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APLICACION DE INDICES ESPECTRALES PARA IDENTIFICAR
NECESIDADES DE FERTILIZACION NITROGENADA EN CAFE

José Ratll Rendon Saenz*, Siavosh Sadeghian Khalajabadi**

RENDON S., J.R.; SADEGHIAN K., S. Aplicacién de indices espectrales para identificar necesidades de
fertilizacién nitrogenada en café. Revista Cenicafé 69(1):7-15. 2018

El nitrogeno-N ha sido sefialado como el nutriente mas limitante para la produccion de café en Colombia. En
esta investigacion se planted como objetivo evaluar la aplicacion de indices espectrales para determinar las
necesidades de N en café (Coffea arabica L.) durante la etapa de produccion. El experimento se realizé en la
Estacion Experimental Paraguaicito (Buenavista, Quindio) donde se aplicaron cinco dosis de N (0, 150, 225,
300 y 375 kg.ha-ano), suministradas como urea en los meses de abril y octubre de los afios 2013 a 2015,
los tratamientos se asignaron bajo un disefio de bloques completos al azar, con cuatro repeticiones. Antes de
aplicar los tratamientos, en cada época se evalud el indice relativo de clorofila-IRC con el equipo SPAD-502
en los tercios inferior, medio y superior de las plantas; asi mismo, se valor6 el Indice de Vegetaciéon Diferencial
Normalizado-NDVI con el equipo GreenSeeker'y se registro la produccion anual de café cereza. Las lecturas con
el SPAD no permitieron determinar con exactitud la necesidad de realizar ajustes en la fertilizacion nitrogenada
para café, los valores promedio de NDVI se redujeron con el incremento en la edad del cultivo expresando el
vigor de las plantas, mientras que la produccion acumulada presentd respuesta a las dosis crecientes de N, con
una tendencia de tipo lineal (P <0,0001).

Palabras clave: Coffea arabica L., nitrégeno, NDVI, SPAD.

APPLICATION OF SPECTRAL INDICES TO IDENTIFY NITROGEN FERTILIZATION NEEDS IN
COFFEE

Nitrogen-N has been pointed out as the most limiting nutrient for coffee production in Colombia. This research
aimed to evaluate the application of spectral indexes to determine the needs of N in coffee (Coffea arabica L.)
during the production stage. The experiment was conducted at the Experimental Farm Paraguaicito (Buenavista,
Quindio), where five urea N doses (0, 150, 225, 300 and 375 kg-ha-1-year-1) were applied in April and October
from2013t02015, the treatments were assigned under arandomized complete blocks design with four replications.
Before administering the treatments, the relative chlorophyll-IRC index was evaluated in each season with the
SPAD-502 equipment in the lower, middle and upper thirds of the plants. Likewise, the Normalized Differential
Vegetation Index-NDVI was evaluated with the GreenSeeker equipment and the annual coffee berry yield was
recorded. The SPAD readings did not allow to accurately determine the need to make adjustments to the nitrogen
fertilization of coffee, the average values of NDVI were reduced with the increase in the age of the crop by
expressing the vigor of the plants, while the accumulated production responded to the increasing doses of N
with a linear trend (P <0.0001).

Keywords: Coffea arabica L., nitrogen, NDVI, SPAD.

*Investigador Cientifico 1. Disciplina de Fitotecnia, Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales,
Caldas, Colombia.

**Investigador Cientifico III. Disciplina de Suelos, Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales,
Caldas, Colombia.
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El nitrogeno (N) es el elemento que mas se
refleja en la composicion mineral de las hojas
de café con las aplicaciones que se hacen al
suelo (7), los contenidos del elemento en este
organo de la planta tienen una alta relacion
con la produccion del cultivo (21), por esta
razén el N es el unico elemento que no debe
excluirse de los planes de fertilizacion (15),
ya que al suprimirse, la produccion de café
disminuye en promedio hasta un 19% (16, 18).

Para los suelos de la zona cafetera
colombiana, las recomendaciones de nutricion
nitrogenada se basan principalmente en los
contenidos de materia organica del sueclo
(MO), por ser ésta la principal reserva
de N de la cual, a través de procesos de
mineralizacion, se obtiene parte de los
requerimientos para la planta. Cuando los
contenidos de (MO) son menores a 8,2%
se clasifican como bajos y muy bajos (17).
Si la MO en el suelo es menor o igual al
8,0%, para la fertilizacion del café se sugiere
utilizar las maximas dosis de N (300 kg.ha-
afio!'), conforme aumentan los contenidos las
dosis se disminuyen; en condiciones donde
los contenidos de MO superan el 20,0% y
el proceso de mineralizacion se reduce por
bajas temperaturas, es necesario ajustar las
recomendaciones incrementando las dosis (15).

Ademas de la determinacion de los
contenidos de nutrientes en el suelo, el
analisis foliar constituye una medida del
estado nutricional del cultivo, con el cual se
logra identificar la necesidad de ajustes en
los planes de nutricion. Para determinar el
contenido mineral en las hojas de especies
vegetales se han utilizado métodos destructivos
muy especificos y de alto costo, el método
Kjeldahl es la técnica mas usada para la
determinacién cuantitativa del N total.
Este tipo de analisis requiere de equipos
especializados y reactivos que implican altos
costos para la determinacion (22).

Otra alternativa para determinar el contenido
foliar de elementos como el N, es a través
de métodos indirectos (no destructivos)
basados en el uso de técnicas de agricultura
de precision, por medio de sensores portatiles
con los que se evaltan indices espectrales.
Uno de estos sensores es el SPAD (Soil
Plant Analysis Development), utilizado para
la medicion del indice relativo de clorofila
en especies vegetales, el cual se relaciona
con los contenidos de N en las hojas. Los
valores se basan en la cantidad de luz
transmitida por la hoja en longitudes de
onda en los 650 nm (LED rojo) y 940 nm
(LED infrarrojo) (11); el rango de valores
de lectura del SPAD es de 0 a 199, por lo
que las unidades SPAD seran siempre las
mismas, de acuerdo con el tono verde de
las hojas (6).

Para evaluar el estado de vigor de los
cultivos, su sanidad y nutricion, se ha
utilizado el indice de vegetacion diferencial
normalizado (NDVI), cuyo valor resulta
de medir la reflectancia de la radiacion
en el espectro del rojo (650+10 nm) y el
infrarrojo cercano (770+15 nm) (19). El
sensor GreenSeeker (NTech Industries, INc.,
Ukiah, CA), presenta rangos de medicion
del NDVI entre (-1,0 y 1,0), siendo 0,7- 0,8
los valores mas altos, indicadores de plantas
en las mejores condiciones (5); este equipo
portatil para la evaluacion del vigor de los
cultivos puede ser una herramienta de interés
para establecer la relacion entre el indice
y las necesidades de nutricion nitrogenada.

Investigaciones desarrolladas para la
evaluacion de indices espectrales en café
a partir del sensor SPAD, han permitido
determinar una alta relacion entre las lecturas
obtenidas con el equipo y la concentracion
de N foliar evaluada en plantas de almacigo,
indicando que cada unidad de lectura con
el equipo equivale a 0,045% de nitrogeno
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total en las hojas, con un limite superior
de 71 unidades (13). Segun Franca et al.
(2), las lecturas de SPAD observadas en
hojas de café con tonalidades verde-claro
registran valores entre 25 y 40 unidades,
hojas verdes entre 40 y 55 unidades y con
tonalidades de verde oscuro lecturas entre
55 y 70 unidades.

En un estudio desarrollado por Reis et
al. (14), la concentracion de N foliar y
las lecturas de SPAD en el cultivo de café
mostraron correlaciones significativas (r=
0,94) cuando se aplicaron dosis crecientes
de N, con un valor minimo de 43,85 y un
maximo de 61,95 unidades SPAD. Otro
aspecto importante observado en café es
la relacion que existe entre las lecturas
SPAD, la época y el modo de aplicacion del
fertilizante (8). Lecturas de SPAD efectuadas
en cultivos semestrales de tomate (solanum
lycopersicum) y maiz (Zea mayz) evidencian
una alta relacion entre las lecturas de clorofila
relativa y la concentracion de N foliar, con
coeficientes de determinacion (R?) de 0,96
y 0,88, respectivamente (9; 12).

Pese a los avances en el uso potencial
que exhiben estos sensores para la evaluacion
de indices espectrales, en la caficultura
colombiana son pocas las investigaciones (1,
13) desarrolladas sobre la aplicacion de estos
indices para evaluar el estado de nutricion del
cultivo y para el caso puntual de N no se
cuenta con suficiente informacion que determine,
a través de mediciones indirectas, la necesidad
de ajustes en los planes de nutricion.

El presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar la aplicacion de indices espectrales
para determinar las necesidades de nutricion
nitrogenada en el cultivo de café durante
la etapa de produccion, con el fin de hacer
mas eficiente la nutricion del cultivo y el
uso de los fertilizantes.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en la Estacion Experimental
Paraguaicito, en el municipio de Buenavista,
Quindio (75°44°W, 4°23'N), altitud 1.203 m,
en la zona cafetera central de Colombia. Las
caracteristicas de clima y suelo se presentan
en la Tabla 1. La investigacion se realizé en
un lote de café (Coffea arabica) Variedad
Castillo®, con una densidad de siembra de 6.666
plantas/ha. Se evaluaron cinco tratamientos,
que consistieron en dosis crecientes de N,
aplicadas luego de la siembra del cultivo.

Tabla 1. Caracteristicas de climay suelo en la Estacion
Experimental Paraguaicito.

Variables de clima

Temperatura media (°C) 22,2
Precipitacion (mm.afio™") 2.179,0
Brillo solar (h.afio™) 1.757,0
Humedad relativa (%) 78,5
Propiedades del suelo
pH 4,60
Materia orgénica (%) 7,20
Nitrégeno (%) 0,31
Foésforo (mg.kg™) 130,00
Potasio (cmol(ﬂ.kg") 0,61
Calcio (cmol(ﬂ.kg") 1,52
Magnesio (cmol, .kg™) 0,39
Aluminio (cmolﬁ).kg'l) 1,50

Durante la etapa de crecimiento vegetativo
del cultivo hasta los 18 meses de edad se
aplicaron en total dosis de N de (0,0, 29,0,
44,0, 58,0 y 73,0 g/planta), una vez inicio
la etapa reproductiva se aplicaron dosis
de N de 0,0, 150,0, 225,0, 300,0 y 375,0
kg.ha-ano™, durante los afios 2013, 2014 y
2015, fraccionando las dosis de cada afo
en dos aplicaciones, realizadas en los meses
de abril y octubre, en época de lluvias.
Como fuente comercial de nitrégeno se
utiliz6 urea (46% N), los demas nutrientes

Cenicafé, 69(1):7-15. 2018
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se suministraron segun las recomendaciones
del analisis de suelo.

Los tratamientos se dispusieron bajo
un diseflo de bloques completos al azar,
con cuatro repeticiones. Cada parcela
experimental estuvo constituida por 28 plantas
de café, de las cuales se seleccionaron
cuatro plantas centrales para realizar las
evaluaciones. Como variables de respuesta
se registro la produccién en gramos de
café cereza por planta (kg.ha'). Antes de la
fertilizacion, en los meses de abril y octubre,
se realizaron mediciones del indice relativo
de clorofila con el equipo SPAD-502 y el
indice normalizado de vegetacion (NDVI)
con el equipo GreenSeeker. Las lecturas con
el equipo SPAD-502 se hicieron dividiendo
la planta de café en tres estratos, el estrato
superior el cual corresponde a la zona de
formacion de nuevas ramas primarias, el
estrato medio donde se encuentra la zona
mas productiva del arbol y el estrato inferior
conformado por las ramas de mayor edad.
En una de las caras del arbol se selecciond
una rama de cada estrato y en cada rama
seleccionada se tomod una lectura en una
de las hojas del tercer par, contadas desde
el apice, ubicando el equipo en la parte
central de la hoja, al lado de la nervadura.

En los mismos arboles donde se realizo la
lectura SPAD, también se registro el indice
normalizado de vegetacion (NDVI) con el
equipo GreenSeeker (NTech Industries, INc.,
Ukiah, CA), desplazando el sensor a una
distancia de 50 cm aproximadamente, en
una de las caras del arbol.

Los datos de produccion y las lecturas
de SPAD y NDVI, fueron analizados a
partir del analisis de varianza (ANAVA)
y el analisis de regresion, segun el disefio
experimental aplicado. La prueba de Duncan,
al nivel de significancia del 5%, se realizo
para determinar la diferencia entre medias.
El analisis estadistico se realizo a través del
Software SAS version 9.4 (SAS Institute,
2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

indice relativo de clorofila. Los registros
del indice relativo de clorofila obtenidos con
el equipo SPAD, en los tres estratos de los
arboles de café, mostraron para el estrato
superior valores significativamente superiores a
los obtenidos en los estratos medio e inferior
(Figura 1). Las diferencias estadisticas entre
los promedios de las unidades SPAD pueden
asociarse a la dindmica del crecimiento de

75 -
70 4 b b
65 -
60 -

554

Unidades SPAD

50 4

45

Figura 1. Unidades de
lectura SPAD promedio en
los estratos inferior, medio

40

Inferior Medio

Estrato del arbol de café

y superior del arbol de café
y prueba de comparacion
Duncan (Pr < 0,05).

Superior

10
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las plantas de café y a la movilidad del N.
Con relacion a la movilidad del N en las
plantas, ésta se caracteriza por presentar la
mayor concentracion del elemento en las
ramas y hojas mas jovenes (10). En los
arboles de café todas las ramas pueden formar
nuevas hojas, sin embargo, aquellas que se
encuentran en la zona productiva tienden
a presentar menores contenidos de N, en
comparacion con las hojas nuevas ubicadas en
el estrato superior del arbol, lo que explica
que los mayores valores de SPAD se hayan
registrado en el estrato superior, donde es
menos probable encontrar frutos extrayendo
el elemento. Los resultados obtenidos con el
SPAD conservan similitud a los reportados
por Reis et al. (14) en café variedad Catuai,
con las mayores lecturas de SPAD registradas
en la zona apical de la planta.

Considerando el estrato medio como
la zona en la cual se concentra la mayor
produccion de los arboles café, a su vez
donde mas relacion existe entre el N y la
produccion (21) y que corresponde al mismo
sitio en el cual se toman las muestras para
el analisis foliar, se optd por analizar las
lecturas SPAD obtenidas en este lugar como
un indicador de las necesidades de N para
el cultivo en la etapa de produccion.

Los promedios de unidades SPAD obtenidos
en el estrato medio del arbol de café, en
respuesta a las dosis crecientes de N, se
presentan en la Tabla 2. Segln el analisis
de varianza aplicado para el disefo, se
encontraron diferencias significativas solo entre
los promedios obtenidos en la evaluacion del
segundo semestre de 2014. Los promedios
de SPAD registrados en el segundo semestre
del afio 2013, con un minimo de 70,6 para
el tratamiento sin N y un maximo de 78,3
para la dosis de 300 kg.ha-afio!, conservan
relacion con el menor volumen de cosecha
registrado durante este afio. En el sitio de

estudio se presenta un patrén de distribucion
anual de la cosecha que corresponde al
60% en el primer semestre y un 40% en
el segundo semestre. Para el ano 2013 la
cantidad de café recolectado en el primer
semestre fue so6lo el 8% de la cosecha anual
y la cantidad cosechada durante el afio fue
menos del 40% del total recolectado en los
afos 2014 y 2015.

Puede considerarse que a partir de las
unidades de lectura SPAD obtenidas en este
estudio y la escasa relacion encontrada con las
dosis de N aplicadas, no es posible determinar
con exactitud la necesidad de realizar ajustes
en la fertilizacion nitrogenada de plantaciones
de café¢ en etapa de produccion. Con base
en observaciones similares, Gianquinto et
al. (3) expresan limitaciones de las lecturas
SPAD, para detectar de manera puntual el
estado sub-optimo del N en el cultivo de
papa (Solanum tuberosum), en respuesta a
la fertilizacion con dosis medias y altas de
N, dado que no se encontraron diferencias
entre las aplicaciones de dichas dosis.

En contraste, Grava et al. (4) encontraron
respuesta a las dosis crecientes de N, al
evaluar el indice relativo de clorofila en
diferentes estados fenoldgicos del cultivo de
café bajo fertirrigacion, con una tendencia de
tipo lineal e incrementos de aproximadamente
dos unidades en las lecturas de SPAD por
cada 100 kg.ha' de N aplicado.

indice normalizado de vegetacién. Los
registros de NDVI obtenidos con el equipo
GreenSeeker en las plantas de café, mostraron
efecto de los tratamientos segin el analisis
de varianza en las evaluaciones realizadas
durante los afos 2014 y 2015 (Figura 2).
Durante estos afios, el promedio del NDVI
registrado para el tratamiento sin N fue menor
(entre 0,06 y 0,08 unidades) al promedio
obtenido con la dosis de 300 kg.ha-ano™.

Cenicafé, 69(1):7-15. 2018 11



Tabla 2. Promedios (Prom.) y error estandar (E.E.) para las unidades SPAD en el estrato medio del arbol de

café con las dosis crecientes de N.

Dosis N (kg.ha-afio™)

Ano Semestre 0 150 225 300 375 Pr>F
- Prom. E.E. Prom. E.E. Prom. E.E. Prom. E.E. Prom. E.E.
2013 1 59,381 5,719 60,719 6,120 60,950 2,634 62,725 3,307 65,756 1,687 0,1912
2 70,594 1,819 74,506 2971 76,525 1,068 78319 2473 76,956 2,116 0,2078
2014 1 65,163 1,898 68,763 1,069 69,392 1,629 67,338 2,767 69,631 1,109 0,5180
2 57,288 1,899 68,606 3,477 67,213 3,237 70,244 1,787 72,456 2,165 0,0006
2015 1 62,713 2915 68,869 0,974 69,688 2,801 68,738 1,743 70,356 1,710 0,3085
2 61,275 2,687 63,594 2,172 66,650 1,286 66,256 1,447 68,275 2,102 0,2437

En general, para las lecturas de este indice,
se observo la disminucién de los valores
promedio de NDVI con el incremento en la
edad del cultivo, esta condicion pudo asociarse
con la pérdida de ramas bajeras en las plantas,
el desplazamiento de la produccion hacia la
parte superior del arbol y la disminucion de la
produccioén en el cultivo cuando se completa
el ciclo de produccion. Silva et al. (20) en
plantaciones de café¢, encontraron variacion
de los valores de NDVI en funcion de la
época en la que se realizan las evaluaciones,
y mencionan que la pérdida del volumen de
hojas en periodos con menor precipitacion y
cuando disminuyen temperaturas, provocan
la reduccion del indice NDVI.

El indice de vegetacion como herramienta
para diagnosticar necesidades extremas de
nutricién en plantaciones de café, puede
tener un uso potencial en vista de que
expresa el estado de vigor de las plantas
en sus ctapas de desarrollo; sin embargo,
presenta limitaciones para identificar las
necesidades puntuales relacionadas con la
nutricion nitrogenada en el cultivo de café.

Produccion de café cereza. Al analizar la
produccion de café cereza registrada por
cada afio, se detectd un aumento relativo
de esta variable con las dosis crecientes
de N aplicadas, mostrando efecto sobre la
produccion obtenida durante el afio 2015

0,90 ~
0,85+ s —F——3
2 - H —
= -
0,08 T S
E 0,75 1
Z
0,07 1
0,65 1
0,60 +—— : : : ; . _
0 150 225 300 375 Flgu}'a 2 Lecturas prome.drlo
Dosis N (kg.ha-afio™) de_l Indlc.e de Veget_acmn
Diferencial Normalizado
—e— 2013-1 (P=0,0547) —e=2013-2 (P=0,3337) —e= 2014-1 (P<0,0001) -NDVIenfunciondelas dosis
crecientes de N y la edad del
—e— 2014-2 (P=0,0006) —e—2015-1 (P=0,0019)  —— 2015-2 (P<0,0001) cultivo
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segun el analisis de varianza (P = 0,0418).
A partir de estos resultados, con una dosis
de 300 kg.ha-afio! de N, el incremento en
la produccion fue del 33,6% en 2013, del
23,9% en 2014 y del 43,0% en 2015 en
comparacion con el tratamiento donde no
se aplico N (Tabla 3).

La produccion acumulada de café cereza
por hectarea en los tres afios evaluados, mostro
efecto de las dosis de N segln el analisis
de varianza (P = 0,0018). Para esta misma
variable se determind que la respuesta a la
fertilizacion nitrogenada con dosis crecientes
se ajustd a una tendencia de tipo lineal (P
<0,0001), con un coeficiente de determinacion
R*=0,96 (Figura 3).

El efecto de las dosis crecientes de N
sobre la produccion acumulada de café cereza

permitié determinar el mayor incremento en
la produccion (33,9%), cuando se compard6 la
dosis de 0 kg.ha-ano' de N con la de 150
kg.ha-afio! y un menor incremento sobre la
produccion (4,0%) cuando se aumento la dosis
de N de 300 a 375 kg.ha-aio™! (Figura 2).

Los resultados de este estudio permiten
concluir que a partir del indice relativo de
clorofila obtenido con el equipo SPAD, las
evaluaciones realizadas para el diagnostico
del estado nutricional del cultivo en etapa de
produccion no reflejan las necesidades de ajuste
en los planes de nutricion nitrogenada. El indice
normalizado de vegetacion obtenido con el equipo
GreenSeeker, permite diagnosticar necesidades
extremas de nutricion en plantaciones de café,
pero presenta limitaciones para identificar las
necesidades puntuales relacionadas con la
nutricion nitrogenada en el cultivo de café.

Tabla 3. Promedios (Prom.) y error estandar (E.E.) para la produccion anual de café cereza en kg.ha'! segun

las dosis crecientes de N.

Dosis N (kg.ha-aiio™)

Aifio 0 150 225 300 375
Prom. E.E. Prom. E.E. Prom. E.E. Prom. E.E. Prom. E.E.
2013 6.752 2.301 9.479 4.868 8.247 847 10.174  1.628 9.960 2.200
2014  18.579 3.129 20365 1.760 21.823 1918 24416 2976 24.648 3.491
2015 19.128 2.049 29.693 1.585 33.636 29.35 33.548 1.263 36.308 3.404
80.000 A
70.000 _s---""""
2 60.000 1 o _-=-="""
Eb 50.000 - _____—" §=46516* + 70,648%x
2 t- R2=0,9622
§ 40.000
S 30.000 -
o=
S 20.000 4
10.000 - )
Figura 3. Produccién
0 T T T T T T T ' acumulada de café cereza en
0 50 100 150 200 250 300 350 400 funciondelas dosis crecientes
Dosis N (kg.ha-afio™") de N.
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Para las condiciones del sitio evaluado,
la aplicacion de N con dosis superiores a
los 300 kg.ha-ano™ mostr6 bajos incrementos
en la produccion acumulada de café cereza.
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CALIDAD FISICA Y SENSORIAL DEL CAFE CULTIVADO EN EL
PAISAJE CULTURAL CAFETERO DE COLOMBIA EN CALDAS

Gloria Inés Puerta Quintero*, Jenny Paola Pabon Usaquén**

PUERTA Q., G.L; PABON U., J.P. Calidad fisica y sensorial del café cultivado en el Paisaje Cultural
Cafetero de Colombia en Caldas. Revista Cenicafé 69(1):16-31. 2018

Para contribuir a la diferenciacion del café del Paisaje Cultural Cafetero de Colombia en Caldas se recolectaron
1.019 muestras de café pergamino seco en 260 fincas y 17 municipios, durante cuatro cosechas, de 2015a2017.
Se evalud la calidad fisica y sensorial del café. El 52% de las fincas se localizaron por encima de 1.600 m de
altitud, en el 90% se usé la fermentacion y en el 93% el secado al sol. Se presentaron diferencias significativas
en la calidad fisica del café entre afos y rangos de altitud. La mejor calidad en brocado, pasilla y factor de
rendimiento en trilla (valores menores) se encontraron en las muestras del 2016 y 2017 y en fincas ubicadas
por encima de 1.600 m. No hubo diferencias significativas en la calidad en taza del café entre los afios de
muestreo. El puntaje SCAA del café vario de 43,0 a 88,0 con un promedio de 75,7. El 20,6% de las muestras
de café presentaron fermentos, astringentes y terrosos en taza que son defectos que se ocasionan por dafios por
broca y por fallas en los procesos del café. En Riosucio, Villamaria y Aranzazu mas del 90% de las muestras
de café no presentaron defectos en taza. Cuatro fincas en Anserma, Pacora y Riosucio cumplieron todos los
criterios comerciales de calidad fisica y en taza en las cuatro cosechas. Se recomienda la aplicacion sistematica
de buenas practicas en los procesos del café del PCCC para incrementar la calidad y su mercado como especial.

Palabras clave: Catacion, cafés especiales, factor de rendimiento, altitud, secado, fermentacion, buenas
practicas agricolas.

PHYSICAL AND SENSORY QUALITY OF COFFEE GROWN IN THE COFFEE CULTURAL
LANDSCAPE OF COLOMBIA IN CALDAS

In order to contribute to the differentiation of coffee at the Coffee Cultural Landscape of Colombia, 1,019 dried
parchment coffee samples were collected on 260 farms, in 17 municipalities and during 4 harvest periods from
2015 to 2017. The physical and sensory quality of coffee was evaluated. Fifty-two percent of the farms were
located above 1,600 m of altitude; fermentation was used in 90% of them and sun drying in 93%. There were
significant differences in the physical quality of coffee between years and altitude ranges. The best quality in
beans damaged by coffee borer, low-quality parchment coffee and threshing factor performance (lower values)
were found in the samples from 2016 and 2017 and in farms located above 1,600 m. There were no significant
differences in cup quality between the sampling years. The coffee SCA score varied from 43.0 to 88.0 with an
average of 75.7. Twenty point six percent of the coffee samples had fermented, astringent and earthy defects in
cup, which are caused by coffee berry borer and flaws in coffee processing. In Riosucio, Villamaria and Aranzazu
more than 90% of the coffee samples collected did not have any cup defects. Four farms in Anserma, Pacora
and Riosucio met all the commercial criteria of physical and cup quality in the four harvests. The systematic
implementation of good practices in the coffee processes of the PCCC is recommended in order to increase
the quality and its market as special coffee.

Keywords: Cupping, specialty coffees, threshing factor performance, altitude, drying, fermentation, good
agricultural practices.

*Investigador Cientifico III y **Asistente de Investigacion, respectivamente. Disciplina de Calidad, Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.
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El Paisaje Cultural Cafetero de Colombia (PCCC)
se reconoci6 Patrimonio de la Humanidad por
la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Educacion la Ciencia y la Cultura (UNESCO)
en el afio 2011, como un auténtico reflejo
de un proceso centenario de adaptacion del
hombre a condiciones geograficas y climaticas
desafiantes para el cultivo del café de ladera
y montafia, en el Eje Cafetero, que conserva
patrones arquitectonicos, paisajisticos y de
tradiciones (26).

El1 PCCC cubre regiones de 47 municipios
en los departamentos de Caldas, Quindio,
Risaralda y Norte del Valle del Cauca. En
Caldas, las regiones del PCCC se ubican en
17 municipios que son: Aguadas, Anserma,
Aranzazu, Belalcazar, Chinchind, Filadelfia, La
Merced, Manizales, Neira, Pacora, Palestina,
Riosucio, Risaralda, Salamina, San José,
Supia y Villamaria.

El café de Colombia se ha reconocido
en el mercado internacional por su calidad
y suavidad. Actualmente, un 30% de las
exportaciones de café de Colombia se
comercializan como café especial en alguna
de sus categorias sostenible, de origen o
preparacion (11). En Caldas se producen
cafés especiales en el 68% del area y se
han registrado distinciones por su calidad
desde el ano 2004 (13), que ha permitido
que consumidores del mundo conozcan al
café¢ de Caldas y paguen mas al caficultor
por cada kilogramo de café especial.

En los 25 municipios cafeteros en Caldas
se registran 70.800 hectareas sembradas de
café, 42.500 fincas y 33.500 caficultores que
representan el 6,2% de los productores del
pais. El departamento de Caldas aporta un
8,7% de la produccion nacional, en quinta
posicion después de Cauca con el 9,0%,
Tolima con el 12,7%, Antioquia con el
15,8% y Huila con el 18,1% (11, 13, 14).

En los 17 municipios PCCC en Caldas hay
sembradas 55 mil hectareas que corresponden
a cerca del 75% del café del departamento
de Caldas (14). El café en estos municipios
representa entre 50% a 71% de las areas de
cultivos y es un producto de gran importancia
econdmica, social y cultural.

La caficultura de los municipios del PCCC
en Caldas sobresale en el pais con indicadores
de competitividad: 99,7% tecnificada, 88%
cafetales jovenes, edad promedio de 5,4
anos, 86,9% del area en café sembrada en
variedades resistentes a la roya como Castillo
(47,9%) y Colombia (39,0%) y 13,1% en
variedades tradicionales como Caturra (12,4%)
y Tipica (0,7%) (13, 14).

La mayor parte de las evaluaciones de la
calidad del café de Caldas se han realizado
con fines comerciales (en la compraventa) y
educativos (en el Ritual del Café) y en los
concursos de calidad del café que se promueven
en los programas de cafés especiales.

Entre el 2001 y 2005 se ejecuto el proyecto
para el mejoramiento de la calidad del café
por medio de la prevencion de mohos y de
ocratoxina A (OTA) en Colombia, Kenia,
Uganda, Costa de Marfil, Indonesia, India
y Brasil, con apoyo de la FAO y gobiernos
europeos. En 81 fincas de Manizales, Chinchina
y Palestina en Caldas, y en Santa Rosa
de Cabal en Risaralda se identificaron las
condiciones y facilidades para el beneficio
del café y los riesgos para la calidad y la
inocuidad del café (19).

Duarte (9) registré variables climaticas,
socio-econdmicas, agronomicas y de beneficio
en 63 fincas de siete veredas de Villamaria
y Manizales, y no encontré asociacion con
un “perfil citrico” que se habia identificado
en la zona en el afo 2002. De otra parte,
Rodriguez (25) no encontré diferencias en la
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calidad del café en Caldas, en ocho regiones,
ni por la altitud.

Loépez y Correa (15) recolectaron
informacidén sobre aspectos sociales,
econdmicos, técnicos, administrativos,
agronomicos, estado fitosanitario, procesos
de poscosecha y comercializacion del café
en fincas de las veredas, La Violeta, El
Alto del Zarzo, Hoyo Frio, San Mateo, El
Rosario y el Alto del Naranjo del municipio
de Manizales, en las cosechas 2006 y 2007,
y concluyeron que no habia suficiente
conocimiento ni adopcioén de las Buenas
Practicas Agricolas en estas fincas.

Puerta (21) y Puerta et al. (24) evaluaron
la calidad fisica y sensorial del café en
relacion con los suelos y la altitud del
cultivo en 1.236 muestras de café, que
se obtuvieron en 162 fincas durante tres
afios de cosechas, en los departamentos
Antioquia, Quindio, Huila, Tolima, Santander,
Cesar y Caldas (en los municipios de
Manizales, Chinchina, Palestina y Anserma),
encontrando cafés de muy buena calidad en
todos los departamentos y también café con
varios defectos, principalmente fermentos,
que se asociaron a malas practicas en el
desmucilaginado mecanico, la fermentacion
y el lavado.

Orozco et al. (17) evaluaron la calidad
del café de 30 fincas en Pereira (Risaralda),
localizadas entre 1.250 y 1.800 m de altitud,
con diferentes unidades de suelo y con cultivos
de las variedades Colombia y Caturra, que
estaban certificados con el sello de café
especial comercio justo, y concluyeron que
ni la altitud, ni la variedad, ni la unidad de
suelo estaban asociadas con la calidad de la
bebida del café.

Entre los afios 2005 a 2015 se realizd la
caracterizacion de los sistemas de produccion en
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fincas en los departamentos de Narifio, Cauca,
Huila, Santander, Tolima, Cesar, La Guajira
y Magdalena, con muestreos de café para la
evaluacion de la calidad fisica y sensorial
y los contenidos de acidos clorogénicos,
alcaloides y lipidos (16, 27). Con base en
esta informacion actualmente se han otorgado
por parte de la Superintendencia de Industria
y Comercio de Colombia la Denominacioén
de Origen del Café de Colombia (1) y varias
Denominaciones de Origen Regionales como
Narifio, Cauca, Huila y Santander, Tolima y
Sierra Nevada (2, 3, 4, 5, 6, 7).

En el presente proyecto se realizd la
caracterizacion técnica y se evaluo la calidad
fisicay sensorial de muestras de café pergamino
seco obtenidas en 260 fincas, ubicadas en los
17 municipios del Paisaje Cultural Cafetero
de Colombia en Caldas, como parte de las
actividades requeridas para la diferenciacion
del café de las regiones PCCC.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de fincas. Con base en el numero de
fincas en los 17 municipios PCCC en Caldas,
registradas en el Sistema de Informacion
Cafetera SICA de la Federacion Nacional
de Cafeteros de Colombia, se seleccionaron
estadisticamente 260 fincas de forma aleatoria
(Tabla 1).

Muestreos. Se recolectaron 1.019 muestras
de 3,0 kg de café pergamino seco, en cuatro
muestreos, en las 260 fincas de 17 municipios
del PCCC en Caldas, en las cosechas del
segundo semestre del afio 2015 (2015II), del
primer y segundo semestres del afio 2016,
(20161 y 2016II) y la primera cosecha del
afo 2017 (20171). Las muestras se empacaron
en bolsas plasticas, se etiquetaron con un
codigo unico que registraba su trazabilidad
y se almacenaron en cuarto frio para café
pergamino seco. Los analisis de calidad del




Tabla 1. Numero de fincas del muestreo de calidad
en municipios del Paisaje Cultural Cafetero, PCCC
en Caldas.

Municipio Total de fincas
Aguadas 23
Anserma 20
Aranzazu 11

Belalcazar 18

Chinchina 22
Filadelfia 11

La Merced 4

Manizales 25

Neira 19
Péacora 19
Palestina 16
Riosucio 12
Risaralda 12
Salamina 11
San José 10
Supia 12
Villamaria 15
Total 260

café se realizaron en el mismo semestre del
muestreo.

Recoleccion de informaciéon técnica. Se
registraron las caracteristicas técnicas de
produccion y beneficio del café en cada finca,
mediante un formato preparado por Cenicafé
y diligenciado por el Servicio de Extension
de cada municipio, donde se recolecto
informacién sobre la variedad cultivada,
el tamafio de las fincas y las facilidades y
condiciones del beneficio del café.

Analisis fisicos de la calidad del café.
Se utilizé la metodologia de Almacafé y
FNC, se determind el porcentaje de granos
brocados, pasillas y almendra sana, el factor
de rendimiento en trilla. La humedad del
grano se determind en el medidor KETT
calibrado para café. Se analizaron 250 g de
café pergamino por muestra (10).

Analisis sensoriales de la calidad del café.
Los analisis se realizaron por catadores
certificados del Ritual del Café del Comité
de Caldas. Se obtuvo un solo resultado del
puntaje SCAA por cada muestra analizada.
En la escala SCAA puntajes inferiores a
80,0 estan por debajo de calidad especial,
entre 80,0 y 84,9 son muy buenos, de 85,0
a 89,9 excelentes y puntajes superiores a
90,0 se consideran de calidad excepcional.

Analisis de la informacién. Los datos
obtenidos se analizaron mediante estadistica
descriptiva, analisis de varianza y
comparacion Duncan, nivel 5%. Para las
comparaciones, las muestras se clasificaron
segun su procedencia por municipio, cosecha,
aflo de muestreo y rango de altitud (menor
a 1.300 m, entre 1.300 y 1.600 m y mayor
a 1.600 m).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion técnica. En promedio las
260 fincas tenian 4,2 ha en café, un area
minima de 0,2 ha y un maximo de 54,5 ha.
El 46,4% de las fincas tenian de 0,2 a 2,0
ha en café (Figura 1). El 90% de las fincas
tenian sembradas variedades resistentes a la
roya del cafeto como las variedades Castillo®
y Colombia. El 52% de las fincas estaban
ubicadas por encima de 1.600 m, el 38%
entre 1.300 y 1.600 m y el 10% debajo de
1.300 m (Figuras 2 y 3).

En el 90% de las fincas se usaba la
fermentacion natural, el 85,4% de éstas
fermentaban de 12 a 18 h y el 67,8% en
tanque de cemento; en el 3,2% no se secaba
el café, la helda, el patio y el parabodlico
eran los secadores mas frecuentes (Figuras
4,5, 6 y 7). Se evidencid una disminucioén
de los tiempos de fermentacion con respecto
a estudios previos (19), donde se mezclaban
cafés despulpados hasta por 9 dias (21).
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Figura 3. Fincas del PCCC en Caldas, segtin
el rango de altitud.
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Figura 7. Tipos de secadores
del café en fincas del PCCC
en Caldas, en cada tipo de
beneficio.

Calidad fisica. En la Tabla 2 se observan
resultados de las variables de la calidad
fisica del café.

Se presentaron diferencias significativas
en la calidad del café entre afios. La mejor
calidad en cuanto a café brocado, pasilla
y factor de rendimiento en trilla (valores
menores) se registro en las muestras de café
recolectadas en el segundo semestre del afio
2016 y el primer semestre 2017 (Tabla 3).

Los porcentajes de grano brocado y
pasillas tuvieron valores menores (mejor

calidad fisica) en las muestras procedentes de
cultivos sobre 1.600 m. Asi mismo, el factor
de rendimiento en trilla resulto diferente entre
los rangos de altitud, con un valor inferior
en las muestras procedentes de cultivos por
encima de 1.600 m (Tabla 4).

Para referencia, Puerta (21) encontrd
diferencias significativas del café brocado,
pasillas, almendra sana y factor de rendimiento
entre los rangos de altitud en café de los
departamentos de Antioquia, Caldas, Cesar,
Huila, Tolima, Quindio y Santander, asi:
92,4 de factor de rendimiento en café sobre

Tabla 2. Calidad fisica del café de las fincas del PCCC en Caldas (cuatro muestreos).

Variable Desviacion Limite Limite

calidad fisica Muestras Minimo Maximo Media tipica inferior de la superior de la

de café (n) media (95%) media (95%)
;‘;g;g?:o o 1019 8,2 14,7 11,0 0,9 10,9 11,1
Merma (%) 1.019 14,3 27,5 18,2 1,5 18,2 18,3
Brocado (%) 1.019 0,0 43,7 3,8 4,9 3,5 4,1
Pasilla (%) 1.019 0,1 76,2 5,5 6,2 5,1 5,9
Vinagres (%) 1.019 0,0 20,2 0,7 1,6 0,6 0,8
Almendrasana = ;1 17.2 83,9 73,7 83 73,2 74,2
(%)
Factor de
rendimiento en  1.019 83,4 406,0 969 18,5 95,7 98,0
trilla

22

Cenicafé, 69(1):16-31. 2018



1.600 m y 96,8 en cafés de altitud inferior a
1.300 m. Diaz et al. (8) registraron valores
del factor de rendimiento en trilla de 93,6,
91,8 y 90,6 para altitudes de 1.575 m, 1.725
m y 1.875 m, respectivamente.

Humedad del café. El 12,1% de las muestras
se encontraron sobre-secadas y el 12,2%
con falta de secado (Tabla 5). En Caldas la
humedad varié de 8,5% a 15,5%; el 40%
de las muestras de café con desviaciones
por sobre-secado o por secado incompleto
se relacionaron con granos decolorados y
tazas con defectos a reposo y terroso (21).

Merma. Los menores valores de la merma
se encontraron en el café de Supia, Pacora,
Riosucio y Anserma y los mayores valores en
Salamina, Belalcazar, Chinchina y Palestina.
Se hall6 un promedio de la merma en los
17 municipios PCCC en Caldas del 18,3%,

valor de buena calidad fisica con respecto
al 18% base comercial de la FNC; sin
embargo, se encontraron valores hasta del
27,5% asociados a las pasillas, brocados y
desviaciones en la humedad del grano (Tabla
5). Montilla et al. (18) reportaron valores
de merma entre el 17,8% y el 18,4% para
café variedad Colombia.

Brocados. En todos los municipios se
presentaron valores medios de café brocado
superiores al 1,0%. En el café de La Merced
y Supia se encontraron los menores valores
de café brocado y los mayores valores se
encontraron en Belalcazar, Chinchind, Manizales
y San José. Se encontré un promedio de
3,8% de café brocado en los 17 municipios
del PCCC (Tabla 5).

Puerta (21) registré valores de brocados
en Caldas (4,9%) y Quindio (4,6%),

Tabla 3. Diferencias de la calidad fisica del café del PCCC en Caldas, entre aiios (Duncan 5%).

Aifios y Calidad fisica del café
semestres de Brocado Grupos Pasilla Grupos Factor de Grupos
cosecha (%) (%) rendimiento
201511 3,9 B 6,4 C 96,6 B
20161 6,6 C 8,3 D 107,0 C
201611 2,5 A 3,0 A 91,1 A
20171 2,4 A 42 B 92,9 A

Tabla 4. Diferencias de la calidad fisica del café del PCCC en Caldas, de acuerdo con los rangos de altitud

(Duncan 5%).
Calidad fisica del café del productor
Altitud (m) Brocado Grupos Pasillas Grupos Factor de Grupos
(%) (%) rendimiento
Menor a
1.300 6,8 A 8,0 A 106,3 A
1.300 a
1,600 4,8 B 6,3 B 98,8 B
Mayor a
1.600 26 C 44 C 93,7 C

Cenicafé, 69(1):16-31. 2018
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estadisticamente diferentes de las otras
procedencias (0,9% a 1,0%); 0,8% en fincas
ubicadas sobre 1.600 m, comparado con las
muestras cultivadas entre 1.300 y 1.600 m
(2,3%) y por debajo de 1.300 m (3,8%).

Pasillas. En los municipios se obtuvo un
promedio de 5,5% y un maximo de 76%
de pasillas. En Supia, Riosucio, Villamaria,
Pacora, Risaralda y Anserma se registraron
valores medios menores a 5,0%. En el café
de San José, Palestina, Chinchind, Manizales
y Neira se encontraron los mayores valores
de pasillas (Tabla 5).

El alto contenido de pasillas y brocados
en algunos municipios del PCCC en Caldas
se asocian al fenomeno fuerte de El Niifio
que se presentd en Colombia durante los
aflos 2015 y 2016. Un promedio de 8,6% de
defectos (pasillas) se encontr6 en el café de
siete departamentos y 11,5% en las muestras
de Caldas (21).

Almendra sana. Los promedios de almendra
sana en el café de Supia, Riosucio, Pacora
y la Merced superaron el 76%, que era el
valor referencia comercial. En el café de
Belalcazar, San José, Palestina, Chinchina,
Neira y Manizales se encontraron los mas
bajos valores medios de almendra sana
(Tabla 6). En los 17 municipios se registrd
un promedio de 73,7% de almendra sana,
valor similar al 74% que se registr6 como
promedio en siete departamentos para la
almendra sana (21).

Factor de rendimiento en trilla. Los
promedios de factor de rendimiento en
trilla del café de Supia, Riosucio, Pacora
y La Merced resultaron inferiores a 94,0
que era el valor referencia comercial, este
valor varié y para principios del afio 2018
el limite para bonificacion era de 92,8 (12).
En el café de Belalcazar, San José, Palestina,

24 Cenicafé, 69(1):16-31. 2018

Chinchina, Neira y Manizales se hallaron
valores superiores de 99 a 104,5 (Tabla 6).
En contraste, en promedio en café de siete
departamentos cafeteros de Colombia el factor
de rendimiento en trilla vari6 de 82,3 a
142,4, con un valor promedio de 94,0 (21).

Calidad sensorial. El puntaje SCAA del café
de las fincas vari6 de 43,0 a 88,0 con un
promedio de 75,7 (Tabla 7). Se presentaron
diferencias significativas en el puntaje SCAA
entre rangos de altitud, con el mayor puntaje
en las muestras de cultivos sobre 1.600 m
(Tabla 8). No hubo diferencias en la calidad
en taza entre las cosechas.

La proporcion de defectos en taza como
inmaduro, astringente, vinagre y terroso
resultaron mayores en las muestras de altitudes
inferiores a 1.300 m y el vinagre se encontrd
en mayor proporcion en la cosecha del afo
2017 (Tabla 9).

Municipios. El 20,6% de las muestras de
café presentd defectos en taza (Figura 8).
En Riosucio, Villamaria y Aranzazu, mas
del 90,0% de las muestras de café no
presentaron defectos en taza. En el café de
Palestina, San José, Belalcazar y Chinchina
se encontrd la mayor proporcion de defectos
en taza como vinagres, terrosos, acres e
inmaduros (Figura 9).

Para comparacion, se encontr6 que el 67%
de las muestras de café presentaron defectos
fermento o stinker en la bebida y defecto
fenodlico en el 3,6% (19). También en la
investigacion en los siete departamentos se
demostr6 y concluy6 que el dafio por broca
influyé en un mayor porcentaje de defectos,
un menor contenido de almendra sana, un
mayor valor del rendimiento en trilla y se
relaciond con los defectos lefiosos, sucios,
asperos y contaminados de la bebida de
café (21).
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Tabla 6. Almendra sana y factor de rendimiento en trilla en café PCCC en Caldas, cuatro cosechas.

Almendra sana (%) Factor de rendimiento
Municipio
Minimo Promedio Maximo Minimo Promedio Maximo
Aguadas 17,2 74,3 83,3 84,1 97,7 406,0
Anserma 40,7 74,4 83,2 84,1 95,6 171,9
Aranzazu 51,4 75,0 81,3 86,1 94,1 136,3
Belalcazar 40,7 69,0 81,6 85,8 103,5 171,9
Chinchina 36,9 71,5 82,1 85,2 99,3 189,6
Filadelfia 49,7 74,0 81,9 85,5 95,5 140,8
La Merced 58,2 76,7 83,7 83,7 91,9 120,4
Manizales 24,8 72,0 83,4 83,9 101,5 282,7
Neira 29,1 71,6 82,6 84,7 100,7 240,7
Pacora 48,4 77,3 83,9 83,4 91,2 144,6
Palestina 36,2 71,3 80,8 86,6 100,0 193,4
Riosucio 62,9 77,5 82,0 85,4 90,6 111,3
Risaralda 62,5 75,3 81,6 85,8 93,3 112,0
Salamina 58,2 75,4 83,0 84,3 93,7 120,4
San José 42,1 69,4 81,5 85,9 104,1 166,2
Supia 65,1 78,1 82,6 84,8 89,8 107,5
Villamaria 59,0 75,0 82,5 84,8 93,9 118,6
Péﬁln;fc‘ig:s“ 17,2 73,7 83,9 83,4 96,9 406,0
comerces 760 : : 2.8 -

Tabla 7. Calidad sensorial del café del PCCC en Caldas.

Atributo Desviacion Limite Limite
sensorial café Muestras Minimo Maiaximo Media tipica inferior de la superior de la
productor (n) media (95%) media (95%)
Fraganciay 4 g19 6.0 8,5 72 0.5 7.2 72
aroma
Acidez 1.019 6,0 8,50 7,1 0,6 7,1 7,2
Cuerpo 1.019 6,0 8,0 7,2 0,4 7,2 7,31
Sabor 1.019 6,0 8,5 7,1 0,6 7,0 7,1
Puntaje 1.019 6.0 8.5 7.0 0.6 7.0 7.1
catador
Puntaje
SCAA 1.019 43,0 88,0 75,7 11,5 75,0 76,4
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Tabla 8. Diferencias en puntaje SCAA en el café del PCCC en Caldas, segun el rango de altitud (Duncan 5%).

Rango de altitud (m) Puntaje SCAA Grupos
Menor a 1.300 68,6 A
1.300 a 1.600 74,3 B
Mayor a 1.600 78,1 C

Tabla 9. Proporcion de defectos en taza en el café del PCCC en Caldas, segun el rango de altitud y el afio de
cosecha.

Defecto en Rango de altitud Ao de cosecha
taza Menor a 1.300 a Mayor a 2015 2016 2017
1.300 m 1.600 m 1.600 m

Acre 0,0 0,3 0,2 0,0 0,4 0,0
Fenol 0,0 0,5 0,0 0,4 0,0 0,4
i‘;;erdj‘i 30 1,0 0.8 0.9 0,0 1.8 0,0
zzgﬁg;‘; ) 13,0 4.6 3.4 77 4,0 35
Reposo 2,0 34 1,7 0,0 3,8 2,0
Terroso 14,0 6,7 3,0 4,6 6,5 4,3
Vinagre 14,0 8,8 3.8 4,6 5.4 11,4
Sin defecto 56,0 75,0 87,0 82,7 78,2 78,4

Sin defecto

79,4

Vinagre 6,7

Terroso 5,5

Reposo 2,4
Inmaduro - astringente 4,8

Humedad mayor 13% § 0,9

Fenol | 0,2

Descriptor en taza de calidad de café

Acre | 0,2

00 100 200 300 400 500 60,0 700 80,0 90,0

Proporcion de defectos en taza (%)

Figura 8. Proporcion del café del PCCC en Caldas de buena calidad y con defectos en taza.
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Figura 9. Proporcion de defectos en taza del café del PCCC en Caldas.

El valor medio del puntaje SCAA del
café se diferencio estadisticamente entre
municipios. En Riosucio, se encontr6 un
puntaje promedio de 80, que es el limite de
un café especial; el café de los municipios
de Villamaria, Pacora, Aranzazu, Neira y
Risaralda, obtuvo en promedio mas de 78
puntos. En el café de Palestina, San José
y Belalcdzar se encontraron los menores
puntajes, con valores cercanos a 70, en
promedio (Figura 10).

En resumen, los defectos vinagres, terrosos,
mohosos, inmaduros y astringentes resultaron
los mas frecuentes en el café en la region
del PCCC en Caldas, asociados a fallas en
el beneficio y al dafio por la broca del café.

El 52% de las fincas del PCCC en
Caldas estuvieron ubicadas por encima de
1.600 m de altitud, y se destacaron por una

28 Cenicafé, 69(1):16-31. 2018

mejor calidad del café. La mayor altitud
favorecié una menor proporcion de granos
brocados y pasilla, y un mayor promedio
en la calidad en taza, lo cual se debe a
la menor temperatura ambiente a mayor
altitud, que favorece la sanidad y calidad
del cafe (21, 22, 23, 24).

En conclusion, en todos los municipios
del PCCC en Caldas se encontraron fincas
que produjeron café de buena calidad en
taza. En unas 20 fincas se evidencié un
alto potencial para la produccion de cafe,
de calidad consistente y especial.

Para mejorar la calidad del café del PCCC
en Caldas se recomienda la implementacion
de proyectos de mejoras de infraestructura, en
particular en secado, asi como la capacitacion
y aplicacion de Buenas Practicas de beneficio
(19, 20).




B Puntaje promedio

—s— Limite café especial SCAA

80,0

Puntaje SCAA

82 1 Calidad en taza, promedio puntaje SCAA

80{ =—s—= = = = = = # = s = = = = = .3
782 785 786 787 T

78 77,7 71,7 -

Municipios PCCC en Caldas

Figura 10. Puntaje SCAA en promedio, de la calidad sensorial del café de fincas del PCCC en Caldas.
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EFECTO DE LA HUMEDAD RELATIVA SOBRE LA
DURACION Y SOBREVIVENCIA DE Hypothenemus hampei
EN DIETA ARTIFICIAL CENIBROCA

Marisol Giraldo Jaramillo*

GIRALDO J., M. Efecto de la humedad relativa sobre la duracion y sobrevivencia de Hypothenemus
hampei en dieta artificial Cenibroca. Revista Cenicafé 69(1):32-39. 2018

La broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae) es una de las principales
plagas del cultivo del café a nivel mundial, la biologia y el comportamiento son afectados por la temperatura,
humedad y disponibilidad de alimento, pero existe poca informacion sobre el efecto de la humedad. Este
estudio, tuvo como objetivo evaluar el efecto de la humedad relativa del aire sobre la duracion y viabilidad de
los estados inmaduros de broca del café. Los resultados mostraron que las diferentes condiciones higrométricas
evaluadas no afectaron la duracion de cada uno de los estados biologicos, pero impactaron negativamente
la sobrevivencia de los huevos y las larvas, siendo las humedades de 30% y 90% donde se presentaron las
mayores mortalidades. Estos resultados pueden ayudar a ajustar estrategias de control cultural dentro del MIP
para mitigar el impacto en los frutos caidos en el suelo y mantener las poblaciones del insecto por debajo del
nivel de dafio econdmico.

Palabras clave: Condiciones higrométricas, desarrollo, viabilidad, broca del café, frutos del suelo.

EFFECT OF RELATIVE HUMIDITY ON DEVELOPMENTAL TIME AND SURVIVAL OF
Hypothenemus hampei ON A CENIBROCA ARTIFICIAL DIET

The coffee berry borer Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae) is one of the main
insect pests of coffee crops worldwide. Its biological features and behavior are affected by temperature and
food availability, but there is little information about the effect of humidity. This study aimed to evaluate the
effect of relative air humidity on duration and survival of the CBB immature stages. The results showed that
different evaluated hygrometric conditions did not affect the duration of each of the CBB biological stages, but
they negatively impacted the survival of the eggs and larvae. The highest mortality rates occurred at humidities
0f 30% and 90%. These results are useful to adjust cultural control strategies within the IPM approach in order
to reduce the impact of coffee fruits that have dropped to the ground and to keep the insect populations below
economic damage levels.

Keywords: Hygrometric conditions, development, survival, coffee berry borer, fallen fruits.

*Investigador Cientifico I. Disciplina de Entomologia, Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales,
Caldas, Colombia.
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La temperatura es el factor fisico mas
importante, pues afecta aspectos bioldgicos
como reproduccion, fecundidad, duracion de
desarrollo, tasas de emergencia y la longevidad
de los insectos (4, 7, 17, 26); otro factor
abiotico determinante y poco estudiado es
la humedad relativa del aire, debido a que
condiciones de baja o alta humedad pueden
ser perjudiciales para la reproduccion y el
desarrollo de algunas especies (4, 19, 27).
Potencialmente, la variabilidad climatica,
con alteraciones de los patrones térmicos de
lluvias y humedad, pueden afectar diferentes
aspectos del ciclo de vida y ecologia de los
insectos, especialmente aquellos relacionados
con la disponibilidad de energia y humedad
(18, 23).

La broca del café Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae) (Ferrari, 1867) es
considerada la plaga mas importante en el
cultivo del café a nivel mundial, por atacar
directamente el grano, ocasionando pérdidas
de peso, depreciando el producto y generando
problemas de calidad de la bebida, lo cual
reduce significativamente los ingresos de los
productores (5, 8, 20, 24).

Diversos trabajos han sido desarrollados
para determinar el ciclo de vida de H.
hampei en el laboratorio (6, 7, 21, 25,
28, 29, 30, 31, 32), concluyendo que el
desarrollo de los estados inmaduros y la
sobrevivencia dependen principalmente de
la temperatura y la presencia de alimento;
Baker et al. (3), encontraron que la humedad
relativa del aire juega un papel importante
en la sobrevivencia de los adultos y estados
inmaduros, ya que humedades inferiores
al 50% pueden aumentar la mortalidad
de este insecto, de igual manera afecta
la emergencia de las brocas adultas en
busqueda de frutos para colonizar, debido
a que éstas solo abandonan los frutos ante
altas humedades.

El presente estudio tuvo como objetivo
determinar en el laboratorio, la duracion y
sobrevivencia de los estados inmaduros de
H. hampei en dieta artificial Cenibroca, en
cuatro humedades relativas (30%, 50%, 70%
y 90%), a una temperatura constante de 25
+ 2°C y escotofase de 24 horas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue desarrollada en el
laboratorio de Biologia de Insectos del
Departamento de Entomologia y Acarologia
de la Escuela Superior de Agricultura "Luiz
de Queiroz", Universidad de Sido Paulo,
Piracicaba, Brasil (latitud 22°42'51,0366"S,
longitud 47°37'41,556”0).

Para iniciar la cria de H. hampei se
recolectaron frutos de Coffea arabica,
que estuvieran infestados por broca, en
los municipios de Piracicaba (latitud
22°42'51,0366"S, longitud 47°37'41,556”
O) y Campinas (latitud 22°52'30,8274"S,
longitud 47°41'44,5584” O), Sao Paulo, Brasil,
los cuales fueron llevados al laboratorio de
biologia de insectos en el Departamento de
Entomologia y Acarologia de ESALQ-USP
en Piracicaba.

Los frutos recolectados fueron dispuestos
en cajas plasticas cubiertas con tela tipo tul.
Diariamente se realizd la recoleccion de
las hembras emergidas de los frutos, estos
insectos fueron transferidos a café pergamino
con humedad del 55% aproximadamente,
bajo condiciones de temperatura de 25+2°C,
humedad relativa de 65+£10% y escotofase
de 24 horas, para posteriormente recuperar
las hembras (G1= Generacion 1).

Las hembras (G,) recolectadas del café
pergamino fueron transferidas a recipientes
de vidrio (borosilicato 24-400, tipo screw
transparente, de 20 mL y dimensiones 28
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x 57 mm y tapa de rosca fenolica, con
revestimiento en PTFE/caucho, para recipientes
de vidrio 24-400, blancos), conteniendo 5
mL de dieta artificial (Tabla 1), para la
obtencion de los huevos para ser utilizados
en el experimento.

Tabla 1. Composicion de la dieta artificial Cenibroca
(15), para cria de Hypothenemus hampei.

Componente Cantidad®
Carregenina 10,0 g
Agua 993,0 mL
Café 150,0 g
Sacarosa 10,0 g
Caseina 150 ¢g
Levadura de cerveza 15,0 ¢g
Acido benzoico 1.0g
Solucion vitaminica® 7,4 ml
Sales de Wesson 08¢
Formaldehido 37% 2.650 uL
Me.thil parahydroxibenzoato 133 ¢
(Nipagin®) ’

*Giraldo-Jaramillo y Parra (15); ®Niacinamida: 1,00
g; calcio pantothenato: 1,00 g; Riboflavina: 0,50 g;
Thiamina: 0,25 g; Pyridoxina: 0,25 g; acido folico:
0,02 mg; Biotina: 0,02 mg; Vitamina B12 (1.000 mg/
mL): 2,00 mL.

Biologia de H. hampei en diferentes

humedades relativas del aire

La temperatura seleccionada para realizar
los bioensayos fue de 25+1°C, por ser la
condicién que presenta mejor desempeilo
en cuanto a la duracion y la sobrevivencia
de los estados inmaduros (14) y escotofase
de 24 horas. El experimento se mantuvo
en camaras climatizadas tipo BOD, con
humedades relativas controladas de 30+10%,
50+10%, 70£10% y 90+£10%.

Se tomaron huevos de 24 horas de
edad, procedentes de las hembras Gl, que
fueron colocados individualmente en cajas

de cultivo de 24 pozos de Techno plastic
products® referencia 920024, conteniendo la
dieta artificial para broca del café (3-4 mL
de dieta/pozo) (14, 15).

Para el acompafiamiento diario hasta
la fase adulta, para cada humedad relativa
fue evaluada una repeticion, constituida por
una poblacion de 400 individuos, colocando
un huevo por pozo, donde se contabilizo:
la duracion de desarrollo de cada estado
bioldgico y sobrevivencia desde huevo hasta
adulto. Las dietas al inicio del experimento
tenian una humedad del 55%-60%, la
humedad de las dietas fue determinada a
través del peso (medicion cada 5 dias),
cuando éstas se encontraban con menos
del 20% de humedad o con presencia de
microorganismos, eran reemplazadas por
nuevas. La normalidad y homocedasticidad
de los datos de duracion, sobrevivencia
de las fases de huevo, larva, prepupa y
pupa de H. hampei, fueron verificadas por
medio de las pruebas de Bartlett (P<0,05)
y Shapiro-Wilk (P<0,05).

Los parametros bioldgicos duracion y
sobrevivencia se compararon por el modelo
lineal generalizado GLM (familia Poisson).
Se realizaron comparaciones multiples por
contraste, con la prueba de Tukey (P<0,05)
en el programa SAS, Statistical Analyses
System (33).

RESULTADOS Y DISCUSION
en diferentes

Biologia de H. hampei
humedades relativas del aire

Para la duracion en dias, en los diferentes
estados de desarrollo no se observaron
diferencias estadisticas significativas (P<0,05),
pero en la viabilidad se presentaron diferencias
estadisticas en las humedades relativas
estudiadas (Tabla 2).
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En el estado de huevo, la duracion en
dias fue estadisticamente igual, pero en
la viabilidad se presentaron diferencias
en las humedades extremas (Tabla 2), los
huevos expuestos a las humedades del
30% y 90%, fueron afectados de diferente
manera. En las humedades bajas se observo
desecamiento del corion y, por ende, muerte
del embrion, mientras que en la humedad
del 90% se observo proliferacion de agentes
contaminantes tipo hongos. Estos resultados
son concordantes con los registrados por
Baker et al. (3), quienes mencionan que las
bajas humedades relativas (<50%) afectan
la sobrevivencia de los diferentes estados
biolégicos de H. hampei.

En el estado de larva se presentd un
comportamiento similar a la fase de huevo,
sin diferencias estadisticas significativas en
la duracion, pero la viabilidad fue diferente
en las humedades relativas extremas (30%
y 90%). Esta situacion puede explicarse,
debido a que las larvas en la humedad del
30% presentaron una mortalidad del 28%,
donde los insectos se apreciaban deshidratados,
asi mismo el sustrato alimenticio presento
pérdida de agua acelerada, haciéndolo poco
consumible por el insecto; en la humedad
relativa del 90%, fue comun la presencia
de agentes contaminantes tipo hongos, que
deterioran rapidamente el alimento y se
observaron larvas colonizadas por dichos

Tabla 2. Duracién y viabilidad media (+DE) de las fases de huevo, larva, prepupa, pupa, periodo huevo-adulto
de Hypothenemus hampei, en cuatro humedades relativas del aire constantes, en la dieta artificial Cenibroca

(15). Temperatura: 25+2°C y escotofase: 24 horas.

Duracion (dias) *

Humedad relativa (%)

N Huevo Larva Prepupa Pupa Huevo-adulto
30 400 4,2+0,6a 8,7+0,8a 4,9+0,9a 5,3+0,7a 233+13a
50 400 4,1£0,7a 8,8+09a 49+09a 54+06a 23,2413 a
70 400 44+0,5a 8,6+09a 50+£09a 53+0,7a 23,4+14a
90 400 42+0,7a 89+0,8a 49+09a 53+0,6a 23,4+13 a
F 0,922 3,008 0,008 1,685 1,082
gl 3 3 3 3 3
P 0,337 0,0832 0,928 0,195 0,298

Viabilidad (%)
Humedad relativa (%)

N Huevo Larva Prepupa Pupa Huevo - adulto
30 400 79£9,6b  72429Db 85+5,1a 97421 a 474340
50 400 92+33a 94429a 92+2.6a 98+1,0a 754€3,5a
70 400 96+1 a 90+1,6a 94+1,3a 96+1,1a 78+6,4 a
90 400 81+1,5b  78+2,9b 9143,1a 96+1.2a 5512 b
F 4,639 1,408 1,058 0,818 0,844
gl 3 3 3 3 3
P <0,0001  <0,0001 0,321 0,381 <0,0001

Promedios seguidos por la misma letra, en las columnas no son signficativamente diferentes (Tukey, P<0,05*) El nimero

de repeticiones es dado por el valor de n.
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organismos, lo cual posiblemente contribuy6
con la mortalidad de los mismos.

Las fases de prepupa y pupa no presentaron
diferencias estadisticas para la duracion y la
sobrevivencia, esta situacion puede deberse
a que en estas fases no hay proceso de
ingesta de alimento, razén por la cual,
el estado del sustrato alimenticio no es
determinante y las mortalidades registradas
pueden estar relacionadas con el desecamiento
o contaminacion de los estados bioldgicos.

La duracion total del ciclo de huevo
hasta adulto fue estadisticamente similar;
la sobrevivencia total presentd diferencias
en las humedades del 30% y 90% con
relacion a las otras evaluadas, este efecto
es el resultado de las bajas sobrevivencias
observadas en las fases de huevo y larva.

De acuerdo con Godfrey y Holtzer (16),
el periodo de incubacion y el porcentaje
de eclosion de los huevos de los insectos
pueden sufrir alteraciones debido a las altas
temperaturas y bajas humedades del aire o
del suelo. El presente trabajo demostro el
efecto que tiene la humedad relativa sobre
el desarrollo de H. hampei, sin afectar la
duracion de los estados inmaduros, pero si
su sobrevivencia; Baker ef al. (3) encontraron
que humedades relativas superiores al 93%
favorecen la sobrevivencia de los adultos,
pudiendo generar mas progenie, pero humedades
relativas inferiores del 55% tienen un impacto
negativo en la reproduccion y sobrevivencia,
debido a que las brocas adultas abandonan
los frutos muy posiblemente en busca de
mejores condiciones de humedad (2).

En esta investigacion las humedades
extremas (30%-90%) fueron menos favorables
para la sobrevivencia de los estados inmaduros,
ya que posiblemente la condicion del sustrato
alimenticio no fue conveniente para el insecto.

La temperatura y la humedad son dos factores
abiodticos importantes en la comprension de
las dinamicas poblaciones de H. hampei. De
acuerdo a trabajos desarrollados por Giraldo
(14) y Jaramillo et al. (21), existe una relacion
entre el desarrollo y sobrevivencia en funciéon
de la temperatura, a mayor temperatura
menor desarrollo y mayor sobrevivencia en
la franja térmica de 18 a 28°C, a partir de
esta temperatura el efecto sobre el insecto es
negativo, con mayor duracion de los estados
biologicos y disminucién en la sobrevivencia,
afectando asi parametros reproductivos, dando
como resultado menor cantidad de huevos
y menores tasas de crecimiento poblacional.

Estos resultados pueden ayudar a generar
o ajustar estrategias de control cultural,
implementadas dentro de un programa
de manejo integrado de broca del café
(MIB), debido a que, al manipularse el
microclima de los cafetales pueden generarse
condiciones poco favorables para el desarrollo
del insecto y que impacten la sobrevivencia
de los estados inmaduros. De acuerdo con
trabajos desarrollados por Chamorro et al.
(10), después de la cosecha pueden quedar
alrededor del 10% de frutos en el arbol y el
suelo, siendo esos frutos considerados como
reservorios, donde la broca puede continuar
con su reproduccion; ademas, los frutos en
el suelo durante periodos secos perduran
por mas tiempo, permitiendo la emergencia
de un mayor numero de insectos, hasta
por 100 dias (9), mientras que en periodos
lluviosos estos valores disminuyen (11),
posiblemente por las altas humedades del
suelo que favorecen la descomposicion de
los frutos, afectando la calidad del alimento
e impactando negativamente la sobrevivencia
de los estados inmaduros de broca del café.

Los frutos en el suelo son una problematica
recurrente en la caficultura de Colombia, esta
caida ocurre por factores climaticos, fisiologicos
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(1) y por las labores de cosecha (22), por
lo que se han desarrollado diversos trabajos
para minimizar esta pérdida y disminuir las
poblaciones de broca del café resultantes
de estos frutos (12). Podria estudiarse la
posibilidad de usar coberturas vegetales
muertas y microorganismos que ayuden a
la descomposicion en los platos del cafe,
ya que éstas ayudarian a incrementar la
humedad de esta zona, acelerando el proceso
de desintegracion de los frutos remanentes
en el suelo después de la cosecha y asi
disminuir la cantidad de brocas que podrian
emerger de ellos. Constantino ef al. (11),
encontraron que, por cada fruto de café
dejado en el suelo, a una temperatura media
de 22,5°C, pueden generarse alrededor de
590 individuos de H. hampei en un lapso
de cinco meses, mostrando la importancia
de minimizar el impacto de estos frutos.

El uso de coberturas vegetales en la
caficultura colombiana, es importante,
especialmente en aquellas regiones localizadas
a 10°22' N y -73°38'0, por los regimenes de
distribucion de las lluvias donde la alternativa
empleada para mitigar el impacto negativo
en el cultivo del café es la asociacion con
arboles de sombrio que ayuden a conservar
la humedad dentro del agrosistema. Farfan
et al. (13), evaluaron el efecto del uso de
coberturas muertas o mulch con efectos
favorables sobre la produccion de café,
abriendo la posibilidad de investigar el impacto
que puede tener el uso de estas coberturas
para ayudar a modificar las condiciones de
humedad del suelo en el plato y el impacto
sobre las poblaciones de broca en los frutos
del suelo.

También es necesario determinar el efecto
de la interaccion de la temperatura con la
humedad relativa, para determinar cuales
serian los efectos sobre el crecimiento de las
poblaciones de broca del café, que ayudarian

a soportar mejor el entendimiento de las
dinamicas que se observan en el campo y
asi ajustar mejor la toma de decisiones de
control.
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DETECCION DE Rosellinia pepo y Rosellinia bunodes
ASOCIADAS A LLAGAS RADICALES, MEDIANTE PCR EN
TIEMPO REAL (qPCR)
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La llaga radical causada por el hongo del suelo Rosellinia spp. es una enfermedad terminal en café (Coffea
spp.), debido a que las plantas no se recuperan luego de la infeccion y el area de los focos no tratados aumenta
con el tiempo. Se recomienda un manejo integrado para enfrentar los problemas causados por estos patégenos
en las zonas cafeteras colombianas, dada la dificultad de controlar los brotes que aparecen en los lotes. El
propdsito de este estudio fue desarrollar métodos especificos y sensibles, basados en PCR, para detectar
niveles de indculo remanentes, con el proposito de verificar la idoneidad del suelo para nuevas plantaciones
o de comprobar la recuperacion de sitios previamente afectados con el fin de replantar. Parejas de iniciadores
para PCR cuantitativo (QPCR) se disefiaron con base en secuencias obtenidas a priori, de marcadores AFLP
polimorficos. Se validaron por PCR convencional y PCR en tiempo real, cuatro combinaciones de iniciadores
que permitieron la discriminacion individual y simultanea entre las especies R. pepo y R. bunodes. Este es el
primer reporte de un diagnostico con herramienta de PCR para identificar especies de Rosellinia asociadas a
café en Colombia, y es el paso inicial para el desarrollo de herramientas de diagndstico de indculo en suelo
en el manejo de la enfermedad.

Palabras clave: Café, diagnostico de enfermedades, inoculo.

DETECTION OF Rosellinia pepo and Rosellinia bunodes ASSOCIATED WITH ROOT ROTS BY
REAL TIME PCR (qPCR)

Root rot caused by the soil-borne fungus Rosellinia spp. is a terminal disease in coffee (Coffea spp.) because
plants do not recover from the infection and the area of untreated foci grows with time. Due to the difficulty of
controlling the outbreaks that occur in plantation lots, an integrated management to face the problems caused
by these pathogens in the Colombian coffee zones is recommended. This study aimed to develop specific
and sensitive PCR-based methods to detect remaining inoculum levels in order to verify soil suitability for
new plantations or to check the recovery of previously affected sites for replanting purposes. Primer pairs
for quantitative PCR (qPCR) were designed based on sequences obtained a priori from polymorphic AFLP
markers. Four combinations of primers that allowed the individual and simultaneous discrimination between
the R. pepo and R. bunodes species were validated by conventional PCR and real-time PCR. This is the first
report of a diagnosis with PCR tool to identify species of Rosellinia associated with coffee in Colombia and
it is the initial step for the development of soil inoculum diagnostic tools for the management of the disease.

Keywords: Coftee, diseases diagnosis, inoculum.
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El género Rosellinia incluye muchas especies,
entre las cuales pocas son de reconocida
importancia por su efecto patogénico en
hospedantes comerciales. A pesar de que
estas especies causan grandes pérdidas
debido a su agresividad y al amplio rango
de plantas que atacan, las investigaciones
sobre este patégeno son limitadas en el
ambito cientifico internacional (23).

Entre las enfermedades del café que a nivel
mundial ocasionan la muerte de plantas se
encuentran las denominadas llagas radicales,
ocasionadas por especies del género Rosellinia,
una de las enfermedades mas destructivas
tanto en plantas de ciclo corto como perennes
(4, 7, 19, 23). Su dafio principal ocurre en
las raices, consumiendo progresivamente
los tejidos y ocasionando la muerte de las
plantas en cualquier estado de desarrollo.
Los sintomas externos de marchitamiento y
muerte de las plantas son evidentes cuando
el patégeno ha invadido completamente las
plantas y en las raices se observan los signos
del patdgeno, caracterizados por puntos y
estrias negras correspondientes a masas de
micelio cuando hay ataque de R. bunodes
o micelio en forma de estrellas en el caso
de R. pepo (4, 10, 16).

El incremento de ataques de llagas
radicales, tanto en café como en cultivos
asociados a éste, ha motivado la buisqueda de
nuevas medidas preventivas para el manejo
de focos de infeccion que eviten la muerte
de plantas de tardio rendimiento como lo
es el café. Sin embargo, por tratarse de un
patogeno del suelo, su manejo y control es
dificil en la mayoria de los casos, recurriendo
al manejo integrado mediante la eliminacion
rigurosa de residuos de raices, exposicion de
los focos a los rayos solares y aplicacion
de productos quimicos y microorganismos
antagonicos (8, 14). La erradicacion y
limpieza de sitios infectados, que es la

practica mas importante del manejo, es
en muchos casos de dificil realizacion en
cultivos perennes. Por tal motivo, se hace
necesario contar con estrategias efectivas
de monitoreo y diagndstico que se basen
en analisis microbiologicos de suelo, y que
mejoren los métodos convencionales que, no
siempre son faciles, econéomicos, de rapido
resultado o de amplia cobertura.

La reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) proporciona una alternativa confiable
para la identificacion y deteccion de hongos
patogenos (21). En comparacion con la PCR
convencional, la PCR cuantitativa (qQPCR) ofrece
mayor especificidad y sensibilidad, rapidez para
proporcionar datos fiables y puede detectar
multiples organismos simultaneamente (6, 12).
Agentes intercalantes como el SYBRgreen® y
sondas fluorogénicas como TagMan®, Molecular
Beacons y Scorpion™, son los principales
tipos de moléculas usadas para detectar
amplificacion por qPCR (17). A diferencia
de las sondas fluorogénicas, el SYBRgreen®
tiene la ventaja que no requiere el disefio
de fragmentos especificos complementarios al
DNA blanco, por lo cual puede ser utilizado
para la visualizacion directa de cualquier
producto de PCR en tiempo real. La tasa de
emision de fluorescencia de este colorante
aumenta notablemente cuando se une al DNA
de doble hélice (dsDNA). El incremento de
la cantidad de DNA sintetizado en cada ciclo
se refleja en un incremento proporcional de
la fluorescencia emitida (5, 11, 17).

La qPCR esta siendo utilizada para la
identificacion, deteccion y cuantificacion de
microorganismos fitopatdogenos como bacterias
(20, 26) y hongos en el suelo (2, 5, 11, 12,
21, 22). Especificamente en Rosellinia, el
método de Real-Time Scorpion-PCR ha sido
empleado para la deteccion y cuantificacion
de R. necatrix, en suelo y raices de aguacate
9, 18, 21, 22, 25).
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El objetivo del presente trabajo fue
desarrollar un método de diagnostico basado
en PCR de tiempo real para la identificacion
y deteccion de R. bunodes (Rb) y R. pepo
(Rp) tanto en café como en plantas asociadas
a este cultivo. Este es el primer reporte de
un ensayo de qPCR para la identificacion
y deteccion especifica de las especies de
Rosellinia asociadas a café.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Para el presente estudio se trabajo con
una colecciéon de DNA de 30 aislamientos,
obtenidos de raices de café y cultivos asociados
con sintomas y signos de llagas radicales,
previamente caracterizados e identificados como
R. pepo y R. bunodes (Tabla 1), incluyendo
como control negativo de amplificacion y
especificidad de los iniciadores ADN extraido
de un aislamiento de Xylaria sp.

Disefio de marcadores SCAR para qPCR

El disefio de marcadores creados a partir
de Regiones de Secuencias Caracterizadas
Amplificadas (SCAR, en inglés) para
la caracterizacién de Rosellinia spp.,
se realizé6 mediante la conversion de
marcadores de Fragmentos Amplificados
Polimorficos en Longitud (AFLP). A
partir de fragmentos de DNA generados
mediante las combinaciones EcoRI/Msel
(E-AA/M-A, E-AC/M-CTA y E-TC/M-
CTC), se seleccionaron marcadores AFLP
de diferentes tamafios (entre 200-500 pares
de bases) por grupos interespecificos. Las
bandas que fueron comunes en aislamientos
pertenecientes a una misma especie y que
estuvieran ausentes en la otra especie,
fueron eluidas del gel con la ayuda de una
punta de micropipeta y se colectaron en
tubos eppendorf con 50 pL de Acetato de
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Na 0,1M pH 6,0. Se seleccionaron cuatro
bandas comunes en diferentes aislamientos,
por cada marcador polimoérfico.

Las bandas eluidas fueron maceradas
con la ayuda de un pistilo y se sometieron
a un proceso de purificacion, previo a la
reamplificacion por PCR. El procedimiento
consistio en una desnaturalizacion a 95°C
x 5 min, seguido de un congelamiento
a -80°C x 5 min, descongelamiento a
temperatura ambiente y centrifugacion a
13.000 rpm x 5 min. El sobrenadante fue
extraido a un tubo nuevo y se adicionaron
dos volumenes de etanol frio al 100%,
mezclados por inversion y almacenados
a -20°C toda la noche. Las muestras se
centrifugaron a 13.000 rpm x 10 min, se
desecho la fase acuosa y el pellet de DNA
resultante se lavd dos veces con etanol
frio al 70%. Se seco durante 1 h en el
Eppendorf Vacufuge® Concentrator y se
resuspendié en 20 pL de bufer AE. El
DNA se amplifico por PCR inmediatamente
o se almaceno a -20°C.

Las re-amplificaciones fueron realizadas
en un volumen final de 20 pL, conteniendo
5 pL del DNA eluido del gel y purificado,
1X de bufer PCR, 2 mM de MgCl, 0,2
mM dNTPs, 0,3 ng del iniciador selectivo
EcoRI, 1,5 ng del iniciador selectivo Msel
y 0,5u de Taqg DNA polimerasa (Fermentas).
El programa de amplificacion comprendio
un ciclo inicial de denaturacion a 94°C x 3
min, seguido por 35 ciclos de denaturacion
a 94°C x 30 s, hibridacién de iniciadores
a 46°C x 45 s y extension a 72°C x 1
min; con un ciclo final de 72°C x 10
min. Los productos de PCR se evaluaron
en geles de agarosa al 3%, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados con luz
ultravioleta. Se clonaron los productos de
reamplificacion que presentaron el tamafo
esperado.




Tabla 1. Informacion de los aislamientos de Rosellinia spp. y Xylaria sp. utilizados para las pruebas de
caracterizacion molecular.

Aislamiento Identificacion Hospedante Localizaciéon Identificacion
molecular genbank
RMACCS7  Xylaria sp. M“fﬁg;”;‘g’gifgf d " Chinchina (Caldas) :
RMACQ46  Rosellinia pepo ~ acadamia integrifolia g\ o (Quindio)  JF263560
Maiden & Betche
RGUC 28 Rosellinia pepo Psidium guajava L. Chinchina (Caldas) JF263549
RGUC 45 Rosellinia pepo Psidium guajava L. Chinchina (Caldas) JF263548
RGUC 46 Rosellinia pepo Psidium guajava L. Chinchina (Caldas) JF263547
RCACC 35 Rosellinia pepo Theobroma cacao L. Palestina (Caldas) -
RCACC 36 Rosellinia pepo Theobroma cacao L. Palestina (Caldas) JF263559
RCACC 65 Rosellinia pepo Theobroma cacao L. Palestina (Caldas) JF263545
RCACC 66 Rosellinia pepo Theobroma cacao L. Palestina (Caldas) JF263558
RCACC 67 Rosellinia pepo Theobroma cacao L. Palestina (Caldas) JF263557
RCR 14 Rosellinia pepo Coffea arabica L. Pereira (Risaralda) JF263562
RCCR 14.2 Rosellinia pepo Coffea arabica L. Pereira (Risaralda) JF263550
RCR 24 Rosellinia pepo Coffea arabica L. Pereira (Risaralda) JF263561
RCC 60 Rosellinia pepo Coffea arabica L. Chinchina (Caldas) JF263554
RCC 64 Rosellinia pepo Coffea arabica L. Palestina (Caldas) JF263553
RCC 64.2 Rosellinia pepo Coffea arabica L. Palestina (Caldas) JF263552
RCC 67 Rosellinia pepo Coffea arabica L. Circasia (Quindio) JF263540
RCAUR 17 Rosellinia pepo Hevea bra;:irl;ensis Mall. Pereira (Risaralda) JF263556
RCAUR 18 Roselliniapepo ~ 11€7¢4P ”’Xr’:”m Mall. b eira (Risaralda) ~ JF263555
RMACC4S  Roselliniapepo  C044mia IMe8TOe ciincping (Caldas)  JF263546
RGUAMQ 1 Rosellinia pepo Inga edulis (Vell) Mart Circasia (Quindio) -
RCQ 48 Rosellinia bunodes Coffea arabica L. Circasia (Quindio) JF263544
RCQ48.2  Rosellinia bunodes Coffea arabica L. Circasia (Quindio) JF263537
RCQ 51 Rosellinia bunodes Coffea arabica L. Quimbaya (Quindio) -
RCQ 60 Rosellinia bunodes Coffea arabica L. Quimbaya (Quindio) JF263543
RCQ 65 Rosellinia bunodes Coffea arabica L. Circasia (Quindio) JF263542
RCQ 67 Rosellinia bunodes Coffea arabica L. Chinchina (Caldas) JF263551
RCQ 67.2  Rosellinia bunodes Colffea arabica L. Circasia (Quindio) JF263539
RCQ 68 Rosellinia bunodes Coffea arabica L. Circasia (Quindio) JF263538
RCQ 68.2  Rosellinia bunodes Colffea arabica L. Quimbaya (Quindio) -
RCQ 66 Rosellinia bunodes Colffea arabica L. Circasia (Quindio) JF263541
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El procedimiento de clonacion se realizo
en medio de cultivo LB, en estado liquido
y so6lido. Se tomaron 2 pL de cada mezcla
por marcador y se ligaron en el vector
pGEM®-T Easy Vector System I (Promega).
La transformacion se realizd empleando
células competentes One Shot® Mach1™-T1R
de Escherichia coli (Invitrogen), que fueron
cultivadas en medio LB agar con ampicilina
durante 16 h. Posteriormente, por cada
fragmento clonado se repicaron diez colonias
blancas, las cuales fueron cultivadas en medio
LB agar con ampicilina. Simultaneamente, se
realiz6 una PCR de colonia para confirmar la
presencia del fragmento de interés, utilizando
los iniciadores universales SP6 y T7. Las
reacciones de amplificacion contenian 1X
de bufer PCR, 2,5 mM de MgCI2, 0,2
mM dNTPs, 0,4 uM de cada iniciador y
0,5u de Taq DNA polimerasa (Fermentas).
El programa de amplificacion consistio de
una denaturacion inicial a 94°C x 3 min,
seguida de un ciclo a 94°C x 30 s, 57°C
x 30 s y 72°C x 2 min; 35 ciclos a 94°C
x 30 s, 52°C x 30 s, 72°C x 2 min, y un
ciclo de extension final a 72°C x 10 min.

Los productos de PCR de cada colonia
se visualizaron en geles de agarosa al 1,5%,
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
con luz ultravioleta. El DNA plasmidico de las
colonias seleccionadas se purifico utilizando
el Kit QIAprep Miniprep (Qiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Finalmente,
los plasmidos purificados se enviaron a
Macrogen (Korea) para su secuenciacion en
ambas direcciones, usando los iniciadores
universales T7/SP6. Las secuencias resultantes
para cada marcador fueron evaluadas por
parametros de calidad (valor minimo de
Phred igual a 30) y por tamafio esperado.

Las secuencias consenso de DNA de las
bandas AFLP cortadas se usaron para el
disefio de iniciadores SCAR, empleando los
programas Batchprimer3'y Primer3 Plus?. Los
iniciadores disefiados fueron sometidos a un
analisis empleando el programa Amplify 3°.

PCR convencional

Con el fin de determinar la capacidad de los
marcadores SCAR para diferenciar cada una
de las especies de Rosellinia, se evaluaron
22 combinaciones de iniciadores mediante
amplificaciones PCR. Las reacciones de
amplificacion se realizaron en un volumen
final de 20 pL, los cuales contenian: 20
ng de ADN, 1X de bufer PCR, 1,5 mM de
MgCl12, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de cada
iniciador y 0,5 u de Taq DNA polimerasa
(Fermentas). La amplificacion consistié de
un ciclo inicial a 94°C x 4 min, seguido de
35 ciclos a 94°C x 45 s, 55°C x 30 s, 72°C
x 60 s, y un ciclo final a 72°C x 10 min.
El tamafio de los amplicones se evalud por
electroforesis, en geles de agarosa al 1,5%.
Los geles se tifieron con bromuro de etidio
y se visualizaron con luz ultravioleta. Las
combinaciones de iniciadores SCAR que
mostraron amplificaciones especificas se
seleccionaron para realizar la genotipificacion
de Rosellinia spp. mediante qPCR.

Real-Time PCR (qPCR)

Para realizar las pruebas de estandarizacion
mediante qPCR se utiliz6 DNA de cinco
asilamientos de la poblacion de estudio de
Rosellinia spp. (dos de R. pepo, dos de R.
bunodes y uno de Xylaria sp., como control
negativo de amplificacion). Se evaluaron 12
combinaciones de iniciadores, previamente

"http://probes.pw.usda.gov/cgi-bin/batchprimer3/batchprimer3.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

3http://engels.genetics.wisc.edu/amplify/
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seleccionados por PCR convencional, con
el fin de seleccionar marcadores SCAR
que permitieran discriminar entre especies
de Rosellinia spp. asociadas a café. Los
marcadores SCAR mas eficientes se evaluaron
con DNA de 29 aislamientos de Rosellinia
spp., 19 aislamientos de R. pepo y diez de
R. bunodes, para determinar la eficiencia de
discriminacion de cada marcador.

El fluorocromo usado en las pruebas fue
el QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
(Qiagen). Las reacciones se realizaron en un
volumen de 20 pL, el cual contenia 20 ng
de ADN, 1X ¢qPCR master mix y 1 pM de
cada iniciador. La amplificacion se realizé en
un termociclador BIORAD C1000™ Thermal
Cycler con un modulo de cabezote CFX96
Real-time System. El programa de amplificacion
consistié en una denaturacion inicial a 95°C x
10 min, seguida de 39 ciclos con denaturacion
a 94°C x 30 s, anillamiento a 60°C x 30 s
y extension a 72°C x 30 s; al finalizar la
extension, en cada ciclo se realizdé una lectura
de fluorescencia del SYBR Green. La curva de
Melting se efectud con un rango de temperatura
desde 55°C hasta 95°C, realizando lecturas cada
0,2°C y manteniendo la lectura Is.

Las reacciones se corrieron en duplicado o
triplicado. El analisis de las muestras se realizo
con base en la curva de Melting y los valores
Ct. Para verificar la contaminacion cruzada,
se incluyeron controles de agua ultrapura en
todos los montajes de las reacciones de qPCR.
Los materiales empleados se descontaminaron
con el producto “DNA Away” (Molecular
BioProducts), y se emplearon puntas con
filtro para minimizar la contaminacion.

Deteccion de Rosellinia spp. en suelo
infestado artificialmente

El indculo de R. pepo y R. bunodes se preparo
segun la metodologia reportada por Paulitz y

Schroeder (15), con algunas modificaciones.
Se adicionaron 250 g de arroz parbolizado
y 250 mL de agua, en bolsas selladas y el
material se dispuso en autoclave dos veces
por 90 min, en dos dias consecutivos. Las
bolsas se sembraron con cuatro discos de un
cultivo de Rosellinia spp. de dos semanas,
crecido en medio AEM (Agar Extracto de
Malta). Las bolsas fueron homogeneizadas una
vez por semana e incubadas a temperatura
ambiente, por cuatro semanas. Los granos
colonizados se emplearon como indculo de
Rosellinia spp.

Para realizar las pruebas de deteccion
del patégeno en suelo, el indéculo se mezclod
con suelo seco en diferentes cantidades de
granos de arroz colonizado por gramo de
suelo (0,025 g, 0,050 g, 0,100 g, 0,200 g,
0,300 g, 0,400 g, 0,600 g). La mezcla se
homogeneizo y empled para la extraccion de
DNA inmediatamente. Para cada muestra, la
extraccion de DNA se realizé en triplicado
usando el Ultra Clean Soil DNA extraction
Kit (MoBio Laboratorios), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Un microlitro del DNA extraido fue usado
para evaluar la especificidad de los iniciadores
en la deteccion e identificacion del patdogeno
en el suelo, mediante la amplificacion por
gPCR. Las reacciones incluyeron testigos con
DNA de suelo sin infestar y el analisis de los
datos para determinar la concentracion a la
cual puede empezarse a detectar el patogeno
se realizd como se describié anteriormente.

RESULTADOS
Disefio de marcadores SCAR para la
identificacion y deteccion de Rosellinia spp.

asociadas a llagas radicales

A partir de 28 marcadores AFLP interespecificos,
generados con las combinaciones E-AA/M-A,
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E-AC/M-CTA y E-TC/M-CTC, se disefiaron
marcadores SCAR para R. bunodes y R. pepo.
La denominaciéon de los marcadores consta
primero de la combinacion de iniciadores a
la que pertenece y después del niimero de
la banda polimorfica en dicha combinacion.

Se logr6 la reamplificacion de 12 marcadores
especificos para R. pepo y 15 marcadores
para R. bunodes, de los cuales solamente
18 fueron clonados (ocho para Rp y diez
para RD). Por cada marcador clonado se
seleccionaron diez colonias transformadas,
a las cuales se les realiz6 PCR de colonia
para verificar la presencia del inserto. Segiin
el tamafio esperado para cada fragmento
y teniendo en cuenta que la longitud del
mismo seria superior al esperado, puesto
que los sitios de unién de los iniciadores
T7/SP6 se encuentran distanciados del sitio

de clonacién, por marcador se seleccionaron
cinco colonias que contenian el fragmento
de interés, lo cual permitié obtener un total
de 98 clones secuenciados (Tabla 2).

Laedicion de secuencias se realizé empleando
el software CodonCode Aligner. Como resultado
del proceso de limpieza de las 196 secuencias
obtenidas, se descartaron 11 secuencias del
analisis debido a que presentaron valores Phred
inferiores a 30. Las 187 secuencias restantes
se analizaron y ensamblaron para verificar la
homologia de secuencia entre clones de un
mismo marcador. A partir de la formacion
de contigs, se descartaron las secuencias que
formaron singletons, al igual que secuencias
de clones que presentaron formacion de dos
0 mas contigs dentro de un mismo marcador.
El analisis de los contigs formados determind
que los marcadores difieren en secuencia uno

Tabla 2. Tamaio de fragmentos amplificados y nimero de clones secuenciados para cada marcador AFLP.

Nimero ID marcador Longitud (pb) No. clones secuenciados
1 AAA 1 500 5
2 AAA 3 450 6
3 ACCTA_1.1 400 5
4 ACCTA 1.2 400 7
5 ACCTA 2 350 5
6 ACCTA 3 350 5
7 ACCTA 4 350 5
8 ACCTA_S 500 5
9 ACCTA_6 450 6
10 ACCTA_7 400 5
11 ACCTA_8 350 6
12 ACCTA_9 350 5
13 TCCTC_1 500 5
14 TCCTC_5 650 5
15 TCCTC_6 650 6
16 TCCTC_ 7 550 6
17 TCCTC_8 400 6
18 TCCTC_9 400 5
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del otro. Solamente los marcadores ACCTA
1.1 y ACCTA 3, especificos para R. pepo, se
agruparon dentro de un mismo contig.

Finalmente se seleccionaron los contigs de
seis marcadores AFLP para R. pepo y nueve
para R. bunodes, para el disefio de marcadores
SCAR. Las secuencias consenso se cargaron
en el programa Batchprimer3, cambiando
las opciones de tamafio de producto con un
minimo de 80, optimo de 110 y maximo de
150, y Tm minima de 55, 6ptima de 60 y
maxima de 63. Los iniciadores generados,
Forward and Reverse, se sometieron a un
analisis empleando el programa Amplify para
descartar las combinaciones de iniciadores que
generaban dimeros y productos inespecificos.
Se seleccionaron 11 combinaciones de
iniciadores promisorias como marcadores
SCAR, cuatro disefiadas para R. pepo y
siete para R. bunodes. Adicionalmente, con
el programa Primer3 Plus se disefiaron
iniciadores para qPCR, los cuales fueron
igualmente evaluados para la formacion
de dimeros y productos inespecificos. Este
programa generd 13 combinaciones de
posibles marcadores SCAR, cinco para R.
pepo 'y ocho para R. bunodes. En total, se
generaron 24 combinaciones de iniciadores,
promisorias como marcadores SCAR para la
genotipificacion de Rosellinia spp. en café
y cultivos asociados a éste.

Especificidad de marcadores SCAR

La PCR se optimizé evaluando diferentes
temperaturas de anillamiento, 50°C, 52°C,
55°C, 57°C y 60°C. La temperatura Optima
de anillamiento fue de 55°C, debido a que a
temperaturas superiores o inferiores se observaron
productos de amplificacion inespecificos.

La especificidad de las 24 combinaciones
de marcadores SCAR se evalud6 mediante
PCR convencional, con DNA de R. pepo

y R. bunodes. Se confirmoé la amplificacion
de un solo fragmento de DNA del tamaiio
esperado para todos los aislamientos de
Rosellinia spp. y no se detectdé amplificacion
para Xylaria sp., con 12 marcadores. Diez
combinaciones amplificaron positivamente
solo para R. bunodes y dos para R. pepo
(Tabla 3). Las demas combinaciones evaluadas
se descartaron del estudio puesto que no
permitieron diferenciar entre especies ni
presentaron especificidad.

Genotipificacion de R. bunodes y R. pepo
mediante qPCR

La estandarizacion de la técnica se realizd
evaluando diferentes temperaturas de
anillamiento desde 53°C hasta 63°C, usando
un gradiente de temperatura. La temperatura
optima de anillamiento fue 60°C, reduciendo
el numero de combinaciones de iniciadores
promisorias para la genotipificacion de
Rosellinia spp.

Se presentaron cuatro combinaciones con
amplificaciones especificas, que permitieron
discriminar exitosamente entre R. pepo y R.
bunodes. Se genotipificaron exitosamente
dos combinaciones para R. pepo y dos para
R. bunodes (Tabla 4). La denominacion de
los iniciadores se redujo a las iniciales del
programa de disefio, seguido del nimero del
contig de la secuencia, consenso a partir de
la cual fueron disefiados y, por ultimo, el
tamafio del producto que generan.

La especificidad de las cuatro combinaciones
de marcadores SCAR Optimas para la
genotipificacion de Rosellinia spp. se evalud
usando DNA de 29 aislamientos de Rosellinia
spp. y un aislamiento de Xylaria sp. Las
curvas de Melting mostraron un solo pico en
todos los casos, evidenciando la especificidad
de la reaccion y permitiendo la diferenciacion
entre aislamientos de R. pepo y R. bunodes.
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Tabla 4. Marcadores SCAR o6ptimos para la genotipificacion de R. bunodes y R. pepo mediante qPCR.

No. ID Primer Marcador Secuencia iniciadores FORWARD Y T°
Scar SCAR ID REVERSE (5°-3’) Melting
| PP Contig9 104 F CCACACTAATGCAGCCAATC 6.6
PP Contig9 104 R R GGCTAACGGGAAAGTGAAAG ’
. pepo
) PP Contigl2 121 F2 pep TCTCATCGCCATACTCTTGG 1.8
PP Contigl2 121 R2 CACTTTGATCTTGGCCTGAC ’
3 PP Contigl5 70 F CGAGCAACCATGAACACC 26
PP Contigl5 70 R CACCCAACGGATAAACCAC
- R. bunodes
4 PP Contigl5_81 F2 CGAGCAACCATGAACACC 74
PP Contigl5 81 R2 AAGCTGACATCCACCCAAC ’

Las combinaciones PP Contig9 104
y PP Contigl2 121 resultaron en picos
unicos para R. pepo, con Tm de 76,6 y
78,8°C, respectivamente (Figura 1). Ambas
combinaciones arrojaron porcentajes de
discriminacion del 100%, lo cual evidencia
la especificidad de los iniciadores en la
genotipificacion de la especie. Los valores
Ct oscilaron entre 24 y 32 ciclos.

Las combinaciones PP Contig 15 70
y PP Contigl5 81 arrojaron picos Unicos

de amplificacion para R. bunodes, con
Tm de 77,4 y 76,0°C, respectivamente
(Figura 2). La combinacion PP Contigl5 70
permitié un porcentaje de discriminacion
del 100%, mientras que la combinacion
PP Contigl5 81 presentd un porcentaje
de discriminacion del 70%. No obstante,
a pesar de que esta ultima combinacion
no permitio la amplificacion de todas
las muestras positivas, fue exitosa para
diferenciar claramente entre especies. Los
valores Ct oscilaron entre 30 y 37 ciclos.
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Figura 1. Genotipificacion de Rosellinia pepo mediante qPCR: a. Comportamiento de la curva de Melting
usando la combinacion de marcadores SCAR PP Contig9 104; b. Comportamiento de la curva de Melting
usando la combinacion PP Contigl2 121.
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Figura 2. Genotipificacion de Rosellinia bunodes mediante qPCR: a. Comportamiento de la curva de Melting
usando la combinacién de marcadores SCAR PP Contigl5_70; b. Comportamiento de la curva de Melting

usando la combinacion PP Contigl5_81.

En todos los casos, el analisis de las
curvas de Melting mostro una gran diferencia
entre la fluorescencia emitida por muestras
positivas y la emitida por muestras negativas.
No se observo amplificacion del DNA de
alguno de los controles negativos, con
tres de las combinaciones evaluadas. La
combinacion PP Contigl5 81 mostré un
leve aumento en la fluorescencia para el
aislamiento de Xylaria sp., pero la Tm
difirié con respecto a las muestras positivas,
permitiendo diferenciar claramente muestras
positivas de controles negativos.

Deteccion de R. bunodes 'y R. pepo en suelo
infestado artificialmente

El kit empleado para la obtencion de DNA
de suelo permiti6 la extracciéon de un
DNA adecuado para las amplificaciones en
aproximadamente 2 h. El ensayo realizado
permitié detectar R. bunodes y R. pepo en
suelo infestado artificialmente, mediante
SCAR-qPCR. Con base en los valores Ct del
experimento anterior, se probaron diferentes
concentraciones de inoculo para cada especie

de Rosellinia. Dado que R. bunodes presentd
detecciones mas tardias, Ct entre 30 y 37,
las concentraciones mas bajas se probaron
para esta especie y las mas altas para R.
pepo. El limite de deteccion fue de 100
mg.g"! de suelo.

Los marcadores evaluados, ademas de
permitir la deteccion individual de Rosellinia
spp., permitieron desarrollar un ensayo
de deteccion simultanea. PCR Multiplex,
empleando las combinaciones PP Contig
12 121 y PP Contigl5 70, permitié detectar
¢ identificar claramente las especies de
Rosellinia inoculadas en el suelo (Figura 3).
La emision de fluorescencia estuvo relacionada
con la concentracion del hongo inoculada, a
mayor concentracion menor Ct. Los valores
Ct para R. bunodes estuvieron entre el rango
de 34 (400 mg) a 37 (100 mg), y para R.
pepo entre 25 (600 mg) y 28 (400 mg).
El DNA no fue amplificado o detectado en
alguno de los controles que contenian DNA
extraido de suelo infestado naturalmente,
ni de los controles que contenian agua en
lugar de DNA.
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Figura 3. Deteccion en suelo infestado artificialmente de R. bunodes y R. pepo mediante qPCR, usando las
combinaciones SCAR PP Contig 12 121 (Tm 78,8) y PP Contigl5 70 (Tm 76,0).

Los resultados confirman la especificidad
y utilidad de los marcadores SCAR disefiados
para la genotipificacion de R. bunodes y
R. pepo, tanto en café como en cultivos
asociados. Sin embargo, estos marcadores no
permiten la deteccion de DNA del patdégeno
en suelos recolectados en lotes con presencia
de la enfermedad.

DISCUSION

Diversos reportes destacan el uso de marcadores
SCAR como herramienta ttil para la deteccion
de patégenos (1, 3). El presente estudio
reporta el uso de marcadores SCAR para la
deteccion especifica de R. bunodes y R. pepo,
asociados a llagas radicales. La especificidad
de dichos marcadores se evaluéo en DNA de
30 aislamientos de Rosellinia recolectados en
diferentes localidades de la region cafetera,
tanto en café como en cultivos asociados a
éste. El nimero de aislamientos evaluados
estuvo limitado debido a la complejidad de
la obtencion del patogeno en el laboratorio, a
su lento crecimiento en medio y a problemas
de contaminacion.

La conversion de marcadores polimdrficos
AFLP a marcadores SCAR, arrojé cuatro
combinaciones de marcadores SCAR que
permiten discriminar entre especies de
Rosellinia mediante el uso de la técnica
qPCR usando SYBR® Green. Los ensayos
realizados demuestran repetidamente que los
marcadores disefiados son altamente especificos
para la deteccion de R. bunodes y R. pepo.
La presencia de falsos positivos para las
muestras evaluadas puede excluirse, puesto que
todas las muestras positivas se recolectaron
de campos en los cuales el patogeno habia
sido plenamente aislado e identificado y todas
las muestras mostraron sintomas y signos
especificos de llagas radicales.

Uno de los principales inconvenientes
al trabajar con agentes intercalantes, es su
baja especificidad debido a que se unen de
manera indistinta a productos generados
inespecificamente o a dimeros de iniciadores,
muy frecuentes en la PCR (5, 17). Sin
embargo, en este estudio el uso de SYBR®
Green no afect6 la calidad de los resultados
obtenidos. Se demostro la eficiencia de los
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marcadores SCAR en la deteccion especie-
especifica y al emplear condiciones de
reaccion oOptimas se disminuyo el riesgo de
formacién de dimeros.

De igual forma, la especificidad de
dichos marcadores se corrobord al evaluar
la temperatura de fusion de los fragmentos
amplificados (Tm = temperatura a la que el 50%
del DNA de la molécula esta desnaturalizado).
La curva de Melting de un producto es
dependiente de su contenido GC, longitud
y secuencia, lo cual permite su utilizacion
en la identificacion de los productos de
PCR. El analisis de los picos Melting ofrece
un método de diferenciacion de productos
completamente integrado con PCR. Similar al
tamafio por electroforesis en gel, el analisis
de los picos Melting puede ser usado para
identificar productos amplificados (17). Dicho
analisis determind que cuatro combinaciones
de marcadores SCAR arrojaron picos unicos
de amplificacion. Las combinaciones PP
Contig9 104 y PP Contigl2 121 resultaron
en picos unicos para R. pepo (Tm de 76,6 y
78,8°C, respectivamente), y las combinaciones
PP Contig 15 70 y PP Contigl5 81 arrojaron
picos Unicos de amplificacion para R. bunodes
(Tm de 77,4 y 76,0°C, respectivamente). Sin
embargo, es necesario analizar detalladamente
la especificidad de los mismos, ampliando
el rango y niimero de especies de Rosellinia
evaluadas.

La sensibilidad de la técnica fue evaluada
empleando diferentes concentraciones de
inoculo por gramo de suelo. Las concentraciones
de in6culo evaluadas para cada especie de
Rosellinia, variaron segun los valores Ct
obtenidos en la deteccion del DNA del
patogeno extraido de raices con sintomas de
llaga radical. Se probaron concentraciones
altas en R. pepo (200, 300, 400 y 600 mg
por gramo de suelo) y bajas en R. bunodes
(25, 50, 100, 200 y 400 mg.g"' de suelo),
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puesto que su deteccion fue mas tardia
(Ct promedio 34). Sin embargo, puede
concluirse que el limite de deteccion de la
técnica desarrollada en este estudio es de
100 mg de hongo por gramo de suelo. Es
importante resaltar que tanto R. bunodes
como R. pepo solo pudieron ser detectadas
en suelos infestados artificialmente, pero no
en suelos naturales, recolectados en lotes
con presencia de la enfermedad.

A pesar de que el método evaluado
permitio detectar R. bunodes y R. pepo en
suelos inoculados artificialmente, es posible
que la incapacidad de deteccidon en suelos
naturales esté ligada a la calidad del DNA
extraido. Diversos factores pueden afectar la
deteccion de un microorganismo en suelo usando
qPCR. Entre los factores mas importantes se
resalta la capacidad de union del DNA a la
superficie de las particulas del suelo, lo cual
puede influir en la eficiencia de la extraccion
de DNA (11, 13). Adicionalmente, el efecto
de la co-extraccion de inhibidores de PCR
también es importante en la eficiencia de
la amplificacion al trabajar con muestras de
suelo. La presencia de sustancias humicas,
las cuales son fuertes inhibidores de PCR,
posiblemente por que interactian con la DNA
polimerasa o interfieren en la unioén de los
iniciadores al DNA molde, puede reducir
considerablemente el limite de deteccion
(11, 24). En el caso de deteccion de R.
necatrix se reporta el uso de iniciadores
convencionales y Scorpion para la deteccion
en suelo mediante Scorpion-PCR anidada (21,
22). Se requieren esfuerzos para el desarrollo
de un método de deteccion cuantitativo con
el fin de facilitar estudios para determinar el
nivel de in6culo de Rosellinia spp. necesario
para el desarrollo de la enfermedad.

La meta final de este estudio es ofrecer
un analisis rapido, especifico y sensible
de deteccion y cuantificacion en suelo de




R. bunodes y R. pepo. Las herramientas
moleculares desarrolladas en este estudio
constituyen un importante avance en el
conocimiento de la biologia del patdgeno,
su interaccion con el hospedante y otros
patéogenos de café, y su supervivencia
en suelo. Este es el primer paso para el
desarrollo de un método de diagnostico del
patogeno en raices y suelo, cuya utilidad en
forma temprana, asi como en la evaluacion
de la respuesta de germoplasma de café,
que eventualmente pueda mostrar tolerancia
o resistencia a dicho patdgeno.
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DIVERSIDAD GENETICA DE Metarhizium spp. DE LA ZONA
CAFETERA COLOMBIANA
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La estimacion de la diversidad es un factor determinante para conservar y aprovechar los recursos genéticos presentes
en el medio ambiente. Con el fin de contribuir al conocimiento de la diversidad genética de los hongos controladores
bioldgicos de insectos de la zona central cafetera colombiana, mediante técnicas moleculares se estudiaron las
poblaciones del hongo Metarhizium spp. La evaluacion de la diversidad genética se realizo mediante la secuenciacion
de las regiones espaciadoras transcritas de los genes ribosomales (ITS) y de los exones de la region 3” del gen de
la beta-tubulina, y por medio de la amplificacion de fragmentos polimorficos en sus sitios de restriccion (AFLPs).
Se evaluaron 33 aislamientos recolectados en la zona cafetera. Las diferencias entre los organismos se analizaron
mediante la construccion de matrices de similitud a partir de 203 marcadores AFLPs, utilizando el indice de Jaccard.
Los aislamientos se agruparon mediante el algoritmo UPGMA y el analisis de coordenadas principales PCOORDA.
Lassecuencias deregiones ITSs y beta-tubulina de aislamientos representativos de los grupos obtenidos, se compararon
con secuencias existentes en GenBank y se analizaron mediante alineamiento multiple usando CLUSTAL. Seratificé la
existencia de tres grupos intra-especificos para Metarhizium anisopliae, que no tienen relacion con origen geografico,
tipo de cultivo, ni hospedero. El analisis de DNA ribosomal ubica a todos los aislamientos obtenidos dentro de la
subespecie M. anisopliae anisopliae, con estado perfecto en Ascomycetes Clavicipetales. Metarhizium presentd dos
genes de beta-tubulina, que pueden corresponder a dos alelos o a una familia, pero con significancia taxonomica.

Palabras clave: Enemigos naturales, bioprospeccion, café, hongos.

GENETIC DIVERSITY OF Metarhizium spp. OF THE COLOMBIAN COFFEE ZONE

Diversity assessment is a key factor to preserve and exploit the genetic resources of the environment. In order to
contribute to the knowledge on genetic diversity of fungi for the biological control of insect pests of the Colombian
coffee central zone, the populations of the Metarhizium spp. fungus were studied by means of molecular techniques.
The assessment of genetic diversity was made by sequencing the transcribed spacer regions of the ribosomal genes
(ITS) and the exons of region 3 of the beta-tubulin gene, and by amplifying polymorphic fragments in their restriction
sites (AFLPs). Thirty-three isolates collected in the coffee zone were evaluated. Differences between organisms
were analyzed by constructing similarity matrices from 203 AFLP markers, using the Jaccard index. The isolates
were grouped by the UPGMA algorithm and the PCOORDA main coordinate analysis. The sequences of ITSs and
beta-tubulin regions of isolates representative of the groups obtained were compared with existing sequences in the
GenBank and analyzed by multiple alignment using CLUSTAL. The existence of three intra-specific groups for
Metarhizium anisopliae, that have no relation with geographical origin, type of crop, or host was confirmed. The
analysis of ribosomal DNA locates all the isolations obtained within the subspecies M. anisopliae anisopliae, with
perfect condition in Clavicipetal Ascomycetes. Metarhizium had two beta-tubulin genes, which may correspond to
two alleles or one family, but with taxonomic significance.

Keywords: Natural enemies, bioprospecting, coffee, fungi.
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La riqueza de biodiversidad en poblaciones
de hongos, generalmente se refiere al
numero de géneros y especies que pueden
encontrarse en un ambiente determinado; sin
embargo, una buena parte de esta riqueza se
encuentra escondida dentro de las especies,
en las poblaciones (7). Hasta el momento,
esta biodiversidad solamente se apreciaba
mediante observaciones de invernadero
o laboratorio que involucraban pruebas
de patogenicidad, reacciones bioquimicas
o delicadas apreciaciones microscopicas.
Desafortunadamente, estas caracteristicas
fenotipicas se hallan influenciadas por el
medio ambiente, ademas de ser escasas. Por
ejemplo, las caracteristicas de produccion de
conidias son inestables, ya que dependen
de diferentes condiciones de cultivo o
aparecen so6lo después de varios subcultivos,
por lo cual no es un sistema confiable
de clasificacion taxonomica (9). Por estas
razones, la dependencia en las caracteristicas
morfologicas puede llevar a conclusiones
erroneas en cuanto a la variabilidad genética
de una poblacion.

La estimacion de la diversidad es una
condicion importante para conservar y
aprovechar los recursos genéticos presentes
en el medio ambiente. Como primera
medida, permite la separacion de genotipos
morfoldégicamente similares, proveyendo al
mismo tiempo un método de identificacion de
cepas o de deteccion y rastreo de genotipos
particulares en el medio ambiente. De otro
lado, la diferenciacion de aislamientos dentro
de una misma especie ofrece la posibilidad
de maximizar el nimero de candidatos
diferentes para ser evaluados en pruebas de
control bioldgico, o de determinar el tamafio
representativo de la muestra a recolectar en
estudios de campo. Finalmente, la estimacion
de la variabilidad de una poblacion permite
deducir comportamientos reproductivos
importantes en la dindmica del organismo en

el campo, importante para trabajos de flujo
genético en poblaciones locales, cuando se
liberan cepas foraneas (2).

Como alternativa al uso de caracteristicas
fenotipicas, las técnicas moleculares se han
presentado como una herramienta valiosa para
varias disciplinas, entre ellas, la sistematica.
El desarrollo de marcadores moleculares
permite estudiar las poblaciones sin influencia
del medio ambiente, de forma muy amplia,
debido a la gran cantidad de informacion
presente en el DNA, y de una manera
muy repetible y objetiva. Dentro de las
aplicaciones de los métodos moleculares
en la sistematica estan la determinacion de
relaciones entre los grupos de hongos y la
aclaracion de conceptos sobre las distintas
especies. En este ultimo caso, la aplicacion
de las técnicas de marcadores moleculares ha
permitido definir patrones filogenéticos que no
concuerdan con las morfologias observadas,
asi como encontrar nuevas relaciones entre
organismos aparentemente distantes (7).

Este trabajo propone hacer una exploracion
de esa diversidad intraespecifica del controlador
biologico Metarhizium spp., proveniente de
muestreos de campo en la zona cafetera
central de Colombia, con el fin de potenciar
su aprovechamiento comercial de una
manera ecolégicamente razonable y proveer
herramientas en la proteccion de la propiedad
intelectual de estos organismos.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de hongos de suelo. Se utilizaron
trampas con larvas de Galleria mellonella
para recuperar los hongos entomopatoégenos,
asi: se escogieron cinco arboles o sitios
de cada uno de dos transectos delimitados
en cada lote. Con la ayuda de una pala
de jardineria se removio el suelo en el
plato de cada arbol o sitio seleccionado
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a 12 cm de profundidad y se tomd una
muestra de 500 g de suelo, que se deposito
en bolsas de plastico negro. Cada muestra
de suelo se desmorondé manualmente y se
introdujo en un recipiente plastico que
contenia diez larvas de ultimo instar de G.
mellonella. Los recipientes permanecieron
a temperatura ambiente durante diez dias,
luego de los cuales se retird el suelo de los
recipientes para facilitar la busqueda de las
larvas. Aquellas larvas que se recuperaron
se clasificaron como vivas, muertas por
infeccién con un entomopatégeno y otros.
Las larvas muertas se depositaron en una
camara humeda para permitir el desarrollo
de la infeccion de los hongos y facilitar la
identificacion del patogeno. A partir de las
larvas que presentaron signos de infeccion
por hongos, se hizo el aislamiento mediante
siembra directa, transfiriendo una porcion
de micelio a una caja de Petri con medio
de cultivo SDA. A esta muestra se le
adicionaron aislamientos de la Coleccion de
Microorganismos de Cenicafé, obtenidos de
Brasil, Estados Unidos, Australia y Nueva
Zelandia. De estos aislamientos se realizaron
cultivos monoespoéricos.

Obtencion de DNA. Se seleccionaron los
cultivos monoesporicos de 33 aislamientos
de Metarhizium provenientes de diferente
localidad, cultivo y hospedero, y como
“outgroups” un aislamiento de Lecanicillium
spp. asi como de Beauveria bassiana
(Tabla 1). Para la extraccion se utilizéd
la metodologia descrita por Jurgiien (6)
con algunas modificaciones: a partir de
cada cultivo monoespoérico se prepard una
suspension de concentracion 1x10% esporas/
mL. Se tom6 1 mL de dicha suspension y
se inoculd en 100 mL de SDB (Sabouraud
liquido) y se incubd a 25+2°C con agitacion
de 110 rpm, durante tres dias. El micelio
obtenido se filtré al vacio usando papel
de filtro (Whatman N°1) esterilizado y se

lavo tres veces con agua destilada estéril.
Posteriormente, con una espatula esterilizada,
se removio el micelio del papel de filtro y
se ubico sobre toallas de papel esterilizadas,
para luego retirarles completamente el agua
por medio de presion. Una vez seco el
micelio, éste se depositd en un mortero
de porcelana y se macerd con nitrogeno
liquido hasta pulverizarlo.

Este micelio se deposité en tubos Corning de
15 mL, con 5 mL de bufer de extraccion (Tris
HCI1 100mM, acido etilén diaminotetraacético
(EDTA) 10 mM, dodecil sulfato de sodio
(SDS) 1%), se homogenizd en vortex y se
incubd en bafio de Maria a 65°C, durante
una hora. Luego, los tubos se centrifugaron
a 9.000 r.p.m, durante diez minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante se
recuperd, se le adicion6 1 mg.mL-' de
RNAsa y se incub6 a 37°C durante una hora.
Posteriormente, se adicioné un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y
se mezclo suavemente, durante diez minutos.
Luego se centrifugd a 5.000 r.p.m. durante
diez minutos. Se realizd otra limpieza del
sobrenadante recuperado, adicionando un
volumen de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). Se mezclo suavemente durante diez
minutos y se centrifugd a 5.000 r.p.m. durante
diez minutos.

Al sobrenadante recuperado se le adicionaron
2,5 volumenes de acetato de sodio 0,3 M
preparado en ectanol al 70% y se agitd por
inversion hasta observar la formacion del
precipitado de ADN. El sobrenadante se
elimind luego de centrifugar a 9.000 r.p.m.,
durante 15 minutos. El precipitado obtenido
se lavo con etanol al 75%, se dejo secar a
temperatura ambiente y se resuspendidé en
300 pL de bufer EB (Tris-HCI 10mM) pH
8,0. La concentraciéon de ADN se determind
utilizando un fluorémetro TBS 380 Turner
Biosystems INC.
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Obtencion de AFLPs. Para la obtencion de
los AFLPs se siguio el protocolo descrito
por el “AFLP Microorganism Primer Kit”
(GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD), con algunas
modificaciones. La concentracion de ADN de
todas las cepas se estandarizé en 10 ng.uL’,
utilizando 180 ng de cada cepa en total, para
la digestion durante tres horas con las enzimas
de restriccion EcoR 1 y Mse 1, teniendo
como volumen final 25 uL. En la reaccion
de ligacion de los adaptadores, se agregaron
24 uL de solucion con los adaptadores y 1
uL de ligasa a cada muestra digerida. Luego
de tres horas de incubar a 20°C no se realizd
la dilucion 1:10 recomendada por el kit. Para
la preamplificacion se realizd una reaccion
de PCR, con un volumen final de 25 uL,
agregando 3 uL de la reaccion previa de
digestion y ligacion. El programa de PCR
se corrid en un termociclador (PTC-200 MJ
Research Inc.) con una denaturacion inicial de
94°C, durante dos minutos, una denaturacion
de 94°C por 30 segundos, alineamiento a 56°C
por 60 segundos, extension de 72°C por 30
segundos, 20 ciclos en total. El producto de
la reaccion se diluyd (1:50) en bufer TE y
se almaceno a -20°C.

En la amplificacion selectiva se utilizaron
las combinaciones de primers M-G y
E-AT. La reaccion de PCR se llevo a un
volumen final de 25 uL. El programa de
PCR se corrio en un termociclador (PTC-
100 MJ Research.Inc) con una denaturacion
inicial de 94°C, durante dos minutos, una
denaturacion de 94°C por 20 segundos,
alineamiento a 66°C por 30 segundos,
extension de 72°C por 25 segundos, bajando
1°C la temperatura de alineamiento por
ciclo hasta llegar a 56°C, temperatura a la
cual se realizaron 31 ciclos mas en total.
Los productos se separaron en un gel de
acril/bisacrilamida 4% a 2.500 V y 110
Ma, durante una hora y media, utilizando
5 uL de la reaccion de preamplificacion.
La fijacion se llevo a cabo con &cido
acético glacial al 10% y después el gel
fue tefiido con plata, durante 40 minutos.
Luego de revelarlo con solucion de revelado
(60 g de Na,CO,, C.H,(CH,), al 37%, 10
mg.mL"' de tiosulfato de sodio, 2.000 mL
de H,0), se detuvo la reaccion con éacido
acético glacial en etanol absoluto, se dejo
secar el gel durante 12 horas a temperatura
ambiente y se tom6 una foto digital.

Tabla 1. Caracteristicas de los aislamientos de Metarhizium spp. Ma: Aislamientos obtenidos de insectos;
PSMa: Aislamientos provenientes de suelo usando trampas de Galleria mellonella.

Hospedero

Caodigo Cepa Procedencia Orden Familia
M1 Ma 9902 Colombia (Villamaria - Caldas) Hemiptera Miridae
M2  Ma9303 Colombia (Amalfi - Antioquia) Coleoptera Scolytidae
M3 Ma 9209 Colombia (Caqueta) - -
M4  Ma 0002 Colombia (Chinchina - Caldas) Hymenoptera Formicidae
M7  PSMa 03150 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M8  PSMa 03119 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M9  PSMa 03123 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae

Continua...




...continuacion.

Hospedero

Cédigo Cepa Procedencia Orden Familia
M10 PSMa 03129 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M1l  PSMa 0302 Colombia (Naranjal - Caldas) Lepidoptera ~ Pyrallidae
Ml12 PSMa 0314 Colombia (Naranjal - Caldas) Lepidoptera  Pyrallidae
M13  PSMa 0331 Colombia (Naranjal - Caldas) Lepidoptera  Pyrallidae
M15 Ma9212 Nueva Zelanda Coleoptera Scarabaeidae
M16  Ma 9205 Estados Unidos Coleoptera Curculionidae
M17 Ma 9222 Australia Coleoptera Scarabacidae
M18 PSMa 03133 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M19  PSMa 03107 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M20 PSMa 03144 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M21  Ma9901 Colombia (Armero - Tolima) Coleoptera Curculionidae
M22  Ma9903 Colombia (Villamaria - Caldas) Coleoptera Curculionidae
M23  Ma 9905 - Coleoptera Curculionidae
M24  Ma 9904 Colombia (Chinchina - Caldas) Coleoptera Melalonthidae
M25  Ma 0004 Colombia (Chinchina - Caldas) Coleoptera Melalonthidae
M26  Ma 0006 Colombia (Santa Rosa de Cabal - Risaralda) Coleoptera Curculionidae
M27 Ma 0101 Colombia (Chinchina - Caldas) Hymenoptera Formicidae
M28 Ma0102 - Lepidoptera  Papilionidae
M29  Ma 9229 Brasil Homoptera Cercopidae
M32 Ma9217 Nueva Zelanda Coleoptera Scarabaeidae
M33  Ma9201 Estados Unidos Coleoptera Curculionidae
M34  Ma 0301 Colombia (Antioquia) Coleoptera -
M35 PSMa 03148 Colombia (EI Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M36 PSMa 03138 Colombia (EI Rosario - Antioquia) Lepidoptera  Pyrallidae
M37 PSMa 03142 Colombia (El Rosario - Antioquia) Lepidoptera ~ Pyrallidae
M38 Ma 0302 Colombia (Chinchina - Caldas) Coleoptera Curculionidae

Bb 9119 Colombia (Risaralda) Coleoptera Scolytidae
Lecanicillium sp. Colombia (El Rosario - Antioquia) Homoptera Coccidae
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Para analizar los marcadores obtenidos,
se utilizo el programa ImageMaster™ 1D
Image Analysis Software y se elabor6 una
matriz binaria, donde la codificacion de las
bandas se representd con el numero uno
para la presencia y cero para la ausencia.
A partir de la matriz binaria obtenida y
con la ayuda de la herramienta de software
INFOSTAT, se realizé el agrupamiento
de los aislamientos mediante analisis de
conglomerados, construyendo una matriz de
similitud con el coeficiente de Jaccard (S),
distancias genéticas (D) determinadas como
D=(1-Raiz cuadrada de (1-S)), y el algoritmo
UPGMA. Igualmente se realizo el analisis
no jerarquico de coordenadas principales
(PCOORDA).

Amplificacién de ITS (Internal Transcribed
Spacers). Con el fin de evaluar la diversidad
genética de los aislamientos de Metarhizium
spp. de la zona cafetera central colombiana,
y basados en el hecho de que algunas
secuencias en el ADN ribosomal han sido
ampliamente utilizadas en los estudios
taxonoémicos (4), se abordo la estrategia de
la amplificacion mediante PCR (Polimerase
Chain Reaction) de las secuencias presentes
entre los genes ribosomales, conocidas como
Secuencias Internas Transcritas o ITS, las
cuales constituyen una fuente importante
de variabilidad. Dado que los ITSs no
codifican para algin gen, las mutaciones
que alli ocurren no afectan el desarrollo
del organismo y, por lo tanto, se acumulan.
De esta manera, los ITSs pueden presentar
importantes variaciones en tamafio y en
secuencia, con fines de caracterizacion.

La amplificacion de las secuencias
espaciadoras internas (ITS) del ADN ribosomal
(Figura 1) se realiz6 utilizando los iniciadores
ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG3") e
ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3"),
los cuales permiten la amplificacion de un
fragmento de rADN que incluye las regiones
ITS1, ITS2 y el gen ribosomal 5.8S (1, 8).

Las reacciones de PCR se realizaron en
tubos eppendorf de 0,5 mL, en un volumen
final de 50 pL con los siguientes componentes:
0,2 uM de cada iniciador, bufer PCR 1X
(20 mM TrisHCI Ph 8,4, 50 mM KCl), 2,5
mM de MgCl, 0,2 mM de cada uno de
los deoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 1,25 U de Taq polimerasa y 50 ng
de ADN. La amplificacion se llevo a cabo
en un termociclador MJ Research Inc PTC-
200, utilizando las siguientes condiciones:
una denaturacion inicial de 94°C durante 5
minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por
1,5 minutos, alineamiento a 55°C por un
minuto, extension de 72°C por dos minutos.
Por ultimo, se realizd una extension final a
72°C por cinco minutos.

El resultado de la amplificacion fue
evaluado tomando 8 pL de cada reaccion
y realizando una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, 80V durante dos horas en
bufer TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM y EDTA
1 mM; pH 8,0). Los productos amplificados
se detectaron adicionando al gel 1 pL de una
solucion de bromuro de etidio de 10 mg.mL""!
y el tamafio de cada fragmento se determiné
mediante el empleo del software Image
Master VDS Version 3.0 por comparacion

-

ITS1 1TS2

Figura 1. Esquema
representativo de los genes
del ADN ribosomal y los
« ITSs amplificados por PCR.
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con el marcador de peso molecular 1 Kb
plus DNA ladder (Invitrogen).

Amplificacién del gen de B-Tubulina. Un
intron y parte de dos exones del gen de
la B-tubulina (Figura 2) se amplificaron
usando los iniciadores: Bt-T2m-Up (5’
CAACTGGGCTAAGGG TCATT-3") y Bt-LEV-
Lol (5- GTGAACTCCATCTCGTCCATA- 3’
) (5). Para las reacciones de PCR se utilizaron
las condiciones mencionadas anteriormente,
para la amplificacion de los ITS.

Clonacién y secuenciacion. Los fragmentos
obtenidos se clonaron siguiendo la metodologia
descrita en el manual del Kit pGEM T-easy Vector
System 11 (Promega, Madison, WI), haciendo
transformaciones de células competentes (JM
109). Se utiliz6 una concentracion de 50
uL de las células competentes y 5 ng.mL"!
de DNA de cada muestra, con una relacion
inserto:vector de 3:1. Para seleccionar células
transformadas, se sembraron alicuotas de
100 uL en cajas con LB mas ampicilina
al 1%, con 100 uL de IPTG y 20 uL de
X-gal. Estas se incubaron a 37°C por 12-
16 horas. Finalmente, mediante un Colony
PCR, se determiné el tamafio del inserto. Los
plasmidos que contenian los fragmentos se
purificaron mediante el protocolo descrito por
el Kit Miniprep de QIAGEN vy se enviaron
a secuenciar a la compaiia Macrogen, Corea
del Sur. Mediante protocolos disefiados en el
Laboratorio de Bioinformatica de Cenicafé, se
procesaron los datos de secuenciacion y se
analizaron las secuencias limpias obtenidas.

RESULTADOS

Marcadores AFLPs. Las reacciones de AFLP
produjeron 230 marcadores repetibles, que
generaron una huella digital (Fingerprint)
unica para cada aislamiento. El coeficiente
de correlacion cofenética, que indica la
correlacion de las distancias definidas
por la métrica de arbol binario con las
distancias originales entre aislamientos,
indic6 un valor usando la distancia genética
basada en el indice de Similitud de Jaccard,
con UPGMA de 0,68. En el dendrograma
resultante se aprecia la conformacion de tres
grupos, separados por distancias genéticas
superiores a 0,5 y claramente diferenciables
de las especies escogidas como “outgroup”,
Lecanicillium y Beauveria (Figura 3).

El analisis de coordenadas principales
muestra una composicion de vectores que
tienen un efecto individual minimo, en la
explicacion de la variabilidad observada, lo
que sugiere que no hay marcadores AFLPs
que definan la separacion de los grupos. El
arbol de recorrido minimo refleja nuevamente
la agrupacion obtenida en el analisis de
conglomerados (Figura 4). Aislamientos
de la Coleccion de Microorganismos de
Cenicafé obtenidos de Brasil, Estados
Unidos, Australia y Nueva Zelandia se
agrupan con los aislamientos colombianos
en dos de los grupos. No se aprecia una
asociacion entre los grupos y su origen
geografico u hospedero.

- b— 54 pb —
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Figura 2. Esquema
representativo de los dos
exones del gen de B- tubulina
y el intrén amplificados por
PCR.

Exon
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Analisis de secuencias de ITS y beta-
tubulina

La comparacién con otros hongos Ascomycetes
en el analisis CLUSTAL de las secuencias
de DNA ribosomal de los aislamientos de
la zona cafetera central (Figura 5) indica la
ubicacion dentro de la especie M. anisopliae,
y los agrupa en la subespecie M. anisopliae
anisopliae, una de las varias subespecies
reportadas en la literatura, y cercana a M.
anisopliae majus y M. anisopliae lepidiatum.
El estudio de la region 3 del gen de la beta-
tubulina revela la existencia de dos alelos o
dos copias independientes en el genoma de
Metarhizium. Una de las secuencias (Btub-
1) aparecidé con mas frecuencia, a pesar de
ser la menos encontrada en otros hongos.
Para algunos aislamientos se identificaron
las dos versiones del gen. El analisis de
agrupamiento muestra la separacion entre
especies utilizando esta region (Figura 6).

DISCUSION

Con el proposito de caracterizar las poblaciones
de Metarhizium spp. asociadas a suelos y
cultivos de la zona cafetera, se completo
el analisis molecular basado en marcadores
presentes en todo el genoma, asi como
en variaciones de regiones puntuales con
significado taxonomico. Se encontr6 que la
Unica especie presente en los muestreos fue
M. anisopliae subespecie anisopliae, como
lo indica el analisis de DNA ribosomal. No
se evidencia por estas secuencias o las de
beta-tubulina una especiaciéon en proceso.

La variabilidad nula en cuanto a especies,
presenta como contraste una alta variabilidad
intraespecifica con tres poblaciones claramente
diferenciadas. El estado perfecto asociado
a Metarhizium es Cordyceps sp., en el
cual también estan ubicados los estados
perfectos de otros hongos como Beauveria.

Taxonomicamente éstos se describen como
pertenecientes a Ascomycota, Pezizomycotina,
Sordariomycetes, Hypocreomycetidae,
Hypocreales, Clavicipitaceae, Cordyceps. Sin
embargo, las distancias genéticas tan altas,
tanto entre grupos como entre individuos de
los grupos, sugeririan un bajo intercambio de
material genético via recombinacion sexual
y predominancia de reproduccion clonal. A
pesar de esto, no se encontraron aislamientos
con distancias inferiores a 0,6 (en escala de
0 a 1). Las tres poblaciones comparten nichos
ecoldgicos al encontrarse conviviendo en las
mismas zonas. El hecho de observarse similitud
genética con aislamientos de sitios distantes
como Australia, Estados Unidos y Brasil,
puede indicar una constitucion poblacional
similar en estos lugares y una dispersion
mundial de los genotipos de Metarhizium.
Esta distribucion disminuye el efecto de
introducciones de cepas (formulaciones
biologicas) foraneas en la zona cafetera. De
igual manera, la baja recombinacion puede
ser positiva en la evaluacion de riesgos de
cepas transgénicas, debido a la tasa reducida
de movimiento de los genes modificados/
introducidos entre individuos.

De otro lado, la alta variabilidad puede
ser una fuente interesante para la formulacion
de productos que tomen ventaja de las
mezclas intraespecificas, para incrementar
poblaciones en cultivos donde se utilice
el control biologico en la zona cafetera.
Como se ha observado en Beauveria (3),
el disefio de estas mezclas combinado con
informacion de virulencia del biocontrolador,
puede incrementar de manera significativa
la eficiencia (mortalidad y tiempo de
muerte) en el caso de entomopatdgenos. La
adaptabilidad y ubicuidad de Metarhizium en
la zona cafetera lo hacen un microorganismo
idoneo como alternativa en el manejo de
plagas, tanto de café como de sus cultivos
asociados.
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Figura 3. Dendrograma derivado del analisis UPGMA de los marcadores AFLP obtenidos para aislamientos
de Metarhizium spp. de la zona cafetera. El eje X corresponde a las distancias genéticas. NZ=Nueva Zelandia;
Au=Australia; US=Estados Unidos; Br=Brasil.
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Figura 5. a. Dendrograma sin raiz basado en las secuencias de DNA ribosomal de los aislamientos de
Metarhizium de la zona cafetera, con especies de los géneros Metarhizium, Gliocladium, Beauveria, Cordyceps
y Torrubiella. Lalinea punteada sugiere la separacion entre la especie M. anisopliae 'y otras especies del género
u otros géneros; b. Dendrograma a nivel de subespecie M. anisopliae anisopliae con los aislamientos de la
zona cafetera marcados en negrilla.
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de Colletotrichum). La linea punteada sugiere la separacion entre los dos tipo de Beta-tubulina.
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EVALUACION DE COAGULANTES DE EXTRACTOS
NATURALES DE Moringa oleifera Y Jatropha curcas EN
LAS AGUAS RESIDUALES DEL CAFE

Laura Vanessa Quintero Yepes*; Nelson Rodriguez Valencia**

QUINTEROY., L.V;; RODRIGUEZ V., N. Evaluacién de coagulantes de extractos naturales de Moringa
oleifera 'y Jatropha curcas en las aguas residuales del café. Revista Cenicafé 69(1):68-82. 2018

Se realizo la evaluacion del efecto coagulante de los extractos de Moringa oleifera y Jatropha curcas sobre
aguas residuales del café a pH original, después de realizarles un tratamiento primario y adicionando al tiempo
hidroxido de calcio y el extracto natural, sobre las aguas residuales del café. Para los tratamientos evaluados
con agua residual a una concentracion de DQO de 12.500 ppm (valor minimo de concentracion proveniente del
beneficio ecologico del fruto en tanques de fermentacion) se determin que no hubo diferencias estadisticas, a
un grado de confiabilidad del 95% (prueba Tukey) en la remocion de DQO, para los tratamientos T6: Extracto
de J. curcas + Ca(OH), (3.000 ppm), T5: Extracto de J. curcas (1.500 ppm) + Ca(OH), (2.600 ppm) y T4:
Extracto de J. curcas (1.500 ppm); sin embargo, estos tres tratamientos fueron estadisticamente diferentes de
T1: Tratamiento testigo con sulfato de aluminio y T2: Extracto de M. oleifera (4.000 ppm) + Ca(OH), (2.600
ppm), aunque entre éstos no hubo diferencias estadisticas en las remociones de DQO. Para los tratamientos
evaluados utilizando agua residual a una concentracion de DQO de 25.000 ppm logré determinarse que no
se presentaron diferencias estadisticas, a un grado de confiabilidad del 95%, en la remocién de DQO para los
tratamientos T1: Tratamiento testigo con sulfato de aluminio y T3: Extracto de M. oleifera (5.000 ppm). Para
todos los tratamientos evaluados se obtuvieron remociones superiores al 60% en la DQO.

Palabras clave: Tratamiento de aguas, contaminacion hidrica.

EVALUATION OF NATURAL EXTRACTS COAGULANTS OF Moringa oleifera AND Jatropha
curcas IN COFFEE WASTEWATER

The evaluation of the coagulant effect of the Moringa oleifera and Jatropha curcas extracts on coffee wastewater
was made in coffee wastewater at original pH after a primary treatment and adding, at the same time, calcium
hydroxide and natural extract to the coffee wastewater. For the treatments evaluated with residual water at a
COD concentration of 12,500 ppm (minimum value of concentration from the ecological process of the berries
in fermentation tanks), there were no statistical differences in COD removal for T6: Extract of J. curcas + Ca
(OH), (3,000 ppm), T5: Extract of J. curcas (1,500 ppm) + Ca (OH), (2,600 ppm), T4: Extract of J. Curcas
(1,500 ppm). However, these three treatments were statistically different from T1: Control treatment with
aluminum sulphate and T2: M. oleifera extract (4,000 ppm) + Ca (OH), (2.600 ppm), although there were no
statistical differences in COD removals between these two last treatments. For the treatments evaluated using
wastewater at a COD concentration of 25.000 ppm there were no statistical differences in the removal of COD
for T1: Control treatment with aluminum sulfate, and T3: M. oleifera extract (5,000 ppm). For all treatments
evaluated, removals above 60% in COD were obtained.

Keywords: Water treatment, water pollution.

*Asistente de Investigacion e **Investigador Cientifico II1, respectivamente. Disciplina de Poscosecha, Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.
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Las aguas residuales provenientes del beneficio
htimedo del café se caracterizan por tener una
alta acidez (entre 110y 220 mg NaOH/g DQO),
valores de pH bajos (entre 3 y 4 unidades)
y altas concentraciones de contaminacion
organica, expresada como DQO (entre 25.000
y 100.000 mg.L"", dependiendo de la cantidad
de agua utilizada en el beneficio del fruto
de café) (11).

En Cenicafé, desde 1984, se han evaluado
diferentes procesos fisicos, quimicos y
biolégicos, para disminuir la contaminacion
generada por las aguas residuales del café y
obtener unos vertidos que cumplan con lo
dispuesto por la normativa colombiana en
el decreto 1594 de 1984 (vigente ain para
vertimientos al suelo) y en la resolucion
631 del 2015 (para vertidos a cuerpos de
agua superficial).

Los resultados obtenidos en las
investigaciones desarrolladas en Cenicafé
establecen que, para la topografia colombiana
y por costo-eficiencia, el mejor tratamiento
para las aguas residuales del café es biologico,
utilizando la digestion anaerdbica y empleando
sistemas modulares para el tratamiento anaerobio
de las aguas residuales del café, SMTA (11).

Los altos tiempos de retencion hidraulica
en los SMTA (una semana), aunado a la
gran sensibilidad del sistema biolégico ante
incrementos de cargas hidraulicas y cargas
organicas y los altos tiempos requeridos para
la recuperacion del sistema (superiores a un
mes) (11), han hecho necesaria la busqueda
de alternativas de tratamiento diferentes a
los sistemas bioldgicos anaerobios.

Una de las alternativas que puede ser viable
para la depuracion de las aguas residuales del
beneficio del café es el tratamiento quimico por
medio de procesos de coagulacion-floculacion
con sales quimicas, los cuales son procesos

de desestabilizacion quimica de las particulas
coloidales, que se producen al neutralizar
las fuerzas que las mantienen separadas, por
medio de la adiciéon de productos quimicos
(coagulantes), después de la desestabilizacion
dichas particulas se aglomeran formando
floculos que se sedimentan facilmente (10).

Sin embargo, el tratamiento quimico tiene
altos costos y los productores que estén
certificados con sellos ambientales no tienen
permitido utilizar este tipo de productos
quimicos en sus procesos. Por ello, el uso
de coagulantes naturales, obtenidos a partir
de diferentes partes de diversas especies
vegetales, los cuales ejercen un papel similar
al de las sales quimicas, se constituyen
en una alternativa que debe ser estudiada
y evaluada con el fin de satisfacer las
necesidades tecnologicas de los caficultores,
para el tratamiento de las aguas residuales.

Las evaluaciones de coagulantes naturales a
base de especies vegetales se han concentrado
principalmente en las especies de Moringa
oleifera y Opuntia ficus, para el tratamiento
de aguas residuales (8). Yongabi (9), reportod
la capacidad coagulante y desinfectante de
la Moringa oleifera, Jatropha curcas (pifion
mexicano), Pleurotus tuberregium sclerotium
(hongo basidiomiceto) e Hibiscus sabdariffa
(rosa de Jamaica), comparandolas con el
alumbre (sulfato de aluminio) en muestras
de aguas residuales.

En Colombia, se ha evaluado la eficiencia
de la semilla de Moringa oleifera en el
tratamiento de las aguas residuales provenientes
de centrales de sacrificio. Los resultados
demostraron la eficiencia de las semillas
para remover la turbidez entre un 85,0% y
86,7%, mientras que la remocion de color
alcanz6 porcentajes entre 67,4% y 93,0%,
con una aplicacion de dosis de 7.500 mg.L™!
a una concentracion del 5% (5).
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Para el caso de las aguas residuales del
café, Gutiérrez et al. (4) evaluaron el efecto
del polvo de semilla de Moringa oleifera,
comparandola con sulfato de aluminio,
encontrando que el polvo de la semilla
de Moringa oleifera es mas efectivo en
la remocién de los diferentes parametros
fisicoquimicos. La dosis optima encontrada
en el estudio fue de 4 g por 600 mL de
agua residual.

La presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar el uso de extractos naturales
de dos especies vegetales con capacidad
depurativa, como alternativa para el tratamiento
de las aguas residuales del café y comparar
su eficiencia con la obtenida usando sales
quimicas, ya que utilizan el mismo principio
de tratamiento (coagulacion-floculacion),
valorando parametros como la eficiencia de
remocion de carga organica, en términos de
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y
Soélidos Suspendidos Totales (SST).

Para ello, se realizaron diferentes pruebas
de tratamiento al agua residual del beneficio
del caf¢, utilizando extractos de dos especies
vegetales, Moringa oleifera 'y Jatropha curcas.
Se realiz6 la seleccion de las dosis optimas,
se determind la carga organica (medida como
DQO) del agua residual tratada y se compar6
con la carga organica del agua residual sin
tratamiento para determinar la eficiencia de
remocion en cada uno de los tratamientos
evaluados.

MATERIALES Y METODOS

Para realizar el proceso de tratamiento de
las aguas residuales del beneficio por medio
del proceso de coagulacion-floculacion, se
selecciono la semilla de dos especies vegetales
Moringa oleifera y Jatropha curcas como
el o6rgano de mayor efecto coagulante (I,
4, 6,7, 9).

Las semillas de jatropha y de moringa se
sometieron a procesos de descascarado, secado
a 30°C hasta peso constante, y molienda.

A las semillas secas y molidas se les
realiz6 la extraccion de grasas, por medio de
un procedimiento de extraccion solido-liquido,
en un equipo Soxhlet, usando etanol como
solvente, a una concentracion de 10% P/V
(3), y se realizo la extraccion del compuesto
coagulante utilizando cloruro de sodio a
una concentracion de 1,0 N, sometiendo
la muestra a un proceso de licuefaccion y
posterior filtracion (6).

Se realizaron pruebas de coagulacion con la
semilla seca molida y con el extracto liquido
obtenido después de realizar la extraccion del
compuesto coagulante, se evalud el efecto
sobre las aguas residuales a pH original,
después de realizar el tratamiento primario
con Ca(OH), y adicionando al tiempo el
extracto y el hidroxido de calcio.

La evaluacion del efecto coagulante de los
extractos se hizo mediante el test de jarras;
para ello se aplico el extracto en 500 mL
de agua residual (unidad experimental) y se
realizé una agitacion a 120 rpm durante 5
min, seguidamente se agitdé a 60 rpm durante
25 min y, finalmente, se dejé sedimentar (a
temperatura ambiente) por 24 h. Después de
este proceso se determind la absorbancia
(por espectrofotometria), a una muestra de
25 mL. Por cada dosis evaluada se tuvieron
diez unidades experimentales. Se utilizé como
testigo un coagulante quimico (sulfato de
aluminio), utilizando el mismo procedimiento
de aplicacion que para el extracto natural y
tipo de agua residual.

Una vez realizadas las pruebas con las
dos especies vegetales y en cinco dosis
diferentes, se seleccion6 la dosis 6ptima para
cada extracto y el procedimiento adecuado
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para su aplicacion, esta seleccion se realizo
teniendo en cuenta la absorbancia (variable
de interés).

Finalmente, a las muestras de agua tratada
que presentaron los menores valores de
absorbancia se les realizé la determinacion
de la DQO (ppm) y de los SST (ppm).

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados
obtenidos para cada una de las evaluaciones
realizadas

Evaluacion del efecto de la semilla seca y
molida de M. oleifera, sin extraccion de
grasas y del compuesto coagulante, en el
tratamiento del agua residual del café a
diferentes condiciones.

Inicialmente, los ensayos se realizaron a una
concentracion de 12.500 ppm como DQO, con
el fin de determinar la metodologia apropiada
para realizar la aplicacion y asi realizar la
experimentacion a una concentracién mas
alta (25.000 ppm como DQO).

Tratamiento del agua residual pH original.
La primera prueba se realizé aplicando el
polvo de M. oleifera sobre el agua residual
del beneficio del café a pH original, pero no
se observo accion coagulante (Tabla 1), lo
anterior dado que el pH del agua residual del
café es acido y el rango optimo de accion
de la M. oleifera se encuentra en valores
de pH entre 6,0 y 9,0 (6).

Tratamiento del agua residual proveniente
del tratamiento primario. La segunda
evaluacion se realizo al agua tratada, separada
por sedimentacion proveniente del tratamiento
primario (2). En la Tabla 2 se presentan los
resultados obtenidos en esta etapa. En las
evaluaciones realizadas se encontrd que los

menores valores de absorbancia se presentaron
cuando se utilizé una dosis de M. oleifera
entre 6.000 y 6.800 ppm, con unos valores
de absorbancia de 0,157 y 0,156 y valores
de pH de 4,94 y 4,91, respectivamente.

Tratamiento del agua residual con la
mezcla de hidréxido de calcio y M. oleifera.
La tercera evaluacion se realizd aplicando
el hidréxido de calcio y la M. oleifera en
una sola etapa. Para las dosis de hidroxido
se tomd como referencia lo encontrado en
investigaciones de Cenicafé (2). Teniendo en
cuenta los resultados de la Tabla 3, cuando
se utiliza una mezcla de hidroxido de calcio
con la semilla de M. oleifera seca y molida,
para el tratamiento de aguas residuales del
beneficio del café, a una concentraciéon de
12.500 ppm como DQO, las dosis 6ptimas para
el tratamiento son 2.600 ppm de hidroxido
de calcio y 4.000 ppm de moringa. En la
Figura 1 se observa el aspecto del agua
después de realizar el tratamiento.

Evaluacion del efecto del extracto liquido de
M. oleifera después de realizar la extraccion
de grasas y del compuesto coagulante, en
el tratamiento del agua residual del café a
diferentes condiciones

La cuarta evaluacion consistio en utilizar
el extracto liquido de M. oleifera después
de realizar los procedimientos de extraccion
de grasas y tratamiento salino, para ello
se utilizo el agua residual proveniente del
tratamiento primario y el agua original,
realizando la mezcla del extracto con el
hidréxido de calcio a una concentracion
de 2.600 ppm.

De acuerdo a los resultados presentados en
la Tabla 4, cuando se utilizo el extracto de M.
oleifera sobre el agua residual proveniente del
tratamiento primario las menores absorbancias
se presentaron a una dosis de 3.000 ppm (0,442
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Tabla 1. Prueba de coagulacion con moringa a pH original.

Dosis pH (unidades) Absorbancia (unidades) Turbidez (FTU)
Moringa (ppm) Promedio C.V. (%) Promedio C.V. (%) Promedio C.V. (%)
2.000 4,12 3,60 1,623 3,17 1.028 2,73
4.000 3,89 2,89 1,793 2,71 1.031 3,82
6.000 3,59 1,53 2,027 4,44 1.101 6,12

Datos promedio de diez réplicas. C.V.: Coeficiente de Variacion

Tabla 2. Pruebas de coagulacion con el agua residual proveniente del tratamiento primario.

Dosis pH (unidades) Absorbancia (unidades) Turbidez (FTU)
Moringa (ppm) Promedio C.V. (%) Promedio C.V. (%) Promedio C.V. (%)

3.000 6,18 0,43 0,498 1,93 172 4,44
4.000 5,86 0,87 0,310 3,97 152 6,93
4.800 5,51 0,76 0,258 2,96 144 5,67
5.200 5,47 0,62 0,191 1,48 113 6,27
5.600 5,14 1,18 0,166 3,08 93 7,90
6.000 4,94 0,65 0,157 2,22 70 6,43
6.800 491 0,67 0,156 2,41 69 6,38
7.600 4,76 0,57 0,169 1,72 77 4,40
8.000 4,57 1,21 0,189 2,63 99 5,90
8.400 4,44 0,85 0,275 1,91 137 7,50

Datos promedio de diez réplicas. C.V.: Coeficiente de Variacion

Tabla 3. Resultados de la evaluacion utilizando la mezcla de hidréxido de calcio - Ca(OH), y M. oleifera.

Dosis pH (unidades) Absorbancia (unidades) Turbidez (FTU)
Hidréxido de Moringa  Promedio C.V. Promedio C.V. Promedio C.V.
calcio (ppm) (ppm) (%) (%) (%)

2.000 5,82 0,95 0,252 2,88 109 8,16
3.000 5,74 1,45 0,291 2,65 113 8,62
2.600 4.000 5,75 1,27 0,153 6,56 49 6,20
5.000 5,63 0,92 0,230 5,37 80 6,59
5.500 5,11 1,47 0,610 2,29 235 4,83
2.000 5,87 1,55 0,439 4,85 164 4,07
3.000 5,78 0,71 0,296 2,09 142 3,84
3.000 4.000 5,76 1,24 0,197 1,77 69 5,09
5.000 5,67 1,51 0,250 4,65 135 3,28
5.500 5,29 3,54 0,552 3,95 162 6,42

Datos promedio de diez réplicas. C.V.: Coeficiente de Variacion
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calcio y M. oleifera.

Tabla 4. Resultados de la evaluacion utilizando el extracto liquido de M. oleifera.

Figura 1. Aspecto del agua
residual del café tratada,
adicionando hidréxido de

Dosis pH (unidades) Absorbancia (unidades) Turbidez (FTU)
Tipo de agua Moringa  Promedio C.W. Promedio C.V. Promedio C.W.
(ppm) (%) (%) (%)
‘ 1.000 5,69 0,37 0,908 1,07 300 3,86
Adg“a r?“g“fl 2.000 5,54 0,45 0,831 1,60 259 10,29
espucs de 2.500 5,39 0,28 0,499 0,68 206 422
tratamiento

primario 3.000 5,20 0,42 0,442 0,87 154 5,19
3.500 4,97 0,84 0,584 0,46 260 6,87
. 1.000 5,52 0,36 0,420 0,34 164 5,35
ﬁg;%%s‘dual 2.000 531 0,34 0,376 0,95 109 3.74
-ovY ppm 2.500 5,18 0,53 0,170 0,79 96 3,24

de hidréxido de
calcio 3.000 4,99 0,49 0,153 1,51 69 7,87
3.500 4,53 0,72 0,199 0,83 108 5,61

Datos promedio de diez réplicas. C.V.: Coeficiente de Variacion
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en promedio). Sin embargo, el aspecto del agua
seguia siendo turbio (164 NTU en promedio).

Cuando se aplico el extracto liquido
mezclado con el hidroxido de calcio los
menores valores de absorbancia (0,153 en
promedio) se presentaron a una dosis de
3.000 ppm, con valores promedio de pH y
turbidez de 4,99 y 69 NTU, respectivamente.

Después de evaluar las diferentes
metodologias de aplicacion del coagulante
obtenido de la semilla de M. oleifera, se
encontré que la metodologia mas apropiada
es la adicion de hidroxido de calcio (a
una dosis de 2.600 ppm), agitaciéon y
seguidamente, la adicion de la semilla seca
y molida de M. oleifera, ya que para estas
condiciones se presentaron los menores
valores de absorbancia y turbidez. La
efectividad del tratamiento se explica por el
acondicionamiento del pH (a valores 6ptimos
para el funcionamiento del coagulante), y
al posible efecto floculante del material

inerte, alin en suspension, que acompafia
al hidroxido de calcio utilizado.

Tratamiento del agua residual a una
concentracion de 25.000 ppm como DQO.
Para el agua residual a una concentracion
de 25.000 ppm se realizé la evaluacion
adicionando hidroxido de calcio, agitando
y seguidamente agregando la semilla seca
y molida de M. oleifera, dado que fue
la metodologia que presentd los mejores
resultados cuando se realizo la evaluacion
a una concentracién de 12.500 ppm.

En la Figura 2 se presenta el aspecto del
agua residual antes y después de realizar el
tratamiento con M. oleifera, en las condiciones
optimas.

Se evaluaron dos dosis de hidréxido
de calcio, tomando como referencia los
resultados del tratamiento primario (2), y se
evaluaron cinco dosis de M. oleifera, con
diez repeticiones para cada una.

Figura 2. Aspecto del agua
residual del café a 25.000
ppmde DQO antes y después
del tratamiento.
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En la Tabla 5 presentan los resultados
obtenidos para las evaluaciones realizadas
al agua a una concentracion de 25.000 ppm
de DQO.

Cuando se utiliza agua residual del
beneficio del café a una concentracion de
25.000 ppm como DQO, la dosis 6ptima para
el tratamiento son 4.600 ppm de hidroxido
de calcio y 5.000 ppm de semilla de moringa
seca y molida.

Evaluacion del efecto del extracto liquido de
J. curcas, después de realizar la extraccion
de grasas y del compuesto coagulante, en
el tratamiento del agua residual del café a
diferentes condiciones

Para el caso de J. curcas se evalu6 unicamente
el extracto liquido, debido a que cuando se
realizaron las pruebas con el polvo seco y
molido, éste no se diluyd en el agua residual,
por lo tanto, no se presentd algin cambio en
las caracteristicas del agua. Las evaluaciones
se realizaron sobre aguas residuales del
beneficio del café en dos concentraciones

(12.500 y 25.000 ppm como DQO), se
evaluo el efecto sobre el agua residual al
pH original y con la adicion de hidroxido
de calcio a dos concentraciones diferentes,
tomando como referencia los resultados del
tratamiento primario, en este caso se agrego el
hidréxido de calcio al tiempo con el extracto
de J. curcas, dado que el efecto coagulante
de la J. curcas se presenta a pH acidos (1).

En Tabla 6 se presentan los resultados
obtenidos en las evaluaciones de coagulacion
de J. curcas para el agua residual a una
concentracion de 12.500 ppm.

Segun los resultados presentados cuando
se aplica el extracto de J. curcas al agua
residual a pH original, los menores valores
de absorbancia (0,516 en promedio) se
obtuvieron a una dosis de 1.500 ppm, con
un valor promedio de pH del agua residual
tratada de 3,55.

Cuando se aplica el extracto de J. curcas
al tiempo con hidroxido de calcio, a una dosis
de hidréxido 2.600 ppm, los menores valores

Tabla 5. Resultados de la evaluacion utilizando la mezcla del hidroxido de calcio y moringa con agua residual

del café a 25.000 ppm.

Dosis pH (unidades) Absorbancia (unidades) Turbidez (FTU)
Hidroxido de Moringa  Promedio C.V. Promedio C.V. Promedio C.V.
calcio (ppm) (ppm) (%) (%) (%)

3.000 5,79 0,78 0,489 1,88 165 4,06
4.000 5,68 0,82 0,463 1,62 160 3,39
4.000 5.000 5,65 0,81 0,381 4,03 137 3,03
5.500 5,50 1,15 0,160 3,04 69 7,79
6.000 5,29 0,73 0,322 2,84 87 3,34
3.000 5,90 0,80 0,476 1,14 187 2,23
4.000 5,84 0,83 0,367 2,41 158 2,83
4.600 5.000 5,68 0,82 0,124 3,54 67 5,86
5.500 5,60 0,75 0,192 2,76 91 6,33
6.000 5,41 1,46 0,437 5,67 197 5,38

Datos promedio de diez réplicas. C.V.: Coeficiente de Variacion
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Tabla 6. Resultados de la evaluacion del efecto coagulante de J. curcas sobre agua residual a 12.500 ppm.

Dosis pH (unidades) Absorbancia (unidades) Turbidez (FTU)
Hidroéxido de Jatropha  Promedio C.V. Promedio C.V. Promedio C.V.
calcio (ppm) __ (ppm) (%) (%) (%)

500 3,58 2,23 1,755 4,20 698 10,95

1.000 3,59 1,16 0,891 1,15 225 6,70

0 1.500 3,55 1,93 0,516 2,65 129 3,04
2.000 3,43 1,59 0,644 1,29 147 4,08

2.500 3,29 0,57 0,873 0,69 284 7,26

500 5,70 0,74 0,891 1,81 284 5,74

1.000 5,49 0,26 0,546 0,85 154 7,96

2.600 1.500 5,30 0,28 0,545 1,35 151 7,77
2.000 4,65 1,46 0,783 0,96 238 2,04

2.500 3,42 1,00 1,267 0,69 726 1,44

500 5,89 0,82 0,955 1,63 314 2,93

1.000 5,58 0,64 0,444 1,69 135 3,18

3.000 1.500 5,47 0,63 0,434 1,77 135 2,14
2.000 5,13 1,11 0,681 0,52 168 1,20

2.500 4,96 1,33 0,794 0,68 178 2,38

Datos promedio de diez réplicas. C.V.: Coeficiente de Variacion

promedio de absorbancia (0,546 y 0,545) se
obtuvieron a una dosis de J. curcas entre
1.000 y 1.500 ppm, con valores promedio
del pH en el agua residual tratada de 5,49
y 5,30, respectivamente.

En la evaluacion, utilizando hidroxido
de calcio a 3.000 ppm, se observd que los
menores valores promedio de absorbancia
(0,444 y 0,434) sec obtienen a una dosis
de J. curcas entre 1.000 y 1.500 ppm, con
valores de pH del agua residual tratada de
5,58 y 5,47 respectivamente.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos,
es mas apropiado aplicar el extracto de
jatropha en una mezcla con hidroxido de
calcio, debido al posible efecto floculante
del material inerte, alin en suspension, que
acompafla al hidroxido de calcio utilizado,
el cual ejerce un efecto floculante sobre
el agua residual y hace que precipiten
facilmente los solidos, ademas de ello se
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forma un precipitado mas denso que facilita
su separacion.

Tratamiento del agua residual a una
concentracion de 25.000 ppm como DQO.
Finalmente se evalu¢ el efecto del extracto de
J. curcas sobre agua residual del beneficio del
café a una concentracion de 25.000 ppm, a
las mismas condiciones descritas anteriormente
para el agua residual a 12.500 ppm.

De acuerdo a los resultados obtenidos,
cuando se utiliza J. curcas para el tratamiento
de aguas residuales a una concentracion de
25.000 ppm, a su pH original, los menores
valores de absorbancia se presentaron a una
dosis de 2.500 ppm (0,628 en promedio),
con un pH promedio del agua residual
tratada de 3,41.

Cuando se utiliza la mezcla de J. curcas
con hidréxido de calcio a una concentracion
de 4.000 ppm, la dosis de J. curcas a la




Tabla 7. Resultados de la evaluacion del efecto coagulante de J. curcas sobre aguaresidual del café a25.000 ppm.

Dosis pH (unidades) Absorbancia (unidades) Turbidez (FTU)
Hidroxido de Jatropha  Promedio C.V. Promedio C.V. Promedio C.V.
calcio (ppm)  (ppm) (%) (%) (%)

1.500 3,57 0,70 0,987 0,24 291 0,97

2.000 3,50 0,40 0,670 0,69 193 1,60

0 2.500 3,41 0,57 0,628 0,46 186 1,29
3.000 3,37 0,61 0,790 0,22 223 4,46

3.500 3,28 0,60 0,867 0,55 249 2,01

1.500 5,39 0,29 0,887 0,50 183 2,63

2.000 5,19 0,33 0,680 0,56 147 3,41

4.000 2.500 5,11 0,40 0,549 0,53 110 8,43
3.000 4,89 0,43 0,687 0,63 127 4,56

3.500 4,63 0,89 0,803 1,28 205 2,86

1.500 5,59 0,60 1,003 0,66 280 2,36

2.000 5,38 0,68 0,805 0,52 261 3,46

4.600 2.500 5,25 0,66 0,704 1,14 198 3,52
3.000 4,88 1,12 0,741 0,37 209 2,37

3.500 4,51 1,17 0,829 0,40 234 2,53

Datos promedio de diez réplicas. C.V.: Coeficiente de Variacion

cual se presentan los menores valores de
absorbancia (0,549 en promedio) es de 2.500
ppm, con un valor final promedio de pH
de 5,11. Para la mezcla utilizando 4.600
ppm de hidroxido de calcio, los menores
valores de absorbancia (0,704 en promedio)
se presentaron a la misma concentracion de
J. curcas que para 4.000 ppm.

En la Figura 3 se presenta el aspecto del
agua residual después de realizar el tratamiento
con J. curcas a las condiciones Optimas.

Evaluacion del efecto del sulfato de aluminio
(testigo), en el tratamiento del agua residual
del café a diferentes condiciones

Para las evaluaciones con sulfato de aluminio
se utilizaron las mismas condiciones que con
los extractos naturales. En las evaluaciones
realizadas con el agua proveniente del
tratamiento primario (agua 12.500 ppm de
DQO a la cual se le aplico hidroxido de

calcio) se encontr6 que los menores valores
de absorbancia (0,083 y 0,087 en promedio)
se encuentran para una dosis entre 3.000 y
6.000 ppm, con unos valores promedio de pH
del agua residual tratada entre 4,96 y 4,21.

En las pruebas de coagulacion utilizando
la mezcla de hidréxido de calcio y sulfato
de aluminio, las menores absorbancias (entre
0,132 y 0,160) se presentan cuando se utilizé
una dosis entre 400 y 800 ppm de sulfato de
aluminio mezclada con hidroxido de calcio,
en una concentracion de 2.600 ppm.

De igual forma que con los coagulantes
naturales, con el sulfato de aluminio se
observo el efecto floculante del material
inerte, alin en suspension, que acompaia al
hidréoxido de calcio utilizado, el cual optimiza
el tratamiento ya que se disminuyen la dosis
utilizada en aproximadamente la quinta parte,
comparadas con las empleadas para el agua
residual proveniente del tratamiento primario.
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Figura 3. Aspecto del agua residual tratada con el extracto de J. curcas. a. Jatropha en agua residual a pH

original; b. Mezcla de Jatropha con hidroxido de calcio.

Finalmente, se realiz6 la evaluacion con
agua residual a una concentracion de 25.000
ppm de DQO, utilizando la mezcla de sulfato
de aluminio con hidréxido de calcio, a una
concentracion de 4.600 ppm, encontrando
que las dosis optimas del coagulante quimico
para el agua residual, a una concentracion
de 25.000 ppm, estan entre 1.000 y 1.500
ppm, ya que en este rango se presentaron
los menores valores de absorbancia (0,217
a 0,202).

Caracterizacion fisicoquimica del
residual tratada

agua

Una vez realizadas las pruebas de coagulacion
con cada una de las especies vegetales, se
selecciond la dosis optima de coagulante, de
acuerdo a los valores de absorbancia del agua
residual tratada y ésta se caracterizo en los

parametros: Demanda Quimica de Oxigeno
y Soélidos Suspendidos Totales (a la dosis
optima y a una dosis por encima y otra por
debajo de la 6ptima). Las caracterizaciones
también se realizaron al testigo (agua residual
tratada con sulfato de aluminio), al agua
residual proveniente del tratamiento primario
y al agua residual sin tratamiento.

Resultados del tratamiento con agua residual
a 12.500 ppm de DQO. De acuerdo a los
resultados de las caracterizaciones realizadas,
se encontré que cuando se utilizd la semilla
de M. oleifera seca y molida para tratar el
agua proveniente del tratamiento primario se
lograron remociones en la DQO entre 40,1%
y 38,2% y en los SST entre 24,0% y 18,5%,
con las mayores remociones cuando se utilizé
una dosis de M. oleifera de 6.000 ppm. En
cuanto al coagulante quimico utilizado para




tratar el agua proveniente del tratamiento
primario se obtuvo una remocion promedio
de la DQO de un 57,8% y de los solidos
suspendidos del 23,0%.

Cuando se utilizo el polvo de M. oleifera
mezclado con el hidroxido de calcio, para
tratar las aguas residuales del beneficio del
café, a una concentracion de 12.500 ppm,
las remociones promedio estuvieron entre
72,3% y 55,0% para la DQO y entre 93,5%
y 83,0% para los SST. Las remociones
mayores se presentaron para la mezcla de
hidréxido de calcio, a una dosis de 2.600
ppm, con el extracto de M. oleifera (dosis
de 4.000 ppm).

Segun los resultados de la caracterizacion,
cuando se realiz6 el tratamiento con el
extracto de J. curcas al agua residual a
una concentracion de 12.500 ppm y a pH
original, se obtuvieron remociones promedio
en la DQO entre 78,0% y 67,7% y en los
solidos suspendidos entre 86,5% y 68,4%.

Cuando se realiz6 la mezcla de J. curcas
con hidroéxido de calcio, para tratar las aguas
residuales a una concentracion de 12.500
ppm, se obtuvieron remociones promedio
de la DQO entre 79,2% y 70,1% y de
solidos suspendidos entre 71,5% y 88,6%,
presentandose las remociones mas altas cuando
se utilizé una mezcla de hidroxido de calcio
a una dosis de 3.000 ppm con el extracto
de J. curcas, a una dosis de 1.500 ppm.

Resultados de tratamiento con agua residual
a 25.000 ppm de DQO. En cuanto al
tratamiento del agua residual del beneficio
del café, a una concentracion de 25.000
ppm de DQO, utilizando la semilla de M.
oleifera mezclada con hidroxido de calcio,
las remociones de la DQO estuvieron entre
77,3% y 68,5% y para los SST entre 92,2%
y 82,7%. La dosis con la remocion mas

alta estuvo constituida por 4.000 ppm de
M. oleifera mezclada con 4.600 ppm de
hidréxido de calcio.

Para el tratamiento del agua residual a
pH original, con el extracto de J. curcas se
presentaron remociones de DQO promedio
entre 65,7% y 66,5% y de SST entre 85,4%
y 84,9%.

Finalmente, cuando se realizé el tratamiento
del agua residual a 25.000 ppm con la mezcla
de hidroxido de calcio y el extracto de J.
curcas se obtuvieron remociones promedio
para la DQO entre 70,7% y 68,5% y para
los SST entre 87,0% y 87,9%.

Las remociones promedio encontradas
para el testigo (coagulante quimico mezclado
con el hidroxido de calcio) en el tratamiento
del agua residual a 25.000 ppm de DQO
fueron de 77,9% para la DQO y 88,2%
para los SST.

Analisis estadistico de los resultados
obtenidos en los tratamientos éptimos de
acuerdo a la absorbancia

Se realizo un analisis de varianza con una
confiabilidad del 95% (prueba Tukey) para las
variables de interés: porcentaje de remocion
de DQO y porcentaje de remocion de SST,
para los tratamientos con menor absorbancia.

En las Tablas 8 a la 11 se presentan los
tratamientos seleccionados y los resultados
del analisis estadistico, tanto para el agua
residual del café a concentraciones de DQO
de 12.500 ppm como para 25.000 ppm.

Resultados de los tratamientos utilizando
agua residual con una DQO de 12.500
ppm. De acuerdo a los resultados obtenidos
en el analisis de varianza (Tabla 9), no se
presentaron diferencias estadisticas en la

Cenicafé, 69(1):68-82.2018 79




Tabla 8. Tratamientos evaluados para el agua residual del café a 12.500 ppm de DQO.

Tratamiento

T1
T2
T3
T4
T5
T6

Testigo (sulfato de aluminio)

Moringa (4.000 ppm)+Hidréxido de calcio (2.600 ppm)
Moringa (4.000 ppm)+Hidroxido de calcio (3.000 ppm)
Agua residual a pH original +Jatropha (1.500 ppm)
Jatropha (1.500 ppm)+Hidroxido de calcio (2.600 ppm)
Jatropha (1.500 ppm)+Hidroxido de calcio (3.000 ppm)

Tabla 9. Resultados del analisis de varianza para el agua residual del café a 12.500 ppm de DQO.

DQO SST
Grupo Remocion Tto. Grupo Remocion Tto.
Tukey Promedio (%) Tukey Promedio (%)
A 78,77 T6 A 93,46 T2
A 78,37 TS A 93,16 T1
A 77,91 T4 B 90,91 T3
B 71,99 T2 C 88,55 T6
B 71,91 T1 C 87,80 TS
C 64,30 T3 D 86,46 T4

Tabla 10. Tratamientos evaluados para el agua residual del café a 25.000 ppm de DQO.

Tratamiento

T1
T2
T3
T4
T5
T6

Testigo (sulfato de aluminio)

Moringa (5.500 ppm)+Hidroxido de calcio (4.000 ppm)
Moringa (5.000 ppm)+Hidréxido de calcio (4.600 ppm)
Agua residual a pH original +Jatropha (2.500 ppm)
Jatropha (2.500 ppm)+Hidroxido de calcio (4.000 ppm)
Jatropha (2.500 ppm)+Hidroxido de calcio (4.600 ppm)

80

Tabla 11. Resultados del analisis de varianza para el agua residual del café¢ a 25.000 ppm de DQO.

DQO SST
Grupo Remocién Ttto. Grupo Remocién Ttto.
Tukey Promedio (%) Tukey Promedio (%)
A 77,93 T1 A 92,17 T3
A 76,91 T3 B 91,17 T2
B 74,91 T2 C 88,50 Tl
C 70,67 TS D 87,65 T5
D 68,54 T6 D 87,33 T6
E 65,71 T4 E 84,86 T4
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remocion de DQO para los tratamientos T6:
J. curcas (1.500 ppm)+Hidréxido de calcio
(3.000 ppm), remocion de DQO 78,77%; T5:
J. curcas (1.500 ppm)+Hidréxido de calcio
(2.600 ppm), remociéon de DQO 78,37%;
T4: J. curcas (1.500 ppm), remociéon de
DQO 77,91%. Estos tratamientos fueron
estadisticamente diferentes del T2: M. oleifera
(4.000 ppm)+Hidréxido de calcio (2.600 ppm)
y del TI: Tratamiento Testigo con sulfato
de aluminio; pero entre estos dos ultimos
tratamientos no hubo diferencias estadisticas,
con un grado de confiabilidad del 95%.

Con estos resultados se establece como
mejor tratamiento desde el punto de vista
técnico (para el agua residual a 12.500 ppm)
el T6: J. curcas (1.500 ppm)+Hidroxido de
calcio (3.000 ppm), que si bien no muestra
diferencias estadisticamente significativas
con TS5 y T4, mostr6 menores valores de
absorbancia que TS5 y obtener un precipitado
mas denso que el T4, permitiendo su
separacion final.

En cuanto a los resultados obtenidos para la
remocion de SST (Tabla 9), no hubo diferencias
estadisticas significativas, con un nivel de
confiabilidad del 95%, para los tratamientos
T2: M. oleifera (4.000 ppm)+Hidroxido de
calcio (2.600 ppm), remocion de SST 93,46%
y del TI: Tratamiento Testigo con sulfato
de aluminio 93,16%, y los cuales fueron
estadisticamente diferentes a los demas
tratamientos evaluados, con remociones entre
86,46% (T4) y 90,91% (T3).

Resultados de los tratamientos utilizando
agua residual con una DQO de 25.000 ppm.
De acuerdo a los resultados obtenidos en el
analisis de varianza para los tratamientos
con agua residual a una concentracion de
25.000 ppm (Tabla 11), no hubo diferencias
estadisticas, con un grado de confiabilidad
del 95%, en la remocion de DQO para

los tratamientos T1: Tratamiento Testigo
con sulfato de aluminio, remocidén de
DQO 77,93% y T3: M. oleifera (5.000
ppm)+Hidroxido de calcio (4.600 ppm),
remociéon de DQO 76,91%; los cuales
fueron estadisticamente diferentes a los
demas tratamientos evaluados.

Se establece como mejor tratamiento
desde el punto de vista técnico (para el agua
residual a 25.000 ppm) el T3: M. oleifera
(5.000 ppm)+Hidréxido de calcio (4.600 ppm).
Con ¢éste se obtuvo la remocion mas alta en
términos de DQO (76,91%) y no presentd
diferencias significativas estadisticamente con
el tratamiento testigo.

En cuanto a los resultados obtenidos para
la remocion de SST (Tabla 11), se observan
diferencias estadisticas, con un nivel de
significancia del 95%, para los diferentes
tratamientos evaluados, excepto entre T5:
J. curcas (2.500 ppm)+Hidréxido de calcio
(4.000 ppm), remocion de SST 87,65% y T6:
J. curcas (2.500 ppm)+Hidréxido de calcio
(4.600 ppm), remocion de SST 87,33%.

Gutiérrez y Mera (4) reportan dosis
de moringa para el tratamiento de aguas
residuales del café de 4 g en 600 mL
(6.600 ppm), con remociones promedio en
parametros fisicoquimicos y microbiologicos
de un 80,9%.

En este estudio puede concluirse que:

La mezcla de hidroxido de calcio con
los extractos naturales hace mas eficientes
los tratamientos, debido a que permite
acondicionar el pH a valores optimos para el
funcionamiento del coagulante. Adicionalmente,
el material suspendido de la cal, ain sin
disolver, favorece el proceso de floculacion,
logrando mayores eficiencias en el tratamiento
de las aguas residuales.
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El coagulante extraido de la semilla de M.
oleifera no tiene algin efecto sobre las aguas
residuales del café cuando éstas se encuentran a
pH écido (pH original del agua residual del café¢).

Para el caso de J. curcas debe aplicarse el
extracto liquido después de la extraccion de
la grasa y el compuesto coagulante, debido a
que cuando se aplica el polvo seco y molido
¢éste no se diluye en el agua residual, por lo
tanto, no se presenta algun cambio en las
caracteristicas del agua.

Para el tratamiento del agua residual del
beneficio del café, a una concentraciéon de
12.500 ppm, se encontrd que con la mezcla
de hidroxido de calcio con la semilla de M.
oleifera seca y molida, las dosis optimas
para el tratamiento son 2.600 ppm (2,6 g.L"!
de agua residual generada) de hidroxido de
calcio y 4.000 ppm (4 g.L! de agua residual
generada) de M. oleifera. Para la mezcla de J.
curcas con hidroxido de calcio, las condiciones
optimas se presentaron cuando se aplic6 una
dosis de 3.000 ppm (3 g.L' de agua residual
generada) de hidroxido de calcio mezclado
con J. curcas a una concentracion de 1.500
ppm (1,5 gL' de agua residual generada).

Para el tratamiento del agua residual del
beneficio del café, a una concentraciéon de
25.000 ppm como DQO, la dosis 6ptima es
4.600 ppm de hidroxido de calcio (4,6 g.L"!
de agua residual generada) y 5.000 ppm (5
gL' de agua residual generada) de semilla
de M. oleifera seca y molida. Para la mezcla
hidroxido y J. curcas la dosis 0ptima encontrada
fue de 4.000 ppm (4 g.L'' de agua residual
generada) de hidroxido y 2.500 ppm (2,5
gL' de agua residual generada) de J. curcas.
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TECNICAS DE VISION ARTIFICIAL PARA LA
IDENTIFICACION DE DOS DEFECTOS DEL CAFE LAVADO

Juan Mateo Castrillon Cuervo*; Juan Rodrigo Sanz Uribe**; Paula Jimena Ramos Giraldo***

CASTRILLONC.,J.M.; SANZ U.,J.R.; RAMOS G., P.J. Técnicas de visién artificial paralaidentificacion
de dos defectos del café lavado. Revista Cenicafé 69(1):83-90. 2018

La clasificacion de café ayuda a obtener una mejor calidad de la bebida y un mayor precio en el mercado. Al
igual que a simple vista, a partir de un procesamiento digital de imagenes se observaron diferencias apreciables
entre los granos sanos de café lavado y los que tienen los defectos “fermento” e “inmaduro”. El café lavado
cuando tiene el defecto fermento muy avanzado presenta una coloracién mas oscura del pergamino mientras
que los granos de café lavado inmaduros presentan una coloracion verdosa. En esta investigacion se adquirieron
imagenes digitales de granos sanos y defectuosos, bajo condiciones controladas de iluminacion y fondo. Se
desarroll6 un algoritmo de segmentacion de los granos y se estudiaron diferentes espacios de color, con el fin
de determinar las mayores diferencias entre las tres clases de granos (sanos, fermento e inmaduro). La mayor
dispersion entre clases se genero en el plano B-G de la representacion de color RGB, donde se aplicaron tres
clasificadores: lineal, bayesiano y K-vecinos mas cercanos (K-NN). La eficacia promedio de los clasificadores
fue 88,4%, 79,3% y 88,1%, respectivamente. Por el desempefio y bajo costo computacional fue seleccionado
el clasificador lineal, en cuya validacion, el porcentaje de correcta identificacion fue de 91,4%. Los resultados
de esta investigacion tienen el potencial de ser usados en una maquina electronica para la separacion de los
granos con estos defectos.

Palabras clave: Imagenes digitales, clasificacion electronica, clasificacion de café, algoritmos.

ARTIFICIAL VISION TECHNIQUES TO IDENTIFY TWO DEFECTS OF WASHED COFFEE

Coffee classification helps to obtain better cup quality and higher prices in the market. As well as with the naked
eye, clear differences among healthy, sour and immature washed coffee beans, were observed with processed
digital images. When washed coffee has a very advanced sour defect, the color of its husk is darker while
immature washed coffee beans have a greenish coloration. In this study, digital images of healthy and defective
coffee beans were obtained under controlled lighting and background conditions. A segmenting algorithm of the
grains was developed and several color spaces were studied in order to find the greatest differences among the
three classes: healthy, fermented, and immature beans. The greatest dispersion was observed in the B-G plane
of the RGB color representation, in which three classifiers, namely, linear, Bayesian and K-nearest neighbors
(K-NN) were applied. The mean efficacies of the classifiers were 88.4%, 79.3% and 88.1%, respectively. Due
to good performance and low computational cost, the linear classifier, which validation had a right identification
percentage of 91.4%, was chosen. The results of this research can be used in an electronic machine to separate
those defective beans.

Keywords: Digital images, electronic classification, coffee classification, algorithms.

*Asistente de Investigacion (hasta 2015), **Investigador Cientifico III, ***Investigador Cientifico I, respectivamente.
Disciplina de Poscosecha, Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.
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Las exigencias de alta calidad del mercado
requieren tecnologias que realicen controles
cada vez mas precisos y rigurosos. En café
existen dos defectos que reducen de forma
significativa el valor del grano: El primero,
es el grano “inmaduro” proveniente del café
pintéon o verde, el cual genera astringencia
o acidez indeseable en la taza, y segundo
es el “fermento”, atribuido a malas practicas
en el proceso de beneficio, particularmente
en la etapa de fermentacion del mucilago,
donde el café tras un largo periodo de
sobrefermentacion, presenta olores, sabores
y aspecto propios de este defecto. Un alto
contenido de café con fermento en una muestra,
causa un efecto negativo sobre los atributos
de la bebida (11). Los defectos mencionados
presentan caracteristicas que son visiblemente
apreciables después de lavar el café para
remover su mucilago degradado; el café
inmaduro presenta una coloracion verdosa
que desaparece cuando el café empieza su
proceso de secado y el café con fermento
presenta una coloracion del pergamino mas
oscura, en comparacion con el café sano. El
proposito de este trabajo es identificar los
cambios de tonalidad aplicando técnicas de
vision artificial, a través de algoritmos que
diferencien los defectos en el café lavado.
Estos algoritmos seran implementados en
una maquina auténoma que logre separar
granos defectuosos de los sanos.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion se llevo a cabo
en las instalaciones del laboratorio de Vision
Artificial de la Disciplina de Poscosecha, del
Centro Nacional de Investigaciones de Café-
Cenicafé. El procesamiento de las imagenes se
realiz6 en dos herramientas computacionales: un
compilador de lenguaje C++ en conjunto con
la libreria open CV 2.9 (2) y Scilab, de codigo
abierto y libre distribucion. La metodologia
de la investigacion estuvo constituida por tres

fases: I) Caracterizacion inicial de los granos y
adquisicion de la base de datos, II) Desarrollo
de algoritmos que logren separar regiones de
interés en los granos, y III) Evaluacion de los
clasificadores para identificar dichos defectos.

Fase I): Se seleccionaron manualmente 100
granos de café Variedad Castillo®, en cada
clase: i) Sanos, ii) Defecto fermento y iii)
Defecto inmaduro, provenientes de la Estacion
Experimental Naranjal y procesados en el
beneficiadero de semilla de Cenicafé. Un grano
de café posee dos superficies: una cara con
forma convexa y una cara plana ensanchada
con una hendidura, ambas fueron analizadas,
disponiendo los granos en una campana de
inspeccion. Dicha campana se compone de
una iluminacién controlada tipo LED (6500K),
con tonalidad neutra, 24 W de potencia y
patron de radiacion Lambertiano, ademas
de una camara industrial de alta velocidad,
marca Emergent HS-2000C, con capacidad
de tomar hasta 338 fps (frames per second,
por sus siglas en inglés) a una resolucion de
2 MP, ubicada en la parte superior.

Para garantizar una correcta segmentacion
digital (13) de los granos (separacion de la
informacion digital correspondiente al fondo
y a los granos), se utilizé un fondo azul cian
(Red: 0, Green: 116 y Blue: 238), utilizado
en un estudio anterior (12). Dicho fondo
permite la segmentacion de la totalidad de
los granos defectuosos o sanos presentes en
la escena. Para esta segmentacion se utilizé
la componente de color Cb del espacio de
representacion YCbCr (por sus siglas en
inglés: Luminance, Chroma difference Blue y
Chroma difference Red) con una conversion
desde el espacio de color RGB (por sus
siglas en inglés: Red, Green y Blue) como
se muestra en la Ecuacion <1> (7).

Y 16 65,48 128,55 2496 | | R
Ch|=|128|+]-37,79 -7420 112 G [<1>
Cr 128 112 93,78 -1821]| [ B
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Las imagenes con los 300 granos a
caracterizar, se analizaron digitalmente,
para encontrar las regiones que mostraban
mayores cambios en su nivel de intensidad
en el espacio de color RGB, como sugerian
trabajos anteriores (9, 10); también se observo
la forma de los granos (3), estudiando la
viabilidad de un ajuste matematico, que
permitiera calcular los parametros de dicha
figura para desplazarlos y segmentar las
regiones de interés dentro de la misma.

Posteriormente, se selecciono la cara del
grano con mayores cambios de tonalidad y
se adquirieron imagenes de 3.000 granos con
defecto fermento e inmaduro, y 800 granos
sanos que sirvieron de control, construyendo
asi la base de datos de entrenamiento y
validacion. Los granos con defecto fermento,
previamente se sometieron a periodos de
sobrefermentacion sin agua, entre 38 y 114
h, para determinar el tiempo promedio desde
el cual es apreciable el cambio de tonalidad
de los granos dentro del espectro visible.

Fase II): Se construyeron ¢ implementaron los
algoritmos de segmentacion y extraccion de
informacidn en los lenguajes de programacion
ya mencionados. Para segmentar las regiones
de interés dentro de los granos, se ajusto
una elipse a los contornos de cada grano
encontrado. Por medio de una regresion
lineal (1, 5) se estimaron los valores iniciales
de la elipse (coordenadas del centroide, eje
mayor, eje menor y angulo de inclinacion) y,
posteriormente, mediante regresion no lineal
de minimos cuadrados, se aproximo la elipse
que mejor se ajusté al conjunto de datos
(6). Con el centro de la elipse, la longitud
de los ejes de cada contorno eliptico y la
imagen binaria de la escena adquirida, se
logré segmentar cualquier region dentro de
un grano. Finalmente, se calculdé la media
aritmética de las regiones de interés (ROI)
segmentadas, en los espacios de color RGB,

HSV y La*b*, teniendo como resultado nueve
caracteristicas de cada ROI.

Representando los datos en un plano
cartesiano, se busco la mayor separacion
entre clases, determinando la combinacion de
caracteristicas XY mas efectiva para aplicar
los clasificadores

Fase III): A partir de la ROI y el par de
componentes de color mas representativas, se
procedio a la implementacion de tres tipos de
clasificadores: lineal, Bayesiano y K-Vecinos
mas Cercanos (K-Nearest Neighbors, por sus
siglas en inglés).

El clasificador lineal separa las clases
dentro de una nube de puntos, a partir de
una expresion lineal sobre el plano cartesiano,
posee un costo computacional minimo, con
una alta precision de clasificacion, aunque
en ocasiones puede tener una sensibilidad
alta cuando la fuente de extraccion de las
caracteristicas es propensa al ruido o cambios
repentinos debido a condiciones externas (8).
El clasificador Bayesiano modela funciones
de densidad con distribuciones normales,
tomando la desviacion estandar y la media
de un grupo de datos iniciales como conjunto
de entrenamiento, y estima la probabilidad
de que un nuevo dato pertenezca a una
de las clases de entrenamiento, por medio
de su probabilidad a posteriori para cada
clase, basandose en el teorema de Bayes
y en la probabilidad condicional (14). El
clasificador K-NN (k-vecinos mas cercanos)
en cambio, clasifica los datos de acuerdo
a la ubicacion espacial de un conjunto de
datos previamente clasificado y etiquetado,
calculando la distancia euclidiana de un
nuevo dato hasta cada uno de los puntos
de entrenamiento dados. El dato de prueba
pertenecera a la clase a la que mas cerca
se encuentre; puede ser extendido a varias
clases cercanas (vecinos) manteniendo k
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impar (14), sin embargo, para este estudio
solo se trabajo con k igual a uno.

Para el entrenamiento de todos los
clasificadores se utilizaron 30 muestras de
200 granos de café y para la validacion se
utilizé la informacion de los 1.400 granos de
café restantes. Se utilizo la eficacia (Ecuacion
<2>), basada en la tabla de contingencia o
confusion (4), como métrica para determinar el
desempeiio de cada clasificador y herramienta
computacional.

_ Ny + Naa
N

E <2>

Donde:

E = eficacia

N, = ntimero de granos sanos identificados
cOmo sanos

N, =naumero de granos defectuosos identificados
como defectuosos

N = numero total de granos analizados

RESULTADOS Y DISCUSION

La iluminacién controlada permite eliminar
perturbaciones externas en la escena, como
sombras o cambios de intensidad en la luz,
originando datos completos y ordenados de
los contornos de los granos de café, lo que
se traduce en ajustes precisos al aplicar el
algoritmo seleccionado para el ajuste eliptico
(Figura 1).

Los defectos estudiados en este experimento
mostraron alteraciones de coloracion del
pergamino del café' y la almendra en el
interior del grano, particularmente a lo
largo de la hendidura y en los dos extremos
o lobulos que ésta misma separa. Dichas
alteraciones presentan cambios de color
hueso oscuro en granos sanos, por tonos

verdes para granos inmaduros y coloraciones
marrén oscuro para granos tipo fermento.
Los cambios de coloracion se hacen mas
evidentes en los lobulos de los granos y la
hendidura. En la cara convexa solamente
se observaron diferencias de tonalidad para
granos inmaduros, razén por la cual se optod
por analizar inicamente las superficies planas
de los granos.

Se utilizaron desplazamientos de los ejes
de la elipse ajustada para segmentar dichas
regiones, trasladando el eje mayor a través
del eje menor un 30%, se segmentaron los
lobulos del grano, y realizando una negacion
logica a la imagen binaria pudo segmentarse
la hendidura (Figura 2).

Para determinar la ROI a analizar se midi6
el cambio de coloracion de las componentes
de color RGB, HSV y La*b*, en las regiones
segmentadas, para los tres tipos de granos
de café. Tanto en los lobulos como en la
hendidura se presentan cambios en cada una
de las componentes de color mencionadas,
sin embargo, el rango dinamico de dichas
variables es mayor para la zona de los
lobulos, generando mayores dispersiones al
momento de relacionar las caracteristicas de
color en un plano cartesiano. En la Figura
3 se muestra el rango de las componentes
(RGB y HSV) de color, tanto en los lobulos
como en la hendidura, para los granos en
todos los estados, por medio de un analisis
de intervalos de confianza con un nivel de
significancia del 95%.

El espacio de color La*b* no mostro
diferenciacion en la componente a*, y
debido a que la componente L es altamente
susceptible a los cambios de luz externa, solo
se observaba diferenciacion en la componente

'Luego de fermentar y remover el mucilago del café despulpado, es posible apreciar los defectos de la almendra a través de
la capa del grano conocida como pergamino, el cual al estar himedo es translicido.
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Figura 1. a. Imagen con granos sanos, inmaduros y tipo fermento; b. Representacion de color Cb; ¢. Contornos
de la imagen; d. Ajuste eliptico (rojo) con sus respectivos ejes superpuestos sobre los contornos (blanco); e.
Imagen binaria con ajuste eliptico y ejes correspondientes.

Figura 2. Segmentacion
de 16bulos o extremos
(izq.) y de la hendidura
de los granos de café en
su cara plana (der.).
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Figura 3. Intervalos de confianza al 95% para las caracteristicas seleccionadas en los espacios de color RGB

y HSV.

b*, por lo que se descartd este espacio para
las clasificaciones posteriores. La variable que
muestra mayor diferenciacion de promedios
entre los granos sanos e inmaduros es la
componente de color S del espacio HSV,
sin embargo, es sujeta a brillos ocasionados
por las gotas de agua presentes en el café
lavado, la segunda componente con mayor
diferencia fue la B del espacio RGB, con valor
de 0,092, mientras que la mayor diferencia
entre sanos y fermento se presenta en G
del mismo espacio de color con un valor
de 0,075; estos valores equivalen a 17 y 23
niveles de intensidad, respectivamente, para
imagenes de 8 bits de profundidad.

Con el promedio de las componentes B y
G de la ROI segmentada sobre los l6bulos,
se creo el grafico de dispersion de la Figura
4, donde se aprecian tres nubes de puntos,

correspondientes a la relacion GB de los
granos sanos, fermento e inmaduros.

La eficacia promedio de identificacion
de los clasificadores, al discriminar entre
granos sanos ¢ inmaduros es de 93,44%, y la
clasificacion entre granos sanos y con defecto
fermento es de 87,31% (Tabla 1). Para el
clasificador lineal se varid la pendiente de
la recta desde 0,60 hasta 0,75. La eficacia
mostrada se obtuvo con pendiente igual a 0,71.

Tabla 1. Eficacias de los clasificadores evaluados.

Identificacion  Tipo de clasificador
Lineal Bayes KNN
Inmaduros 93,44 85,87 92,14
Eficacia
%) Fermento 87,31 71,33 84,06
Combinados 90,43 70,69 85,87
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Figura 4. Distribucion de
clases sano, inmaduro y
fermento en el plano BG.

Se realizaron evaluaciones variando la
cantidad de puntos de entrenamiento entre
100 y 400, tratando de encontrar mejores
eficacias, pero ¢éstas variaron desde una
centésima de decimal hasta apenas una
unidad, en comparaciéon con los valores
obtenidos al entrenar con 200 datos, razon
por la cual los demas analisis solamente se
realizaron con 200 datos de entrenamiento.
Al evaluar los clasificadores para discriminar
entre sanos y afectados, se obtuvieron las
eficacias resaltadas al final de la Tabla
1. El bajo desempeiio del clasificador de
Bayes esta relacionado con la cercania
entre clases, es decir, hay traslapes entre
las curvas normales, ya que el promedio
de la pendiente de la recta desde el origen
hasta los puntos de la nube de sanos fue
de 0,752 y para la recta de defectuosos de
0,650, con desviacidon estandar de 0,032 y
0,048, respectivamente.

Posteriormente, se valido la eficacia de
clasificacion con 200 nuevos granos de
cada tipo, teniendo como resultado una

eficacia promedio de 91,4%. Las evaluaciones
realizadas muestran que el clasificador
con mejor desempefio para la aplicacion
planteada es el lineal; sin embargo, depende
en gran medida de condiciones externas, las
cuales son inherentes a cualquier sistema
de adquisicion, sin importar la disposicion
del sistema de iluminaciéon controlada, para
solucionar esto, se estan adelantando trabajos
para utilizar un clasificador lineal con
pendiente dinamica, donde la pendiente que
separa los granos defectuosos de los sanos
se ajuste automaticamente dependiendo del
promedio, desviacion estandar y otras medidas
estadisticas tomadas a todos los pixeles que
conforman cada imagen.

En este estudio puede concluirse que
se cuenta con un algoritmo, basado en las
componentes de color G y B, que tiene la
capacidad de identificar granos de café lavado
con los defectos fermento e inmaduro, de
los granos sanos, con una eficacia promedio
de 91,4%, que se considera aceptable para
ser usado en desarrollos posteriores.
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El clasificador lineal demostré tener mayores
eficacias que clasificadores mas elaborados,
como son el Bayesiano y el k-vecinos mas
cercanos. Esto muestra robustez del proceso y
el costo computacional de la implementacion
es relativamente bajo, si se compara con
otro tipo de clasificadores, lo que posibilita
generar analisis en tiempo real.

En el analisis descriptivo por intervalos de
confianza arroj6 una dispersion de la muestra
del 0,3%, lo que permite concluir que el
hardware usado para capturar las escenas,
garantiza alta estabilidad con respecto a
alteraciones externas, dando a la informacion
resultante en la imagen digital y al sistema
de adquisicion una alta confiabilidad de los
datos. Al mismo tiempo, esto permiti6 obtener
contornos completos y con ruido despreciable,
para segmentar cualquier region dentro del
grano, a partir de los parametros de la elipse
calculada, con un minimo requerimiento
computacional.
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VALORACION DEL CAMBIO DE APTITUD DEL CULTIVO
DE CAFE EN COLOMBIA, POR VARIACION EN LOS
ESCENARIOS CLIMATICOS FUTUROS

Juan Carlos Garcia Lopez*; Peter Laderach**; Huver Posada Suarez***

GARCIA L., J.C.; LADERACH, P.; POSADA S., H.E. Valoracion del cambio de aptitud del cultivo de
café en Colombia, por variacion en los escenarios climaticos futuros. Revista Cenicafé 69(1):91-111. 2018

Este estudio tiene como objetivo identificar como las regiones cafeteras colombianas estarian cambiando
su aptitud actual en el marco del escenario A2 2030s y 2050s, planteados en el cuarto informe del Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climéatico-IPCC. A partir de la informacion climatica actual y
futura se construyeron bioindicadores climaticos que constituyeron los predictores de la modelacion en Maxent.
La distribucion de probabilidad de Maxent se definié en la zona cafetera colombiana, la aptitud climatica
correspondi6 al nivel de presencia de ciertas caracteristicas climaticas que permiten satisfactoriamente el cultivo
de café. La tendencia es a incrementar la expresion de Temperatura Media hacia el futuro, la minima cantidad
de incremento promedio esperada es 0,8 y 1,6°C para 2030 y 2050, respectivamente. Mayores cambios se
observaran en aquellas areas ubicadas en el Norte de Colombia mientras que las zonas con valores de cambio
mas reducidos corresponden al Sur de Colombia. El cambio en precipitacion muestra la tendencia en la zona
Caribe y Santanderes a disminuir entre 1,6%Yy 3,5% (30 a 64 mm). Varias zonas de menor aptitud en el escenario
actual y futuro se observan en las estribaciones de las grandes montaias, con influencia de grandes cuencas
hidrograficas como los rios Magdalena, Cauca, Catatumbo, Sogamoso, Guaviare, Meta y Patia.

Palabras clave: Coffea arabica, Zona Cafetera Colombiana, aptitud actual.

APTITUDE CHANGE ASSESSMENT OF COFFEE CULTIVATION IN COLOMBIA BY
VARIATION IN FUTURE CLIMATE SCENARIOS

This study aims to identify how Colombian coffee regions would be changing their current aptitude under the
A2 2030s and 2050s scenarios, reported in the Fourth Assessment Report of IPCC of the Intergovernmental
Panel on Climate Change-IPCC. Climatic bioindicators, which were the predictors of the Maxent modeling were
made using current and future climate data. The Maxent probability distribution was defined in the Colombian
coffee region, the climate aptitude corresponded to the level of presence of certain climatic characteristics that
satisfactorily allow the cultivation of coffee. The tendency is to increase the expression of Average Temperature
towards the future, the minimum amount of expected average increase is 0.8 and 1.6 ° C for 2030 and 2050,
respectively. Major changes were identified in the North of Colombia, while areas with smaller change values
correspond to the South of Colombia. The change in precipitation shows that the Caribbean and the Santander
areas have a tendency to decrease from 1.6% to 3.5% (30 to 64 mm). Several areas of lower aptitude in the
current and future scenario are observed in the foothills of the great mountains, with the influence of large river
basins such as the Magdalena, Cauca, Catatumbo, Sogamoso, Guaviare, Meta and Patia rivers.

Keywords: Coffea arabica, Colombian coffee regions, current aptitude.
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Los informes cuarto y quinto del Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el
Cambio Climatico IPCC (por sus siglas en
inglés, Intergovernmental Panel on Climate
Change), concluyeron que no existen dudas
de que la humanidad se afectarda por el
cambio climatico (23, 24), con aumentos
mas marcados en la temperatura hacia
latitudes septentrionales altas. En el quinto
informe del IPCC (24) se advierte como cada
uno de los tres ultimos decenios han sido
sucesivamente mas calidos en la superficie
de la Tierra que cualquier decenio anterior,
desde 1850.

De acuerdo con la segunda comunicacion
nacional ante la Convencion Marco de las
Naciones Unidas sobre Cambio Climatico
(20), para Colombia el analisis de tendencia
de aumento de temperatura evidencia una tasa
de calentamiento promedio de 0,13°C por
década en los ultimos 50 afios, y una tasa
de disminucion de la precipitacion entre -3,1
y -4,0 mm.afio!. Por su parte, los resultados
segin la tercera comunicacion Nacional
ante la Convencion Marco de las Naciones
Unidas sobre Cambio Climatico (19) muestran
como los aumentos de temperatura y el
comportamiento de la precipitacion no sera el
mismo en todas las regiones, con tendencia al
incremento gradual de temperatura esperado
de 2,14°C hacia 2070, y la disminucion de
la precipitacion en departamentos del Norte
de Colombia y aumento de las lluvias en el
Centro, Sur y Occidente del pais.

En los tltimos afios, Colombia ha registrado
eventos criticos relacionados con la ocurrencia
de los eventos La Nifia y El Nifo, el
primero relacionado con incremento de la
pluviosidad entre los afios 2007 y 2011,
recrudecida entre los afios 2008 y 2010,
la cual no sdlo afecté a la poblacion sino
a los cultivos, entre ellos el café. En este
ultimo se generaron condiciones favorables

para el desarrollo de la roya del cafeto, que
registrd niveles de infeccion del 44% (42),
lo cual disminuy6 la productividad, que en
el afio 2011 se situd en 7.654 millones de
sacos (43). El segundo, el evento El Nifio,
que se registrd entre los afios 2015 y 2016,
considerado el de mayor efecto climatico en
término de déficit de lluvias para la region
Andina y Caribe, y el segundo mas intenso
desde 1950. El 80% de las zonas en la region
Andina tuvieron anomalias en los valores
de temperatura, superiores a los 2,5°C (21).
La caficultura colombiana sufrié los efectos
de dicho fenémeno, que para el segundo
semestre del afio 2015 afectd el 18% del
total del parque cafetero (14) y en 2016,
de acuerdo con un estudio riguroso de las
instituciones cafeteras del sector, determind
que 469.000 caficultores y 693.000 hectareas
presentaran algun tipo de afectacion (37).

Estudios realizados en Centro América, Sur
América y Centro de Africa, con el fin de
predecir los efectos del cambio climatico en las
cadenas de suministro de café (4, 8, 10, 32, 33,
34, 36, 48), entre otros aspectos, demuestran
que se registraran cambios considerables en
calidad; muchas regiones donde se cultiva de
forma tradicional el café perderan aptitud y
surgiran nuevas zonas, con desplazamiento
hacia zonas de mayor altitud. El clima
tendera a la estacionalidad, con variaciones
en la temperatura y la precipitacion a traveés
del aflo, la primera con incrementos y la
segunda con disminucion; pero no sélo son
las tendencias en cuanto a los cambios,
sino las estrategias que se plantean para
mitigarlos. Los mismos autores advierten de
la necesidad de fortalecer la investigacion que
les permita a los cafeteros adaptarse a esos
nuevos ambientes, que los actores de toda la
cadena inviertan mas en redes colaborativas
y compartan el conocimiento, de manera que
aseguren su permanencia en el negocio. De otro
lado, la mayor parte de las plantas se estaran
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cultivando en condiciones desfavorables para
su crecimiento y desarrollo, lo que implica
pérdidas en el potencial genético para la
produccién bajo condiciones de estrés (47).

En Colombia, los estudios en café muestran
como de forma recurrente se presentan los
eventos El Nifo y La Nifia, este ultimo con
menor frecuencia. Durante las fases de los
dos eventos, los vientos Alisios disminuyen
o aumentan su intensidad, y la superficie
de las costas de Pert, Ecuador y Colombia
se calientan o enfrian (12, 25, 26). Dichos
eventos originan que los regimenes de lluvia
no sigan un patréon normal, con déficits o
incrementos entre un 20% y 40% (52).

El panorama futuro plantea un reto al gremio
cafetero y, en especial, el direccionamiento de
los temas de investigacion, es por esta razon
que en este estudio se busca identificar como
las regiones cafeteras colombianas estaran
cambiando su aptitud actual, en el marco
del escenario futuro (A2), proyectado a 2030
y 2050, teniendo como base los Indicadores
Bioclimaticos identificados como predictores
de respuestas fenotipicas.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion del clima actual de la Zona
Cafetera Colombiana (ZCC)

La linea base climatica se obtuvo de los
datos de clima histéricos de WorldClim (18),
generados mediante procesos de interpolacion
de datos climaticos mensuales promedio, a 5,0
km de resolucion. La base de datos incluye
para Colombia 1.491 estaciones meteorologicas,
de las cuales el 35% se encuentran dentro de
la zona cafetera, 528 con precipitacion, 212
para temperatura media y 95 para temperatura
maxima y minima. Las variables derivadas
de la temperatura y precipitacion mensual se
obtuvieron de base WorldClim, adaptadas a

etapas fenologicas del cultivo. Otros indicadores
bioclimaticos se construyeron con base en
las mismas variables, y en otras modeladas
a partir de formulas propias o propuestas por
diferentes autores.

Caracterizacion del clima futuro de la Zona
Cafetera Colombiana

Modelos de Circulacion Global (GCMs).
Las condiciones de clima proyectado para la
ZCC para los periodos 2030 y 2050 fueron
derivadas de 19 GCMs, en el escenario de
emisiones (SRES) A2, definidos por el Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio
Climatico (IPCC), en el informe especial sobre
escenarios de emisiones (22): bcer_bem?2 0,
cccma c3 1 t47, cnrm-cm3, csiro mk3 0,
csiro_ mk3 5, gfdl cm2 0, gfdl-cm2 1, giss-
model-er, ing-echam4, inm_cm3 0, ipsl-cm4,
miroc3 2 dres, miub_echo_g, mpi_echamS5,
mri_cgem2 3 2a,ncar _ccsm3_0, ncar-pcml,
ukmo hadem3 y ukmo hadgeml.

Escenario de emision. Los escenarios de
emision comprenden tanto las fuerzas que
rigen las emisiones como las metodologias.
Estos cambios conciernen, por ejemplo, a
la intensidad en carbono del suministro de
energia, a la desigualdad de ingresos entre
los paises desarrollados y los paises en
desarrollo y a las emisiones de azufre (22).

El tema subyacente al escenario A2,
que se utilizd6 en esta modelacion, es la
autosuficiencia y la conservacion de las
identidades locales. Pautas de fertilidad en
las regiones convergen muy lentamente y
la poblacion aumenta progresivamente. El
desarrollo econdémico tiene una orientacion
principalmente regional y per capita, el
crecimiento econdmico y el cambio tecnoldgico
estan mas fragmentados y son mas lentos
que en otras lineas evolutivas. El escenario
asume un incremento del CO, (22).
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Resolucion espacial de los GCMs. Para analisis
de impactos en la caficultura colombiana, en
la mayor parte de los casos, la resolucion
espacial supera los 100 km, lo cual dificulta
un analisis en zonas montaflosas como la
region objeto de este estudio. La informacion
con resolucion de 5 km fue obtenida en el
CIAT, a partir de la base de datos generada
como producto de la reduccion de escala,
mediante el Método Delta propuesto por
Ramirez y Jarvis (49). El conjunto de datos
comprende cuatro variables a un intervalo de
tiempo mensual, promedios de temperatura
media, maxima, minima, radiaciéon solar y
precipitacion total.

Validacién de la informacion de las variables
climaticas en los GCMs. De manera previa
se definieron unos parametros de restriccion
de las variables, soportados en la informacion
de distribucion del cultivo del café en
Colombia. Se tuvieron en cuenta los datos
climaticos observados en el periodo 1971 a
2010, en 80 estaciones de la Red Climatica
Cafetera y se definié que para el area en el
entorno de la Zona Cafetera Colombiana un
GCM en su linea base no debia presentar:

* 10% de los datos o mas con amplitud térmica
<=4°C o amplitud térmica >=17°C

* 15% de los datos o mas con temperatura
media <=16°C o temperatura media >=
25°C

* 10% o mas de los datos con radiacion solar
<= 8,6 Mjoul.m>-dia! o radiacion solar >=
23 Mjoul.m*-dia™!

Con base en el anterior criterio, seis
modelos del escenario A2 presentaron valores
restrictivos, que obligaron a eliminarlos de los

analisis de aptitud, éstos fueron: ncar-pcml,
ing-echam4, cnrm-cm3, ipsl-cm4, gfdl-cm2 1
y giss-model-er.

Informacion de Predios Cafeteros. EL SIC@
forma parte de la infraestructura de datos de
la Federacion Nacional de Cafeteros, es una
base de datos unica, georreferenciada y de
cobertura nacional, que posee informacion
espacial y alfanumérica (13). Se utilizé para
el presente estudio la version de SIC@ de
junio del afio 2012; en total, para el analisis
se extrajo la georreferenciacion de un lote de
café por cada una de 705.000 fincas cafeteras,
en 20 departamentos cafeteros. Se asociaron
a cada finca los atributos de departamento,
municipio, area total, area cafetera, area del
cultivo, ecotopo cafetero' y vertiente.

Datos fenolégicos

Informacion de patrones de cosecha. A
partir de trabajos previos (2), se genero
un raster de cosechas ajustado a la zona
cafetera, con dos criterios: cosecha principal
predominante en el segundo semestre (entre
julio y diciembre) y cosecha principal
predominante en el primer semestre (entre
enero y junio). Estos criterios se utilizaron
en la construccion de las etapas fenologicas
del cafeto. Se presumid, para efectos de
consolidar las etapas, que octubre y mayo
corresponden al mes de cosecha principal (mes
pico de maxima producciéon) en zonas con
patron de cosecha en el segundo y primer
semestre, respectivamente.

Periodos de consolidacion y momentos
fenolégicos. Se definieron tres momentos
fenologicos previos al mes de cosecha
principal, con el fin de relacionarlos con los
indices bioclimaticos, éstos son:

'Region delimitada geograficamente, teniendo en cuenta condiciones predominantes de clima, suelo y relieve, donde se
obtiene una respuesta bioldgica similar del cultivo de café (16).
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a. Cuatro meses previos a la maxima floracion,
en adelante se denominara etapa 1 (1, 6).

b. Cuatro primeros meses de desarrollo del
fruto de cosecha principal, en adelante se
denominara etapa 2 (1, 3).

c. Cuatro meses previos a la cosecha principal,
en adelante se denominara etapa 3 (1, 3).

Obtencion de los indicadores bioclimaticos.
Para cada uno de los modelos de cada
escenario futuro y para el escenario actual
(linea base) se calcularon diferentes indices,
los cuales al combinarse con los estados
fenologicos permitieron un analisis de la
variabilidad interanual, de relevancia en el
cultivo del café.

Indice de Evapotranspiracién. Para el
calculo del balance hidrico mensual se
adapto la rutina en R (54) generada por
Garcia (15). Se tuvieron constantes los
valores de lluvia efectiva y capacidad de
retencién de humedad, el primero con 54%
(30) y el segundo de 50 mm, utilizado en
las rutinas para el balance hidrico de la
Disciplina de Agroclimatologia de Cenicafé.
Al final de la rutina se obtuvo el indice
de evapotranspiracion (IHS). El Déficit
Hidrico Moderado (DM) se constituyd en
el rango 0,5<IHS<0,8, mientras el déficit
Hidrico Fuerte (DF) se establecié cuando el
IHS<0,5. En cada etapa se contabilizaron,
de manera independiente, los meses que
cumplieran con los criterios de los dos
indices, ademas de la lluvia acumulada
(PP), generando los siguientes indicadores
bioclimaticos:

PP1 = lluvia acumulada etapa 1

PP2 = lluvia acumulada etapa 2

PP3 = lluvia acumulada etapa 3

DMI1 = ntimero de meses con déficit hidrico
moderado en la etapa 1

DM2 = niimero de meses con déficit hidrico
moderado en la etapa 2

DM3 = niimero de meses con déficit hidrico
moderado en la etapa 3

DF1 = nimero de meses con déficit hidrico
fuerte en la etapa 1

DF2 = nimero de meses con déficit hidrico
fuerte en la etapa 2

DF3 = nimero de meses con déficit hidrico
fuerte en la etapa 3

Radiacion solar. A partir de los valores
mensuales se obtuvo el promedio por cada
etapa en Mjoul.m?-dia’ y se generaron los
siguientes indicadores:

SR1 = promedio mensual de radiacion solar

etapa 1

SR2 = promedio mensual de radiacion solar
etapa 2

SR3 = promedio mensual de radiacion solar
etapa 3

Indices Térmicos. A partir de la informacion
de las temperaturas maxima (Tmax), minima
(Tmin) y media (Tmedia) mensuales, tanto
para la lineca base como para los GCMs, y
con la temperatura base inferior (Tbase) de
10°C, determinada por Jaramillo y Guzman
(27) para el café en Colombia, se generaron
los indices de amplitud térmica (AT) o
gradiente térmico (Tmax - Tmin), y el de
tiempo térmico (TT) o grados/dia ((Tmedia
-Tbase) x Numero de dias del mes). Para
cada una de las tres etapas fenologicas
propuestas se acumulo el TT (51) y se obtuvo
el promedio mensual de la AT. Se generaron
los siguientes indices bioclimaticos:

TT1 = tiempo térmico acumulado etapa 1
TT2 = tiempo térmico acumulado etapa 2
TT3 = tiempo térmico acumulado etapa 3
AT1 = promedio mensual de AT en la etapa |
AT2 = promedio mensual de AT en la etapa 2
AT3 = promedio mensual de AT en la etapa 3
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Incorporacion de los indices bioclimaticos
a las bases. Ademas de los 18 indices
bioclimaticos construidos, a cada uno de los
5.141 centroides de la mascara cafetera obtenida
en el entorno de los ecotopos cafeteros se
asocio el componente fisiografico de pendiente,
incorporandose asi 19 atributos para cada
pixel, ademas de los correspondientes a su
georreferenciacion.

Prediccion de aptitud del cultivo.
Generalmente, los modelos fisiologicos
integran respuestas de los cultivos a cambios
ambientales y complejas interacciones que
permiten su parametrizacion, y de esta
manera determinar los factores que afectan
el crecimiento y produccion. Recientemente
se mencionan modelos en café (40, 55, 56),
los cuales incluyen varios de los aspectos
mencionados. El interés no es abordar con un
nivel de detalle la obtenciéon de un modelo
para café sino, soportados en la metodologia
que se describe por diferentes autores (35,
36, 44, 48, 53), utilizando un modelo de
Nicho Ecolégico como MAXENT, partir de
la informacion de la distribucion actual del
cultivo (datos de presencia) y estimar una
probabilidad de distribucion. La informacion
disponible de la distribucion objeto de estudio,
por si misma presenta un conjunto de valores
reales, llamados entidades o elementos, y
las restricciones son los valores esperados
de cada entidad, que deben coincidir con
su promedio empirico (45, 46). Tipicamente
habra muchas distribuciones que satisfagan
esas restricciones, el principio de Maxima
Entropia sugiere que, dentro de todas las
distribuciones que satisfagan esas restricciones,
se prefiere la mas ajustada (45, 46). En
este caso la modelacion se enmarca en el
area cafetera colombiana, sobre la cual la
distribucion de probabilidad de Maxent es
definida, los pixeles con registro de distribucion

2www.cs.princeton.edu/~schapire/maxent

de predios cafeteros se constituyen en los
puntos de muestreo y los bioindicadores,
pendiente del terreno y sus funciones, en
las entidades.

La probabilidad de distribucion es la suma
de cada variable ponderada, dividida por una
constante escalar para asegurar que los valores
de probabilidad fluctien entre 0 y 1, de otra
manera, Maxent asigna una probabilidad no
negativa a cada pixel en el area de estudio,
debido a que esas probabilidades deben sumar
uno (11, 45). El programa comienza con
una distribucion de probabilidad uniforme e
iterativamente altera un peso a la vez, para
maximizar la probabilidad de alcanzar la
distribucion de probabilidad optima. Con el
software Maxent (version 3.3.3k?), de manera
preliminar, se establecieron las interacciones
entre los puntos de muestra, 500 predios
cafeteros, y sus condiciones bioclimaticas;
posteriormente, las mismas interacciones se
proyectaron con cada una de las superficies
climaticas, de cada uno de los modelos para
cada escenario.

Se consider6 el 25% de los registros
como muestra para pruebas que utilizan el
concepto de Curva Operada por el Receptor,
que permite cuantificar la sensibilidad y
especificidad. La primera corresponde a la
fraccion de todas las instancias positivas
que son ciertas, se conoce como la rata de
verdaderos positivos y representa la ausencia
de error de omision; la segunda, corresponde
a todas las instancias negativas que son
falsas, a partir de ésta se determina, por
la cantidad de 1-especificidad, la rata de
falsos positivos y representa la presencia
de error (45).

La aptitud climatica corresponde al
nivel de presencia de ciertas caracteristicas
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climaticas que permiten satisfactoriamente
el cultivo de café, deducido a partir de los
controladores climaticos o bioindicadores
que prevalecen en los sitios definidos en
el entorno de la zona cafetera colombiana,
descritos con anterioridad. El calculo del
cambio de aptitud se obtuvo por diferencia
entre las aptitudes de cada uno de los
escenarios futuros y la linea base, luego se
obtuvo el promedio del cambio en aptitud
de todos los GCMs por cada pixel dentro
de la mascara cafetera, como medida de la
tendencia general y distribucion geografica
de la variabilidad entre GCMs.

El grado de concordancia entre los cambios
de aptitud predichos se estimo como el
porcentaje de los GCMs que predicen cambios
en la misma direccion que el promedio de
todos los modelos para un centroide dado.

RESULTADOS

Descripcion de la informacién climatica
de los GCMs. La tendencia general es a
incrementar la expresion de temperatura
media hacia el futuro, con mayor proyeccion
hacia el afio 2050, donde se observan
valores maximos de 2,5°C, mientras que
en el afio 2030 corresponde a la mitad de
este valor. La informaciéon que se recoge de
las diferencias en comportamiento por zona
cafetera a nivel departamental, muestra que
la minima cantidad de incremento promedio
esperado es 0,8 y 1,6°C para los afios 2030
y 2050, respectivamente. La tendencia de
mayores cambios se observa en aquellas
areas ubicadas en el Norte y Oriente de
Colombia, a su vez las zonas con valores
de incremento mas reducidos predominan en
el Sur de Colombia (Tabla 1).

Los incrementos de TT oscilan entre
120 y 230 grados/dia acumulados por etapa
para los afnos 2030 y 2050, respectivamente,

con maxima expresion en la zona Norte
de Colombia, por su mayor incremento en
temperatura media.

Para el caso de la lluvia, en la Etapa
1 se registraran los mayores incrementos
mas acentuados hacia el afio 2050; para
esta ectapa los mayores cambios positivos
se registraran entre las zonas cafeteras de
los departamentos del Sur de Colombia y
el Piedemonte Llanero (Tabla 1), hasta la
zona Centro del Valle del Cauca, la zona
Norte de Tolima y el Sur de Cundinamarca.

La condicion de comportamiento de la
lluvia se modifica hacia las etapas 2 y 3,
que corresponden al desarrollo del fruto, en
las cuales se presentara disminucion de la
lluvia en la zona del Norte de Colombia y
algunos departamentos del Oriente (Tabla
1). El incremento de las lluvias se observa
mas acentuado hacia el sur y centro-sur de
Colombia.

A partir de los balances hidricos realizados
para cada escenario pueden establecerse los
cambios estacionales para cada zona cafetera.
Anteriormente se menciond como la lluvia se
incrementara en la etapa 1 en algunas zonas
cafeteras del Sur de Colombia, no obstante,
los balances hidricos en la situacion actual,
en regiones del Piedemonte Llanero, Sur
del Huila y Centro del Tolima muestran un
acumulado de al menos tres meses con DF y
DM en esta etapa y se le sumarian al menos
dos meses mas en las siguientes dos etapas,
situacion que define restricciones para el
cultivo y en el futuro no cambiarian. Similar
situacion se presenta en las zonas cafeteras
del Norte de Colombia entre Noroccidente
de Santander, Norte de Santander, Cesar, La
Guajira y Magdalena, en las cuales predominan
los DM y el acumulado anual de meses con
déficit hidricos supera los sicte meses; la
situacion mas critica se presenta las zonas
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hacia el Noroccidente de Santander, Norte
y Centro-Oriente de Norte de Santander y
Sur de Cesar, dado que la condicion de dos
meses con déficit en cada una de las etapas
dos y tres, restringe al cultivo, alin en la
situacion futura en la que tienden a disminuir
ligeramente los meses con DF.

Contrario a lo anterior, otras zonas
cafeteras presentan un reducido nimero de
meses con DF y DM en la Etapa 1, las
cuales predominan con cultivos en zonas de
mayor altitud y adicionalmente reflejan hoy
en dia TT inferiores o cercanos a 1.000°C
por etapa, que le confieren limitacion por
su crecimiento y desarrollo reproductivo.

Predicciones de aptitud del cultivo del
café. Los resultados de Maxent reflejan un
desempeiio medio con unos valores de area
bajo la curva (AUC Kappa) entre 0,492 para
los datos de prueba (25%) y 0,775 para los
datos de entrenamiento (75%). Los resultados
de la significancia estadistica de la prediccion,
que usan una prueba binomial de omision,
mostraron tasas bajas, sin exceder mas del
10% para el Escenario A2, con un umbral
acumulado de 10%.

Los resultados de Maxent muestran una
condicion actual de aptitud entre muy buena
y excelente, mayor al 50%, para el 52% del
cultivo de café en Colombia; hacia el futuro
se veran afectadas, con cambios superiores
al 10%, 187 mil hectareas en el ano 2030
(datos no mostrados) y 312 mil hectareas
en el afio 2050 (Tabla 2).

Las hectareas con aptitud actual media y
baja, por debajo de 50%, segun la calificacion
de Maxent, representan las zonas ubicadas
a mayor altitud y en la zona Norte de
Colombia, con limitaciones térmicas o de
déficit hidrico. Hacia el futuro la aptitud
permanece inalterada o el cambio es inferior

al 10%, en mas del 95% del area de las
zonas ubicadas a mayor altura y mas del
85% de la Zona Cafetera de Cesar, La
Guajira y Magdalena, mientras las zonas
cafeteras entre el Suroccidente de Santander,
Oriente de Antioquia y Caldas, Noroccidente
de Cundinamarca, Norte del Tolima y
Suroccidente de Huila, progresivamente
cambiaran negativamente, por lo menos el
46% de sus areas, en mas del 10% respecto
del afio 2050, siendo mas critico para la
zona cafetera del Oriente de Antioquia y
Caldas y Noroccidente de Cundinamarca, con
influencia del valle medio del Magdalena.
En la Tabla 2 se observa por departamento
cafetero, la proporcion de pérdida de aptitud
en el afio 2050.

En la Figura 1 se presenta la condicion
de aptitud presente, futuro del afio 2030 y
futuro del afio 2050. Algunas tendencias se
visualizan en los mapas: varias zonas de
menor aptitud (menor del 30%) se observan
en las estribaciones de las grandes montafias;
en la Sierra Nevada de Santa Marta, sobre los
ecotopos 401 y 402 en Cesar y Magdalena y
en la Serrania de Perija, en los departamentos
de Cesar y Norte de Santander; en las
cordilleras propiamente, sobre el ecotopo
301A en Cesar, La Guajira y Norte de
Santander, el ecotopo 306A en Santander,
302B en Norte de Santander, 305B en Boyaca
y Casanare, 308B en Cundinamarca y Meta,
102B, 201A, 204A y 205B en Antioquia,
108B en Valle del Cauca y Risaralda, 107B
en Caldas, 317A en Huila y Tolima, 214A
en el Valle del Cauca y 209B en Tolima.
Se observa gran influencia en estas zonas
de las grandes cuencas hidrograficas de
los rios Magdalena, Catatumbo, Sogamoso,
Guaviare y Meta.

Maxent proporciona informacion de las

variables que tienen mayor representatividad
en el modelo que mas se ajusta a la condicion
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de la caficultura colombiana. Los indicadores
con mayor contribucion porcentual al modelo
se relacionan con el TT, en cualquiera de
sus etapas, DM2, PP3 y SR2. En las rutinas
adicionales de contribucién y permutacion
(jackknife) que ejecuta Maxent, el modelo
cada vez excluye un bioindicador y crea
un modelo con los restantes; los mayores
valores de permutacién se consiguen con
TT1 y SR2; en estas pruebas adicionales una
ganancia negativa se relaciona con AT2 y
AT3, lo cual determina que no sean buenos
predictores de distribucion.

Prediccion de cambio de aptitud. La
incertidumbre de la prediccion de cambio
de aptitud entre el presente y el Escenario
A2 2030 present6 niveles aceptables (Figura
2), los mayores niveles de certidumbre,
superiores a 70%, se registran en 500 mil
hectareas sobre la Sierra Nevada de Santa

Marta hacia el Magdalena, Serrania de
Perija sobre Cesar, Piedemonte Llanero hacia
Meta y Caqueta, Centro y Norte de Huila,
Suroriente del Valle del Cauca y Noroccidente
de Antioquia, principalmente.

Los mapas de la Figura 2A, 2B y
2C representan los cuartiles 1, 2 y 3,
respectivamente; la tendencia en el cambio
muestra zonas con valores negativos y positivos;
los primeros, con pérdidas superiores al 10%
de la aptitud en mas del 40% de su area
actual, tienden a concentrarse en Antioquia,
Cauca, Cundinamarca, Quindio y Narifio.

La mayor parte de los departamentos
experimentaran cambios negativos inferiores
al 10%, destacandose los departamentos
de Choco, Meta y Risaralda, con mas del
60% de sus éareas en esta condicidon. Por
su parte, los departamentos que ganaran

® ®

W 0%-10% [ 10%-20% [ 20%-30%

Aptitud para los mapas a, by c

30%-40% [ 40% - 50%

©

Kilometros

50%-60% [ 60%-70% [ 70%-80% [l >80%

Figura 1. a. Aptitud climatica actual; b. Futura 2030s y ¢. 2050s. Escenario A2, de las areas productoras de

café en Colombia.
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Figura 2. Incertidumbres en prediccion de cambio de aptitud de las regiones cafeteras colombianas para el
escenario A2 2030. Los tonos rojo y naranja representan pérdida de aptitud y verde y azul ganancia. a. Promedio
del primer cuartil; b. Promedio; ¢. Promedio del tercer cuartil; d. Nivel de concordancia entre GCMs (fraccion
de los GCMs que tienen la misma tendencia de cambio de aptitud de la media).
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aptitud o por lo menos no cambiaran, son
Casanare, La Guajira, Magdalena y Cesar.
En la Tabla 3 y los mapas de la Figura
1, se observan las areas cafeteras que
involucran los cambios por departamento
(promedio de los modelos) acompaifadas
del grado de concordancia en el escenario
A2 2030.

Un analisis de los cambios negativos
superiores al 10% para A2 2030, muestra
que los ecotopos 318A, 319A y 213B en
el Huila, 211B y 209B en Tolima, 220A y
221A en Narifio, 102B, 105B y 101B en
Antioquia, 305A en Santander, 218A y 219A
en Cauca, 314A y 312A en Cundinamarca y
206A en Caldas, representan el 50% de las
319.570 ha con esta tendencia en el cambio;
algunos ecotopos diferentes de los anteriores,
comprometen mas del 60% de su area cafetera
en este cambio, son ellos el 220A, 106A,
113B, 216A y 217A en Cauca, 204B, 202B,
101A, 201B y 103B en Antioquia, 313A y
309A en Cundinamarca, 113B en Nariflo,
112B en el Valle del Cauca, 211B en Huila,
206A en Caldas y 317A en Tolima, que en
total representan el 14% del area.

En la Figura 1 se observa como los mayores
cambios se prevén en las zonas bajas de las
cuencas de los rios Patia, Cauca, Magdalena
y Catatumbo. Sobre la cuenca del Magdalena
Medio se observa una tendencia marcada a
disminuir la aptitud en zonas cafeteras del
Oriente antioquefio y el Occidente de los
Santanderes, Cundinamarca y Boyaca.

DISCUSION

Las consecuencias de cambio de aptitud
del café han sido ampliamente debatidas,
el hecho radica en que el concepto aqui
propuesto esta fundamentado en la utilizacion
de indicadores bioclimaticos ajustados a
criterios fenoldgicos que se aproximan mas a

las condiciones de la caficultura colombiana,
en gran parte establecida sobre laderas en
sistemas montaflosos donde operan una gran
diversidad de factores moduladores (29).

El incremento en los valores térmicos
en el escenario A2 2050, registrado en
las diferentes zonas cafeteras, concuerda
con los valores reportados por Ramirez
et al. (50), en los cuales la tendencia de
aumentar mas en el Norte que en el Sur de
Colombia se mantiene. Reportes de estudios
en Centroamérica estan muy proximos a los
obtenidos en este estudio, varios autores
registran aumentos en la temperatura media
de 2,0 a 2,5°C para el afio 2050 (17, 32, 34,
41, 53). En Centroamérica (9), estos valores
pueden llegar a extremos de 4,2°C en el afio
2100, en el escenario A2. Los valores de
precipitacion en el mismo escenario comparado
para los valores térmicos, aunque presentan
una coincidencia en la tendencia en la media
a aumentar en la region Andina y disminuir
en la region Caribe (50), presentan efectos
contrastantes entre las etapas fenologicas;
el analisis indica que es muy probable que
la Etapa 1 experimente incrementos en la
precipitacion superior al 7%, con mayor
grado de certidumbre en las partes altas de
la zona Sur y Piedemonte Llanero, mientras
que en las Etapas 2 y 3, la condicion varia
dependiendo de la zona cafetera, con la
mayor probabilidad de disminuciones entre
el 4% y 6% esperadas en la zona Caribe.
Los comportamientos mas erraticos de la
variacion, independiente de la etapa fenologica,
se observan en las maximas elevaciones de
las tres cordilleras y la Sierra Nevada de
Santa Marta y sobre el Piedemonte Llanero
y centro de Huila.

Algunos aspectos que pueden influir
en el grado de variacion corresponden al
hecho de la menor densidad de estaciones
meteorologicas en esos sitios, en las que
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un proceso de interpolacién de datos no
permite un buen ajuste de los GCMs;
ademas, procesos convectivos, de nubosidad,
la circulacion local y la altitud, entre otros,
son factores determinantes en la precipitacion
(27), y los niveles de condensacion, de
acuerdo con la vertiente, determinan que
un rango altitudinal exprese una mayor
cantidad de lluvia que otra (31). El cambio
en precipitacion anual muestra la tendencia
en zona Caribe y Santanderes a disminuir
entre el 1,6% y 3,5% (30 a 64 mm anuales),
esta situacion registra la misma tendencia
con las observaciones en Centroamérica,
donde se esperan cambios negativos entre
80 y 85 mm en Sierra Madre (M¢éxico)
(41, 53), entre 5% y 10% en Honduras y
Nicaragua (32), 70 mm en Nicaragua y 80
mm en Veracruz (México) (33). De acuerdo
con un informe de la CEPAL (9), respecto
al promedio del periodo 1980-2000 en el
escenario A2, Centroamérica tendra una
reduccion de la precipitacion en promedio
del 28% hacia el afio 2100, con los valores
de reduccion mas bajos en Panama (18%)
y mas altos en Nicaragua (35%).

La aptitud del cultivo presenta una
tendencia progresiva de cambios negativos
superiores al 10%, que comprometen el 20%
y 34% del area cafetera nacional en los afios
2030 y 2050, respectivamente. La situacion
mas critica se presentara en aquellos sitios
con menor aptitud hoy, menor al 50%, que
registraran tendencia en cambio negativo
superior a 10%: Palestina, Samand, San José¢,
Risaralda y Chinchina en Caldas; Canasgordas,
Ituango, Betulia, Dabeiba, Yolombo, Liborina,
Santafé de Antioquia, Santa Barbara, San
Roque, Fredonia, Betania, Amalfi, Peque y
Salgar en Antioquia; Santa Marta y Ciénaga
en Magdalena; San Juan de Rioseco, Viota,
Puli y Peque en Cundinamarca; San Gil
en Santander; Chaparral, Libano, Rovira,
Dolores, Cunday y Ortega en Tolima; Tarqui

en Huila; Quimbaya, Montenegro y Armenia
en Quindio, Belén de Umbria en Risaralda;
Toledo y Sardinata en Norte de Santander;
Sevilla y Jamundi en Valle del Cauca; Suarez
en Cauca.

Los municipios anteriores representan
el 40% del area que registrara este cambio
negativo, que corresponde a 133 mil hectareas,
de las cuales el 55% se encuentra bajo
sombra; en esta condicién la temperatura
media y la amplitud térmica tienden a
disminuir ya que los arboles de sombra
actiian como amortiguadores, la reduccion en
temperatura media es cercana a 5°C (5) y la
temperatura minima de las hojas del café se
incrementa entre 2 y 4°C (7), adicionalmente,
bajo sistemas de alta sombra, una reducida
variabilidad microclimatica se traduce en
reduccion de la fluctuacion térmica y la
radiacion solar, que a su vez disminuye la
evapotranspiracion (39).

Las zonas cafeteras que registran
actualmente aptitud mayor al 50% segln
el modelo de Maxent, 483 mil hectareas,
se enmarcan dentro de caficultura al sol de
manera preferente (60%), en 187 mil hectareas
se registraran cambios negativos, superiores
al 10% en el ano 2030, que comprometeran
principalmente los siguientes municipios
cafeteros: Pitalito, Acevedo, La Plata, Timana,
Saladoblanco, Pital, Santa Maria, Oporapa,
Neiva, San Agustin, Garzén, Palermo y Gigante
en el Huila; Ataco, Planadas, Rioblanco y
Alpujarra en Tolima; Concordia, Andes Salgar,
Pueblorrico y Ciudad Bolivar en Antioquia;
La Unién, San Lorenzo, Coldn, Sandona,
Buesaco, Samaniego, La Florida, Consaca
y El Tabléon en Narifio; Morales, Piendamo,
Caldono, Balboa, Santander de Quilichao,
La Vega, Toribio, El Tambo, Bolivar, Sucre
y Argelia en Cauca; Chinchina, Pacora
y Belalcazar en Caldas; Argelia, Trujillo,
Caicedonia, Dagua y El Cairo en Valle del
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Cauca; Viota y Vergara en Cundinamarca;
Rionegro y San Vicente de Chucuri en
Santander; Salazar y Cucutilla en Norte de
Santander. El area en cambio negativo de
los anteriores municipios representa el 65%
del total estimado.

En el estudio mas reciente realizado
por Ovalle et al. (44), muestra como para
el afio 2050, en escenario A2, utilizando la
metodologia descrita, pero con indicadores
bioclimaticos de WorldClim, los valores de
cambio de aptitud para Colombia son de
-0,16, -0,61 y 0,14 para la media y los
limites inferior y superior, respectivamente.
Aunque no se realiza el detalle por zonas,
es claro que el modelo determina un rango
de respuestas con pérdida de aptitud para
la mayor parte de zonas y aumento para
otras. Los autores predicen el movimiento de
las areas cafeteras hacia mayores altitudes,
debido a la pérdida de aptitud de las zonas
por debajo de 1.800 m. Vale aclarar que este
estudio realizado para Colombia, incluye el
conocimiento previo e informacion estructural
de la caficultura, en la cual los dinamismos de
los sistemas de produccion con alternativas de
adaptacion como sombra y uso de variedades
locales resistentes y desarrollo de estrategias
sostenibles entre otras, le ha permitido a
los caficultores mantener su productividad
y calidad.

Puede concluirse que los resultados de la
modelacion de escenarios climaticos plantean
que es muy probable que en la zona cafetera
colombiana la condicion de temperatura media
aumente hacia el futuro, con cambios entre
1,2 y 2,5°C para los afios 2030 y 2050,
respectivamente. La lluvia disminuye en la
zona Caribe, Piedemonte Llanero y zona
Centro Norte, mientras que en la zona Sur
tiende a aumentar o permanecer igual. E1 TT
presenta aumentos entre 120 y 230 grados/dia
para los aflos 2030 y 2050, respectivamente.

Los cambios a futuro muestran mejor
explicacion cuando se analizan por etapas
de desarrollo del cultivo. En el entorno de
toda la caficultura se destaca que la Etapa
1, relacionada con la floracion, experimentara
aumento de la [luvia, mientras en las siguientes
etapas de desarrollo del fruto, disminuird en
unas zonas y aumentara en otras. Independiente
de la etapa, las zonas cafeteras que con
mayor grado de probabilidad incrementaran
la lluvia hacia futuro seran aquellas ubicadas
en la zona Sur de Colombia, con patron
de cosecha principal de primer semestre y
la zona Oriental de Antioquia y Caldas y
Noroccidental de Cundinamarca, contrario lo
manifestaran las zonas cafeteras del Norte de
Colombia, entre la region Centro-Occidente
de Santander y La Guajira; en estas ltimas
zonas, el TT se muestra con incrementos
de mas de 125 grados/dia por etapa en el
escenario A2 2030, situacion contrastante con
el resto de las zonas cafeteras que tendran
incrementos de TT entre 105 y 125 grados/
dia, con los valores mas bajos en zonas
cafeteras del Sur de Colombia, descritas
anteriormente por incrementar la lluvia.

El modelo Maxent permite explorar
la tendencia futura ligada a los cambios
en los elementos climaticos. Se identifica
de manera consistente, como la aptitud
disminuird en gran parte de la zona cafetera
colombiana, con mayor énfasis en aquellas
arcas ubicadas hacia las zonas medias y bajas
sobre las grandes cuencas hidrograficas, donde
predomina hoy la caficultura a la sombra.
El modelo ademas, muestra una tendencia
de proyectar una gran pérdida de aptitud
en zonas cafeteras del Sur del pais en los
departamentos de Huila, Cauca y Narifio,
sobre las cuales los elementos climaticos
asociados a los modelos en diferentes afios
(2030 y 2050) del escenario A2, presentan
una tendencia a disminuir las condiciones de
nubosidad, por efecto de mayor radiacion y
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temperatura, y una tendencia a aumentar la
precipitacion, situacion contrastante con la
tendencia en la disminucion de aptitud, que
determinaria un ajuste metodologico en los
supuestos a priori del modelo.

El analisis efectuado con informacion de
WorldClim permitio explorar la tendencia de los
GCMs con base en indicadores bioclimaticos
ajustados a los periodos fenologicas del
cultivo. En esta primera etapa se trabajo con
una resolucion de 5,0 km y bioindicadores
consolidados a nivel mensual. En proximas
modelaciones se recomienda realizar un
ajuste en la resolucidon a 2,5 km 6 1,0 km
y consolidacion a nivel decadal o diario,
principalmente en la obtencion del IHS.

El hecho que los indicadores de Tiempo
Térmico tengan mayor mérito en su contribucion
en los modelos de aptitud, supone un ajuste
en condiciones de cultivo, ya que hemos
presumido varios supuestos: 1. El coeficiente
del cultivo (Kc) se tomo6 con valor de 1,
cultivos en estados de desarrollo vegetativo
tendran valores menores, entre 0,2 y 0,89
(38); 2. La temperatura base inferior, que
corresponde a la temperatura por debajo de
la cual el crecimiento es nulo, se determind
en 10°C (28), no obstante, ésta puede variar
de acuerdo con el periodo fenologico. En
periodo vegetativo para las variedades Acaia
Cerrado y Rubi, desde trasplante hasta
primera floracion, Lima y DaSilva (38), la
estimaron en 12,9°C; 3. Factores asociados a
extremos térmicos o pueden causar regulacion
estomatica (temperaturas altas) o incrementar
la respiracidn (temperaturas muy bajas o muy
altas), que disminuyen la fotosintesis neta,
situaciones que disminuiran el potencial de
grados/dia.

Sobre la hipotesis que la sombra suministra

un ambiente mas regulado, y que la informacion
de las estaciones climaticas se obtiene
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en sitios despejados, es posible que los
valores de aptitud en muchas regiones
mejoren, presumiendo que otros aspectos
relacionados con las condiciones de suelo y
manejo, entre otros, no son limitantes. Para
este ultimo aspecto sera importante abordar
investigaciones que incluyan la adaptacion de
genotipos, arreglos espaciales de la sombra
y del cultivo, dinamica de los nutrientes y
del agua, entre otros, que garanticen una
sostenibilidad y permitan afrontar los retos
que impone la variabilidad climatica.

A partir de la generacion de informacion
agroclimatica, adicionalmente a la que
tiene cada predio cafetero, relacionada con
su estructura de produccion, es posible
construir un marco de referencia para la
planificacion actual y futura, que garantice
un ajuste escalonado del sistema productivo.
Es importante abordar las metodologias
dando mayor énfasis al concepto experto,
que permita construir un marco metodologico
y soportar las decisiones con mejor criterio.
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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 (nimero 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 descripcion

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

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

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

. Otras figuras, como fotografias sobre papel y dibujos, se pueden enviar en originales o escanearlas y
remitirlas en el formato digital de compresion 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.

. Los puntos de multiplicacion y los numeros superindice negativos pueden ser usados solamente con
unidades del S| (por ejemplo, m3.s' y no m3s-', que podria indicar milisegundos).



. No se debe interrumpir la notaciéon de unidades del Sl 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 g i.a./ha
_ Cada planta recibié 20 g.ha" de agua, y no 20 g H,0/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 expresién. Si se hallan mezcladas unidades
del Sl con unidades que no son del Sl, use primero el slash y luego la palabra ‘por’ en segundo
término.

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

BIBLIOGRAFIA

Antes de enviar las propuestas de publicaciones tenga en cuenta los siguientes modelos para citar las
bibliografias, de acuerdo con los criterios determinados por el Comité Editorial de Cenicafé.

Libros, folletos y monografias

. Autor(es) . Titulo : Subtitulo. No. de edicion. Pie de imprenta (Ciudad : Editorial, Fecha). No. total de
pags.

Partes o capitulo de un libro

. Autor(es) del capitulo o parte. Titulo del capitulo o parte : Subtitulo. Paginacién de la parte citada.
En: Compilador(es) o editor(es) del trabajo general . Titulo del trabajo general: Subtitulo. No. de
edicién. Pie de imprenta (Ciudad : Editorial, Fecha). No. total de pags. del libro.

Ponencias

. Autor(es) ponencia, congreso, etc . Titulo de la ponencia, etc. : Subtitulo. Paginacién de la parte
citada. En: Titulo oficial del congreso, simposio, etc . (No. arabigo correspondiente al congreso :
fecha y afio de realizacion : ciudad donde se realiz6). Pie de imprenta (Ciudad : Editorial, Fecha).
No. total de pags.

Trabajos de grado

. Autor(es) del trabajo. Titulo : Subtitulo. Ciudad : Institucion universitaria que otorga el titulo. Facultad
o Escuela, Fecha. No. total de pags. Trabajo de grado: titulo recibido.

Congresos, Seminarios, Simposios

. Nombre del congreso en mayuscula sostenida la primera palabra : Memorias, Actas, Procedimientos,
etc. (No. Arabigo correspondiente al congreso : fecha y afio de realizacién : ciudad donde se realizo).
Pie de imprenta (Ciudad : Editorial, Fecha). No. total de pags.

Articulos de revistas

. Autor(es) . Titulo del articulo : Subtitulo . Titulo de la revista. Volumen(nimero):Pag. inicial-pag.final
del articulo. Afio

Separatas y reimpresos

. Autor(es). Titulo de la separata : Subtitulo. En: Titulo de la publicacién de la cual se extrae la
separata Pie de imprenta (Ciudad : Editorial, Fecha) si es un libro, o, Volumen y/o nimero si es una
revista Afio. (separata). No. Total de pags.

Boletines y Publicaciones en serie

. Autor(es) . Titulo : Subtitulo . Pie de imprenta (Ciudad : Editorial, Fecha). No. total de pags. (Avances
Técnicos, Boletin Técnico, Circular, etc. No. 00).



Normas
. Autor(es). Titulo : Subtitulo. Pie de imprenta (Ciudad : Editorial, Fecha). (NTC 000). No. de pags.

Documentos electrénicos

. Autor(es). Titulo : Subtitulo. [En linea]. Lugar de publicacién : Publicador, fecha. Disponible en
internet: http://www. ... . Parte de un documento electrénico o registro de base de datos Consultado
el ...Fecha de la consulta.

ESTRUCTURA DEL ARTICULO CIENTIFICO

El articulo postulado para su publicacién 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, férmulas, 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 Cenicafe, se debe incluir la
fecha de retiro (mes y afio)

. Proeever 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 tépicos 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 version 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 cémo fue realizado el estudio y proporcione suficiente informacioén para interpretarlo y evaluarlo.

Esté seguro de no omitir informacion 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 analisis de la informacion

Describa los criterios de decision

Resultados y discusion — Maximo 2.500 palabras
En este capitulo se presentan los analisis y la interpretacion de los datos obtenidos en la investigacion,
discutidos segun los resultados anteriores. Como guias deben tenerse en cuenta las siguientes:

Presente los datos en la secuencia abordada en la metodologia

Use tablas o figuras (ilustraciones y graficas)

No repita los datos en distintas formas. O estan en figuras o en las tablas o en el texto

Si el contenido total de la tabla puede ser descrito con claridad en el texto, no la presente. La tabla
debe contener, al menos una medida de tendencia central, una medida de dispersion o intervalo de
confianza, si requiere la prueba de comparacion estadistica. Al pie de la tabla indicar la prueba de
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 informacion suficiente para entender los
resultados descritos en ellas, sin tener que acudir al texto

El mensaje central debe ser suficientemente claro

Indigue la aplicacion de los resultados

Interprete los resultados

Discuta hechos controversiales con objetividad

Permitale al lector seguir su linea de pensamiento

Identifique resultados que abran nuevas posibilidades de estudio

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

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

No haga discusion trivial

Agradecimientos — Maximo 70 palabras

Con esta seccion se pretende abrir un espacio lo suficientemente notable para que se tengan en cuenta
las personas que con sus aportes colaboraron a guiar o desarrollar las investigaciones o a redactar y
revisar el manuscrito que se somete a consideracion, y que de no existir una secciéon 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 Seccion solo las referencias citadas

No mas de 50 citas bibliograficas

La literatura se debe organizar en estricto orden alfabético y se debe enumerar siguiendo un orden
ascendente Las referencias deben citarse en el texto utilizando el nimero correspondiente al orden
alfabético
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