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Resumen
El café es el segundo producto mas comercializado a nivel mundial después

del petréleo. Millones de familias dependen de la actividad econdémica del café, los
cuales se ven afectados por la volatilidad de los precios y en los ultimos afos por
plagas y enfermedades. La principal enfermedad del café es la roya (Hemileia
vastatrix Berk. &Broome) la cual ha generado pérdidas de produccién de hasta 20
y 30% e incrementos de costos entre 10 y 20%. En los programas de
mejoramiento genético se ha optado por el uso de mutaciones para generar de
forma puntual cambios con la posibilidad de mejorar caracteristicas sin irrumpir el
resto del genotipo. El uso de agentes mutagénicos como el azida de sodio, crea
cambios puntuales al alterar genes al romper cromosomas con variantes

especificas para poder mejorar el cultivo.

Con el objetivo de evaluar una poblacion de plantas de café M1 (Coffea
arabica L.) tratada con el agente mutagénico azida, se seleccionaron 710
individuos mas 10 testigos sin la aplicacion del mutagénico y se sembraron en la
Finca Experimental Interdisciplinaria de Modelos Agroecoldgicos (FEIMA) de la
Universidad de Costa Rica, en Turrialba.

Para la altura de la planta se observé un crecimiento de 5 cm por mes. El
namero de las hojas tuvo un aumento promedio por planta de 15 hojas por mes. El
diametro del tallo presenté un crecimiento de 0,55 cm entre la primera y la
segunda evaluacién y de un 0,1 cm entre la segunda y la tercera evaluacion. Se
realizé un analisis de frecuencia de malformacion observadas en la poblacion de
plantas, donde se observé: color del brote nuevo (bronce), malformaciones en
bandola, nudo ortotrépico u horqueta, malformacion en planta completa, hoja
alargada, hoja pequefia, hoja corrugada, hoja pigmentada, tallo doble o multiple.
La caracteristica que se expresa en un porcentaje menor es el color del brote con
un valor de 0.3%, la de mayor valor porcentual es la de tallo doble que alcanza un
4%. La caracteristica del crecimiento de tres ejes plagiotropicos (bandolas) por

nudo representa una caracteristica importante en la productividad de la planta.

vii



Las unidades SPAD tuvieron valores minimos por debajo de las 40
Unidades y el mayor rango de valores se observo en los 62.33 unidades SPAD. La
conductancia estomatica tuvo valores minimos de 42,6 mmol m? s y valores
méximos de 663,9 mmol m? s™. Para el contenido relativo de agua se encontrd
un valor promedio de 95,18%. El area foliar presenta valores minimos de 26,57

cm? y valores méaximos de 88,19 cm?.

Para las evaluaciones de incidencia de la roya en laboratorio (segmentos de
hojas) y de los datos de incidencia en campo se obtuvieron plantas que
presentaron incidencia cero: 179, 240, 631. Se realiz6 una inoculacién en campo y
se determind la severidad a los 30 y 45 dias, en el primer caso con valores entre el
3y el 12%, en el segundo caso los valores se observaron en un rango desde el
5% al 50%.

Se realizaron analisis de correlacion para diferentes variables de
crecimiento, donde las que presentaron un mayor grado fueron entre la altura de la
planta con el nimero de hojas, el numero de ejes plagiotropicos (bandolas) y el
diametro del tallo (grosor), con valores entre 0.80 y 0.90. Los valores de severidad
de la roya se correlacionaron mas con las unidades SPAD vy la incidencia de la
roya se correlaciond6 méas con el diametro del tallo (grosor). Por medio de un
analisis de componentes principales se determiné las plantas que son diferentes
del resto de la poblacién (743 plantas): 30, 89, 201, 258, 580, 605 y 642. Y se
realizé el mismo PCA para la muestra de las 155 plantas de la poblacién, donde

se encontraron plantas diferentes: 22, 56, 109, 123 y 135.
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Introduccion

El café es una de los productos mas comercializados en el mundo. Millones
de personas dependen directa o indirectamente de la produccién y venta del café
para subsistir y generar grandes ingresos para los paises productores. El café en
el mercado mundial presenta precios volatiles y cambios en la cantidad producida;
en algunos paises representa hasta el 50% de los ingresos por exportacion
(Bustillo y Villacorta 1994; ICAFE 2017; Alzate 2015).

Segun reportes de la OIC, la produccion mundial del café es abastecida por
dos especies: para las cosechas 2015-16 y 2016-17, el 61.4% correspondio a la
especie Arabica y el 38.6% a la especie Robusta. Para la cosecha 2016-2017 la
produccion mundial de café Arabica alcanz6 un total de 101.55 sacos de 60 kg, lo
cual representa un 14.7% superior de la cosecha anterior, mientras que la especie
Robusta alcanzé un total de 55.88 millones de sacos de 60 kg, un 12.2% menos
(ICAFE 2017).

Ademas, el consumo de café ha aumentado establemente durante los
altimos 7 afos, crecimiento se denota mas fuerte en Asia y Oceania, con una tasa
media anual del 3.1%, junto con el crecimiento importante de un 1.0 % en
Norteamérica (ICAFE 2017). Costa Rica se ubica como pais productor dentro del
grupo de “otros suaves”, grupo conformado por 22 paises de todos los bloques
continentales. Conjuntamente aportan el 22.07 % de las exportaciones mundiales
para el 2017, con un incremento en la produccion de 15.64 % con respecto al
periodo anterior (ICAFE 2017).

Segun el censo nacional en Costa Rica en el 2014, el cultivo de café
representd una extension de 84,133.1, comparado con el afio 2012 la actividad
experimentd una disminucién de 9,641.1 hectareas. La produccion de café para el
2016-2017 disminuyo en un 17.6 por ciento con respecto a la cosecha anterior, la
cual se convirtié en la mas baja experimentada en por el sector desde la cosecha
de 1976-1977, y con respecto a la cosecha mas baja recientemente registrada del

afio 2014-2015, sin embargo bajo las predicciones del CICAFE, para el afio 2018



se esperaba un aumento del 14.31 por ciento con respecto al afio anterior (ICAFE,
2017).

El café es uno de los cultivos principales en Costa Rica, en su totalidad de
tipo arabico (Coffea arabica L.), que forma parte del grupo de “otros suaves’,
considerado entre los mejores del mundo (Jiménez 2013; Mora 2008, citado por
Vargas 2016). Esta variedad tiene origen en las tierras altas del sureste de Etiopia,
la cual es considerada alotetraploide segmentaria, es autdgamo y presenta una
variacion fenotipica relativamente pequefia. La calidad de la bebida de esta
variedad es superior a otras especies de café cultivadas (Moncada y McCouch
2004).

C. arabica es altamente susceptible a la roya del cafeto o roya anaranjada
causada por el basidiomiceto Hemileia vastatrix, es la principal enfermedad del
café. Se encuentra distribuida en todas las areas de produccion en el mundo,
causando pérdidas de produccion de hasta 20 y 30% y costos entre 10 y 20%
(Romero et al. 2010; Cristancho et al. 2007; Sera et al. 2007; Gonzales 2009,
citado por Alzate 2015, Virginio y Astorga 2015).

Esta enfermedad ha mostrado diferente comportamiento segun el clima,
influenciado por los factores climaticos de temperatura y precipitacion. En Costa
Rica el cambio mas drastico se dio debido al cambio en el patrén normal de
lluvias, que disminuy6 a partir de junio del 2012, cuando se presentd el mayor
dafio econdmico para el pais. El ataque de la roya generé fuertes defoliaciones y
pérdidas de cosecha provocadas por la baja en la calidad y la caida del fruto en el
periodo 2013-2014 (Barquero 2013).

Para el desarrollo de la enfermedad se deben de presentar una serie de
parametros a nivel ambiental como cambios en el régimen de lluvias y el rocio, la
temperatura y la altitud, la carga fructifera, el periodo de cosecha y la sombra. Los
cuales segun su comportamiento pueden favorecer el desarrollo de la roya
(Avelino y Rivas, 2014).



Por medio del descubrimiento del “Hibrido de Timor”, intraespecifico entre
Coffea canephora y Coffea arabica, este ha sido un factor clave en los programas
de mejoramiento genético. Muchos paises a partir de sus centros de investigacion
junto con CIFC (Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro, en Portugal),
han desarrollado cultivares locales de café resistentes a la roya como: Oeiras,
Tupi, Obata, lapar59 (Brasil), Catrenic (Nicaragua), Costa Rica 95 (Costa Rica),
Ihcafe 96 y Lempira (Honduras), Catisic (El Salvador), Mida 96 (Panamad),
variedad Colombia y Castillo (Colombia) (Avelino et al. 2015).

Sin embargo, algunos cultivares han perdido la resistencia a la roya, lo que
confirma que esta enfermedad puede evolucionar (Avelino et al. 2015), lo cual
sugiere la posibilidad de una reproduccion sexual oculta o criptosexualidad, que se

da dentro de las esporas de H. vastatrix (Carvalho et al. 2011).

A finales de la epidemia de la roya del 2012-2013, solo las razas XXIV (v2,
v4, vb) y XXXVI (v2, v4, v5, v8), fueron identificadas en Costa Rica (por el ICAFE y
el CIFC), en genotipos susceptibles a la raza Il (circular n° 2139 del 1° de agosto
del 2013). Una hipotesis es que esto no fue causa de la epidemia, sino una
consecuencia, donde una severa epidemia significa una alta poblacion del
patégeno, muchos eventos de multiplicacion y por ende un amplio nimero de
eventos de mutacion y como consecuencia una alta probabilidad de tener nuevas
razas (McDonald y Linde 2002).

Probablemente un nuevo enfoque es necesario, donde una posibilidad
novedosa puede implicar plantas de café con resistencia total y parcial para
controlar la enfermedad (McDonald y Linde 2002). Como parte de los esfuerzos en
busqueda de técnicas no convencionales de mejoramiento genético para prevenir
las susceptibilidad a enfermedades, se cuenta con herramientas de mejoramiento,
con las cuales se puede realizar hibridacion, recombinacion y mutacion (Gutiérrez
et al. 2003).

Las mutaciones son una alternativa porque forman un papel muy importante

al incrementar la seguridad alimentaria mundial, debido al aumento en la



productividad de cultivos (Srivastava et al. 2011). La importancia del uso de
mutaciones es la posibilidad de mejorar una o dos caracteristicas sin cambiar el
resto del genotipo. El uso de esta técnica se ha usado ampliamente en programas
de mejoramiento de cultivos como trigo, arroz, cebada, algodén, mani, vigna,
tomate (Al-Qurainy y Khan 2009, Laskar et al. 2016). El uso de agentes
mutagénicos como el azida de sodio y el etil metanosulfonato (EMS) generan
mutaciones puntuales, cuya importancia radica en la obtencion de variantes

especificas que provocan mejoras en las caracteristicas de un cultivo.

Vargas (2016) realiz6 trabajos con los agentes mutagénicos azida de sodio
y etil metanosulfonato para diseflar un protocolo y verificar la posibilidad de
conseguir variantes en el cultivo de café para la variedad Catuai. La posibilidad de
generar variantes con respecto a la resistencia a enfermedades como la roya en el
cultivo de café podria generar la seguridad en el sector, al aumentar productividad
y reducir costos. Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende evaluar una
poblacion M1 de plantas de café (Coffea arabica L.) luego de ser inducidas a
mutacién con el agente azida de sodio, donde es posible encontrar cambios a
nivel morfolégico, fisiologico o la susceptibilidad a enfermedades como la roya
(Hemileia vastatrix). Con el fin de generar variantes en la variedad e introducir la
posibilidad de caracteristicas diferenciadoras en programas de mejoramiento

genético.



Antecedentes

Genética y origen de la variedad Catuai

La especie de café C. arabica L. es la Unica tetraploide, la cual posee cuatro
conjuntos del numero basico cromosomico del género (n=11), en total 44
cromosomas, por lo tanto el modo de reproduccion de este género es autbgamo,
el cual indica que la reproduccion se da principalmente por autofecundacion (en un
90-95%), al unir polen y 6vulo de su propia planta. Debido a esto, las variedades
de café arabico presentan una gran uniformidad genética y muestran gran

susceptibilidad a diferentes enfermedades y plagas (Franca 2004, Barquero 2013).

La variedad Catuai es el resultado del cruce artificial de los materiales
seleccionados de “Caturra Amarelo” de porte bajo y “Mundo Novo”, el resultado es
una planta bastante rastica y productiva de porte bajo con entrenudos cortos y
facilidad de manejo, las ramificaciones secundarias y terciarias son abundantes.
Esta planta es susceptible a la roya del café y tiene un agotamiento mayor
después de produccion (Franca 2004; Barquero 2013; Herrera et al 2002, citado
por Vargas 2016).

Historia de la roya (H. vastatrix) en Costa Rica

En Costa Rica, la roya ingresé en 1983, en ese momento ya se tenian
materiales vegetales y estudios para el buen control de la roya bajo condiciones
de manejo de la enfermedad en el pais. Tras subsistir alrededor de 30 afios, la
enfermedad ha mostrado diferente comportamiento segun la época, lo cual esta
influenciado por los factores climéaticos de temperatura y precipitacion. El ataque
de la roya provoca fuertes defoliaciones y pérdidas de cosecha provocadas por la
baja en la calidad y la caida del fruto. ElI agotamiento prematuro disminuye el

potencial de cosecha para los afios siguientes (Barquero 2013).

El ciclo biologico de la roya (H. vastatrix) inicia con el proceso de liberacion
y deposicién de la espora en la hoja de café, luego se da la esporulacion y la
infeccion. Los sintomas se presentan con la aparicion de manchas de color

amarillo palido en la parte superior de las hojas, aumentan de tamafio



gradualmente hasta producir esporulaciones en el envés de las hojas, llamadas
uredosporas, las cuales corresponden a las estructuras reproductivas del hongo
(Rivillas et al. 2011, citado por Alzate 2015 y Virginio y Astorga 2015).
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Figura 1. Diagrama de flujos del ciclo de la roya de Hemileia vastatrix (linea
continua) y factores que lo afectan (linea discontinua); tomado de:
Avelino y Rivas, 2014.

Algunos cambios en el microclima y en la fisiologia de la planta influencian
los diferentes componentes del ciclo de infeccion de la roya del café, de esta
forma los factores que afectan la roya se encuentran representados en la Figura 1.
donde la representacion es iniciada con la diseminacion, el cual se divide en
liberacion y dispersiébn y se da la deposicion sobre la hoja. La germinacion
constituye la siguiente etapa y marca el inicio de la etapa infecciosa (Avelino y
Rivas, 2014).

La penetracion es el siguiente paso, a través de los estomas, donde se dan
relaciones tréficas entre el hongo y el hospedero y se inicia la infeccion. Los
primeros sintomas visuales se dan cuando se da la colonizacién de la hoja por

medio de las hifas. A este proceso, desde la germinacién hasta y la aparicion de



los primeros sintomas se conoce como el periodo de incubacién. A partir de este
momento, cuando se da la produccion de nuevas uredosporas, se conoce como la
etapa de esporulacion. El tiempo que trascurre entre el inicio de la germinacién y
la esporulacion es el periodo de latencia, este representa una de las variables de
mayor importancia, ya que entre mas corto sea este mas rapido podra repetirse el

ciclo y mas grave sera la epidemia (Avelino y Rivas, 2014).

La mayor infeccion se da por el envés de la hoja debido a una mayor
densidad estomatica, donde el tiempo de germinacion de la espora oscila entre 20
a 40 dias, la esporulacion es favorecida por la presencia de agua libre al menos
por seis horas, temperaturas entre los 21-25 °C y condiciones de oscuridad
(Barquero 2013; Sagarpa 2013, citado por Virginio y Astorga 2015).

El potencial evolutivo de una especie esta determinado por cinco factores:
tasa de mutacion (a mayor tasa, mayor mutacion),tamafio de la poblacion (a
mayor tamafio mayor numero de eventos de mutacion), flujo de genotipos (a
mayor capacidad de dispersiéon, mayor probabilidad de que los nuevos genotipos
encuentren las condiciones favorables), sistema de reproduccion (la presencia de
reproduccidon sexual y asexual favorece la diversificacion por recombinacion y la
multiplicacion de estos recombinantes en grandes numeros) y presion de
seleccion (deben de haber condiciones que selecciones los nuevos genotipos). En
este caso Hemileia vastatrix tiene un potencial gran potencial evolutivo (Avelino y
Rivas, 2014).

Mejoramiento genético en café para generar resistencia a enfermedades
El mejoramiento genético en café ha sido destinado a la generacion de
variedades resistentes a la roya del café, la cual ha sido la mejor forma de control
de la enfermedad, ademas de ser eficientemente econdmica. Nueve genes
dominantes llamados Syl, Sy2, Su3, Su4, Sub, Su6, Sh7, Su8 y Su9 fueron
identificados en tener resistencia a la enfermedad. Los genes Syl, Sp2, Spd y Syb
le confieren resistencia a ciertas razas de roya, los cuales fueron identificados en

arabicos puros de Etiopia. El gen Sy3 aparentemente se deriva de Coffea liberica



y los genes Su6, Sh7, Sy8 y Su9 se derivan de C. canephora, uno de los

progenitores del Hibrido de Timor (Sera et al. 2007; Fazuilo et al. 2005).

En este caso los programas de mejoramiento genético y colecciones de
materiales vegetales, ademas de los materiales resistentes cultivados
comercialmente, ofrecen a la roya una diversidad de genotipos que ejercen una
presion de seleccién y se debe de seguir generando mayor variabilidad en las
especies comunes de café (Avelino y Rivas, 2014).

Los estudios realizados en el cultivo han sido principalmente bajo el
contexto agronémico, mientras el conocimiento a nivel bioquimico y molecular es
escaso (Alzate 2015). En este caso, el uso de materiales con resistencia a la roya
son una posibilidad de integrar una solucion genética como estrategia de manejo
integrado de la enfermedad, donde la resistencia a la roya se puede distinguir de
dos tipos: resistencia completa o total y la resistencia incompleta o parcial
(Barquero 2013).

Induccion de mutaciones como alternativa en programas de
mejoramiento genético

La induccion con mutagénicos en tejidos vegetales altera los genes o
rompen los cromosomas. La mutaciébn de genes ocurre normalmente en la
naturaleza debido a un error en la replicacion, algunos de estos son reparados y
algunos otros pasan a la siguiente division celular dando como resultado
mutaciones espontaneas, donde generalmente no hay un reconocimiento de la

mutacion si no hay expresion fenotipica (Srivastava et al. 2011).

Recientemente se ha encontrado que la edicion de genomas representa
una alternativa rapida para generar variabilidad en café. Por medio de esta técnica
se pueden introducir rasgos especificos a genotipos de café elite y desarrollar
nuevos cultivares con tratamientos basados en la resistencia a plagas y
enfermedades, sequia y tolerancia al frio y la mejora de la calidad, lo cual para
otras técnicas de mejoramiento se hace un tanto dificil, con hasta 30 afios de para

desarrollar un nuevo cultivar (Breitler et al. 2018)



Uso del azida de sodio como agente mutagénico

La azida de sodio ha sido probada como quimico para inducir la variabilidad
genética, siendo este un agente alquilante muy efectivo como mutegénico
(Srivastava et al. 2011). Este compuesto es uno de los mutagénicos mas
poderosos en tejidos vegetales, debido a la produccion de un metabolito organico
del compuesto de azida; el cual penetra dentro del nucleo, interactiia con el ADN y

crea mutaciones puntuales en el genoma (Srivastava et al. 2011).

Con las caracteristicas antes mencionadas sobre la induccion de
mutaciones y los trabajos realizados en los ultimos afios como herramienta para el
mejoramiento genético, Vargas (2016), realizé trabajos con agentes mutagénicos
para establecer un protocolo y verificar la posibilidad de conseguir variantes en el
cultivo de café para variedades ampliamente conocidas por su calidad como el

Catuai, el cual no presenta resistencia a enfermedades como la roya.

Vargas (2016), a partir de la induccion de mutacion con agente quimicos
encontrd variantes en la germinacion, en la longitud del tallo y de la raiz. A partir
de electroferogramas generados con electroforesis capilar y por medio de
imprimadores selectivos para AFLP, este autor logré detectar polimorfismos de un
4% para la combinacion AGC*CAT de las plantas tratadas con azida de sodio a 50
y 100 mM.

En este caso de mutaciones inducidas con agentes mutagénicos, se
requiere de técnicas precisas que, a través de caracteres morfoldgicos,
fisioldégicos, y/o moleculares, permitan determinar tanto los nuevos genotipos
como sus progenies y evaluar la estabilidad del caracter mejorado (Luan et al.
2007, citado por Vargas 2016). De esta forma y como lo recomienda Vargas
(2016), es importante evaluar las plantas establecidas luego de la induccion a
mutacién para verificar su comportamiento contra enfermedades como la roya y el

crecimiento.



Objetivo general

Evaluar una poblacién de plantas de café M; (Coffea arabica L.) tratada con
el agente mutagénico azida de sodio a nivel morfologico, fisiolégico y
susceptibilidad a la roya (Hemileia vastatrix Berk. & Broome), en Turrialba, Costa
Rica.

Objetivos especificos
- Evaluar el comportamiento morfoldgico y fisiolégico de una poblacién de

plantas M; de café, tratadas con el mutagénico azida de sodio.
- Determinar la susceptibilidad de una poblacion M; de café, tratadas con el

mutagénico azida de sodio, ante la enfermedad de la roya (Hemileia

vastatrix) del café.
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Metodologia

Ubicacion experimental

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de
Plantas y en el Invernadero de la Escuela de Biologia, ambos de la Universidad de
Costa Rica, Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, en el laboratorio de Fitopatologia
de la Sede del Atlantico de la Universidad de Costa Rica en Turrialba y en el
Laboratorio de Fitoproteccion del Centro de Investigaciones en Café (CICAFE) en
Barba de Heredia.

Los ensayos de campo se llevaron a cabo en la Finca Experimental
Interdisciplinaria de Modelos Agroecoldgicos (FEIMA: 9°51’56.81”Latitud Norte,
83°38’15.44”Longitud Oeste), con temperaturas promedio de 23 °C (Figura 2), en
la sede del Atlantico de la Universidad de Costa Rica, Turrialba, Costa Rica.
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Figura 2. Condiciones climaticas de temperatura y precipitacion con respecto a los
grados dia acumulados, en la parcela experimental (FEIMA), durante el
periodo de experimentacion, en flechas representado las fechas de
evaluacion.
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Material experimental

Se trabajo con la variedad Catuai (certificada), con 33 plantas control y una
poblacion de 710 plantas de café inducidas a mutacion, tratadas en la etapa de
semilla con el mutagénico azida de sodio con dosis de 50 mM con inmersién por 8
horas (Vargas 2016). Las plantas tenian una edad mayor a los seis meses de
establecidas en almacigo (Blanco et al. 2003; Mosquera et al. 1999; Gordillo et al.
2008). Después de esta etapa se establecieron en la FEIMA en Turrialba- Sede
Atlantico de la UCR.

Preparacion del terreno y el sustrato

Las plantas fueron llevadas a campo en la Finca Experimental
Interdisciplinaria de Modelos Agroecolégicos. Para evitar la competencia por
malezas entre calles y entre plantas se colocd un plastico en el suelo, con una
cobertura de aproximadamente 600 m?. Las plantas se sembraron en macetas, las
cuales contenian un sustrato compuesto por suelo, materia organica y peat moss

(50, 25 y 25% respectivamente).

Se hizo de esta forma para complementar las caracteristicas de suelo de la
finca (anexo 1), con el fin de suministrar aireacién, drenaje y retencion de
humedad. Las plantas se colocaron en disposicion de este a oeste con una
densidad de siembra de 0.8m entre plantas y 1m entre filas, con una distribucion al

azar de las plantas testigo.

Comportamiento morfologico y fisiologico

Las evaluaciones de crecimiento de la poblacién se realizaron con una
separacion de dos meses entre la primera y segunda evaluacion y de 3 meses
entre la segunda y tercera evaluacion, debido al tipo de variables y a las
condiciones climaticas. Para tener un comparador entre cada una de las etapas de
crecimiento se estimaron las unidades de tiempo fisiol6gica (grados dia), de esta
forma las evaluaciones se basaron en la edad o tasa de desarrollo de la planta,
con base en la fecha de siembra, al partir del parametro de temperatura base de
crecimiento (10 °C) para café y temperatura ambiental diaria, las evaluaciones se
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basaron en la medida de la edad de la planta representada por grados dia
acumulados (Rodriguez et al. 2011), los cuales se representan a continuacion
para cada una de las evaluaciones, ademas se presentan los dias después de

siembra (DDS) y el mes de evaluacion.

Tabla 1.Representacion de los grados dia acumulados como indicador de la tasa
de desarrollo para cada una de las evaluaciones, asi como los dias
después de la siembra y el mes de evaluacion.

Evaluacion1 Evaluacion 2 Evaluacion 3

Grados dia
1211,7 2138,3 3388,6
acumulado
Dias después de la
. 75 145 258
siembra

Mes de evaluacion Sep (2017) Nov (2017) Feb (2018)

Se evalud en el total de la poblacion el crecimiento en altura de la planta y
diametro del tallo en centimetros (cm), nimero de pisos o nudos (numero de
yemas ortotropicas), numero de hojas, niumero de ejes plagiotropicos (bandolas) y
forma de la hoja y ejes plagiotrépicos (bandolas). Asimismo se determiné el
contenido relativo de clorofila por medio del equipo Minolta SPAD 502 siguiendo
las instrucciones del fabricante, en una hoja para el estrato bajo, una para el

estrato medio y una para el estrato alto por planta.

De la poblacion de plantas se seleccion6 una muestra aleatoria de 155
plantas, con un 95% en el nivel de confianza y 7% en el error de muestreo, dicha
muestra incluy6 150 de plantas mutadas con el agente mutagénico azida de sodio
(50 mM) y 5 controles no tratados con el mutagénico. A esta muestra se le
determiné la conductancia estomatica, el contenido relativo de agua (CRA) y el

area foliar.

Se midié la conductancia estomatica utilizando un porémetro SC-1 de

Decagon Devices (version 2016) siguiendo las instrucciones de uso del fabricante.

13



Para ello se tomé una hoja de la parte media de la planta, estas mediciones se

realizaron durante la mafiana, entre las 7:00 am y la 1:00 pm (Marias et al. 2017).

Para determinar el contenido relativo de agua (CRA), se tomaron las hojas
mas jovenes completamente expandidas: una de la parte baja, una de la parte
media y una de la parte alta de la planta. Las hojas seleccionadas se llevaron al
laboratorio y se determiné el peso fresco, (PF; gramos). Luego estas hojas se
colocaron en un contenedor con agua sobre una capa porosa saturada de agua,
con un una temperatura promedio de 25 °C, después de dos horas de imbibicién,
se determiné el peso turgente (PT; gramos). Luego se determind el area foliar
(cm?) por medio del equipo Licor LI-3100C, para cada una de las hojas y se
colocaron en un horno a 70 °C durante 48 horas aproximadamente. Transcurrido
este tiempo se determiné el peso seco (PS; gramos). Los valores de PF, PT y PS
se utilizaron para determinar el CRA, por medio de la ecuacién: [(PF-PS)/(PT-
PS)]*100 (Rodriguez et al. 2001).

Inoculacion artificial de la roya

Recoleccion de la roya

Se recolectaron uredosporas de hojas enfermas en los lotes organicos del
Centro de Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE: 9°53’42.93”
N; 83°40°’12.87” O), mediante raspado de las esporas con capsulas de gelatina y
por medio del rapado con bisturi. Estas esporas se filtraron a través de una criba
estéril (60 Mesh) y se colocaron en una capsula de gelatina limpia. Si la roya no se
usaba inmediatamente, las capsulas con las esporas se mantenian en un tubo de
ensayo de 10 cm colocado en un recipiente de cierre hermético, que contenia una
solucion de acido sulfarico (36 mL) y agua destilada (66 mL) para mantener una
humedad relativa de 50%, para evitar la muerte de las esporas. Este recipiente se
almacend a 5 °C por un tiempo maximo de 15 dias antes del uso (Granados 2015,
Escobar y Cristancho 2007).
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Prueba de germinacion del indculo recolectado

Se coloco el in6culo de la roya en un vidrio reloj estéril y con ayuda de un
pincel estéril, se colocé el in6culo en placas Petri con el medio agar agua al 2%
m/v, con una distribucion homogénea. Las placas se colocaron en la oscuridad a
una temperatura de 22 °C durante 12-13 h. Luego se contaron las uredosporas
germinadas y no germinadas. Las germinadas presentaron el doble del diametro
del tubo germinativo en comparacion al diametro de la uredospora y las no
germinadas no presentaron crecimiento o este es menor que el doble del diametro
de la uredospora. Se seleccionaron cinco campos Opticos en el microscopio a 10X

y se realiz6 el conteo. Se determiné el conteo segun la siguiente formula:
%Germinacon = Ugx100/Ut

Donde Ug y Ut corresponden a la cantidad de uredosporas germinadas y
totales respectivamente. Se considera como adecuada una germinacion superior
al 30% (Granados 2015).

Inoculaciéon con roya en plantas de café

Se realiz6 la inoculacién en el campo para aumentar la presion de inoculo
del patégeno y evaluar la respuesta de las plantas. Para tener las condiciones
adecuadas para la germinacion de la roya, el area experimental se acondicioné
por medio de una cobertura de saran (50% de filtrado de la luz) y se aumentoé la

humedad ambiental por medio de riego por aspersion, 2 horas por dia.

De la roya recolectada en el CATIE se realizd una suspension de
uredosporas, por medio del raspado de la roya, la suspension en agua y adicién
de tween 20 como dispersante, por medio de conteos en una camara Neubauer se
diluy6é hasta conseguir una concentracién de 1x10° esporas/mL. Por medio de un
aspersor marca Truper de un litro de capacidad, se hizo la deposicion de la

suspension de uredosporas en el envés de las hojas mas jévenes completamente
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expandidas (hojas con apariencia de terciopelo) para una hoja del estrato bajo,

estrato medio y estrato alto de la planta.

Dado el ciclo de vida del patégeno, los sintomas, esporulacién y
comportamiento de la enfermedad se evaluaron a los 30 y 45 dias, cuando se

observaron las lesiones provocadas por el patégeno.

Inoculacion con roya del cafeto sobre hojas desprendidas
Se recolectd roya de lotes comerciales sin manejo a la enfermedad en el

CICAFE en San Pedro de Barba, Heredia (10°02’04.61” N; 84°08’06.93” O). Se
recolectaron hojas con abundante roya esporulada, sin presencia de Lecanicilium
lecanii. En el laboratorio de Fitopatologia del CICAFE, se rasparon las esporas con
un bisturi estéril. Y se realizdé una suspension de esporas en agua destilada y se
realiz6 un conteo para determinar la concentracién de uredosporas en camara de

Neubauer. Se debid contar solamente las esporas con coloracion anaranjada.

A partir del conteo se determind la concentracion de uredosporas al aplicar la

siguiente formula:
Concentracion uredosporas/ml = Uredosporas contadas x 10 000

La suspensiéon de esporas se llevd a una concentracion de 1x10°
esporas/mL. Para la inoculacion de la roya se recolectaron tres hojas por planta,
una para el estrato bajo, una para el medio y una para el alto. En el laboratorio se
cortaron segmentos cuadrados (2x2 cm) de la lamina de las hojas. Se prepararon
las camaras humedas, que consistia en una caja plastica (30 cm de largo x 20 cm

de ancho x 15 cm de alto) con una espuma humeda en el fondo.

Se colocaron los segmentos de hoja, sobre la espuma y se inocularon con
50 uL de la suspension de uredosporas preparadas con anterioridad, se colocé la
gota en el centro y se extendié con una cuchara de ceramica, con un movimiento
suave alrededor del segmento de la hoja. La cAmara hiumeda se tap6 con plastico

adhesivo transparente y se aseguraron los bordes con cinta adhesiva.
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Las camaras con los segmentos inoculados se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente de aproximadamente 26 °C durante 2 dias y posteriormente
se trasladaron a un cuarto con fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad y
aproximadamente 23 °C + 2 °C de temperatura donde se incubaron por 45 dias.
Posteriormente se destapd las camaras humedas y se colocaron en un lugar con
suficiente luz bajo fluorescentes, se contaron los segmentos inoculados y
enfermos (sintomas y esporulacién), se midié el porcentaje de incidencia de la
enfermedad por medio de la siguiente formula:

Segmentos enfermos

% Incidencia = - * 100
Segmentos inoculados

Evaluacion de la severidad de la enfermedad
La medicién de la severidad se bas6 en la escala de la roya desarrollada
por Capucho et al. 2011 (Figura 3) y la escala de Eskes basada en grados de

avance de la enfermedad (Cuadro 1).
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Figura 3. Escala estandar del area de la severidad de la roya (H. vastatrix) del
café (Coffea spp.). Capucho et al. 2011.

Tabla 2.Descripcion de la escala de Eskes para el desarrollo de la roya en café
(Rozo y Cristancho 2010).

Grado de la escala

Descripcion

0

~No ok~ W NP

Ausencia de lesién
Aparicion de clorosis
Aumento en superficie de la clorosis
Tendencia de las lesiones a coalescer e intensificacion de la
decoloracion

Aparicion de las primeras esporas
Esporulacion inferior al 25% de la lesion
Esporulacién entre 25-50% de la lesion
Esporulacién mayor al 50% de la lesién
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la caracterizacion de crecimiento y de morfologia
fueron analizados por medio de programa de Excel 2010 e Infostat 2008, en lo
cual se realiz6 un analisis exploratorio a través de los parametros descriptivos
(media, desviacion estandar, coeficiente de variacion, valores minimos y maximos)
y de esta forma visualizar de forma general sobre la variabilidad de las

caracteristicas cuantitativas.

Se realiz6 un analisis de correlacion entre las diferentes variables, tanto
para cada una de las evaluaciones de morfologia, fisiologia y las de
susceptibilidad e incidencia de la roya. La caracterizacion de variables se realiz6
por medio del analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés)

por medio del software RStudio 3.2.4.
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Resultados y discusion

Efecto en el crecimiento y en la morfologia

En la Figura 4 se observa un crecimiento gradual de las variables con
respecto a cada una de las evaluaciones. Es importante observar la altura de la
planta en las evaluaciones, relacionado con el crecimiento de yemas ortotrépicas
(pisos), lo cual garantiza el desarrollo de la planta por los proximos afios (Blanco
et al. 2003). La altura de la planta (Figura 4A) en la primera evaluacién tenia un
valor de 34,08 cm, para la segunda un valor de 44,95 cm y para la tercera un valor
de 53,79 cm (45,39, 55,82, 64,82 cm para los testigos respectivamente), con esto
se tiene un ritmo de crecimiento para la altura de la planta de 5 cm por mes. Se
presentan diferencias significativas entre el material mutado y los testigos, para
cada una de las evaluaciones, siendo la altura de las plantas mutadas menor que

la de las plantas testigo.

El nimero de hojas (Figura 4B) presenta un comportamiento creciente para
las dos primeras evaluaciones con valores de 35,77 y 66,84 respectivamente
(40,12 y 75,82 respectivamente para las plantas testigo), mientras que para la
tercera evaluacion hay una disminucién en esta variable, con un valor de 61,56 (el
testigo si aumenta con un valor de 83,55). Para las etapas de crecimiento se tiene
un aumento del nimero de hojas de 15 en promedio por mes para el total de la
planta. No se presentan diferencias significativas entre el material mutado y las

plantas testigo en las dos primeras evaluaciones, salvo para la tercera evaluacion.

Con respecto al numero de ejes plagiotrépicos (bandolas) (Figura 4C), en la
primera evaluacién se obtuvo un valor de 3,37, para la segunda evaluacion de
8,39 y en la tercera un valor de 12,52, con valores de 4,55, 9,42 y 14,30
respectivamente para las plantas testigo. Donde solamente en la primera
evaluacion se tienen diferencias estadisticamente significativas entre la poblacion

y las plantas testigo.

Para el numero nudos ortotropicos (pisos) de la planta (Figura 4D) se
obtuvieron valores de 1,87 para la primera evaluacion, 4,39 para la segunda
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evaluacion y 6,60 para la tercera (2,48, 4,39 y 7,51 respectivamente para las
plantas testigo). Esto implica el crecimiento de un nuevo nudo ortotrépico (piso)

cada mes.

Una variable importante y que de igual forma se relaciona con el
crecimiento de la planta y con otras variables es el diametro del tallo (diametro del
tallo (grosor)) (Figura 4E). En esta variable se observa un crecimiento, el valor en
la primera evaluacién es de 0,65 cm, para la segunda evaluacién es de 1,19 y
para la tercera presenta un valor de 1,31 (0,70, 1,36 y 1,51 respectivamente para
las plantas testigo). Esto implica un crecimiento de 0,55 cm entre la primera y la

segunda evaluaciony de un 0,1 cm entre la segunda y la tercera evaluacion.

El rapido crecimiento observado entre la primera y la segunda evaluacion,
posiblemente estuvo relacionado con el régimen de precipitaciones y temperatura
(Figura 2) entre las épocas de evaluacion, ademas el poco crecimiento observado
después se relaciono de igual forma a la disminucién en la precipitacion antes de

la Gltima evaluacion.
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Figura 4. Valores promedio para A: altura de la planta (cm), B: nUmero de hojas,
C: numero de ejes plagiotropicos (bandolas), D: numero de nudos
ortotrépicos (pisos) y E: diametro del tallo (grosor), para el total de la
poblacion de plantas mutantes M1 y los testigos no mutados de la
variedad Catuai. *Letras distintas indican diferencias significativas segun
prueba de Tukey (p<0,05).

Estas variables de crecimiento se relacionan entre si, conforme crece la

planta, crece el numero de

nudos ortotrépicos (pisos) y por ende nueva

produccion de ejes plagiotropicos (bandolas) y produccién de hojas, las cuales son

determinantes para el rendimiento y la nutricién de los frutos de la cosecha y el
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tiempo de duracion de la hoja en la planta que varia entre 9 y 15 meses, lo cual
depende de las condiciones ambientales y la edad de la planta (Blanco et al.
2003). De esta forma la disminucién de hojas para la tercera evaluacién puede
estar relacionada con la cantidad de roya presente en el campo (Figura 17), ya
gue la cantidad de hojas para esta evaluacion tiene a disminuir comparado con el

ciclo normal.

Efecto en las variantes fenotipicas

Las apariencias de tipo morfolégico son homogéneas, generadas
especificamente por factores evolutivos, debido a que la semilla proviene de una
misma variedad de plantas, la autopolinizacion, la especiacion y las variables de
morfologia tienden a ser mas estables dentro de una misma especie, pese a esto
existen diferenciales observados entre las plantas, cuyas caracteristicas las hacen
plantas diferentes de lo normal (Ignacio 2017). Al realizar las comparaciones entre
las diferentes variables de la poblacion de plantas M1, tratadas con el agente
mutagénico azida de sodio se puede decir que existe poca variabilidad, efecto
provocado por el tipo de estadistica al tomar en cuenta el promedio de la
poblacién y no de plantas individuales.

Debido a las variaciones que se dan dentro del genoma por medio de la
interaccion con el mutagénico y debido a la dosis utilizada, se pudieron observar
diferentes caracteristicas fenotipicas en la poblacién de plantas evaluada, como lo
describe Al-Qurainy y Khan (2009), el azida de sodio es un fuerte mutagénico y las
partes de crecimiento de la planta se ven altamente afectadas conforme se
incrementar la concentracion y la duracion del tratamiento, ademas de que estos
mutagénicos quimicos inducen una amplia variacion de parametros morfolégicos y
de rendimiento en comparacion con plantas normales (Khan 2009). En tomate se
ha observado una induccion efectiva con respecto al porcentaje de germinacion,
longitud de la raiz, altura de la planta, supervivencia de plantas, nUmero de ramas
por planta y su productividad y la posibilidad que tiene el mutagénico en generar
variabilidad en estas plantas ( 2009; Adamu y Aliyu, 2007).
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A pesar de que existen métodos para la seleccion de plantas mutadas
basadas en marcadores bioquimicos y morfolégicos, estos marcadores pueden
tender a ser influenciados por condiciones ambientales (Salim et al. 2009), Laskar
et al. (2016) investigd para tomate las apariencias morfolégicas de la poblacién
mutada y de esta forma observd la frecuencia de mutacion en la poblacion y
analizé los fenotipos mutados. Las plantas mutadas en una M2 mostraron
afectacion en el crecimiento de la planta (alto, ramificado, no ramificado, enano,
postrado, ramas fértiles), en el habito de la planta (altamente frondoso o
vegetativo, morfologia de la hoja en forma y tamafio (hojas anchas, hojas
pequefas, hojas estrechas, hojas quemadas) al igual que ciertas caracteristicas
de la fruta, de lo cual se determind que habia un gran numero registrado

comparado con el efecto de otros mutagénicos (Laskar et al 2016).

Dichas caracteristicas descritas en literatura se relacionan con las
caracteristicas visuales encontradas en la poblacién de plantas de café tratadas
con el mutagénico, que difieren del crecimiento normal de la planta. Se realiz6 un
analisis de frecuencia expresado en porcentajes (Figura 5), los cuales se
encuentran en valores bajos, ya que se compara con el total de plantas de la
poblacion, dichas anormalidades se catalogaron en color del brote (bronce), ejes
plagiotropicos (bandolas) con diferenciales, diferencial en la horqueta vy
entrenudos, asi como cambios generalizados para la planta, hoja alargada, hoja

pequefia, hoja corrugada/deforme, hoja pigmentada y tallo doble.

Algunas de las caracteristicas varian en su porcentaje de aparicion en las
diferentes evaluaciones, esto indica que no son estables en la poblacion. El brote
bronceado no se detectd en la primera evaluacion, pero en la segunda y en la
tercera evaluacion se encontré en las mismas plantas con un porcentaje de 0.3%.
Diferenciales en ejes plagiotropicos (bandolas) se encontré en el mismo
porcentaje de 0,4% en la primera y en la segunda evaluacion, mientras que
disminuy6 para la tercera evaluacion con un valor de 0.1%. Diferenciales en la

horqueta de la planta se observaron valores similares entre la primera y segunda
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evaluacion entre 0,5% y 0,4% respectivamente, el cual disminuy6 en la tercera

evaluacion a un 0.1% (Figura 5).

El valor de diferencial en entrenudo disminuyd de 1,1% a 0.4% de la
primera a la tercera evaluacion, valor similar al diferencial encontrado en el total de
la planta de 1.1% a 0.3% respectivamente. La caracteristica de hoja alargada
disminuy6 de 1.1% a 0.9% y a 0.5% de la primera a la segunda y a la tercer
evaluacion respectivamente. Hoja pequefia disminuyé de 1,5% a 0,5% entre la
primera y segunda evaluacion, dicha caracteristica no se volvid a detectar para la
tercera evaluacion. La caracteristica de hoja corrugada/deforme paso6 de ser uno
de los valores mas altos con 3,0% en la primera evaluacion a 0,1% para la
segunda y tercera evaluacion. Hoja pigmentada disminuy6 de 3.2% a 2.7% y a
1,1% de la primera evaluacion a la tercer evaluacion y la caracteristica de tallo
doble aumenté de 2,7% a 4% de la primera a la segunda evaluacion y disminuy6 a

3,2% para la tercer evaluacion (Figura 5).

4.5%
4.0%
3.5%

<

o 3.0%

e

S 2.5%

&

£ 2.0%

% 1.5% mEV1

2 0% mEV2
0.5% EV3

0.0%

Figura 5. Frecuencia de anormalidades observadas en la poblacion M1 de plantas
tratadas con el agente mutagénico azida de sodio, para cada una de las
evaluaciones.
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En cultivos como la cebada el mutagenico azida de sodio genero
deficiencias de clorofila y mostr6 variaciones morfologicas, fisioldégicas y
citogenéticas (llbas et al. 2005). Las caracteristicas anteriores se muestran en la
Figura 6, como muestra de lo observado en las diferentes evaluaciones, donde se
presentan diferencias en tallo, tamafio, forma y color de las hojas, diferenciales en
forma y tamafio de las ejes plagiotropicos (bandolas), diferencias en nudo
ortotropico u horqueta (tres ejes plagiotrépicos (bandolas) por nudo) y forma total

de la planta.

Figura 6. Malformaciones y caracteristicas diferenciadoras en plantas evaluadas
en campo segun su crecimiento. A: doble tallo, B: hoja pequefia, C: hoja
alargada, D: hoja pigmentada, E: hoja corrugada o deforme, F: bandola
con diferenciales en tamafio en una misma planta o con mas de dos
hojas por nudo, G: malformaciones en nudo ortotropico u horqueta (tres
hojas y ejes plagiotrépicos (bandolas) por nudo), H: planta diferenciada
en crecimiento.

Bobadilla et al. (2015) fenotiparon lotes de plantulas somaticas de café (C.
arabica var. Caturra) de tres edades (4, 11, 27 meses). Basados en la arquitectura
de las planta y la morfologia de la hojas, se identifico un patron de anormalidades

fenotipicas después de los 12 meses de desarrollo en vivero. En el cual los
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autores encontraron un fenotipo aberrante predominante caracterizado por tener
hojas mas pequefias, ovaladas y elipticas, el cual corresponde a un mutante de
café (Bullata). De igual forma estos autores de la edad de 4 meses encontraron
fenotipos normales, de la edad de 11 meses encontraron un 30% de fenotipos
anormales, donde se encontraron 8 plantas enanas y 1 Bullata (de 30 observadas)
y de la edad de 27 meses encontraron 94% de anormalidades correspondientes a

4 plantas enanas, 1 con hoja delgada (Angustifolia) y plantas Bullata.

Etienne y Bertrand (2003), encontraron siete tipos de variantes
somaclonales en cinco hibridos F1 de café (C. arabica L.), donde la frecuencia de
variaciones como planta gigante, hoja gruesa, variegata, variantes en el color de la
hoja joven (bronce) no superd el 0,3%, la variacion descrita como planta enana
gue afecta el tamafio y la productividad, super6 el 1% y la frecuencia de las

variantes multi-tallo y angustifolia fue de 2 y 4% respectivamente.

Con respecto a los resultados obtenidos en la poblacién de plantas M1 de
café tratadas con el mutagénico azida de sodio se encontraron valores similares
en cuanto a las caracteristicas relacionadas con la hoja, como el color bronce,
hoja pequefa, hoja corrugada, con valores entre los 0,3 y 1,5% (figura 6B, 6E) .
Los valores de mayor valor porcentual en la poblacion fueron los de hoja alargada
(angustifolia), hoja pigmentada y tallo doble o multimple con valores que van

desde 1.1 hasta valores cercanos al 4% (Figura 6C, 6D, 6A).

La caracteristica fenotipica identificada que es interesante resaltar desde el
punto de vista productivo, es la produccion de tres ejes plagiotropicos (bandolas)
por eje (Figura 6.G), lo cual a futuro puede representar una variable importante en
productividad. Esta variable en la etapa de almacigo se encontraba presente en 4
plantas, sin embargo a partir del crecimiento de la planta, solo una de estas

conservo la caracteristica.

En Brasil se ha registrado plantas de Catuai Rojo con la misma
caracteristica morfolégica, de tener tres ramas plagiotrépicas por nudo, el cual

difiere del crecimiento normal de dos ramas por nudo. Cada una de las ramas esta
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separada por angulos aproximados de 120°, mientras que en una planta normal el
angulo promedio es de 180°. Segun las observaciones, las plantas con tres ejes
plagiotrépicos (bandolas) presentan un tejido triangular lobulado con un cambium
establecido, mientras que una planta normal exhibe tejidos vasculares ovalados-

rectangulares con un cambium establecido (Sakiyama et al. 2017).

El origen de estas plantas esta ligado posiblemente a un crecimiento
funcional del meristemo apical. El seguimiento de plantas de este tipo pueden ser
de utilidad para programas de mejoramiento genético, ya que al conocer la
produccion de una bandola mas, es de esperar que una rama provea un
incremento de un 1/3 en la produccién, especialmente en los primeros afios, sin
embargo estas pueden cambiar debido a las condiciones climaticas, de manejo y

fertilizacion (Sakiyama et al. 2017).

Efecto en las variables fisioldgicas

Como se menciond anteriormente las mutaciones pueden generar cambios
en crecimiento y en la fisiologia de la planta. Por tanto, al evaluar la cantidad
indirecta de clorofila se puede inferir si han existido cambios en las plantas
tratadas con el mutagénico. Existen diferentes cambios registrados en el
comportamiento del contenido de clorofila en plantas de café, a pesar de que
existen varios estudios relacionados con la inflorescencia de la clorofila bajo
diferentes condiciones, existe poca informacion que relaciona la inflorescencia con
mediciones del SPAD-502, los cuales pueden optimizar las lecturas del lector de
clorofila (Netto et al. 2005).

Como parte de las variables de crecimiento se tomé en cuenta los valores
SPAD-502, el cual indirectamente suministra el dato de la cantidad de clorofila
dentro de las hojas de la planta. En la Figura 7, se muestra el comportamiento de
la variable en cada una de las evaluaciones y su comparador con el testigo, en

donde los valor de la primera evaluacion es de 49,9 para la poblacion y de 49,0
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para las plantas testigo, para la segunda evaluacién se obtiene un valor de 66,3
mientras que para las plantas testigo se obtuvo un valor de 76,97. Para la tercera
evaluacion se obtiene un valor de 59,4 para la poblacién y 62,37 unidades SPAD
para los testigos. Para lo cual se obtienen diferencias significativas solamente en

la segunda evaluacion entre la poblacion de plantas y los testigos.

Un aspecto importante de resaltar es la variabilidad de las unidades SPAD,
gue se observa en cada una de las evaluaciones (Figura 7), por tanto se puede
decir que la variable no tiene un comportamiento homogéneo en el tiempo, para la
segunda evaluacién se observaron los valores maximos, mientras que para la
tercera evaluacion esta caracteristica disminuye tanto en plantas mutadas como
en los testigos. Esta variable cambi6 segun la época de evaluacién y a sus etapas
de crecimiento de hojas nuevas o nutricion, por el comportamiento de la

temperatura y precipitacion.
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Figura 7. Unidades SPAD de la poblacion de plantas tratadas con el agente
mutagénico azida de sodio (U.SPAD) y de los testigos no tratados con el
mutagénico (U.SPAD-T) como comparadores. Para cada una de las
evaluaciones (EV1, EV2, EV3). *Letras distintas indican diferencias
significativas segun prueba de Tukey (p<0,05).

Para las unidades SPAD, se analiz6 como la frecuencia relativa de estos
valores, con el promedio de las tres evaluaciones se agrupan los valores segun la
cantidad de veces que aparece en la poblacion, la mayor proporcion (cercana al
50%) de los resultados se encuentran en los rangos de las 54,97 y 62,33
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Unidades SPAD. Los valores que se encuentran por debajo de los rangos de
47,61 y superior a las 69,68 unidades SPAD, son datos que no se encuentran

dentro de la normalidad (Figura 8).

Netto et al. (2005), encuentra una relacion positiva entre los valores SPAD y
clorofila y la concentracion de carotenoides, es decir, conforme aumenta el valor
del SPAD, asi se incrementara el contenido de clorofila, con valores de R2= 0.96
para clorofila total y un R2=0.92 para la concentracién de carotenoides. Este autor
observa ademas que las mediciones del SPAD inferiores a 40 indica el inicio de un
deterioro del proceso de la fotosintesis, el cual es un buen indicador de disturbios

causados en las plantas por factores ambientales.

Basado en valores del SPAD vy variables de florescencia de la clorofila (FO =
fluorescencia inicial, Fm = fluorescencia maxima y FV = fluorescencia
variable/Fm), Netto et al. (2005) observé que los valores de FO aumentaron hasta
la lectura de 40 Unidades SPAD, y después de este valor se encontraron valores
estables de la curva ajustada en la experimentaciéon. Segun el modelo realizado, la
eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (Fv/Fm), comenzé a caer alrededor
de las 40 unidades SPAD, por tanto se puede decir que las lecturas alrededor de

este valor demuestran el comienzo del deterioro del fotosistema Il (PSII).

De esta forma como se observa en la Figura 8, existe una proporcion
cercana al 4% de plantas que se encuentran por debajo del valor de las 40
unidades SPAD. Ademas este parametro es altamente relacionado y como un
indicador indirecto de nitrégeno presente en la planta, que se correlaciona con la
lectura y el contenido de nitrégeno en diferentes estados de crecimiento
(Rodriguez et al. 1998; Netto et al. 2005; Franca y Carvalho 2016, Widjaja-Putra y
Soni 2018).
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Figura 8. Comportamiento de la frecuencia relativa del promedio de las unidades
SPAD de la poblacion de plantas M1 tratadas con el mutagénico azida de
sodio.

Chaves et al. (2009) indicaron que la apertura y cierre estomatico tiene que
ver con la cantidad de humedad en el suelo, como un agente regulatorio del estrés
dentro de la planta. Bajo condiciones experimentales de modelacion se indica que
dichas funciones pueden variar con respecto al funcionamiento del estrés de
humedad en el suelo. El cierre estomatico en situaciones estresantes de sequia y
salinidad ocurren generalmente debido a disminucion de la turgencia foliar o el
déficit de presion atmosférico, unido a sefales quimicas generadas por las raices.
De esta forma, la disminucion de la tasa fotosintética en condiciones de estrés
(salinidad, sequia y temperatura) son atribuidas a la detencion de la conductancia
estomatica del mesofilo y al cierre estomatico, de esta forma esta ultima condicién
altera la difusion de gases y finalmente altera el proceso fotosintético y el

metabolismo del mesofilo.

Es importante definir la relacion entre la conductancia estomatica con la
fotosintesis de la planta, Singh y Reddy (2011) determinaron el coeficiente de
determinacién (R?) entre la fotosintesis (A) y la conductancia estomatica (gs), con

rangos de correlacion entre 0.95 a 0.99, entre diferentes genotipos de caupi
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(Vigna unguiculata [L.] Walp.), donde a un bajo gs la respuesta de A fue baja,
mientras que en valores mas altos de gs se observéd un incremento similar, donde

produjo un aumento mayor de A para muchos fenotipos.

Para obtener mas informacion con respecto a la poblacion en cuanto al
intercambio gaseoso se tomoO una muestra de 155 plantas de la poblacion y se
determiné la conductancia estomética, con el fin de observar el comportamiento
del intercambio gaseoso para este grupo de plantas. En la figura 9, se muestra el
comportamiento de la conductancia estomatica en el total de las plantas
evaluadas, en donde se obtienen un valor minimo de 42,6 mmol m?s™* y como

valor maximo de 663,9 mmol m?s™.
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Figura 9. Conductancia estomatica (gs) (mmol m-2 s-1) para la muestra de 155
plantas del total de la poblacion M1 tratadas con el agente mutagénico
azida de sodio. Sefalado en flechas las plantas testigo no tratadas con el
mutagénico.

Silva et al. (2013) determiné valores de conductancia estomatica (gs) de
entre 100 y 400 mmol m™? s, para clones de C. canephora bajo amplia irrigacion y
valores inferiores a 100 mmol m?s™ para clones bajo déficit hidrico. Craparo et al.
(2017) obtiene valores de entre los 100 y los 300 mmol m? s™, entre diferentes

horas del dia, para plantas de Coffea arabica en diferentes niveles de sombra.
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Miniussi et al. (2015) determinaron la conductancia hidraulica en las hojas
de C. arabica, la cual disminuyo de los testigos a las plantas con estrés (25% de
irrigacion), con valores promedio de 150 mmol m? s™para plantas bien irrigadas
(100 %), valores cercanos a los 150 mmol m? s™ para plantas con estrés hidrico
(50 %) y un valor de aproximadamente 50 mmol m™? spara plantas de mayor
estrés hidrico (25 %). Se ha demostrado que los cambios inducidos por la sequia
en la conductancia hidraulica podrian verse influenciados por las acuaporinas, y
de esta forma ayudar a las plantas a mantener la homeostasis del balance hidrico

bajo la limitaciéon de agua.

Las condiciones que afectan el comportamiento en la conductancia
estomética, relacionados con el estrés hidrico, diferentes niveles de sombra,
diferentes horas del dia, pueden también ser influenciados por la temperatura, ya
gue las plantas de café son altamente susceptibles a temperaturas superiores a
los 25 °C, para las plantas en crecimiento al sol, incrementos en la temperatura
superiores a ese nivel resultan en una subsecuente disminucién de la
conductancia estomatica, lo cual genera una gran limitacion en la tasa de
asimilacion de CO,. Las altas temperaturas reducen la capacidad de transporte de
electrones, incrementa la fotorespitacion y disminuye la tasa fotosintética (Bote y
Struik 2011; Marias et al. 2017).

De esta forma como se observa en la figura 9, dentro de los valores de la
poblacion se encuentran valores extremos, valores por debajo de los 100 mmol m
st y valores superiores a los 600 mmol m?s™, los valores de las plantas testigo
se encuentra entre rangos desde los 261 mmol m?s™ hasta los 461 mmol m?s™.
Los valores extremos posiblemente son generados por condiciones ambientales
que afectan el régimen hidrico de la planta, la hora de la evaluacion o
fluctuaciones propias del equipo de medicion y de las condiciones ambientales
alrededor de este.

Por lo tanto, se agruparon y se analizaron los datos con respecto a las
horas de evaluacion que comprendian desde las 7 am hasta las 12 pm, de esta
forma se pudo observar que los promedios para cada grupo se presentd entre los
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200 mmol m?s™ y los 400 mmol m? s™, sin embargo al observar el rango en el
gue se presenta cada uno de los datos y las diferencias significativas, no existe
diferencia entre cada una de las horas de evaluacion (figura 10). Debido a que el
rango de evaluacion es tan estrecho entre las condiciones de horas del dia y la

cantidad de datos, es dificil encontrar valores diferentes.
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Figura 10. Conductancia estomatica (mmol m-2 s-1) segun las horas de analisis
para una muestra 155 plantas del total de la poblacién M1 tratadas con el
agente mutagénico azida de sodio.

Yang et al. (2017) determinaron valores de CRA en rangos desde 55.8 a
94.1%, con un promedio de 80.2% para mediciones en Eucalyptus camaldulensis
bajo diferentes tratamientos de regimenes de irrigacion (100, 70, 50 y 30%).
Ademas Ferraz et al. (2015) evaluo en ricino (Ricinus communis) la cantidad de
pigmentos fotosintéticos y el contenido relativo de agua, bajo diferentes niveles de
salinidad (0, 2, 4, 6 dS m™). El cual determiné valores de CRA que disminuyeron
significativamente conforme aumento la salinidad, con valores de testigos de entre
94.5% y 97%.

Teulat et al. (1997) obtuvieron datos del contenido relativo de agua al

evaluar la relacién entre esta variable y parametros de crecimiento bajo estrés
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hidrico, en plantas de cebada (Hordeum vulgare L.). Estos autores obtuvieron
valores de CRA entre 90 y 100% para los testigos y disminuyé conforme aumenta
la cantidad de estrés hidrico. Thioune et al. (2017) determiné el CRA en plantas de
café (Coffea canephora) en experimentacion basada en choques de humedad y
cambios dependientes de temperatura, para los tratamientos testigos ronda el
80% de CRA.

Como parte de la observacién de las plantas, se evalué el contenido relativo
de agua (CRA), para la muestra de 155 plantas de la poblacién, donde se observa
un comportamiento muy homogéneo, la mayoria presenta datos cercanos al
100%, con un valor promedio de 95,18% (Figura 11). Ademas, para verificar la
relacion entre cada una de las plantas se realizé un analisis de varianza (Anexo 9),
el cual indica que no existen diferencias significativas (Prueba de Tukey p> 0.05)

entre cada una de las plantas de la poblacion.
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Figura 11. Valores del contenido relativa de agua (CRA) para una muestra de 155
plantas tratadas con el agente mutagenico azida de sodio. Sefialado en
flechas las plantas testigo no tratadas con el mutagénico.

Rodriguez et al. (2016) evaluaron plantas e café (C. arabica L. var. Caturra
rojo), bajo diferentes niveles de sobra, al pleno sol, 70% de la radiacion solar y en
sombra no regulada, con valores cercanos a 20 cm® como minimo y valores

cercanos a 90 cm? como maximo, esto en diferentes meses del afio, con
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disminucién del area foliar para los meses de mayor temperatura y menor
precipitacion y la mayoria de los valores promedio oscila entre los 40 y 60 cm?.
Morais et al. (2004), encontré en plantas de café al pleno sol, la disminucién del
crecimiento de las hojas en un 27%, en comparacion a las que fueron cultivadas a

50% de exposicién solar.

Morais et al. (2004) indico que la disminucién en el crecimiento puede estar
relacionado con variaciones en la concentraciones de diferentes reguladores de
crecimiento. Se ha demostrado que las auxinas son responsables de la distensiéon
celular y que son capaces de migrar a sitios celulares menos iluminados y al estar
en estos sitios provocan mayor crecimiento celular. Ademas, registran menor

crecimiento en los meses de menor precipitacion y a las altas temperaturas.

Las plantas evaluadas en campo presentan valores minimos de 26,57 cm?y
valores maximos de 88,19 cm?, con un valor promedio de 48,87 cm?. Las plantas
que se encuentran sobre los 80 cm? son: 32, 46, 94 y 113. Y las plantas que
presentan hojas pequefias con valores inferiores a los 30 cm? son: 57, 65, 83, 99,
107, 114, 117, 147. Los valore de los testigos no tratados con el mutagénico oscila

entre los 40 y los 70 cm? (Figura 12).
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Figura 12. Area foliar de una muestra de 155 plantas de la poblacion, tratados con
el mutagénico azida de sodio. Sefialado en flechas las plantas testigo no
tratadas con el mutagénico.

A pesar de encontrar rangos extremos en los datos de area foliar, se realiz6
el andlisis de varianza para la muestra de la poblacién (Anexo 10), en el que no se
encontraron diferencias significativas (prueba de Tukey p> 0.05) que evidenciaran

un cambio dentro del grupo de plantas evaluadas.

Efecto en la incidencia y la severidad de la roya del café

Incidencia de la roya en segmentos de hoja

Los resultados de las 5 evaluaciones de incidencia de roya en segmentos
de las hojas, llevadas a cabo en condiciones controladas en laboratorio (CICAFE-
Heredia) para una muestra de 155 plantas del total de la poblacidon se observa en
la Figura 13. Se da un incremento de la incidencia con respecto a los dias
después de la inoculacién (DDI), se observaron sintomas de roya (amarillamiento)
en la primera evaluacion a los 13 DDI, que probablemente se realiz6 naturalmente
con antelacion en el campo o puede responder a un proceso de incubacion

acelerado.

Para los 20 DDI, se observa un incremento en la incidencia de la
enfermedad con valores cercanos al 30%, en este caso se da el incio de la etapa
de sintomas de la enfermedad, como la aparicion de lesiones amarillentas y el
crecimiento de estas en el tejido de la hoja. Para la evaluaciéon a los 27, 34 y 44
DDI corresponden a mayores valores de incidencia, cercanos al 55%, se observa
una leve tendencia de incremento para la evaluacion a los 34 DDI y una tendencia
de disminucion para la ultima evaluacion (44 DDI), que corresponde a una mayor

cantidad de tejido dafiado o necrosado (Figura 13).
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Figura 13. Promedio de la incidencia de la enfermedad en segmentos de hoja,
segun los dias después de la inoculacion (DDI) y su periodo de
incubacion, en una muestra de 155 plantas tratadas con el mutagénico
mas controles, llevado a cabo en el CICAFE, Heredia. *Letras distintas
indican diferencias significativas segun prueba de Tukey (p<0,05)

Con los promedios para cada evaluacién, se observa la cantidad maxima de
incidencia de roya en el tejido. Por lo tanto, en la Figura 14 se puede observar la
incidencia de la roya por planta, a partir del total de las evaluaciones y de esta
forma observar la variabilidad del resultado por cada una de las plantas. Es
importante destacar las plantas que tienen valores mas bajos del indice de

severidad de la enfermedad.

Eskes (2005) menciona la aplicabilidad del test de resistencia por medio de
inoculacion artificial, el cual se realizd en hojas jovenes de plantas en invernadero,
por medio de la aplicacién de esporas de roya, y se humedecen después de la
aplicacién. Basado en el tipo de respuesta se categoriza de la siguiente forma:
resistente (R), moderadamente resistente (MR), moderadamente susceptible (MS)
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y susceptible (S). Para el autor este método tuvo buen efecto para evaluar la

expresion de resistencia incompleta y completa a razas especificas.
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Figura 14. Promedio de las 5 evaluaciones de la incidencia de roya en segmentos
de hoja, para una muestra de 155 plantas de la poblacion tratados con el
mutagénico azida de sodio, marcado con flechas los testigos no tratados
con el mutagénico y en rojo testigos de variedades resistentes a la roya.

A partir del gréfico anterior se detectaron las plantas que tienen valores mas
bajos de la incidencia de la enfermedad. Se tomd en cuenta las plantas que
presentaron un porcentaje de incidencia menor al 20%, de los cuales son las
siguientes plantas: 15,16, 25, 27, 36, 43, 71, 78, 132, 179, 180, 240, 243, 274,
618, 631, 636, 652, 706, 156T. Las plantas que tienen valores de cero son: 16,
179, 240, 631 y 156T.
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Los controles no tratados con el mutagénico (sefialado con flechas) son las
plantas 159, 306, 443, 502 y 715, con valores de incidencia de 52%, 42%, 66%,
94% y 60% respectivamente. La muestra 156T es un testigo de la variedad Costa
Rica 95 resistente a la roya Costa Rica 95 (dentro del circulo rojo), tomados de los
lotes experimentales del CICAFE-Heredia, por lo tanto, se toma como comparador

del resultado anterior (Figural4).

Diferentes variables pueden afectar el ciclo de vida del hongo y por ende su
incidencia y severidad, de esta forma se evalué la incidencia de la roya en plantas
en campo. El contexto ambiental puede afectar las lesiones causadas por las
plagas y enfermedades a través de sus efecto en el entorno fisico de las parcelas,
la heterogeneidad del paisaje puede alterar la turbulencia y flujos de aire, esto
afecta la direccion, velocidad y la distancia de las plagas y enfermedades
transportadas por el viento, ademas de modificar las temperaturas que pueden

afectar el ciclo de vida de estos (Avelino et al. 2012).

Incidencia de la roya en campo

En condiciones de campo se evalud la incidencia de la enfermedad (Figura
15), con respecto al indculo natural del &rea experimental donde se sembraron las
plantas. En la primera evaluacion la cantidad de plantas con roya fue de un 6,46%,
debido al poco tiempo (dos meses aproximadamente) de establecimiento de las
plantas. Para la segunda evaluacion se observd un incremento importante en la
cantidad de plantas con roya en el campo de 43,88%. En la cual se llega a valores
maximos de entre 50 y 60% de incidencia de la enfermedad, aunque la mayoria
con valores cercanos al 20%. Para la tercera evaluacion, se obtuvo un 72,81% de

plantas con roya, algunas de estas alcanzaron el 100% de hojas con roya.
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Figura 15. Incidencia de la roya en cada una de las evaluaciones de la poblacion
M1 de plantas tratadas con el mutagénico azida de sodio, para la primera
(EV1), segunda (EV2) y tercera (EV3) evaluacion.

La cantidad de plantas con roya en campo para cada una de las
evaluaciones tiene que ver con el comportamiento de la enfermedad y factores
ambientales. Avelino et al. (2012) encontraron correlaciones mudltiples positivas
significativas entre la incidencia maxima de la roya y de la proporcién de paisaje
de pastos, de igual forma la incidencia maxima de la roya se correlacion6
positivamente con el niumero de nudos de fructificacion por planta y con el

porcentaje de cobertura de sombra. Como lo describe el autor, la incidencia de la
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enfermedad puede estar correlacionada con diferentes variables que hacen llegar

el inoculo del hongo de la roya a la plantacion.

Debido al comportamiento de incidencia que presenta la poblacion de
plantas estudiada, se hace una comparacion entre las diferentes evaluaciones con
presencia de la enfermedad en plantas testigos (Figura 16). En la primera
evaluacion no se observa presencia de roya, en la segunda evaluacion se observa
un incremento, con un maximo de incidencia del 35% aproximadamente, mientras
gue en la tercera evaluacion, la mayoria de los testigos (no tratados con el

mutagénico) tienen presencia de roya con valores del 55%.

EV1

60

50

30
20
10

EV2

60

50

40

30 A i A e

2 < N A s A . A

10 A A 7 Y A A‘ i 7 Y

A A A A A

0 P SN L A & " A
EV3

60

50 A A

40 A A

% AL, A A

20 e A

10 = AAA iAA = A A A 4

AA A A
0 v 3 T T & A T A A T A 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 16. Incidencia de la roya en los testigos ubicados en el campo, para las
evaluaciones de la primera (EV1), segunda (EV2) y tercera (EV3)
evaluacion.
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El comportamiento de la enfermedad responde a las condiciones climaticas
del lugar, como de la edad de la planta y la cantidad de in6culo en el campo.
Ademas, de las condiciones en las que se encuentra la planta, con un porte
mayor, plantas con un mayor requerimiento de nutrientes por su tamafo y
crecimiento. Asi como lo mencionaron Avelino et al. (2004) los cambios repentinos
en el microclima y en la fisiologia de la planta influencian diferentes componentes
del ciclo de infeccion de la roya, donde los principales factores que afectan el ciclo
de vida son el viento, lluvia, area foliar, humedad de la hoja, luz, temperatura,

carga fructifera, humedad del suelo y densidad estomatica.

Es importante destacar que las plantas en la tercera evaluacion
presentaban una disminucion en la cantidad de hojas (Figura 4A), debido a que la
incidencia de la enfermedad disminuy6 la cantidad de hojas del periodo de
inoculacion anterior. Es decir, que en la tercera evaluacion la cantidad de hojas no
siguié en aumento, por el contrario disminuy6, ya que el tejido fue afectado por la

enfermedad.

Se realiz6 una comparacién entre las plantas con una incidencia cero de la
enfermedad, para los resultados obtenidos en segmentos de hoja en laboratorio
(figura 14), con respecto a las correspondientes plantas de la evaluacion de
incidencia de la enfermedad en campo (Figura 15). Se observé el comportamiento
de incidencia cero para ambas evaluaciones en las siguientes plantas: 179, 240 y
631.

A pesar de que no se observan diferencias significativas en las variables de
unidades SPAD, Conductancia estomatica y area foliar, se realiz0 una
comparacion con las plantas que presentaron una incidencia y severidad de la
roya con valores de cero. Para la planta 179 los valores de conductancia
estomatica, CRA, area foliar y unidades SPAD es de 506,4 mmol m?s™, 97,1 por

ciento, 43 cm? y 76,73 respectivamente.
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La planta 240, para las mismas variables presenta valores de 308,5 mmol
m?s™?, 95,7 por ciento, 30 cm? y 74,97 respectivamente. Para la planta 631 los
valores obtenidos son 249,4 mmol m? s™ 94,02 por ciento, 40 cm? y 43,27
respectivamente. Por lo tanto, con estas plantas que no presentan la enfermedad
se puede decir que no existe una tendencia marcada entre las diferentes

variables.

Incidencia y severidad de la roya por medio de la inoculacion artificial en campo

Debido a las condiciones observadas tanto en laboratorio como en campo
con respecto a la incidencia de la roya, por las plantas que tienen valores bajos de
incidencia o infeccion. Se realizé una inoculacion artificial en campo con el fin de
observar el comportamiento de la incidencia y severidad de la roya en plantas
(Figura 17). La evaluacion se categoriza en: 0= plantas sin roya, 1=plantas con

sintomas de la enfermedad, 2= plantas con presencia de roya
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Figura 17. Valore de incidencia y severidad de roya en campo a los 30 dias (A) y
a los 45 dias (B) de realizado la inoculacién. Plantas sin respuesta a la
roya (0.00), y presencia de sintomas en plantas (1.00) y presencia de
roya esporulada (2.00).

Por tanto, la evaluacion a los 30 dias se observa una gran cantidad de
plantas con sintomas (1), y el grado de severidad de las lesiones es entre el 3%
con valores maximos de 12% aproximadamente. Se observé una menor cantidad

de plantas con la presencia del hongo esporulado (2), con un porcentaje de
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incidencia que abarca un mayor rango, desde 3% hasta el 30% aproximadamente
de severidad (Figura 17A).

En la Figura 17B, se muestra la severidad de la roya en plantas para los 45
dias después de realizada la inoculacién, se observé un cambio en cuanto a la
esporulacion de las lesiones y un incremento en la cantidad de plantas con roya
esporulada, donde la severidad alcanza valores cercanos al 50%. Con una
mayoria que se ubica entre el 10 y el 20% de severidad. Las plantas sin presencia
de roya y las plantas con sintomas disminuyen con respecto a la evaluacién a los
30 dias.

En el ensayo realizado en campo, parte de las hojas inoculadas
presentaron una lesion, acompafiada de un amarillamiento particular de un
sintoma, el cual no se desarrollo, similar a los sintomas generados por una
resistencia vertical o flex. Silva et al. (2000) menciona que la busqueda de
cultivares con resistencia horizontal es de suma importancia, ya que una vez la
resistencia vertical haya sido quebrada, si el material tiene una un alto nivel de
resistencia horizontal, este puede ser aprovechado en campo al ser un material
superior. Este autor al probar dos segregaciones de materiales de hibridos de
Catuai y Mundo Novo con hibridos de Timor, encuentra gran cantidad de
materiales con resistencia vertical (flex), y de los materiales que segregaron,

muchos presentaban la resistencia horizontal.

Correlaciones de las variables de crecimiento y susceptibilidad a la roya
Las correlaciones son importantes ya que permite visualizar la dependencia
entre las diferentes variables, las siguientes figuras representan esa asociacion

entre los diferentes paradmetros de crecimiento.

La distribucion de cada variable se muestra en la diagonal. En la parte
inferior de la diagonal: se muestran los diagramas de dispersion bivariados con
una linea ajustada. En la parte superior de la diagonal: el valor de la correlacion

mas el nivel de significancia como estrellas. Cada nivel de significancia esta
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asociado a un simbolo: p-values (0, 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 1) = simbolos ("***",

ll**ll, Il*ll, ll'II' n ||) respectlvamente.

De esta forma, la Figura 18A representa el grado de correlacién que existe
entre las variables de la primera evaluacion, donde la altura de la planta, el
namero de hojas, el numero de ejes plagiotropicos (bandolas) y el diametro del
tallo (grosor) tienen la mayor relacién entre si, mientras que los valores SPAD
tiene poca relacion con cada una de las variables. EI niamero de ejes
plagiotrépicos (bandolas) tiene el mayor valor de correlacién con el nimero de
hojas con un valor de 0,87 y para la altura de la planta con un valor de 0,68.
Seguido por la relacién de la altura de la planta con el nimero de hojas con un
valor de 0,61. Y el grado de relacién continta con el didmetro del tallo (grosor) y el

namero de ejes plagiotrépicos (bandolas) con un valor de 0,50.

En la segunda evaluacion (Figura 18B), se presenta un comportamiento
similar a la primera, donde existe una relacion entre las diferentes variables de
crecimiento, el valor mas alto de correlacion sigue siendo para los valores de
namero de hojas y numero de ejes plagiotrépicos (bandolas) con un 0,89. En este
caso los valores de grosor de tallo y la altura de la planta presentan valores mas

altos de correlacion.

Las correlaciones en la tercera evaluacion (Figura 18C), muestran valores
mas bajos, sin embargo el comportamiento sigue siendo similar a las evaluaciones
anteriores. El que presenta el mayor grado de correlacion es la variable del
diametro del tallo (grosor) con respecto a la altura de la planta, con un valor de
0.80. En el caso de las variables de las unidades SPAD, se puede observar que
todas presentan un comportamiento similar con respecto a las otras variables, sin
embargo la que presenta un valor mas alto y por ende mayor dependencia es con

la altura de la planta, con un valor de 0,44.
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Figura 18. Correlaciones entre las variables de altura (ALT_1), nimero de hojas
(N-HOJ_1), numero de ejes plagiotropicos (bandolas) (N-BAN_ 1),
diametro del tallo (grosor) (GROS_1) y unidades SPAD (SPAD_1), para
la poblacion de plantas tratadas con el mutagénico azida de sodio, para

la primera evaluacion A, para la segunda evaluacion B y para la tercera
evaluacion C.

Se realiza una correlacion para las variables de conductancia estomatica,
promedio de las unidades SPAD, del contenido relativo de agua, del area foliar,
del numero de hojas y del didmetro del tallo (grosor). Se logra observar en la
Figura 19 que las correlaciones tiene poca significancia, es decir existe poca

dependencia entre cada una de estas, en este caso los valores tomados
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corresponden a una muestra de 155 plantas de la poblacién, los valores mas altos
corresponden a las siguientes variables: CRA con Cond_Est con un valor de 0.23;
AFol con Spad con un valor de 0,23; y el nimero de hojas con unidades SPAD
con un valor de 0,26. En el caso del nimero de hojas y el didmetro del tallo

(grosor), el comportamiento es similar al de las figuras anteriores.

Por el contrario la conductancia estomatica (COND_EST) con respecto al
area foliar (AFOL) presenta un valor muy bajo de -0,047. Como lo mencioné
Rodriguez et al (2016), la existencia de una correlacion negativa entre la
frecuencia estomatica y el area de la hoja implica que el aumento de la radiacion
solar, en lugar de provocar un aumento en el nimero de estomas favorece mas

bien su agrupamiento, posiblemente por el tamafio de la hoja.
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Figura 19. Correlaciones de las variables de conductancia estomatica
(COND_EST), promedio de los valores SPAD (PROMSpad), contenido
relativo de agua (CRA), area foliar (AFOL), nimero de hojas (N_HOJ_3)
y diametro del tallo (grosor) (GROS_3), de una muestra de 155 plantas
del total de la poblacion.
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Por medio de las correlaciones se puede determinar las variables que
tienen una mayor impacto con respecto a la severidad de la roya en las plantas de
café, de esta forma como se observa en la figura 20, la variable que presenta una
mayor relacion son las unidades SPAD, con la severidad de la roya con un valor
de 0,42, lo cual implica que conforme aumenta las unidades SPAD, mayor fue la

severidad de la roya.
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Figura 20. Correlacion de las variables de crecimiento con respecto a la severidad
de la roya (SEV_RY) con mayor valor de correlacién, para una muestra
de 155.

De igual forma, en la Figura 21 se muestra el grado de correlacién que tiene
la incidencia de la roya con respecto a las variables de crecimiento, siendo la
altura de la planta de la evaluacion numero dos (0,29) y tres (0,27), el didmetro del
tallo (grosor) de la evaluacion namero uno (0,21), dos (0,31) y tres (0,29), con los
valores gque presentan valores mas altos de correlacion. Estos valores a pesar de
ser relativamente bajos indican que conforme la altura de la planta y el diametro

del tallo (grosor) aumenten, la incidencia de la roya aumentara.
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Figura 21. Correlacion de las variables de crecimiento con respecto a la incidencia
de la roya, con mayor valor de correlacion, para una muestra de 155
plantas de la poblacion.

Analisis de Componentes Principales (PCA)

Para el andlisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés)
de la poblacién, con el cual se puede observar de forma general el grupo de datos,
al identificar las muestras similares entre si y cuéles difieren. En este caso se
realiz6 el analisis para la poblacion de 743 plantas con las variables de
crecimiento: altura de la planta, nUmero de hojas, nimero de ejes plagiotropicos
(bandolas), diametro del tallo (grosor), valores SPAD. Con lo cual a partir del
analisis (Figura 22) se puede identificar las plantas que muestran la variabilidad
mas grande de entre el total de datos. Por lo tanto, se puede deducir que dentro
de la poblacion de plantas existen individuos que se diferencia del resto de la
poblacién, estas plantas son: 30, 89, 201, 258, 580, 605 y 642.
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Figura 22. Analisis de componentes principales (PCA) para las variables de
crecimiento de la poblacion de plantas tratadas con el mutagénico azida
de sodio.

Se tomé una muestra de 155 plantas (Figura 23) como una representacion
de la poblacién, en este caso se tomaron las variables de altura de la planta,
namero de hojas, numero de ejes plagiotropicos (bandolas), diametro del tallo
(grosor), valores SPAD, mas los datos de contenido relativo de agua, area foliar y
conductancia estomatica. Para lo cual, se observé un comportamiento muy
homogéneo, sin embargo hay ciertos individuos que tienen una representacion de

tener una diferencia, entre ellos las plantas 22, 56, 109, 123 y 135.
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Figura 23. Andlisis de componentes principales (PCA) para variables de
crecimiento y morfologia, para una muestra de 155 plantas de la
poblacién tratada con el agente mutagénico azida de sodio.

A patrtir de los graficos de PCA antes representados, se presenta la variable
gue difiere de las demas, por medio de un circulo de correlaciones (Figura 24). Se
muestran las variables que se parecen entre si y las variables que quedan fuera
del grupo méas homogéneo de la poblacion. De esta forma se puede observar que
las variables que difieren del resto de la poblacion son las unidades SPAD vy el
diametro del tallo (grosor) para la primera evaluacion y el namero de hojas de la

tercera evaluacion.
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Figura 24. Circulo de correlaciones del andlisis de componentes principales de las
variables evaluadas en la poblacion de plantas.

Dichas plantas seleccionadas por medio del PCA como diferentes dentro de
la poblacion, ademas de los resultados generados por medio de la incidencia y
severidad de la roya y lo observado en campo con potenciales en productividad,

pueden ser tomadas en cuenta dentro de programas de mejoramiento genético.
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Conclusiones

Las plantas tuvieron un ritmo de crecimiento para la altura de 5 cm, de 1
piso u horqueta y de 15 hojas en promedio por mes. El diametro del tallo (grosor),
entre la primera a la segunda evaluacion, crece en 0,55cm y de la segunda a la

tercera evaluacion crece en 0,1 cm.

Se determinaron caracteristicas a nivel visual en cuanto a la morfologia,
gue presentaron un diferencial con respecto a las plantas del resto de la poblacién,
la variable que tiene mayor importancia agronémica es la planta que presenta tres

ejes plagiotrépicos (bandolas) por nudo ortotrdpico.

En la poblacion de plantas un 5% presentan valores inferiores de las 40
unidades SPAD, condicion que puede afectar el adecuado funcionamiento del
fotosistema Il (PSIl). La conductancia estomatica en la poblacion de plantas se
presentd alrededor de un 5% de plantas con un rango de 86,98 mmol m? s™. Sin
embargo, entre las plantas no se observan diferencias significativas. El CRA no

mostro diferencias entre las plantas de las muestra de la poblacion.

De la muestra de plantas bajo observacion en laboratorio, las que tienen
valores de cero son: 16, 179, 240, 631 y 156T, esta ultima como variedad Costa
Rica 95, resistente a la roya. Al comparar los datos de laboratorio con respecto a
los datos de campo, las que tienen valores de cero incidencia en ambos casos
son: 179, 240y 631.

Las variables de morfologia, estan altamente correlacionadas entre si,
donde predomina la relacion entre la altura de la planta con el nUmero de ejes
plagiotrépicos (bandolas), numero de hojas y diametro del tallo (grosor), con
valores cercanos al 0,80 de correlacion. En cuanto a las variables relacionadas
con la incidencia y severidad de roya, no tienen valores altamente relacionados,
los que tienen una tendencia mas alta incidencia de la roya y el diametro del tallo

(grosor) y entre la severidad y el valor de las unidades SPAD.

El andlisis de componentes principales (PCA), mostré un grupo homogéneo

de plantas donde las que difieren para el total de la poblacion son las plantas: 30,

55



89, 201, 258, 580, 605, 642. Y para la muestra de 155 plantas de la poblacion, las
plantas que difieren son: 22, 56, 109, 123 y 135.

Recomendaciones
Se recomienda realizar las inoculaciones de roya en campo cuando haya

mayor precipitacion y humedad, para lograr generar el ambiente adecuado para el

desarrollo del ciclo de vida de la enfermedad.

Se recomienda darle el seguimiento a las plantas que tienen diferenciales
en cuanto al comportamiento morfolégico, variable de crecimiento vy fisioldgico, y
de susceptibilidad a la roya, ademas de las que presentan diferenciales por medio
del PCA.

Se recomienda realizar nuevos ensayos del contenido relativo de agua,
conductancia estomética, area foliar, para la verificacion y el seguimiento de las
plantas, de esta forma generar una mayor cantidad de datos y poder analizar de
esta forma, la presencia de diferencias por medio de estas variables, ya que se
requiere una mayor cantidad de repeticiones y datos que muestren el
comportamiento de las plantas en el tiempo y delimitar las variables que afectan la

medicion.

Se recomienda evaluar la cantidad de estomas por area, tanto para plantas
gue presentan mayor incidencia a la roya, como las que tienen los valores mas
bajos, ademas de tomar en cuenta otras variables como la responsibidad de los
estomas, como mecanismo de respuesta a diferentes condiciones que puedan

alterar el estoma, por ejemplo a la entrada de hifas del hongo de la roya.

Se recomienda darle seguimiento a las plantas que mostraron un
comportamiento diferencial en cuanto a la susceptibilidad a la roya, por medio de
marcadores moleculares y el seguimiento en campo, por medio de la observacion,
ademas de que las siguientes generaciones de estas plantas sean llevadas a

ensayos de regionalizacion.
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Anexos

Anexo 1. Analisis de suelo de la FEIMA (A) y del suelo utlizado para la
composicién del sustrato para las plantas (B).

Centro de Investigaciones Agronémicas
Facultad de Ciencias Agroalimentarias

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS Vi de ol
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO
SC12-LSF-101-R01 (v12)

N° DE REPORTE: 61998

USUARIO: EMMANUEL LOPEZ GAMBOA
SUBCLIENTE TESIS GRADUACION LICENCIATURA FITOTECNIA
RESPONSABLE: EMMANUEL LOPEZ GAMBOA
CORREO emmlg.05@gmail.com
TELEFONO: 8955-4227

ANALISIS: QC,CT,NT,C/N
PROVINCIA: CARTAGO FECHA RECEPCION: 31/03/2017
CANTON: TURRIALBA EMISION DE REPORTE: 07/04/2017

N° DE MUESTRAS TOTAL: 2
CULTIVO: SIN CULTIVO PAGINA: 1/2

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS

Solucién Extractora: pH cmol(+)/L % mg/L
KCI-Olsen Modificado HO|ACDEZ Ca Mg K CICE| SA| P zn Cu Fe Mn
ID USUARIO ID LAB 5.5 0.5 4 1 0,2 5 10 3 1 10

MUESTRAA - FEIMA
MUESTRAB - FEIMA

S-17-05613 | 5.0 [ 0.83 297 041 0.23 4.44( 19 3 11 32 19
S-17-05614 | 55 | 0.47 9.08 4.55 0.12 1422 3 6 34 19 177 27

Los valores debajo de cada

elemento corresponden con los Niveles Criticos generales para la solucion ex tractora usada

CICE=Capacidad de intercambio de Cationes Efectiva=Acidez+Ca+Mg+K SA=Porcentaje de Saturacion de Acidez=(Acidez/CICE)*100
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Anexo 2. Lista de la muestra de 155 plantas representativas de la poblacién M1
tratada con el agente mutagénico azida de sodio y de plantas testigo no tratadas
con el mutagénico (marcadas en gris).

Plantade No. Plantade No. Planta de No. Planta de No.
Poblacion Muestra | Poblacidon | Muestra | Poblacion | Muestra | Poblacion | Muestra
2 1 207 41 383 81 583 121
15 2 213 42 384 82 589 122
16 3 218 43 388 83 601 123
21 4 220 44 398 84 606 124
25 5 221 45 399 85 609 125
27 6 224 46 400 86 618 126
36 7 227 a7 409 87 628 127
38 8 230 48 410 88 631 128
42 9 236 49 412 89 636 129
43 10 238 50 415 90 637 130
51 11 240 51 422 91 645 131
68 12 243 52 427 92 646 132
71 13 247 53 436 93 648 133
73 14 250 54 439 94 650 134
78 15 254 55 442 95 652 135
83 16 256 56 443 96 653 136
98 17 266 57 449 97 661 137
100 18 268 58 453 98 668 138
106 19 270 59 455 99 672 139
111 20 274 60 466 100 674 140
127 21 278 61 471 101 689 141
130 22 288 62 476 102 691 142
132 23 290 63 477 103 694 143
134 24 294 64 493 104 696 144
149 25 299 65 495 105 698 145
150 26 302 66 502 106 699 146
153 27 306 67 514 107 703 147
155 28 309 68 522 108 704 148
157 29 310 69 524 109 706 149
158 30 314 70 526 110 714 150
159 31 317 71 527 111 715 151
164 32 328 72 528 112 716 152
165 33 339 73 536 113 721 153
177 34 341 74 541 114 739 154
179 35 344 75 544 115 740 155
180 36 349 76 546 116
182 37 353 77 549 117
185 38 356 78 566 118
188 39 365 79 570 119
193 40 368 80 575 120
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Anexo 3. Analisis de varianza para las evaluaciones 1, 2 y 3 de la altura de la
planta, de la poblacion M1 de plantas tratadas con el mutagénico azida de sodio.

Altura 1

Analizis de la varianza

Variable N R* ER* nj CW
Valor 776 0.08 0.08 22.28

Cunadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo. 4041.11 1 4041.11 .17 «<0.0001

Altura 4041.11 1 4041.11 .17 «<0.0001
Error 45885.54 TT74 59.28

Total 49926.65 775

68
68

Test: Tokey Alfa=0.05 DMS=2.68T7395
Error: 58.283¢ gl: 774

Altura Medias n E.E.
Altura EV1-T 45.389 33 1.34 A
Altura EWV1 34.08 743 0.28 B

Medizs zon una letra comin no son signi tivamente diferentes (p > 0.05)

Altura 2

Analisis de la varianza

Variable N RE* R* Bj CW
Valor 776 0.06 0.05 19.85

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl cH F p-valor

Modelo. 3731.897 1 3731.97 45.93 «0.0001

Altura 3731.87 1 3731.97 45.93 «0.0001
Error 62890.07 774 81.25

Total 66622.04 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.14684
Error: £1.2533 gl: 774

Altura Medias n E.E.
Rltura EV2-T 55.82 33 1.57 4
Bltura EVZ 44.85 743 0.33 B
Medias con una letra comin no son significati te dife = fp > 0.05)

Altura 3

Analisis de la varianza

Variable N R®* R® Aj CV
Valor 776 0.05 0.05 18.43

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CHM F p-valor

Modelo. 3840.91 1 3840.91 38.41 <0.0001

Bltura 3840.91 1 3840.91 38.41 <0.0001
Error TT38E.599 774 99,89

Total 8§1229.80 775

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=3.49078
Error: 959.59858 gl: 774

Altura Medias n E.E.
Rltura EV3I-T 64.82 33 1.74 A
Lltura EV3 53.79 743 0.37 B

Medizs con unas letrs comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 4. Analisis de varianza para la evaluacion 1, 2 y 3 del diametro del tallo
(Diametro del tallo (grosor)), de la poblacion M1 de plantas tratadas con el

mutagénico azida de sodio.

Grosor 1

Analis=is de la wvarianza

Variable N
wvaloresl 743

R* R* L3 v
2.3E-03 9.2E-04 35.82

Cuadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CcH F p-valor
Modelo. 0.08 1 0.09 1.69 0.1946
graosorl 0.09 1 0.09 1.69 0.1946
Error 40.52 741 0.05
Total 40.61 742
Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.075946
Error: 0.054L7 gl: 741
grosorl Medias n E.E.

Gr-1-T 0.70 35 0.04 &
Gr-1 0.65 708 0.01 &

Medias con una letra comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)

Grosor 2

Analisis de la varianza

Variable N R*
valores2 743 0.01

R L3
0.01

v
27.685

Cuadro de Andlisis de la Varianza (3C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 1.10 1 1.10 10.13 0.0015
graosor2 1.10 1 1.10 10.13 0.0015
Error 80.21 741 0.11
Total 81.31 742
Test:Tokey Alfa=0.05 DMS5=0.1117%9
Error: 0.1082 gl: 741
grosor2 Medias n E.E.

Gr-2-T 1.36 35 0.06 &
Gr-2 1.18 708 0.01 B

Mediss con uns letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Grosor 3

Analisis de la varianza

Variable N R*
wvalores3 743 0.02

vV
25.69

R* &3
0.02

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 1.41 1 1.41 12.38 0.0005
grosor3d 1.41 1 1.41 12.38 0.0005
Error 84.26 741 0.11
Total 85.67 742

Test:Tukey Alfa=0.05 DM5=0.11458

Error: 0.1137 gl: 741
grosor3 Medias n E.E.
Gr-3-T 1.51 35 0.08 &
Gr-3 1.30 708 0.01 B

Modias con unz letra comin no son significativamente diferentes

(p > 0.08)

68



Anexo 5. Andlisis de varianza para las evaluaciones 1, 2 y 3 del niumero de ejes
plagiotrépicos (bandolas) de la poblacion M1 de plantas tratadas con el
mutagénico azida de sodio.

No. Bandola 1

Andlisis de la varianza

Variable N R® R* Bj CVW
wvalores 776 0.01 0.01 74.63

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 43.45 1l 43.45 6.66 0.0100
no.bandola 43.45 1 43.45 6.66 0.0100
Error 5049.,91 774 &.52

Total 5093.36 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.89171
Error: £.5244 gl: 774

no.bandola Medias n E.E.
HNo. Bandola EVI-T 4.55 33 0.44 L
No. Bandola EV1 3.37 743 0.0%9 B

Medizs con una letra comin no son signifi

ivamente diferentes (p » 0.0E5)

No. Bandola 2

Analisis de la varianza

Variable N R= R® B3 CWV
wvalores 776 4.8E-03 3.5E-03 41.25

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 100.66 1 100.66 3.73 0.0538
no.bandola 100.66 1 100.66 3.73 0.0538
Error 20892.47 774 26.99
Total 208983.13 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DM5=1.81375
Error: 2£.898929 gl: 774
no.bandola Medias n E.E.
No. Bandola EV3-T 14.30 33 0.90 R
No. Bandola EV3 12.52 743 0.1% A
Medizs con unz letra comin no son significati te dife = fp > 0.05)

No. Bandola 3

Anali=is de la varianza

Variable N R* R* Bj cv
valores 776 4.8E-03 3.5E-03 41.25

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 100.66 1 100.66 3.73 0.0538
no.bandola 100.66 1 100.86 3.73 0.0538
Error 20892.47 774 26.99
Total 20983.13 775

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=1.81375
Error: 2&.88928 gl: 774

no.bandola Mediazs n E.E.
No. Bandola EV3-T 14.30 33 0.50 A
No. EBandola EV3 1l2.52 743 0.12 &

Modizs con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 6. Analisis de varianza para las evaluaciones 1, 2 y 3 del nimero de hojas
de la poblacion M1 de plantas tratadas con el mutagénico azida de sodio.

No. Hojas1

Analisis de la varianza

Variable N R®* R* B3 CW
Valores 776 0.03 0.03 39.48

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo. 15274.58 1 15274.58 25.09 <0.0001
HNo.hojas 15274.58 1 15274.58 25.09 <0.0001
Error 471191.39 774 608.77
Total 486465.97 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.61354
Error: &08.7744 gl: 774

No.hojas Medias n E.E.
No. Hojas_EV3-T 83.55 33 4.30 4
Ho. Hojas EV3 61.56 743 0.91 B
Medias con una letra comin no son significati te dife I fp > 0.05)

No. Hojas 2

Analisis de la varianza

Variable N R® R* &3 CW
Valores 776 0.03 0.03 35.48

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 15274.58 1 15274.58 25.09 «0.0001
No.hojas 15274.58 1 15274.58 25.09 <0.0001
Error 471181.39 774 608.77
Total 486465.97 775

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=8.61354
Error: £08.7744 gl: 774

No.hojas Medias n E.E.
No. Hojas_EV3-T 83.55 33 4.30 4
No. Hojas EV3 61.56 743 0.81 B
Medizs con una letra comiin no son significati te dife I fp > 0.05)

No. Hojas 3

Analisis de la varianza

Variable N R* R* B3 CW
Valores 776 0.03 0.03 39.48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl cM F p-valor
Modelo. 15274.58 1 15274.58 25.09 «<0.0001
NHo.hojas 15274.58 1 15274.58 25.09 <0.0001
Error 471191.39 TT74 608.77
Total 486465.97 775

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS5=B.61354
Error: £08.7744 gl: 774

No.hojas Medias n E.E.
No. Hojas_EV3-T 83.55 33 4.30 R
No. Hojas EV3 61.56 743 0.91 B
Medias con una letra comiin no son significati te dife & fp > 0.05)
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Anexo 7. Andlisis de varianza para las evaluaciones 1, 2 y 3 del numero de nudos

ortotrépicos (pisos) de la poblacion M1 de plantas tratadas con el mutagénico
azida de sodio.

No. Pisos 1

Analisis de la varianza

Variable N R® R® B CW
wvalores 776 0.01 0.01 78.22

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl cM F p-valor
Modelo. 11.91 1 11.21 5.41 0.0203
no.pisos 11.91 1 11.91 5.41 0.0203
Error 1703.84 774 2.20
Total 1715.75 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.51796
Error: 2.2013 gl: 774

no.pisos Medias n E.E.
Ho. Pisos-T 2.48 33 0.26 B
No. Pisos 1.87 743 0.05 B

Medias con una letrs comin no son significati te dife. = fop » 0.05)

No. Pisos 2

Analisis de la varianza

Variable N R= R® B3 CWV
wvalores 776 4.5E-03 3.2E-03 39.12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 10.41 1 10.41 3.48 0.0624
no.pisos 10.41 1 10.41 3.48 0.0624
Error 2314.64 774 2.99
Total 2325.05 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.60370
Error: 2.89805 gl: 774

no.pisos Medias n E.E.
Ho. Pisos-T 4.97 33 0.30 R
Ho. Pisos 4.40 743 0.06 B

Medizs con una letra comin no son significati te dife = fp > 0.05)

No. Pisos 3

Analisis de la varianza

WVariable N R® R® Rj CW
walores 776 0.01 0.01 27.24

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 26.21 126.21 8.01 0.0048
no.pisos 26.21 1 26.21 8.01 0.0048
Error 2533.91 774 3.27
Total 2560.12 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63165
Error: 3.2738 gl: 774

no.pisos Medias n E.E.
No. Pisos-T T7.52 33 0.31 R
No. Pisos 6.60 743 0.07 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 8. Analisis de varianza para las evaluaciones 1, 2 y 3 de las unidades
SPAD de la poblacion M1 de plantas tratadas con el mutagénico azida de sodio.

SPAD 1

Analisis de la varianza

Variable N R* R* B3 CW
wvalores 776 3.4E-04 0.00 15.23

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 24.15 1 24.15 0.26 0.6082
spadl 24.15 1 24.15 0.26 0.6082

Error T1081.53 774 91.84
Total 71105.6% 775

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.34550
Error: 91.836& gl: 774
spadl Medias n E.E.

EV1 49.88 743 0.350 A
EVi-T 49.01 33 1.87 &4
Medias con una letra comin no son significati te dife = fp > 0.05)

SPAD 2

Analisis de la varianza

Variable N R®* R® Bj CW
valores2 776 0.02 0.02 20.04

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 3285.12 1 3285.12 18.11 «0.0001
Spad2 3285.12 1 3285.12 18.11 «0.0001

Error 140379.32 774 181.37
Total 143664.44 775

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=4.70148
Error: 181.368¢€ gl: 774

Spad2 Medias n E.E.

EV2-T 76.97 33 2.34 &

EV2 66.77 743 0.49 B

Mediss con uns letrs comin no son significstivamente diferentes (p > 0.05)

SPAD 3

Analisis de la varianza

Variable N R* E* LJ Ccv
valores3 776 3.4E-03 2.1E-03 1&.37

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 248.68 1 248.68 2.61 0.1089
spad3 248.68 1 248.68 2.61 0.1089
Error 73861.82 774 95.43

Total T74110.50 775

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=3.41030
Error: 95.4287 gl: 774

spad3 Medias n E.E.

EV3-T £2.38 33 1.70 &

EV3 59.57 743 0.36 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 9. Andlisis de varianza para el Contenido relativo de agua (prueba de
Tukey para un p> 0.05), de la muestra de 155 plantas de la poblacion M1 tratadas
con el agente mutagénico azida de sodio.

Andlisis de la varianza

Variable N RE* R®* A CV
CRE 465 0.60 0.41 5.16

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo. 11450.10 154 74.35 3.08 «0.0001

Planta 11450.10 154 74.35 3.08 «0.0001

Error T7480.57 310 24.1&

Total 18940.67 464

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=17.33377
Error: 24.1631 gl: 310

Planta Medias n E.E.

14.00 105.18 3 2.84 A

23.00 105.15 3 2.84 A

26.00 104.73 3 2.84 A B

52.00 104.28 3 2.84 A B

36.00 103.96 3 2.84 A B

94.00 103.81 3 2.8B4 A B

21.00 103.02 3 2.824 A B C
49.00 102.45 2 2.84 AR B C
30.00 102.28 3 2.84 A B C
13.00 102.15 3 2.84 A B C
53.00 101.84 3 2.84 A B C
84.00 101.53 3 2.84 A B C
54.00 101.36 3 2.84 A B C
29.00 101.35 3 2.B4 AR B C
24.00 101.20 3 2.84 A B C
8.00 i01.16 3 2.84 A B C
27.00 101.13 3 2.84 A B C
€0.00 100.76 3 2.824 A B C
3.00 i0D.41 2 2.84 A B C
37.00 100.41 3 2.84 A B C
31.00 100.41 3 2.824 A B C
22.00 100.21 3 2.84 A B C D
32.00 100.15 3 2.84 A B C D
25.00 9%.65 3 2.84 2 B C D
10.00 9%.64 3 2.84 2 B C D
147.00 99.33 3 2.84 A B C D
8.00 99.14 3 2.2 A B C D
82.00 99.14 3 2.2 A B C D
47.00 99.08 3 2.82A B C D
79.00 98.94 3 2.2 A B C D
15.00 gg.82 3 2.84 A B C D
18.00 98.81 3 2.84 A B C D
11.00 98.76 3 2.84 A B C D
42.00 98.68 3 2.84 A B C D
103.00 98.56 3 2.84 A B C D
17.00 98.55 3 2.84 A B C D
2.00 98.54 3 2.84 A B C D
50.00 98.50 3 2.84 A B C D
106.00 98.36 3 2.4 A B C D
62.00 98.34 3 2.84 2 B C D
45.00 98.22 3 2.84 2 B C D
55.00 98.12 3 2.84 2 B C D
44.00 98.07 3 2.84 2 B C D
48.00 97.62 3 2.84 A B C D
5.00 97.52 3 2.8 A B C D
75.00 97.46 3 2.824 A B C D
109.00 97.29 3 2.824 A B C D
61.00 97.27 3 2.8 A B C D
35.00 97.14 3 2.84 A B C D
4.00 §7.13 3 2.84 A B C D
6.00 97.0¢ 3 2.84 A B C D
138.00 97.00 3 2.84 A B C D
46.00 96.95 3 2.84 A B C D
16.00 96.66 3 2.84 A B C D
41.00 96.59 3 2.84 A B C D
65.00 96.52 3 2.84 A B C D
125.00 96.50 3 2.4 A B C D
15.00 96.32 3 2.84 2 B C D
1i1s.00 96.21 3 2.84 A B C D
22.00 96.14 3 2.84 2 B C D
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96.12 3 2.84 4 B C
.84 L B

.00
57.00

32

9§.10

.84 4 B C D

.84 A B
.84 L B

32

110.00 95.97
72.00

32

95.90
95.90

32

111.00

.83 3 2.84 A B C D
.84 A B
.84 A B

100.00 95
51.00

32

95.68
95.56
95.51
95.40
95.31

32

139.00
56.00

.84 A B C D

.84 A B
.84 L B

32

32

126.00
39.00

32

.84 2 B C D
.84 L B
.84 A B
.84 A B
.84 L B

32

116.00 95.28

34.00
S0.00
20.00

59.00

32

95.186
95.05
595.00
94,93

32

32

32

.84 A B C D
.84 A B
.84 L B

32

115.00 94.98

71.00
81.00

32

94.78
24,72

32

.84 4 B C D

.84 A B
.84 L B

32

130.00 94.&62

129.00

32

94.61
94,860

32

120.00

.84 A B C D

.84 A B
.84 L B

32

135.00 94.48

124.00

32

94.42

94,37 3 2

.00
137.00 94.33

33.00
83.00
82.00
85.00

.84 A B C D

.84 L B

32

32

94,25

.84 4 B C D

.84 A B
.84 L B

32

94.18
94.18
94.19
94.18

32

32

.84 4 B C D

.84 A B
.84 L B

32

.00
136.00

32

94.16
94,03

32

154.00

.84 4 B C D

.84 A B
.84 L B

32

128.00 94.02

87.00

32

94.01
a3

32

.89
.87

131.00

.84 2 B C D
.84 L B
.84 L B

117.00 93 32

63.00
108

32

a3.

C

93.82 3 2

.00

cC

.84 4 B
.84 A B
.84 4 B
.84 A B
.84 4 B
.84 A B
.84 4 B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 A B
.84 4 B
.84 A B
.84 4 B
.84 A B
.84 4 B
.84 A B

93.78 3 2

91.00

93.77 3 2

.00

123.00
40.00

32

93.61

32

93.57

93.45 3 2

152.00

93.44 3 2

112.00

32

93.43

93.32 3 2

66.00
87.00
64.00
12.00

32

93.22

32

93.15

92.9% 3 2
g92.99
g9z.92

92

32

.00
143.00

32

145.00 .84 3 2

77.00
74.00

g9z2.87 3 2
92.82

32

32

92.57
92.56

92.52

114.00

32

132.00

32

gz.28 3 2

63.00

gz2.13 3 2

gz.18

14%.00
43.00

32

91.93 3 2

121.00

.00 91.%0 3 2
91

a
127.00

32

.89

gl.82 3 2

155.00

91.81 3 2

153.00
148

g91.50 3 2

.00

91.48 3 2

141.00

91.46 3 2

.00
134.00

32

91.45

91.37 3 2

102.00

91.3¢ 3 2

150.00

91.32 3 2

142.00

91.21 3 2

122.00

91.17

151.00
86.00

93.00

.84 A B
.84 4 B
.84 A B

32

91.12

32

90.97

C

90.97 3 2

107.00
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121.00 91.83 3 2.8¢ R B C D
118.00 91.%0 3 2.8¢ AR B C D
127.00 S1.8% 3 2.84 A B C D
155.00 91.62 3 2.84 R B C D
153.00 91.61 3 2.8¢4 R B C D
148.00 91.50 3 2.8¢ A B C D
141.00 91.48 3 2.8¢ R B C D
68.00 91.46 3 2.8¢ R B C D
134.00 91.45 3 2.8¢ AR B C D
102.00 81.37 3 2.84 A B C D
150.00 91.34 3 2.84 A B C D
142,00 91.32 3 2.84 R B C D
122,00 91.21 3 2.84 A B C D
151.00 91.17 3 2.8 A B C D
86.00 91.12 3 2.8 R B C D
99.00 80.97 3 2.84 R B C D
107.00 S0.87 3 2.84 A B C D
88.00 S0.e6 3 2.84 A B C D
T6.00 %0.59 3 2.84 A B C D
g8.00 80.32 3 2.84 A B C D
105.00 90.29 3 2.8¢ R B C D
87.00 89.93 3 2.8¢ R B C D
144.00 89.86 3 2.8¢ R B C D
133.00 8%.74 3 2.84 R B C D
104.00 8%.67 3 2.84 A B C D
73.00 89.67 3 2.84 R B C D
140.00 89.51 3 2.8¢ A B C D
101.00 89.41 3 2.8¢4 A B C D
113.00 £9.40 3 2.8¢ R B C D
146.00 87.65 3 2.84 B C D
95.00 87.63 3 2.84 B C D
80.00 86.51 3 2.84 c D
83.00 82.98 3 2.84 D
1.00 59.35 3 2.84 E
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0

Anexo 10. Andlisis de varianza para los datos de area foliar (prueba de Tukey
para un p> 0.05) de una muestra de 155 plantas de la poblacion M1 tratadas con
el mutagénico azida de sodio.

Analisis de la varianza

Variable N R* R® Bj CW
Area foliar 465 0.65 0.48 25.20

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CcM F p-valor

Modelo. B87486.85 154 568.10 3.75 <0.0001
Planta 87486.85 154 568.10 3.75 <0.0001
Error 46925.15 310 151.37

Total 134412.00 464

Test:Tokey Alfa=0.05 DM3=43.38487
Error: 151.3714 gl: 310

Planta Medias n E.E.

94.00 88.1% 3 T7.10 A

113.00 85.12 3 7.10 A B

46.00 B4.28 3 7.10A B C

32.00 81.35 3 T7.10A B C D

86.00 78.83 3 T.10A B C D E

104.00 76.83 3 T7.10A B C D E F

40.00 76.08 3 T7.10A B C D E F G

33.00 74.77 3 7.10A B C D E F G H

75.00 74.54 3 7.10A2 B C D E F G H I

39.00 73.32 37.10A B C D E F G H I J

134.00 71.7% 3 T7.10A B C D E F G H I J K

45.00 71.3¢ 3 7.10A B C D E F G H I J K L

70.00 70.8% 3 T7.10A B C D E F G H I J K L M
23.00 €9.4% 3 T7.10A B C D E F G H I J0 K L M N
23.00 68.9¢4 3 T7.10A B C D E F G H I J K L M N
30.00 68.70 3 7.10A B C D E F G H I J K L M N
136.00 €8.67 3 T7.10A B C D E F G H I J K L M N
112.00 €8.02 3 7.10A B C D E F G H I J K L M N
101.00 67.42 3 7.10A B C D E F G H I J K L M N
93.00 67.31 3T7.10A B C D E F G H I J K L M N
31.00 66.01 3 7.10A B C D E F G H I J K L M N
76.00 65.9% 3 7.10A B C D E F G H I J K L M N
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149.00 41.84
79.00 41.66
92.00 41.53
155.00 41.44
25.00 41.23
138.00 41.1e
141.00 41.15
115.00 40.89
27.00 40.74
49.00 40.50
16.00 40.49
9.00 40.48
120.00 40.29
63.00 40.06
34.00 40.02
2.00 39.98
8.00 39.86
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11.00 39.61
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50.00 37.20
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&0.00 36.68
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91.00 35.33
12%.00 35.17
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17.00 33.12 3 7.10 G H I J KL MN
97.00 32.65 3 7.10 H I J KL M N
64.00 32.63 3 7.10 H I J EKIL MN
125.00 32.&0 3 7.10 H I J K UL M N
1.00 32.42 3 7.10 H I J KL M N
48.00 32.16e 3 7.10 H I J0 KL M N
115.00 31.35 3 7.10 I J KL M N
66.00 31.23 3 7.10 I J KL M N
51.00 30.42 3 7.10 J K L M N
130.00 30.28 3 7.10 J K L M N
147.00 30.27 3 7.10 J K L M N
107.00 29.5% 3 7.10 K L M N
58.00 29.53 3 7.10 K L M N
€5.00 22,16 3 7.10 K L M N
114.00 28.40 3 7.10 L ¥ N
83.00 27.439 3 7.10 M N
57.00 27.0¢4 3 7.10 n
99.00 27.04 3 7.10 N
117.00 26.58 3 7.10 N
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Medizs con una letra comin ne son significativamente diferentes (p >
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Anexo 11. Analisis de correlacibn para las variables de crecimiento de la
poblacion M1 de plantas tratadas con el mutagénico azida de sodio.
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Anexo 12. Analisis de correlaciéon para las variables de crecimiento de la poblacion M1 de plantas tratadas con el mutagénico
azida de sodio, relacionadas con el la incidencia y la severidad de la roya.
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Anexo 13. Analisis de varianza para las evaluaciones 1, 2, 3, 4 y 5 de la incidencia
de la roya en segmentos de hoja, en una muestra de la poblacién M1 de plantas

tratadas con el mutagénico azida de sodio.

Analizsis de la varianza

Variable N E* ER* A3 CV
datos 78> 0.35 0.35 67.18

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo. 327051.36 4 31762.84 107.16 <0.0001
evaluaciones 327051.36 4 81762.84 107.1e «0.0001
Error 595132.36 T8O T62.99
Total 922183.72 784

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.51974
Error: 7E€2.8902 gl: 780

evaluaciones Medias n E.

4,00 59.05 157 2.20 &

3.00 55.59 157 2.20 4L

5.00 55.24 157 2.20 A

2.00 29.43 157 Z2.20 B
1.00 6.25 157 2.20 C

Medizs con una letrs comin no son significativamente difersntes (p » 0.05)
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