un porcentaje
de acuerdo al numero de horas de brillo
solar al afio (Farfan & Jaramillo, 2009) y
posteriormente realizar la fertilizacion, debido a
que la respuesta del café a la fertilizacion esta
determinada por la disponibilidad de luz dentro
del cultivo. Con el empleo de subproductos de
la produccion de café se obtienen beneficios
adicionales como regulacion del pH del suelo
e incrementos del fosforo y potasio, aparte de
los beneficios ecoldgicos asociados al cultivo
(Haggar et al., 2011).
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PRODUCCION DE CAFE EN RESPUESTA AL FRACCIONAMIENTO
DE LA FERTILIZACION

Hernan Gonzalez Osorio *, Siavosh Sadeghian Khalajabadi w*

Gonzalez-Osorio, H., & Sadeghian, S. (2020). Produccion de café en respuesta al fraccionamiento de
la fertilizacion. Revista Cenicafé, 71(1), 54-67. https://doi.org/10.38141/10778/1120

La fertilizacion constituye una practica clave en la produccion de café y su efectividad depende de la pertinencia
y oportunidad con la que se efectiie. Considerando la diversidad de suelos en los que se cultiva el café en
Colombia, el costo de los fertilizantes y las variaciones de los factores climaticos que inciden en el cultivo,
el fraccionamiento de la fertilizacion es una estrategia tendiente al incremento de la productividad. El presente
estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del fraccionamiento de la fertilizacion en la produccion anual
de café y en el acumulado del ciclo productivo, en seis localidades de la zona cafetera (El Agrado-Quindio,
El Rosario-Antioquia, Naranjal-Caldas, Paraguaicito-Quindio, El Porvenir-Caldas y San Antonio-Santander),
con caracteristicas climaticas y de suelos diferentes. Las dosis de fertilizante se establecieron segin las
recomendaciones del analisis de suelo, para cada localidad y se aplicd fraccionado en dos, tres, cuatro y
seis veces al afio. En cinco localidades no hubo efecto del fraccionamiento, pese a que la pluviosidad superd
en al menos dos afios de evaluacion, los niveles historicos de mas de 30 afos. En Paraguaicito, cuyo suelo
presenta alta conductividad hidraulica, fraccionar el fertilizante en cuatro y seis oportunidades condujo al
aumento promedio del 12% en la produccion solamente en uno de los cuatro afios evaluados. Los resultados
permiten concluir que el suministro del fertilizante requerido segun el analisis de suelos puede hacerse en
dos fracciones por afio.

Palabras clave: Conductividad hidraulica, efectividad de la fertilizacion, ENOS- La Nifia, textura, zona
cafetera colombiana.

COFFEE YIELD RESPONSE TO SPLIT FERTILIZATION

Fertilization is a key practice in coffee production, its effectivity depends on relevance and timing. Considering
the diversity of soils used to grow coffee in Colombia, the cost of fertilizers and the variations in climatic
factors that affect cultivation, split fertilization is a strategy aimed at increasing productivity. The main
objective of our study was to evaluate the effect of split fertilization on annual coffee production as the
accumulated of the productive cycle in six localities of the coffee zone (El Agrado-Quindio, El Rosario-
Antioquia, Naranjal-Caldas, Paraguaicito-Quindio, El Porvenir-Caldas and San Antonio-Santander) that have
different climatic and soil characteristics. Fertilizers doses were established according to the recommendations
of the soil analysis for each locality and applied split into two, three, four, and six times per year. There was
no split effect in five localities, despite the fact that the rainfall exceeded the historical levels of more than
30 years in at least two years of evaluation. At Paraguaicito, whose soil has high hydraulic conductivity, the
split fertilization at four and six times per year increased around 12% in production only in one of the four
years evaluated. The results show that the supply of the required fertilizer, according to the soil analysis,
can be done in two splits per year.

Keywords: hydraulic conductivity, fertilization effectiveness, ENSO- La Nifia, soil texture, Colombian coffee
region.
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El crecimiento, desarrollo y produccion de
los cultivos se deriva entre otros aspectos,
de un programa adecuado y oportuno de
fertilizacion (McArthur y McCord, 2019;
Ierna y Mauromicale, 2018). Por medio de
esta practica se busca corregir y prevenir las
deficiencias nutricionales de la plantacion,
contribuir con la calidad de las cosechas y
sostener la fertilidad del suelo con el fin
de que las plantas puedan nutrirse en el
momento que lo necesiten. La eficiencia en
esta labor depende de la oportunidad con la
que se realice, de las caracteristicas del suelo
y las condiciones climaticas incidentes en
los sistemas de produccion principalmente
(Arcila, 2007).

La seleccion de las fuentes fertilizantes puede
incidir en el aprovechamiento de los nutrientes
aplicados en los planes de fertilizacion. Algunas
incluyen en su formulacion moléculas que
contribuyen a reducir las pérdidas de nutrientes
por volatilizacion (Afshar et al., 2018), son
de liberacion gradual (Niemiec et al., 2015)
o contienen formas quimicas predominantes
que al ser adsorbidas en el suelo retardan
la lixiviacion (Tian et al., 2018; Cao et al.,
2014). Pese a que estas alternativas se vienen
desarrollando con miras al incremento de
la productividad y la reduccion de riesgos
ambientales en diferentes regiones del mundo
(Zhang et al., 2018), su utilizacion no es
garantia de que la nutricion de las plantas
sea eficiente; se requiere entonces tanto para
este tipo de fertilizantes como para las fuentes
convencionales, que en su implementacion
se integren otros factores que inciden en los
sistemas de produccion (Liu et al., 2017; Tully
etal., 2012), particularmente en areas diversas
en recursos naturales como la zona cafetera
de Colombia. Por lo mencionado, el ajuste
a los factores que determinan la eficiencia
a la fertilizacion ha sido labor permanente
para la caficultura del pais como dosis de
fertilizantes (Sadeghian y Gonzalez, 2012),

fuentes (Sadeghian et al., 2007), formas de
aplicacion y su fraccionamiento a través del
tiempo (Mestre y Uribe, 1980).

En café, con base en estos y otros criterios,
desde la década del 70 se plante6 la necesidad
de definir la frecuencia de aplicacion de
fertilizantes para diferentes regiones de la zona
cafetera del pais y fue a partir de estos estudios,
que se genero la recomendacion de suministrar
el fertilizante requerido por afio para cafetales
en produccion cada seis meses, basados en el
hecho de que mediante el empleo de dicha
practica se obtienen los mayores beneficios
desde el punto de vista economico (Mestre
y Uribe, 1980). Sin embargo, aiin persisten
interrogantes si se debe o no fraccionar, en mas
de dos oportunidades la fertilizacion puesto
que, una vez se disuelven los fertilizantes,
los nutrientes en ellos contenidos quedan a
disposicion de las raices del cultivo, en caso
tal que la planta pueda absorberlos, una aparte
queda como reserva en el suelo (incluida la
inmovilizacién microbiana) y otro tanto en el
agua que se percola en el suelo y los conduce
a sitios donde la raiz no alcanza (Ghiberto et
al., 2009; Sadeghian et al., 2015).

Por lo mencionado, ante eventos de
variabilidad climatica, la generacion de nuevas
variedades con atributos de produccion y
calidad, asi como la volatilidad en el precio
de los fertilizantes, se hace necesario continuar
en la busqueda de alternativas que contribuyan
con el aumento de la productividad en la
zona cafetera colombiana. Por esta razon, se
planted como objetivo evaluar el efecto del
fraccionamiento del fertilizante requerido por
afio, segtin el analisis de suelos en la produccion
del café, para diferentes condiciones edaficas
y ambientales de la zona cafetera colombiana,
como una estrategia de orientacion para que la
practica de fertilizacion se refleje exitosamente
desde el punto de vista productivo, economico
y ambiental.
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MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar el objetivo, el presente
experimento se desarrolld en plantaciones
de café Variedad Castillo®, ubicadas en
seis localidades de la zona cafetera, con
caracteristicas de suelos y condiciones de
pluviosidad diferentes (Tablas 1 y 2).

Durante la fase de crecimiento vegetativo,
los cafetales recibieron una fertilizacion general
basada en las recomendaciones que para tal
caso tiene Cenicafé (Sadeghian, 2008), de
acuerdo con los resultados del analisis de
suelos (Tabla 2).

Una vez la plantacion alcanzo 18 meses de
edad, fue tomada una nueva muestra para su
analisis, con el fin de establecer la fertilizacion
de la fase reproductiva, en la cual se aplicaron
los siguientes tratamientos, consistentes en el
suministro de la fertilizacion requerida por
afo en cuatro diferentes épocas:

Tratamiento 1. Aplicacion del fertilizante
requerido fraccionado o distribuido en dos
épocas del afio (50% en el primer semestre y
50% en el segundo), es decir, cada semestre.

Tratamiento 2. Aplicacion del fertilizante
distribuido en tres épocas en el afio (33%
cada cuatro meses).

Tratamiento 3. Aplicacion del fertilizante
distribuido en cuatro €pocas en el afio (25%
cada tres meses).

Tratamiento 4. Aplicacion del fertilizante
distribuido en seis épocas del afio, lo cual
significa, que la fertilizacion se realiz6 cada
dos meses (16% cada vez).

En adelante y cada dos afios se
tomaron muestras de sueclos en las parcelas
correspondientes al tratamiento 1, para hacer
los ajustes en materia de fertilizantes y/o las
enmiendas en la totalidad de los tratamientos
evaluados.

Los meses seleccionados para la aplicacion
de los fertilizantes se mantuvieron durante
los cuatro afios de produccion (Tabla 3),
considerando necesario que existiera humedad
suficiente en el suelo para efectuar la labor.
Cuando por carencia de lluvias no hubiese
sido posible realizarla, se dio espera hasta
tanto el evento de lluvia se hiciera manifiesto.

Tabla 1. Ubicacion y caracteristicas de los sitios experimentales.

Departamento Quindio Antioquia Caldas Quindio Caldas Santander
Municipio Montenegro  Venecia Chinchina Buenavista Manzanares Floridablanca
Finca ElAgrado  ElRosario  Naranjal Paraguaicito El Porvenir = San Antonio
Altitud (m) 1.250 1.600 1.400 1.250 1.400 1.480
Lluvia (mm afio™") 1.810 2.230 2.400 2.100 4.013 1.160
Plantas por
. 10.000 5917 8.888 5917 5917 5917
hectarea
Inicio del 2010 2010 2009 2011 2011 2010

experimento (afio)
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Tabla 2. Caracteristicas de los suelos antes de la aplicacion de los tratamientos

El Agrado El Rosario Naranjal Paraguaicito EIl Porvenir San Antonio

Materia =, 5.8 9,3 14,3 6.2 12,8 5.6
Organica

pH 4.4 4,5 53 5,1 5,0 5,0

P mg kg'! 210,0 29,8 34,0 115,0 5,0 12,0

K 0,3 0,7 0,3 0,2 0,4 0,2

Ca cmol, 1,0 2,4 3,24 3.3 2,1 2,9

kg!
Mg 0,1 0,6 1,2 0,4 0,5 0,6
Al 2,2 6,1 0,8 0,8 1,0 0,9
Textura Clase FArA* F.ArA. F.A** FArA. FA. FArA.

*Textura franco-arcillo-arenosa: 48%-75% arena y 20%-35% arcilla.

**Textura franco-arenosa: 52%-70% arena y <20% arcilla.

Tabla 3. Distribucion del fertilizante requerido de acuerdo con los tratamientos evaluados.

Frecuencia

Mes de aplicacion

Tratamiento

1 : Ll
2 3

3 4

; B

Los fertilizantes utilizados correspondieron
a fuentes simples o mezcla de las mismas
realizadas en cada localidad, segtin lo sugerido
por el analisis de suelos, utilizando para tal
fin urea, fosfato diamoénico-DAP, cloruro de
potasio y/o kieserita y 6xido de magnesio;
para suplir los requerimientos de nitrogeno,
fosforo, potasio y magnesio, respectivamente.

El analisis de la informacion se basé en
los siguientes criterios: para cada localidad y
tratamiento se estimo el promedio y la variacion
de la variable de respuesta produccion de café
cereza (cc), durante los pases de recoleccion

y se consolidd la produccion de cada afio y
la produccion total, correspondiente al final
de los cuatro afios de cosecha.

Posteriormente, se hizo un analisis de
varianza asociado al disefio experimental
bloques completos al azar, con siete
repeticiones, con la variable de respuesta
(produccion de café cereza) al 5%. Cuando
el analisis de varianza mostré efecto de los
tratamientos, se aplico la prueba de Tukey al
5% para determinar los tratamientos con mayor
produccion con respecto al testigo relativo
(tratamiento 1).
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Con base en la informaciéon obtenida a
partir de la Plataforma Agroclimatica de
Cenicafé (agroclima.cenicafe.org), se obtuvo
la pluviosidad mensual durante la vigencia
del experimento en cada localidad, con el
fin de establecer de manera descriptiva las
tendencias en el incremento o disminucion de
la lluvia frente a un minimo histérico de 30
aflos seglin la estacion agroclimatica.

RESULTADOS

La produccion de café cereza presentd
variaciones entre las localidades como
consecuencia de las diferentes condiciones
agroecologicas tales como horas luz, horas de
brillo solar, lluvia y temperatura; los cuales
determinan el crecimiento, el desarrollo y
la produccion del café en Colombia (FNC,
2013).

Variacion de la produccion durante los afios
del estudio

En general, el primer afio de produccion
registro un bajo nivel de cosecha por tratarse
de plantaciones que se encontraban en periodo
de transicion entre la fase de crecimiento
vegetativo y la reproductiva. Dicho fenomeno
no fue evidente en El Agrado, en vista de
que la plantacion presentaba 24 meses de
edad al momento del inicio de la aplicacion
de los tratamientos, esto significa que una
diferencia de seis meses pudo haber permitido
el desarrollo de una mayor cantidad de biomasa
vegetativa (ramas y nudos principalmente), en
la cual puede albergarse una mayor cantidad
de flores y frutos, respecto a un cultivo de
menor edad (18 meses), como el de las otras
localidades evaluadas.

Con base en las anteriores consideraciones,
los resultados presentaron la tendencia que se
describe a continuacion:

Produccién anual

Mientras que, en El Agrado, El Rosario,
Naranjal, El Porvenir y San Antonio, no se
present6d efecto del fraccionamiento de la
fertilizacion en la produccion anual de café
cereza durante la vigencia del experimento
(Figuras 1, 2, 3, 5 y 6), en Paraguaicito la
aplicacion del fertilizante fraccionado cuatro
y seis veces por afio, condujo a incrementar
la producciéon de café entre un 10% y 12%
respecto a los demas tratamientos evaluados
(P> 0,01) durante 2013 (Figura 4).
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Figura 1. Promedios y variacion (error estandar)
de la produccion anual de café cereza en El Agrado.
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Figura 2. Promedios y variacion (error estandar) de la produccion anual de café cereza en El Rosario, por
efecto del fraccionamiento de la fertilizacion.
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Figura 3. Promedios y variacion (error estandar) de la produccion anual de café cereza en Naranjal.
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Figura 4. Promedios y variacion (error estandar) de la produccion anual de café cereza en Paraguaicito.
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Figura 6. Produccion promedio anual de café cereza y acumulado de cosecha 2012-2014 en El Porvenir.

Produccion acumulada

Con relacion al acumulado de la produccion,
durante los diferentes afios en los que se
condujo el experimento para cada localidad
objeto de estudio (Tabla 4), la practica de
fraccionar el fertilizante requerido cuatro y
seis veces por aflo durante el Gltimo afio de
cosecha, influy6 significativamente (P>0,02)
solo en Paraguaicito, en el acumulado del
ciclo de produccion (cuatro afios). Para los
demas sitios donde se desarrolld el estudio,
no hubo efecto del fraccionamiento de la
fertilizacion. Esto indica que la cantidad total
de fertilizante por afio puede suministrarse
en dos o tres aplicaciones, por ser esta una
labor que demanda menor cantidad de mano
de obra en su implementacion.

Tendencias de la lluvia en las diferentes
areas experimentales

La cantidad de lluvia registrada en las
diferentes areas donde se llevd a cabo la
investigacion estuvo durante al menos dos

de los afios evaluados, por encima de los
registros histoéricos (Figura 7). Respecto a
su distribucion, esta fue de tipo bimodal
en cinco de las localidades, distinguiéndose
a nivel general marzo-abril y septiembre-
octubre los dos periodos que en el afio se
presentaron las mayores precipitaciones y, por
ende, fisiologicamente ha sido demostrado,
constituyen dos momentos que marcan la
fenologia del cultivo. En El Porvenir, donde
histéricamente las precipitaciones superan los
4.000 mm afio”!, y en San Antonio con lluvia
historica inferior a todos los demas sitios, no
se presentd el patron de distribucion antes
mencionado.

Considerando lo anterior y en aras de
tener mayores elementos para la discusion
de los resultados, se presentan los registros de
precipitacion de los 12 meses que antecedieron
al afio de inicio de la aplicacion de los
tratamientos.
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Tabla 4. Promedio de produccion acumulada de café cereza por localidad. Letras no comunes indican diferencia
estadistica entre tratamientos (frecuencia de aplicacion) segin prueba Tukey al 5%.

Acumulado produccion (kg café cereza/parcela)

. L., El Agrado El Rosario El Porvenir
Frecuencia aplicacion
(N° aplicaciones/afio) Promedio CvV Promedio Cv Promedio CvV
2 123,00 a 2243 212,70 a 2533 53,56 a 14,60
3 132,10 a 16,10 218,10 a 24,52 53,96 a 16,52
4 138,20 a 952 215,50 a 24,18 54,44 a 943
6 134,20 a 695 209,24 a 2491 45,40 a 14,90
San Antonio Naranjal Paraguiacito
Promedio (6)% Promedio CvV Promedio Cv
2 81,03 a 2981 32491 a 13,53 121,69 b 12,94
3 85,33 a 11,53 313,77 a 12,04 116,63 b 19,29
4 69,84 a 26,77 339,97 a 732 136,75 a 11,80
6 94,90 a 23,68 318,09 a 13,28 131,38 a 14,08

DISCUSION

Los resultados demuestran que, para cinco
de las seis localidades de la zona cafetera de
Colombia en la que se llevo a cabo el estudio,
fraccionar mas de dos veces por afio la cantidad
de fertilizante requerida para cafetales en edad
productiva segun el analisis de suelos, no
condujo a incrementar la produccion.

Esto indica que la eficiencia de la
fertilizacion en el cultivo de café involucra
la accion de factores relacionados con el
suelo y la seleccion de fuentes fertilizantes
que, aplicados bajo condiciones climaticas
especificas, conducen a suplir adecuada y
oportunamente los requerimientos nutricionales
necesarios para la produccion del grano, sin
comprometer el desarrollo de estructuras que
soportan las cosechas siguientes.

En concordancia con lo anterior, en un
ambito general y desde el punto de vista
climatico, durante los afios en los que se
llevé a cabo la investigacion fue evidente un
incremento en las lluvias respecto al historico,
particularmente en aquellas localidades donde
se hicieron evaluaciones entre 2009 y 2011,
periodo que de acuerdo con el Ideam (2011), se
presentod un evento climatico La Nifia catalogado
como el mas intenso de las ultimas cuatro
décadas. Por lo tanto, la pluviosidad analizada
como unico factor responsable de las pérdidas
de nutrientes en el agua de percolacion, tuvo
que haber generado un impacto negativo en
la produccion de café cuando el fertilizante
suministrado se fraccion6 dos veces en el afio
(tratamiento 1), dado que a un mayor nivel
de lluvia corresponderian incrementos en la
pérdida de nutrientes por lixiviacion y, por
consiguiente, menor cantidad de elementos

Cenicafé, 71(1):54-67. 2020



700 - El Agrado 700 - El Rosario

525 1 5254

Lluvia (mm)
Lluvia (mm)

EFMAMIJI JASOND EFMAMIJI JASOND
Mes Mes
700 - Naranjal 700 Paraguiaicito

5251

Lluvia (mm)
Lluvia (mm)

EFMAMIJJ AS OND EFMAMIJJ AS OND
Mes Mes
1400 - El Porvenir 700 - San Antonio
1050 4 5254
g g
g g
.8 .8 3501
E E
— —
175
0.
EFMAMIJIJAS OND EFMAMIJJ AS OND
Mes Mes
m 2008 H 2009 H 2010 W 2011 w2012 m 2013 W 2014 —Historico

Figura 7. Lluvia mensual e historica para las localidades donde se desarroll6 la investigacion.
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minerales para que la planta alcance su potencial
de crecimiento y produccion.

Es necesario entonces sumar a las anteriores
circunstancias el tipo de suelo, dado que,
dependiendo de sus caracteristicas quimicas
y fisicas, la pluviosidad puede inducir a que
los nutrientes aplicados via fertilizacion sean
aprovechados por las plantas o escapen del
sistema productivo en el corto, mediano o largo
plazo (Georgiadis et al., 2017). Desde el punto
de vista de las caracteristicas quimicas, resulta
evidente que se proporcionaron los nutrientes
y enmiendas sugeridas segun los resultados
del analisis de suelos realizado cada dos afios,
como lo recomienda Sadeghian (2008), aspecto
que ratifica una adecuada periodicidad en el
seguimiento a las condiciones nutricionales
del suelo para la reposicion de elementos
extraidos y removidos por la planta, al tiempo
de realizar los respectivos ajustes al plan de
fertilizaciones y acondicionamientos en caso
de haber sido necesario. Por otro lado, desde
el punto de vista fisico, se presume que la
textura, especialmente aquella con predominio
de arenas, condiciona la permanencia de los
nutrientes aplicados via fertilizacion (Lu et
al., 2019) aunque dicho efecto puede depender
del nutriente y la fuente empleada (Arias y
Sadeghian, 2018). Sin embargo, es oportuno
anotar que, en las condiciones del estudio,
los lotes presentaron dos clases texturales,
franco-arcillo-arenosa y franco-arenosa, en
las cuales el contenido de arenas puede estar
entre el 48% y el 75%. Aun asi, los resultados
en produccion por efecto de la fertilizacion
fraccionada tuvieron un comportamiento similar
en las diferentes areas del estudio.

Los resultados obtenidos entran en
concordancia con lo encontrado por Uribe y
Mestre (1980), salvo que, para el caso de estos
autores, las cantidades de fertilizante objeto
de estudio fueron superiores a lo actualmente
recomendado. En consecuencia, la residualidad
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de las fuentes objeto de estudio por efecto
de la alta cantidad, pudo haber sido uno
de los aspectos que condujo a enmascarar
el posible efecto de su fraccionamiento a
través del tiempo. Aun asi, en una de las
localidades evaluadas cuya pluviosidad
superdé 3.200 mm afio”!, encontraron efecto
del fraccionamiento durante uno de los afios
del estudio, particularmente cuando se utilizé
la dosis mas baja de fertilizante.

En Paraguaicito, sitio donde el
fraccionamiento anual de la fertilizacion
en cuatro y seis aplicaciones condujo al
aumento del 12% en la produccion para dos
afos evaluados y el acumulado del ciclo
de produccion, dicha respuesta puede tener
explicacion al asociar las condiciones climaticas
con las caracteristicas del suelo. Es decir, la
conductividad hidraulica caracteristica de este
suelo, la cual segun Gonzalez y Sadeghian
(2012), supera en un 70% a la de Naranjal
(sitio donde la respuesta en produccion fue
independiente del fraccionamiento de la
fertilizacion) puede facilitar la pérdida de
nutrientes, particularmente en momentos en
los cuales la planta puede necesitarlos mas.
Hansen y Eriksenm (2016) sostienen que
la lixiviacion de nitrégeno, nutriente mas
determinante para la produccion de café en
Colombia, puede ser significativamente alta
en suelos en cuya fase solida predominan las
arenas gruesas, especialmente en épocas de
alta precipitacion.

Lo mencionado sugiere que la incidencia
de la alta precipitacion sobre una region cuyas
caracteristicas de suelo favorecen una rapida
infiltracion del agua que llega al suelo y, por
ende, una mayor lixiviacion de los nutrientes
disueltos en ella, pueden brindar pautas para
tomar la decision acerca de las bondades que
puede tener el fraccionamiento de la fertilizacion
en la produccion de café. Sustento de ello es
que, durante 2013 la pluviosidad registrada




entre marzo y abril, época en la que coincide
la aplicacion de todos los tratamientos (Tabla
3), la lluvia registrada superd entre 30% y
60% al historico de 50 afios de observaciones
(Figura 7), lo cual pudo inducir a la lixiviacion
de nutrientes en la totalidad de tratamientos;
aunque la magnitud del fenémeno seria diferente
tratandose de uno u otro. Por ejemplo, en los
tratamientos 1 y 2 que son portadores del 50%
y 33% del fertilizante total requerido por afio,
respectivamente, habria un mayor impacto
si se comparan con los tratamientos 3 y 4,
en cuyo caso el evento climatico pondria en
vulnerabilidad el 25% (tratamiento 3) o el
17% (tratamiento 4) del total del fertilizante
suministrado. Sadeghian et al., (2013), sostienen
que los dos meses luego de la floracién, la
cual es evidente en Paraguiacito entre enero y
febrero, se presenta la mayor acumulacion de
nutrientes en los frutos de café que llegan a
su madurez de recoleccion seis meses después,
lo cual para este caso corresponde al periodo
comprendido entre septiembre y octubre del
mismo afio.

Lo anterior, puede explicar la respuesta
al fraccionamiento, tanto en 2013 como para
2014. Circunstancia que puede asociarse con
los aspectos que condicionan los tiempos
fenologicos de un cultivo perenne como el
café. Arcila (2007) concluye que, a partir de
sus investigaciones, para las condiciones de
la zona cafetera colombiana son necesarios
18 meses para la formacion de una cosecha,
es decir, se requieren entre cuatro y seis
meses para generar ramas y nudos que seran
soporte de unas estructuras florales, que
necesitan de un periodo entre tres y cuatro
meses para su total desarrollo y, a partir de
la apertura floral, se requieren ocho meses
adicionales para que el fruto llegue al estado
de madurez para la recoleccion. Esto quiere
decir que, cualquiera que fuese el plan de
fraccionamiento de fertilizacidén, este tuvo
que haber impactado con mayor intensidad

el afio inmediatamente anterior, dado que,
para esta época, las estructuras de la planta
que soportaron la produccion, son en buena
medida las que se empezaron a formar desde
el inicio de 2013.

Para los sitios donde los resultados de
este estudio han demostrado que fraccionar
en mas de dos oportunidades el fertilizante
requerido segun el analisis de suelos no afecta
la produccion, puede considerarse esta practica
como una opcion para aquellos caficultores que
no cuentan con los recursos para la adquirir la
totalidad del fertilizante recomendado por afio
o0 por semestre, siempre y cuando se consideren
las tendencias que sobre la variacion climatica
divulguen las instituciones. Esto significa que
mientras en un afio con fenémeno de La Nifa la
fertilizacion podria llevarse a cabo fraccionada
dos, tres, cuatro o seis veces tal como lo
demuestra este estudio, durante un afio con
tendencia a la ocurrencia de un evento El Nifio,
deberia tenerse la precaucion de programar esta
practica en so6lo dos oportunidades, pues se
corre el riesgo de que la fertilizacion requerida
por afio quede incompleta como lo expresan
Gonzalez et al., (2014), dado que puede no
haber certeza de la época del retorno de las
lluvias, insumo que gobierna la humedad
del suelo y brinda la posibilidad para que
los nutrientes contenidos en los fertilizantes
pasen a formar parte de la reserva del suelo
y/o sean adquiridos por el cultivo.

Por ultimo, es bien sabido que el tipo
de fertilizantes y su forma de aplicacion
contribuyen significativamente con la eficiencia
de la nutricion, especificamente cuando se
utilizan fuentes como la urea, cuya reaccion
en el suelo conduce a que parte del nitrogeno
que contiene se pierda por volatilizacion o se
lixivie (Gonzalez y Sadeghian, 2012a, 2012b).
Pese a esto, estudios donde se han evaluado
las citadas pérdidas han demostrado que para
el caso de la volatilizacion en el cultivo del
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café, esta puede disminuir cuando la urea
se aplica esparcida sobre una superficie de
suelo himedo (Gonzalez et al., 2015); en tanto
que el potencial de lixiviacion puede variar
en funcion de que las condiciones edaficas
favorezcan a la conversion preferencial de
formas inorganicas como los nitratos o amonio
(Sadeghian et al., 2015), aspectos que pueden
ser altamente variables en el tiempo y en el
espacio, aun en cortas distancias.

Los demas nutrimentos aplicados en los
planes de fertilizacion del estudio, tedricamente
presentarian sélo susceptibilidad a perderse
por lixiviaciéon o a fijarse en la matriz del
sueclo. Bajo este esquema, la investigacion
se ha centrado en el ambito académico e
industrial en proponer estrategias tendientes
a la eficiencia en la fertilizacion, entre las
que se destacan el uso de fertilizantes con
recubrimiento (Niemiec et al., 2015; Tian et
al., 2018), el manejo de la acidez del suclo
(Maresca et al., 2019) y el fraccionamiento
de la fertilizacion. Todas de manera conjunta
o adoptadas individualmente con resultados
alentadores en cultivos de ciclo corto y en areas
con estacionalidad en el clima (Sowinski y
Galb, 2018; Liu et al., 2017) o para nutrientes
especificos como es el caso de nitrogeno
en café en Brasil (Meriguetti et al., 2017),
pero con respuesta no del todo satisfactoria
en programas integrales de nutricion para el
café y para las regiones cafeteras diversas en
sus recursos climaticos y edafologicos, como
lo demuestra esta investigacion.

En el presente estudio se utilizaron
fertilizantes de uso comun en la caficultura
del pais, urea, DAP, KCl y kieserita u 6xido de
magnesio, como fuentes de nitrégeno, fosforo,
potasio y magnesio, respectivamente. Todos
se suministraron en mezcla fisica, esparcidos
sobre la superficie del suelo, alrededor de la
zona de raices de los arboles y sin cubrir,
por ser esta una alternativa eficaz y de bajo
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costo, comparada con la aplicacion localizada
y cubierta con el suelo, segun lo demostraron
Mestre y Uribe (1980). Dicha modalidad de
aplicacion segun lo discutido anteriormente,
implica que los fendomenos naturales que
determinan las pérdidas de los componentes
incluidos en las fuentes fertilizantes hayan
actuado sin restriccion. Este aspecto sustenta
que los resultados obtenidos pueden estar
satisfactoriamente explicados en funcién de las
variables climaticas, de suelos y de fisiologia
de las plantas anteriormente discutidas.
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RESISTENCIA GENETICA A LA ENFERMEDAD DE LA CEREZA DEL
CAFE EN VARIEDADES CULTIVADAS EN COLOMBIA

Carlos Ernesto Maldonado Londofio * Lucia Angel Giraldo *ok

Maldonado, C. E., & Angel-Giraldo, L. (2020). Resistencia genética a la Enfermedad de la Cereza del Café en
variedades cultivadas en Colombia. Revista Cenicafé, 71(1), 68-90. https://doi.org/10.38141/10778/1121

La enfermedad de las cerezas del café (CBD), antracnosis causada por el hongo Colletotrichum kahawae subsp.
kahawae, ha sido registrada solo en Africa y puede ocasionar pérdidas de produccion hasta del 80%. Cenicafé
desarrolla variedades resistentes a las enfermedades mas limitantes para el cultivo, ain en ausencia de los patdogenos
en Colombia, usando al Hibrido de Timor (HT) como la principal fuente de resistencia a la roya del cafeto y a CBD.
El propésito de este estudio fue conocer la presencia del gen Ck-1 de resistencia a CBD en las principales variedades
de café cultivadas en Colombia, establecer la correlacion entre la presencia de Ck-1 y la respuesta a inoculacion de
hipocotilos y explorar las bases gendmicas de la resistencia. Los marcadores moleculares ligados a Ck-1 se ubicaron en
el cromosoma 1 de Coffea canephora, region gendmica con quince genes de resistencia a enfermedades. Se encontraron
marcadores para Ck-1 en todas las lineas mejoradas derivadas del HT-1343 y ausentes en las variedades Tipica, Borbon
y Caturra, y en lineas derivadas del HT-832/1. No hubo correlacion entre las formas alélicas de resistencia a CBD y
la resistencia medida por inoculacion de hipocétilos. La alta frecuencia de formas alélicas asociadas con resistencia
a CBD en materiales seleccionados por resistencia a roya sugiere cosegregacion de genes de resistencia para ambas
enfermedades. La estrategia de variedades multilinea desarrolladas por Cenicafé, que actualmente corresponde a cerca
del 80% del café sembrado en el pais, hace que la poblacion en general esté protegida ante la eventual llegada del
patogeno a Colombia.

Palabras clave: Coffea arabica, Coffea canephora, Colletotrichum kahawe subsp. kahawae, genes de resistencia a
enfermedades, marcadores moleculares, gendmica comparativa.

GENETIC RESISTANCE TO COFFEE BERRY DISEASE ON COFFEE VARIETIES CULTIVATED IN
COLOMBIA

Coffee Berry disease (CDB), an anthracnose caused by the fungus Colletotrichum kahawae subsp. Kahawae, has been
registered only in Africa and it can cause up to 80% of crop losses. Cenicafé works on the development of varieties
resistant to the main coffee diseases, even in absence of the pathogens in Colombia; such studies use Timor Hybrid
(HT) as the main source of resistance against coffee leaf rust (CLR) and CBD. The objective of this study was to
screen the presence of the Ck-1 gene, resistant to CBD, on the main coffee varieties cultivated in Colombia in order
to establish the correlation between the presence of Ck-1 and the response to hypocotyl inoculation, and to explore the
genomic basis of the resistance. Molecular markers linked to Ck-1 were located at the Coffea canephora chromosome
1, a genomic region with fifteen disease resistance genes. Markers for Ck-1 were found in all the breeding lines
derived from TH-1343 and absent in Typica, Bourbon, and Caturra varieties and in lines derived from TH-832/1. There
was no correlation between the allelic forms of CBD resistance and the resistance of the genotype measured by the
hypocotyl inoculation test. The high frequency of allelic forms associated with CDB resistance in materials selected
mainly for CLR resistance suggests co-segregation of resistance genes for both diseases. The strategy of multi-line
varieties developed by Cenicafé, which currently corresponds to 80% of the coffee planted in Colombia, protects the
crop population against the eventual arrival of the pathogen in Colombia.

Keywords: Coffea arabica, Coffea canephora, Colletotrichum kahawe subsp. kahawae, disease resistance genes,
molecular markers, comparative genomics.
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La enfermedad de las cerezas del café o CBD
(sigla en inglés para Coffee Berry Disease),
es una de las enfermedades mas limitantes de
la produccion de café en Africa. Su agente
causal, el hongo Colletotrichum kahawe subsp.
kahawae J.M. Waller & Bridge., produce una
antracnosis en flores, frutos en cualquier
estado de desarrollo y ocasionalmente hojas
(Silva et al., 2006). El dafio principal ocurre
cuando infecta frutos verdes, produciendo
lesiones hundidas, que causan momificacion
y caida de frutos (Silva et al., 2006) (Figura
1). La enfermedad puede causar pérdidas de
produccion hasta del 80%, si no es controlada
quimicamente (Griffiths et al., 1971). Aunque
el CBD no se ha registrado en América, de
acuerdo a la descripcion de las condiciones
ambientales de regiones cafeteras afectadas
por la enfermedad en Africa (Van der Vossen
& Walyaro, 2009; Mugo et al., 2012), la zona
cafetera colombiana presenta condiciones
climaticas favorables para el desarrollo del
hongo.

Cenicafé, desde la década de 1970, desarrolla
un programa de seleccion por resistencia a

CBD en ausencia del patogeno, utilizando
como fuentes de resistencia el Hibrido de
Timor (HT) y Rume Sudan, cruzandolas con
la variedad Caturra. EI HT es producto de un
cruzamiento interespecifico natural entre C.
arabica y C. canephora, y presenta regiones
de introgresion que le han conferido resistencia
a la roya del cafeto (Hemileia vastatrix), a
CBD, Pseudomonas syringae y al nematodo
Meloidogyne exigua (Clarindo et al., 2013).
Cruzamientos entre C. arabica var. Caturra y el
HT-1343 fueron la base para la seleccion por
resistencia a la roya en el que se obtuvieron
las variedades compuestas o multilinea de
porte bajo tales como, Colombia (Castillo
y Moreno, 1988), Castillo® con sus siete
componentes regionales (Alvarado et al.,
2005a; Alvarado et al.,, 2005b; Alvarado et
al., 2005¢c; Alvarado et al., 2005d; Alvarado
et al., 2006a; Alvarado et al., 2006b; Alvarado
et al.,, 2006¢; Posada et al., 2006), Cenicafé
1 (Florez et al., 2016) y Castillo® Zonales
(Florez et al., 2018). Dos introducciones del
HT, 1343 y 832/1, se usaron como fuente de
resistencia a la roya en la variedad de porte
alto Tabi. La estrategia utilizada por Cenicafé

Figura 1. Sintomas de la enfermedad de las cerezas del café—CBD. a. Estados iniciales de infeccion en frutos
en desarrollo (Phiri, 2018); b. Estado avanzado de la enfermedad, frutos momificados (Alworah, 2019).
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para una resistencia durable a la roya se baso
en variedades multilinea, donde la diferente
distribucion de genes de resistencia en cada una
de las lineas permiti6 una diversidad genética
dentro del lote, reduciendo la posibilidad de
establecimiento de una raza del patégeno capaz
de superar la resistencia genética, contrario
a lo que ha ocurrido con variedades de café
con uniformidad genética o monolineas.

En ausencia de C. kahawae subsp. kahawae
en Colombia se implemento6 una estrategia de
pre-seleccion de materiales por resistencia a
CBD, mediante pruebas de infectividad de
hipocoétilos, realizadas en los laboratorios
del Centro de Investigaciones de la Roya
del Café (CIFC) en Portugal. Entre 1997 y
el 2015 se realizaron cerca de 6.800 pruebas
de inoculacion, evaluando cerca de 600
materiales mejorados y otros componentes de
la Coleccion Colombiana de Café (Documento
interno Programa de Mejoramiento Genético
- Cenicafé).

La seleccion definitiva de materiales
resistentes a enfermedades debe desarrollarse
en condiciones de campo, en presencia del
patogeno. En Kenia fue producida la variedad
Ruiru 11, de porte bajo, resistente a la roya
y al CBD (Gichuru, 2007; Omondi et al.,
2001), siendo el progenitor que aporta estas
caracteristicas un material desarrollado por
Cenicafé (derivado del HT-1343), enviado a
Kenia en la década de 1970, para probar su
resistencia a la roya. El mismo progenitor ha
sido utilizado en programas de mejoramiento
del café en Kenia, Tanzania y Zambia (Mtenga
et al., 2007; Kilambo et al., 2013a y 2013b;
Gichuru, 2007; Omondi et al., 2001; Silva
et al., 2006).

La genética de la resistencia a CBD es
controversial, para algunos autores la resistencia
es oligogénica y para otros poligénica. Van
der Vossen y Walyaro (1980, 2009) proponen

que la resistencia puede explicarse por genes
de efecto mayor en tres loci diferentes: el gen
dominante T presente en el HT, el gen R de
accion dominante presente en las variedades
Rume Sudan y Pretoria, y el gen recesivo
k que se encuentra en Rume Sudan, K-7 y
Pretoria, pero dado el caracter cuantitativo de la
resistencia puede haber mas genes involucrados
(Van der Graaff, 1981).

Hasta el momento solo se ha mapeado
un gen de resistencia a CBD y no se conoce
la secuencia del gen responsable. Gichuru y
colaboradores (2008) evaluaron poblaciones
segregantes derivadas del cruzamiento Catimor
88 x SL28 en campos de cultivo con presencia
natural del patogeno. El primer progenitor es
una linea resistente portadora del locus T que
fue desarrollada en Cenicafé (derivada de HT-
1343). Los autores encontraron un grupo de
ligamiento conformado por ocho marcadores
AFLP y dos microsatélites (SSR) fuertemente
asociados con el fenotipo resistente a CBD, que
contiene el gen principal de resistencia al que
llamaron Ck-1. El marcador SSR SAT235 es el
mas cercano al gen Ck-1, ha sido validado en
el campo en presencia del patogeno (Gichimu
et al., 2014) y usado en seleccion asistida por
marcadores moleculares (SAM) como medida
indirecta de la resistencia a CBD (Alkimim
et al., 2017).

Contar con marcadores moleculares
validados es de gran ayuda para utilizar
SAM para la seleccion de progenies en etapas
tempranas de mejoramiento o en progenies
avanzadas. Los marcadores de ADN presentan
ventajas para la deteccion del rasgo de interés
al no ser afectados por el ambiente, en
corto tiempo pueden evaluarse tantos rasgos
como marcadores se tengan, sin esperar a
la expresion directa del rasgo en un punto
fenolégico especifico de la planta. En un
cultivo perenne como el café, el desarrollo
de una variedad puede tardar en promedio 25




aflos y los marcadores moleculares aplicados
en SAM son una herramienta para acelerar
el proceso de seleccion.

El proposito de este estudio fue conocer la
presencia del gen Ck-1 de resistencia a CBD
en las principales variedades de café cultivadas
en Colombia, establecer la correlacion entre la
presencia de Ck-1 y la respuesta a inoculacion
de hipocétilos, y explorar las bases genomicas
de la resistencia.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se analizaron tres
progenitores, en generacion F4 en su mayoria,
de los componentes de las variedades multilinea
Colombia, Tabi, Castillo® y sus regionales,
Cenicafé-1, Castillo® Zonales, ademas de
las variedades tradicionales Tipica, Borbon
y Caturra, estas ultimas susceptibles a la
roya del cafeto. También se incluyeron
las variedades monolinea Costa Rica 95 y
Catimor, desarrolladas en Centro América para
resistencia a la roya y que son cultivadas en
baja proporcion en Colombia. Se utilizaron
como control resistente a CBD accesiones del
HT-1343 que dieron origen a las variedades
desarrolladas por Cenicafé y Caturra como
control susceptible. Se recolectaron hojas en
crecimiento activo, que correspondian al primer
o segundo par de hojas del tercio medio o
superior del arbol. Los materiales de estudio
son conservados en la Estacion Experimental
Naranjal de Cenicafé, ubicada en el municipio
de Chinchina (Caldas, Colombia). También se
recolect6 tejido de cuatro plantas de Catimor,
en un cultivo comercial en el Departamento
de Risaralda.

Extraccion DNA. El tejido foliar se
congel6 a -80°C y se deshidrato al vacio en
un liofilizador (Labconco, FreeZone 6 L).
El material deshidratado se macerd hasta
obtener un polvo fino y el ADN se extrajo

por el método de CTAB modificado para
café, asi: cerca de 80 mg de tejido foliar
deshidratado y macerado se suspendio en 500
pL de buffer CTAB 2X precalentado a 65°C
(CTAB 2% P/V, Tris 0,1 M, EDTA 0,02 M,
NaCl 8,2% P/V, polivinilpirrolidona 2% P/V
y B-mercaptoetanol 1,5% V/V). La muestra se
incub6 a 65°C durante 30 minutos, agitando
regularmente. Posteriormente se afiadid un
volumen de cloroformo:alcohol-isoamilico
(24:1) y se recuper6 la fase acuosa después
de centrifugar la mezcla a 4°C, durante 15
minutos a 14.000 rpm. E1 ADN se precipitod
llevando la solucion a una concentracion 0,18
M de acetato de sodio y 0,7 M de NaCl y
adicionando un volumen de alcohol isopropilico.
El precipitado se lavo con etanol al 70% y se
resuspendio en 100 puL de agua ultrapura, a
la cual se adicionaron 2,5 pg RNasa-A y se
incub6 a 37°C por 30 minutos, seguido de una
nueva precipitacion. Las muestras se dejaron en
resuspension a 4°C durante 48 h. La cantidad
y calidad del ADN extraido se evaludé por
medio de electroforesis cuantitativa en geles
de agarosa al 1,2% en buffer TAE, con el uso
de la escalera de peso molecular Low Mass
Ladder (Invitrogen) y por espectrofotometria
en un NanoDrop 2 (Thermo-Fisher) con al
menos dos repeticiones por muestra.

Amplificaciéon y evaluaciéon de marcadores
moleculares. Se genotipifico un subgrupo
de los materiales de estudio mediante la
amplificacion por PCR de los marcadores
microsatélite SAT207, FR34-6CTG y SAT235.
El marcador FR34-6CTG amplifica el mismo
locus que SAT207 produciendo amplicones de
menor tamafio y fue reportado por Guzman
y Moncada (2012). Las secuencias de los
oligonucledtidos cebadores se presentan en
la Tabla 1. La mezcla de PCR contenia 80
ng de ADN, 0,5 uM de cada cebador, 0,125
mM de cada dNTP, buffer de PCR 1X, 1,5
mM de MgCl y una unidad de Taq polimerasa
en un volumen de 25 pL. Las condiciones
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del programa de PCR fueron iguales a las
publicadas por Guzman y Moncada (2012),
empleando el método “touchdown PCR™:
94°C por 5 min, seguido de cinco ciclos con
alineamiento de cebadores de 1 min, bajando
1°C en cada ciclo, desde 60°C a 55°C, con
un paso previo de denaturacion de 94°C de
1 min y uno posterior de extension de 72°C
por 1 min. Se continud con 35 ciclos de 94°C
por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min y
finalizando con 72°C por 5 min. Los fragmentos
amplificados se corrieron en geles verticales
desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%,
7 M de urea y TBE 0,7 X y se tifieron con
nitrato de plata. El subgrupo fue usado para
el desarrollo de pruebas preliminares y se
continuo la evaluacion del total de las muestras
con los marcadores SAT235 y FR34-6CTG.

Analisis bioinformatico. Por medio de PCR
electronica (ePCR) (Schuler, 1997) sobre el
genoma de C. canephora (Denoeud et al.,
2014) se determiné in silico el nimero de
copias, la posicion gendmica y las formas
de los alelos amplificados. Adicionalmente,
se buscaron genes de resistencia en la region
mapeada al integrar el grupo de ligamiento que
contiene el gen Ck-1 (Gichuru et al., 2008) y
el genoma de C. canephora (Denocud et al.,
2014) con el archivo de anotacion disponible
en la base de datos Coffee Genome Hub (http://
coffee-genome.org/) creada por el Instituto

Nacional Francés de Investigaciones para el
Desarrollo — IRD y el Centro de Cooperacion
Internacional en Investigacion Agronéomica de
Francia — CIRAD.

Relacion fenotipo y genotipo. Se reunio la
informacion de las pruebas de infectividad
llevadas a cabo en la CIFC entre 1997 y 2015.
Se encontraron registros de cerca de 6.800
pruebas de inoculacion, evaluando alrededor de
600 materiales mejorados y otros componentes
de la Coleccion Colombiana de Café, con 12
aislamientos de C. kahawae subsp. kahawae
(Documento interno Programa de Mejoramiento
Genético — Cenicafé, consolidando informacion de
investigaciones lideradas por German Moreno y
Pilar Moncada). Se analizaron nueve aislamientos
probados en al menos cinco componentes de la
variedad Castillo®. Los aislamientos incluidos
provenian de Camertn (aislamientos C y CA),
Mozambique (M), Kenia (Q, Q2), Zimbabue (Z,
Z1 y 79) y un aislamiento de Ruanda (R). La
evaluacion de infectividad se realizd mediante
el método de Cook y Van der Vossen (1973)
modificado por Van der Graff (1981), donde 100
semillas de una misma planta se sembraron en
arena estéril, cuando las plantulas iniciaron la
apertura de hojas cotiledonares se inocularon
con una suspension de 2x10° conidias/mL y
se mantuvieron bajo una humedad relativa del
100%, pasadas 48 horas se repitio la inoculacion
y se dejaron 48 horas mas, en un ambiente

Tabla 1. Secuencia de los cebadores de los marcadores moleculares tipo microsatélite (SSR) asociados con el
gen Ck-1 de resistencia a CBD proveniente del Hibrido de Timor.

Primer ID Primer-F 5°-3° Primer-R 5°-3° Referencia
SAT207 GAAGCCGTTTCAAGCC CAATCTCTTTCCGATGCTCT (i‘fh;‘g‘(‘);t
FR34- Guzman y
AAGCCGTTTCAAGCCATA GCTTCTGTCTCAACACAACA Moncada,
6CTG
2012
Gichuru et
SAT235  TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG ) e

72
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con humedad relativa del 100%. Después de
tres semanas se evaluo la infeccion usando en
una escala de cuatro niveles. Se consider6é que
un material era resistente si el 50% o mas de
los individuos evaluados se encontraban en los
niveles 1 y 2 que corresponden a los de menor
dafio por el patogeno, o eran susceptibles si
el 50% o mas de los individuos mostraban
dafios con nivel 3 o 4. Para cada marcador
molecular y aislamiento se construy6 una matriz
de contingencia para andlisis de correlacion de
datos binarios (presencia ausencia del marcador
y de la resistencia) mediante la prueba de
correlacion Phi.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de amplificacion de los
microsatélites y analisis bioinformatico

Las evaluaciones de los marcadores
SAT207 y FR34-6CTG, considerados idénticos
por Guzman y Moncada (2012), mostraron
diferencias en el tamafio y numero de bandas
de los amplicones. Aunque ambos marcadores
amplifican parte de un mismo locus, el tamafio
de los fragmentos amplificados para del
marcador FR34-6CTG y las diferencias entre
sus formas alélicas facilitaron su evaluacion.
La ePCR sobre el genoma de C. canephora
(Denoeud et al., 2014) mostr6o que el sitio de
inicio de la amplificacion tuvo una diferencia

de una base y se present6é una diferencia de
tamario de 86 pb entre ambos marcadores (Tabla
2). El tamaiio de los amplicones obtenidos por
ePCR fue comparable a los tamafios observados
mediante electroforesis en geles de acrilamida
(Figura 2). Las diferencias de tamafio entre
las formas alélicas asociadas con resistencia
y susceptibilidad del marcador SAT235
permitieron que los amplicones pudieran ser
evaluados mediante electroforesis en geles de
agarosa, agilizando la genotipificacion de los
materiales y haciendo de este marcador una
buena herramienta para SAM, siendo ademas
este marcador el mas cercano al gen Ck-1
(Gichuru et al., 2008).

De acuerdo con los resultados de mapeo
publicados por Gichuru et al. (2008), el gen
Ck-1 esta asociado con los marcadores SSR
SAT207 y SAT235, que estan separados por
17,2 cM. Al integrar el grupo de ligamiento
con el genoma de C. canephora, mediante
ePCR, estos microsatélites se encuentran en
el cromosoma 1, a una distancia fisica de
6.296.765 pb (Tabla 2, Figura 3). La region con
mayor probabilidad de contener el gen Ck-1
cubre 11 ¢cM e incluye el marcador SAT235
y cinco marcadores AFLP. Los marcadores
dominantes, como los AFLP, no permiten ser
ubicados sobre la secuencia genémica con la
misma precision que se logra con marcadores
codominantes como los microsatélites.

Tabla 2. Ubicacion de los marcadores asociados con el gen Ck-1 amplificados sobre la secuencia gendmica
de Coffea canephora y producto amplificado mediante PCR electronica.

Marcador Cromosoma Cadena Inicio Final Amplicon (pb)
FR34-6CTG Chrl + 29.996.789 29.996.964 176
SAT207 Chrl + 29.996.788 29.996.877 90
SAT235 Chrl - 23.700.199 23.700.420 222
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Figura 2. Electroforesis en
geles de poliacrilamida al 6%
de los marcadores moleculares
asociados con resistencia
genética a la enfermedad de
las cerezas del café — CBD.
Carriles: M) escalera de DNA
de 50 pb, 1) variedad Caturra
(control susceptible), 2) HT-
1343-CV1, 3) HT-1343-CV2
(control resistente), 4) Linea
componente de la variedad
Castillo®.

Con el propédsito de determinar las
coordenadas genomicas en la region que
contiene el gen Ck-1, el cual se extiende
corriente abajo del marcador SAT235, y al
no contar con distancias fisicas conocidas
para los marcadores del grupo de ligamiento
en esta region, se asumié una improbable
relacion lineal entre la distancia genética en
cM y la distancia fisica de los SSRs, donde
1 ¢cM corresponde a 366 Kb y los 10,6 cM
a partir de SAT235 comprenderian la region
de mayor asociacion con el gen Ck-1 hasta
la posicion 19,82 Mb del cromosoma 1 de
C. canephora (Figura 3).

Entre las coordenadas 29,99 Mb y 19,73
Mb del cromosoma 1 de C. canephora se
encuentran 612 genes, de acuerdo a los archivos
de anotacion del genoma (Denocud et al.,
2014). Dentro de ellos se encontraron 15
genes de respuesta de defensa (Tabla 3), con

74 Cenicafé, 71(1):68-90. 2020

término de ontologia GO:0006952 (Ashburner
et al., 2000; Gene Ontology Consortium,
2019). Estos genes de defensa se encontraron
agrupados en dos areas particulares y tres genes
distanciados entre 1,7 y 2,6 Mb (Figura 3).
Sobre la region mas estrechamente asociada
con el gen Ck-1 se encuentran los genes
Cc01_g05220, Cc01_g05230, CcO1_g05240,
Cc01_g05270 y CcO1_g05280 ubicados en un
grupo de 211,46 Kb, y dos genes apartados
Cc01_g05660 y Cc01 _g06910, siendo este
ultimo el mas cercano al marcador SAT235
(Tabla 3, Figura 3).

La informacion de posicion gendmica de
los marcadores en C. canephora concuerda
con el mapa genético de C. arabica (Moncada
et al., 2016) donde el marcador CMA276
(sinonimo de SAT235) se encuentra en el
grupo de ligamiento siete. Los analisis de
integracion entre el mapa genético de C. arabica,
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Tabla 3. Genes de resistencia a enfermedades en la region asociada al gen Ck-1 de resistencia al CBD en el
genoma de Coffea canephora. Informacion extraida del archivo de anotacion disponible en el Coffee Genome

Hub (http://coffee-genome.org/).

Nombre del gen

Anotacion funcional putativa

Cc01_g05220
Cc01_g05230
Cc01_g05240
Cc01_g05270
Cc01_g05280
Cc01_g05660
Cc01_g06910
Cc01_g07510
Cc01_g07930
Cc01_g07940
Cc01_g07950
Cc01_g08050
Cc01_g08070

Cc01_g08110

Cc01_g08120

Proteina de resistencia a enfermedades RGA3
Proteina de resistencia a enfermedades RGA3
Proteina de resistencia a enfermedades RGA3
Proteina de resistencia a enfermedades RGA2
Proteina de resistencia a enfermedades RGA2
Proteina de resistencia a enfermedades RGA1
Probable proteina de resistencia a enfermedades At5g63020
Proteina de resistencia a tizon tardio R1-A
Proteina de resistencia a tizon tardio homologo R1B-14
Proteina de resistencia a tizon tardio homoélogo R1B-23
Proteina de resistencia a tizon tardio homélogo R1B-14
Proteina de resistencia a tizon tardio homologo R1A-6
Proteina de resistencia a enfermedades (clase CC-NBS-LRR)

Proteina de resistencia a tizon tardio homoélogo R1B-14

Proteina de resistencia a tizon tardio homoélogo R1B-14

al genoma de C. canephora, C. arabica y
C. eugenioides aportaran informacion para
estudios de genomica funcional del género y
asociacion con rasgos de interés, incluyendo
resistencia a enfermedades.

La mineria de datos en la region asociada
al gen Ck-1 indica la probable presencia de
uno o dos grupos de genes de resistencia en el
bloque introgresado al HT desde C. canephora,
un caso similar se registro para el gen SH3 de
resistencia a la roya del cafeto en una region
de introgresion proveniente de C. liberica
(Lashermes et al., 2010). El agrupamiento

de genes de resistencia es comun dentro de
especies vegetales y han sido reportados en
los genomas de arroz, alfalfa, uva y alamo,
entre otros (Zhou et al., 2004; Yang et al.,
2008). Para delimitar el gen de efecto mayor
o aquellos responsables de la resistencia a
CBD, si es de naturaleza oligogénica como
escenarios posibles de la resistencia (Gichuru
et al., 2008), debe saturarse de marcadores
moleculares la region de interés y hacer mapeo
fino con una poblacion segregante de un alto
nimero de individuos y en presencia de C.
kahawae subsp. kahawae y H. vastatrix; asi la
genotipificacion de la poblacion segregante y




su integracion con la secuencia gendmica de
los progenitores de dicha poblacion, sumado
a evaluaciones de genes expresados durante
procesos infectivos del patdogeno en los
progenitores y en individuos seleccionados
dentro de la poblacion segregante, permitiria
acercarse a los genes candidatos de la resistencia
y ser validados por métodos de genética reversa.

Amplificacion de los marcadores asociados
con resistencia a CBD en variedades de café
cultivadas en Colombia

Como resultado de analisis anteriormente
descritos se decidié continuar la evaluacion
sobre los sujetos de estudio con los marcadores
FR34-6CTG y SAT235, dando mayor peso
a los resultados obtenidos para el marcador
SAT235, el mas cercano al gen de interés en
este estudio (Gichuru et al., 2008).

Los resultados de la amplificacion de
marcadores moleculares muestran ausencia
del bloque de introgresion que contiene el
gen Ck-1 en las variedades tradicionales
susceptibles a CBD: Caturra, Tipicay Borbon,
y en las variedades provenientes de Centro
América: Costa Rica 95 y Catimor. Se encontrd
variabilidad dentro de los HT evaluados, como
fue publicado también por Guzman y Moncada
(2012). En el HT-1343, progenitor de las
variedades Colombia, Castillo® y Cenicafé 1,y
del 82,6% de las lineas de la variedad Tabi, se
encontraron las formas alélicas de resistencia
de los marcadores evaluados, mientras que en
el caso del HT 832/1, progenitor de cuatro
de los componentes de Tabi, Costa Rica 95
y probablemente del Catimor incluido en
el analisis, el bloque de introgresion esta
ausente, sugiriendo susceptibilidad a CBD
en las variedades de Centro América y en el
17,4% de los componentes de Tabi (Tablas 4
y 11). Para esta ultima variedad el porcentaje
de lineas con progenies susceptibles a CBD
es mayor, como se describe mas adelante.

Tabla 4. Evaluacion de los marcadores asociados con
el gen deresistencia Ck-1 en variedades tradicionales’,
progenitores de las variedades?, Costa Rica 95 y
Catimor. La calificacion binaria 1 indica la presencia
de la forma alélica asociada con resistencia en forma
homocigoética, 0 homocigoto para alelo asociado
con susceptibilidad y 1/0 la presencia simultdnea
de las formas alélicas asociadas a resistencia y
susceptibilidad (heterocigotos).

Accesion SAT235 FR34.6CTG
Caturra’-2 0 0

Typica! 0
Borbon! 0
Costa Rica 95 0
Catimor 0
1

1

0

- o O o O

HT-1343-CV1,
HT-1343-CV2,
HT-832/1,

—_

Las lineas componentes de las variedades
multilinea evaluadas, corresponden a
generaciones F4 y F5, siendo estos los
progenitores de las plantas de los lotes de
produccion de semilla certificada, de tal manera
que se entrega a los caficultores semilla de
generacion F6 y una baja proporcion de F7.
De esta forma, una porcion reducida de la
progenie derivada de las lineas evaluadas sera
susceptible al CBD, por ausencia del gen de
resistencia Ck-1 (Tablas 11 y 12).

Todos los progenitores de las lineas
componentes de la variedad Colombia
presentaron la forma alélica de resistencia
del marcador SAT235, tres de ellos en forma
heterocigdtica. Dos plantas presentaron ausencia
del marcador FR34-6CTG y una de ellas con
SAT235 heterocigotico. Lo que indica que
el 8,8% de los progenitores producirian una
fraccion de su descendencia sin el gen Ck-1,
donde el 96,7% de las semillas entregadas al
agricultor serian resistentes, si existe en la
mezcla igual proporcion de cada componente
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varietal de la multilinea. Los detalles de la
composicion y presencia de marcadores para la
variedad Colombia se presentan en las Tablas
S5y 11.

Dentro de las lineas componentes de la
variedad Tabi, el 26% presentaron ausencia
del bloque de introgresion que contiene el gen
Ck-1 al presentar en forma homocigética las
formas alélicas asociadas con susceptibilidad
a CBD para ambos SRRs evaluados. Cuatro

componentes mas (17,4%) fueron homocigoticos
para la forma susceptible del marcador (Tabla
6). El 73,9% de la semilla certificada de esta
variedad seria resistente a CBD si hay igual
proporcion de cada componente varietal de
la multilinea (Tabla 11).

Todos los componentes de la variedad
Castillo® General y las siete Variedades
Castillo® Regionales presentaron al menos
un alelo de resistencia para SAT235. FR34-

Tabla 5. Evaluacion de los marcadores moleculares asociados con el gen de resistencia Ck-1 en los componentes
delavariedad Colombia. La calificacion binaria 1 indica la presencia de la forma alélica asociada con resistencia
en forma homocigotica, 0 homocigoto para alelo asociado con susceptibilidad y 1/0 la presencia simultanea
de las formas alélicas asociadas a resistencia y susceptibilidad (heterocigotos).

Linea SAT235 FR34-6CTG Linea SAT235 FR34-6CTG
BH.1247 1 1 CU.1991 1 1
BH.1409 1/0 1 CU.1993 1 1
CU.1778 1 1 CU.2021 1 1
CU.1812 1 1 CU.2034 1 1
CU.1815 1 1 CX.2080 1 1
CU.1819 1 1 CX.2375 1 1
CU.1842 1 1 CX.2385 1 1
CU.1843 1 1 CX.2391 1 1
CU.1849 1 1 CX.2583 1 1
CU.1850 1 1 CX.2633 1 1
CU.1871 1/0 0 CX.2708 1 1
CU.1951 1 1 CX.2720 1 1
CU.1953 1 1 CX.2841 1/0 1
CU.1970 1 1 CX.2866 1 0
CU.1972 1 1 DH.18 1 1
CU.1983 1 1 DH.4 1 1
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Tabla 6. Evaluacion de los marcadores moleculares asociados con el gen de resistencia Ck-1 en los componentes
de la variedad Tabi. La calificacion binaria 1 indica la presencia de la forma alélica asociada con resistencia
en forma homocigdtica, 0 homocigoto para alelo asociado con susceptibilidad y 1/0 la presencia simultanea

de las formas alélicas asociadas a resistencia y susceptibilidad (heterocigotos).

Linea SAT235 FR34-6CTG Linea SAT235  FR34-6CTG
CJ.154 0 0 GA.494 (C].38)* 1 0
cl212 1 1 GB.266 1 1
CJ215 1 1 GB.306 1 1
CJ219 1 1 GB.571 1 0
€1.220 1 1 GB.642 1 1
CJ.038 1 0 GB.682 1 1
CJ.416 1 0 GB.098 0 0
CJ.582 1 1 HG.101 0 0
CJ.588 1 1 HG.132 0 0
CJ1.590 1 1 HG.041 0 0

GA.229 (C1.581)* 1 1 HG.089 0 0

GA.294 (C1.587)* 1 1

*Linea muerta en la Coleccion de Germoplasma, se evalud una linea de igual genealogia.

6CTG fue el marcador que presenté con mayor
frecuencia la forma alélica asociada con ausencia
del fragmento de introgresion que contiene el gen
Ck-1, para tres de los componentes de Castillo®
general y en cinco de los componentes de las
Variedades Castillo® Regionales (Tablas 7, 8,
11 y 12). El porcentaje de semilla certificada
resistente a CBD, de las Variedades Castillo®
liberadas en el 2005 estuvo entre el 87,5% y
el 100% (Tablas 11 y 12).

Entre las variedades liberadas por Cenicafé,
entre 2016 y 2018, se encuentra Cenicafe
1, variedad conformada en su totalidad por
lineas portadoras del gen de resistencia Ck-1,
siendo la resistencia a esta enfermedad uno
de los criterios de seleccion de las lineas que

la componen (Florez et al., 2016), solo una
de las lineas presenta ausencia del marcador
molecular mas lejano al gen de resistencia a
CBD (Tablas 9y 11). Las variedades Castillo®
Zonales (Florez et al., 2018), Castillo® Norte
y Castillo® Centro, cuentan con dos lineas
componentes heterocigdticas para SAT235 y
ausencia del marcador FR34-6CTG, mientras
que tres lineas componentes de Castillo® Sur
muestran este genotipo (Tablas 10 y 11),
es decir, que una porcion de la progenie
del 18,2% de las componentes de Castillo®
Norte y Castillo® Centro y del 27,3% de los
componentes de Castillo® Sur sera susceptible
al CBD. El porcentaje de semilla certificada
de Castillo® Zonales resistente a CBD esta
entre el 89,7% y el 93,2%.
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Tabla 7. Evaluacion de los marcadores asociados con el gen de resistencia Ck-1 en los componentes de la
variedad Castillo® General. La calificacion binaria 1 indica la presencia de la forma alélica asociada con
resistencia en forma homocigoética, 0 homocigoto para alelo asociado con susceptibilidad y 1/0 la presencia
simultanea de las formas alélicas asociadas a resistencia y susceptibilidad (heterocigotos).

Progenitor SAT235 FR34.6CTG Progenitor SAT235 FR34.6CTG
BH.1247 1 1 CU.1991 1 1
BH.1409 1/0 1 CU.1993 1 1
CU.1778 1 1 CU.2021 1 1
CU.1812 1 1 CU.2034 1 1
CU.1815 1 1 CX.2065 1 1
CU.1819 1 1 CX.2080 1 1
CU.1825 1 1 CX.2375 1 1
CU.1842 1 1 CX.2385 1 1
CU.1843 1 1 CX.2391 1 1
CU.1849 1 1 CX.2425 1 0
CU.1850 1 1 CX.2583 1 1
CU.1871 1/0 0 CX.2633 1 1
CuU.1911 1/0 1 CX.2720 1 1
CU.1951 1 1 CX.2841 1/0 1
CU.1953 1 1 CX.2866 1 0
CU.1970 1 1 DH.18 1 1
CU.1972 1 1 DH.4 1 1
CU.1983 1 1
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Tabla 8. Evaluacion de los marcadores moleculares asociados con el gen de resistencia Ck-1 en los componentes
de las variedades Castillo® regionales. La calificacion binaria 1 indica la presencia de la forma alélica asociada
con resistencia en forma homocigoética, 0 homocigoto para alelo asociado con susceptibilidad y 1/0 la presencia
simultanea de las formas alélicas asociadas a resistencia y susceptibilidad (heterocigotos).

. s = = g

T %2 & £ 2 2 =

, b = s = A = 5

Linea o s 5 - o = [} SAT235 FR34.6CTG

~ = ) e = = <

p— 4 S < L E‘ -~

K= g - £ g

~ 7))
BG.0459 X 1 1
BH.1247 X X X 1 1
BI1.0712 X 1 1
CU.1778 X X 1 1
CU.1812 X X X X X 1 1
CU.1815 X X X X X 1 1
CU.1825 X X 1 1
CU.1827 X X 1 1
CU.1842 X 1 1
CU.1843 X X 1 1
CU.1852 X 1/0 0
CU.1855 X X X 1/0 0
CU.1911 X 1/0 1
CU.1928 X 1 1
CU.1970 X 1 1
CU.1997 X X 1 1
CU.2021 X X 1 1
CU.2034 X 1 1

Continta...
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...continuacion.

o S = = g

£ = S < 3 2 2

; 3 = s 'S R £ 5

Linea S s = = ° < - SAT235 FR34.6CTG

& = S = = &= <

p— Z. S < L E‘ -~

M g - £ 5

A 175}
CX.2065 X 1 1
CX.2074 X X 1 1
CX.2178 X X X X 1 1
CX.2197 X X 1 1
CX.2385 X 1 1
CX.2391 X 1 1
CX.2710 X X 1 1
CX.2720 X 1 1
CX.2827 X 1/0 0
CX.2848 X X X 1/0 0
CX.2866 X 1 0

Tabla 9. Evaluacion de los marcadores moleculares asociados con el gen de resistencia Ck-1 en los componentes
de la variedad Cenicafé-1. La calificacion binaria 1 denota la presencia de la forma alélica asociada con
resistencia en forma homocigotica, 0 homocigoto para alelo asociado con susceptibilidad y 1/0 la presencia
simultanea de las formas alélicas asociadas a resistencia y susceptibilidad (heterocigotos).

Linea SAT235 FR34.6CTG
CU.1819 1 1
CU.1825 1 1
CU.1849 1 1
CU.1953 1 1
CU.1993 1 1
CU.2021 1 1
CU.2034 1 1
CX.2866 1 0
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Tabla 10. Evaluacion de los marcadores moleculares asociados con el gen de resistencia Ck-1 en los componentes
de las variedades Castillo® Zonales. La calificacion binaria 1 denota la presencia de la forma alélica asociada
con resistencia en forma homocigotica, 0 homocigoto para alelo asociado con susceptibilidad y 1/0 la presencia
simultanea de las formas alélicas asociadas a resistencia y susceptibilidad (heterocigotos).

Linea Castillo® Norte Castillo® Centro Castillo® Sur SAT235 FR34.6CTG
BH.1247 X 1 1
DH.0018 X X X 1 1
DH.0004 X 1 1
CU.1852 X 1/0 0
CU.1855 X X X 1/0 0
CU.1871 X X X 1/0 0
CX.2710 X 1 1
CX.2720 X 1 1
CX.2633 X 1 1
CU.1951 X X X 1 1
CX.2385 X 1 1
CX.2391 X 1 1
CX.2178 X X 1 1
CX.2065 X 1 1
CX.2080 X X X 1 1
CU.1827 X X 1 1
CU.1778 X 1 1
CU.1842 X 1 1
CU.1843 X 1 1
CU.1850 X X 1 1
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La diferencia de frecuencias de las formas
alélicas de los marcadores SSRs asociados a
la resistencia, evaluados para las variedades
liberadas por Cenicafé, sugiere que hubo
mayor presion de seleccion en favor del bloque
de recombinacion que contiene a SAT235
(que cosegrega con Ck-1) en el programa de
seleccion por resistencia a la roya del cafeto,
que sobre el que contenia FR34-6CTG, lo
que sugiere ademas la presencia de un gen
de resistencia a roya derivado del HT en
dicho bloque de recombinacion, que puede
corresponder a los genes SH6, SH7, SHS, SH9
0 SH?, en un proceso genético conocido como
arrastre genético por ligamiento, hipotesis que
debe ser comprobada experimentalmente. Los
estudios previos sugieren la cercania de los
factores de resistencia al marcador SAT235
y evidencian la ocurrencia de recombinacion
entre ¢l y FR34-6CTG ya que se encuentran
a una distancia de 17,2 cM (Gichuru et
al., 2008). Esto también fue descrito por
Alkimim et al. (2017) evaluando poblaciones
derivadas de cruzamientos con HT. Este
hallazgo demuestra la importancia de contar
con marcadores moleculares estrechamente
ligados al gen de interés para disminuir los
errores de seleccidon en programas apoyados
por el analisis de marcadores moleculares
como medida indirecta del fenotipo.

A pesar de que para algunos componentes
de las lineas varietales el bloque introgresado
que contiene el gen Ck-1 no se habia fijado en
la generacion F4, la estrategia de variedades
multilinea desarrolladas por Cenicafé, hace
que la poblacion en general esté protegida
teniendo desde 73,9% de plantas resistentes
a CBD en cultivos comerciales de variedad
Tabi hasta el 100% de las plantas resistentes
con Cenicafé 1. Dado que, actualmente la
resistencia a la enfermedad se basa en la
presencia de un solo gen de efecto mayor es
probable que la resistencia al CBD conferida
por HT sea oligogénica (Van der Vossen &

Walyaro, 1980, 2009) y que la estrategia de
diversidad genética dentro de las variedades
multilinea permita distribucion de otros
factores que contribuyan a la resistencia.
Adicionalmente el Programa de Mejoramiento
Genético de Cenicafé esta desarrollando lineas
que contengan o piramidicen los genes de
resistencia R y k presentes en las variedades
Rume Sudan y Pretoria (Van der Vossen &
Walyaro, 1980), para los que deben ser
desarrollados marcadores moleculares para
su deteccion e incorporacion al programa
de SAM de Cenicafé.

Relacion entre fenotipo y genotipo

Al comparar la presencia de los marcadores
moleculares con los registros de las pruebas
de hipocotilos no se observo relacion entre la
presencia de los marcadores, sea en conjunto
o de manera individual, con el patéogeno o
aislamiento especifico (Tabla 13). La evaluacion
de las pruebas de infectividad mostré casos
como el de la linea CU.1970, con los dos
marcadores de resistencia para Ck-1 y resistente
a cinco aislamientos de nueve probados en
ese material, y otros como el CU.1843 con
presencia de los 2 marcadores de resistencia
y susceptible a los 5 aislamientos probados.
Segtiin registros de Teferi (2014), de 13
variedades resistentes a CBD liberadas en
Etiopia, cuatro (31%) mostraron resistencia
seglin la prueba de hipocétilo y también en
el campo, mientras que siete (54%) fueron
susceptibles mediante la prueba de hipocétilo
pero resistentes en el campo, lo cual soporta
la baja confiabilidad de la prueba, con un alto
numero de falsos negativos cuando se evaliian
materiales resistentes. Van der Vosen y Walyaro
(2009) discuten una serie de inconvenientes
de la prueba de hipocotilos y la necesidad de
ser rigurosamente estandarizada para obtener
informacidn consistente con la resistencia en
plantas adultas en el tiempo y el espacio (sitio
de siembra).
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Tabla 13. Coeficiente de correlacion Phi entre la presencia/ausencia de formas alélicas de resistencia de
marcadores moleculares ligados a Ck-1 y laresistencia/susceptibilidad a CBD mediante pruebas de hipocétilos.

Aislamiento
Marcador Camerun Mozambique Kenia Ruanda Zimbabue
C CA M Q Q2 R Z 71 79
SAT235 -0,202  -0,303 0,093 -0,034  -0,085 -0,058 -0,091 0,021 0,261
FR34-6CTG 0,037 -0,167 0,343 0,093 0,211 -0,058 -0,014 0,110 0,258

El analisis de las pruebas de inoculacion
sobre variedad Caturra, como control susceptible
en prueba ciega hecha por el CIFC, mostro que
en el 98,35% de 182 pruebas, el genotipo fue
reportado como susceptible y en el porcentaje
restante describen variaciones de temperatura
en la camara de inoculacion, que podrian estar
relacionadas con el error de la prueba. Reportes
de Van der Vossen y Waweru (1977) indican
que en temperaturas superiores a 24°C los
genotipos susceptibles mostraron infeccion
reducida o nula, mientras que a temperaturas
inferiores a 17°C genotipos de alta resistencia
desarrollaron lesiones. Resultados similares
son reportados por Vieira et al. (2019) quienes
hallaron alta reproducibilidad de la prueba
sobre hipocétilos y frutos desprendidos en
variedad Caturra (CIFC 19/1).

La prueba de infectividad de hipocotilos
no muestra alta reproducibilidad cuando se
evaluan materiales resistentes. Se realizaron 12
pruebas de inoculacion para el HT-1343-CV2,
progenitor de las primeras liberaciones de la
variedad Colombia, donde solo en el 66,66%
de los casos el genotipo fue registrado como
resistente. Aun si se evaltian semillas derivadas
de un genotipo heterocigético portador de
un gen dominante, una prueba consistente
calificaria en la mayoria de los casos como
resistente al genotipo que segregue en relacion
3:1 para fenotipos resistentes y susceptibles,
respectivamente. Cabe anotar que el HT-

1343-CV2 es el progenitor de Catimor 88,
material utilizado como fuente de resistencia
para mapear el gen Ck-1 (Gichuru et al., 2008),
y también progenitor de otros materiales que
fueron desarrollados en Cenicafé, los cuales han
sido utilizados en programas de mejoramiento
del café en Kenia, Tanzania y Zambia, como
fuente de porte bajo y resistencia conjunta
a CBD y a la roya (Mtenga et al., 2006;
Kilambo et al., 2013a y 2013b; Gichuru,
2007; Omondi et al., 2001; Silva et al., 2006).
Estas diferencias en la reproducibilidad de la
prueba de infectividad soportan la discusion
de Van der Vosen y Walyaro (2009) acerca de
la necesidad de una rigurosa estandarizacion
de la técnica, cuyos resultados son cruciales
para el desarrollo de variedades resistentes a
CBD en ausencia del patogeno.

Los resultados de este trabajo muestran el
potencial de los estudios en gendmica estructural
y comparativa, que asociados con el mapeo de
genes puede proveer herramientas para avanzar
de forma rapida y precisa en el desarrollo
de variedades de café. Adicionalmente los
resultados obtenidos por los programas de
mejoramiento en Africa, utilizando materiales
desarrollados por Cenicafé, han demostrado la
durabilidad de la resistencia a CBD proveniente
de genes ubicados en regiones de introgresion
heredadas del HT. Los resultados de este trabajo
sugieren que la caficultura colombiana, con
las variedades resistentes desarrolladas por
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Cenicafé y puestas al alcance de los caficultores,
se encuentra preparada ante la eventual llegada
de C. kahawae subsp. kahawae al pais, ya que
para el 2018 cerca del 80% del café plantado en
el pais corresponde a las variedades Colombia,
Tabi y Castillo® y continuara en aumento con
las nuevas variedades Cenicafé 1 y Castillo®
Zonales.
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Instructivo para la elaboracion 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 (nUmero 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 numeracién 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 resolucion 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 investigacion a divulgar se utiliza exclusivamente el Sistema Métrico Decimal (SI),
ademas de las unidades especificas de mayor uso por parte de la comunidad cientifica.



BIB

Los puntos de multiplicacion y los numeros superindice negativos pueden ser usados solamente con
unidades del Sl (por ejemplo, m3.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 Sl (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 Sl, use primero el slash y luego la palabra ‘por’ en segundo término.

Nunca utilice dos o0 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 6 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 solo 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 andlisis 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 comparacién estadistica. Al pie de la tabla indicar la prueba de comparacion, 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 informacién suficiente para entender los resultados
descritos en ellas, sin tener que acudir al texto.

» El mensaje central debe ser suficientemente claro.

+ Indique la aplicaciéon 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 ftrivial.

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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