CATIEC

CENTRO AGRONOMICO TROPICAL
DE INVESTIGACION Y ENSENANZA

DIVISION DE EDUCACION

PROGRAMA DE POSGRADO

Efecto de la sombra de Casha (Chloroleucon eurycyclum) sobre los procesos de
colonizacion, esporulacion y dispersion aérea de la roya (Hemileia vastatrix) sobre plantas
de café (Coffea arabica) en la zona de Turrialba, Costa Rica

Tesis sometida a consideracion de la Division de Educacién y el Programa de Posgrado
como requisito para optar al grado de

MAGISTER SCIENTIAE EN

Agroforesteria y Agricultura Sostenible

Por

Alejandro Brenes Loaiza

Turrialba, Costa Rica

Ao 2017



Esta tesis ha sido aceptada en su presente forma por la Division de Educacién y el Programa de
Posgrado del CATIE y aprobada por el Comité Consejero del estudiante, como requisito parcial
para optar por el grado de

MAGISTER SCIENTIAE EN AGROFORESTERIA Y AGRICULTURA SOSTENIBLE

FIRMANTES:

o ues Avelino, Ph.D.
Codirector de tesis

& Lias JC» el \]mh o fiho
Elias de Melp Virginio, i‘h
Codirector de tesis

—
Fernande'Casanoves, Ph.D.
Miembro Comité Consejero

/Wﬁ

Bruno Rapi el PhD
Mlembro Comité nsej ro

(@1@@@6

Mario A. Piedta Marin, Ph.D.
Decano Programa de Posgrado

B

Marvin Alejandro Brenes Loaiza
Candidato




Dedicatoria

Dedicada primeramente a Dios, y especialmente a mi familia que me ha impulsado a seguir
adelante con un apoyo incondicional. A mi madre Maritza Loaiza Edwards y mi padre Marvin
Brenes Solano que son el motor de mi vida.



Agradecimientos

Este estudio ha sido posible gracias al apoyo de la Agencia de los Estados Unidos para el
Desarrollo Internacional (USAID) a través del Programa Regional de Cambio Climético. Los
contenidos y opiniones expresadas aqui no son responsabilidad del Programa Regional de Cambio
Climatico y no reflejan necesariamente las opiniones de USAID o del Gobierno de los Estados
Unidos. CATIE no asume la responsabilidad por las opiniones y afirmaciones expresadas por los
autores. Las ideas de los autores no reflejan necesariamente el punto de vista de la institucion. Se
autoriza la reproduccién parcial o total de la informacidn contenida en este documento, siempre
y cuando se cite la fuente.

Quisiera expresar mi sincero agradecimiento al Proyecto USAID GDA, al Instituto Texas A & M
Borlaug y al World Coffee Research por su valioso apoyo para completar con éxito mi proyecto
de investigacion. Los objetivos de estos patrocinadores permitieron que mi trabajo abordara las
necesidades de la industria regional del café.

Al CATIE por haberme dado la oportunidad de ser parte de su prestigiosa escuela de posgado.

Al CIRAD (Centre de Cooperation Internationale en Recherche Agronomique pour le
Developpement), Francia, por darme la oportunidad de desarrollar mi proyecto de investigacion
con ellos.

Agradecer al Dr. Jacques Avelino por su apoyo en todo este proceso transmitiéndonos sus
conocimientos y estando siempre al servicio del estudiante, siempre con un buen trato y sentido
de mejora. Agradecer también a las otras personas de mi comité asesor: Fernando Casanoves,
Bruno Rapidel y Elias de Melo, fue un honor y un privilegio para mi haber estado bajo su tutela,
grandes profesionales e investigadores.

Agradecer a mi colega y amiga Beatriz Segura pues fue un bastion para mi en todo este proceso,
haber trabajado con ella me dejé mucho aprendizaje y una muy bonita amistad.

Un agradecimiento también a todos los colegas de mi promocion 2015-2016 conoci personas
increibles de las cuales aprendi mucho en diferentes aspectos de mi vida, siempre estaran en mi
corazon y mi mente.

Agradecer a la Dra. Nelly VVasquez por su carifio, amabilidad y entusiasmo como coordinadora
de la maestria de Agroforesteria y Agricultura Sostenible.

Agradecer también a Cristina Serrano, Cristian Vargas, Fernanda Segura, Steven y Hugo por su
ayuda en la fase de campo de nuestro estudio. A mis amigos por el apoyo incondicional, asi como
al personal de CATIE desde administrativos, investigadores, conserjes, transporte, seguridad y
demas que hicieron que mi estancia fuera mejor.



indice General

] 4ol [0 Tood o] o SRR 1
ODJETIVO GENETAL ...t bbbttt b e bbbt b 3
OB ELIVOS BSPECITICOS: . e iutiitieiti ettt e e e s et e e sa e be e teeneesseesteeneeareenteaneenreas 3
HIPOLESIS A INVESTIGACION: .....veitiiieeii ettt b e bbb et b e 3

Y oo I =] =] =] Lo - SRR 4
1. El cultivo del café (Coffea arabiCa) ...........cccueiiiieiiiiicc et 4
2. El agente causal de la roya anaranjada del Cafeto.............ceveieiiiiiiiiiice e 5
3. Ciclo de vida de la roya anaranjada del Café ... 7
4. Epidemiologia y factores que 1a afeCtan ............cccoveiiiiie e 9

4.1, ELINOCUIO PIIMAITO.....iitiiiiiiieiieieteste ettt bbbt sb et nn e 9
4.2, LA TIUVI Y €] FOCIO....uieiriiiieteeiee ettt bbbt sbe e 10
4.3. Temperatura Y @ltitUd ..........ccooiiiiic et 10
4.4, La Carga frUCTITEIA ......coveeeiiciee ettt 10
4.5. El PEriodo 08 COSECNA. ....c.eiiiiiiiciiciee bbb 10
4.6. Fertilizacion y calidad de SUBIO ..........ceeiioiiiicce e 11
5.Pérdidas €N 18 PrOQUCCION .......c.ccuiiuiiiiiieiieee ettt et sn 11
T = Iy {=Tod (oo (TN F= U0 4 o] - VSRS 11

MaALErTAlES Y METOAOS ........eeieiiiecie ettt et e st e e e e s b e e te et e e ae e beenbesneesreeneanes 14
Ubicacion y descripcion del area de eStUIO. ..........ooveiiiriiiiiieeec e 14
A Tox (o] (=T =T =T (0 o [ o SRS 14
3. CaracterizaCion del MICTOCHMA ........oiiiiiieiee ettt 14

3.1. EStaciones MELEOrOIOGICAS .......cveueiuerieueiieiieieeieie ettt ettt sb e ene s 14
3L2. SPIASNCUP . ... 16
4. Metodologia por proceso para evaluaciones en campo y 1aboratorio.............ccccccvvveveiiieiiesnsieennn, 18
4.1. Evaluacion del proceso de COlONIZACION ...........ccooiieiiiiiiiie e 18
4.2. Evaluacion del proceso de eSPOrUlaCION ..........cccoiiiiiieiiieniese et 19
4.3. Porcentaje de Lecanicillium lecanii POr rama. ........cccooovviiieiiii i 22
4.5. Evaluacion del proceso de diSPersion @EIEaA...........cccururirierieneriesesieeeeee et 22
VariableS 08 ESTUTIO ....eevieiieiiieie ettt e e et s este e teeneesneesteeneesseeaeaneenreas 24
5. ANALISIS ESLAAISTICO ...vvevverieieie ittt sttt et s et e et e sbesbeebeebeere e st eneeneas 25

RESUITATOS ...ttt bttt b e b e et b e s bt et e s b et e e s besneenbe et nees 30

1.Caracterizacion del MICIOCHIMA..........voiiiieii et enes 30



1.1Energia cinética de 1aS gotas 0 AQUA .........cceiveiiierierieriesie e ste ettt 31

O] (o] 0] - Tox o] [T P PP PRURPRN 32
3.Esporulacion e intensidad de eSPOrulaCion...........cocuiiiririiiieese e 34
A DISPEISION BEIEA. .....cuetiteietieteetese ettt es et st e et be e e bt et e e e st e be et e e es £ eb e e b e Rt e bt eb e e e bt e bene e st ebenb e e et e sbe b ere b 36
D ol U] o] o ISP TUP TR USRS 40
1.Proces0 de COIONMIZACION .........eiuieieieieie ettt sttt et e bt besreereeseenaeneeseens 40
2.Esporulacion e intensidad de eSPOrulaCioN...........ccooiiiiiiiiiiiec e 41
K B T 0 1C] ] [ I =T VUSSR PSSRSP 42
DISCUSION GENEIAL.....eiuitiieieiet ettt bbbt b e bbbtttk b et e b e bt e s e eb e et e ene e 44
(@01 [0d 1157 o] o XS OSSPSR 46
RECOMENUACIONES ...ttt bbbt e bbb bbbt b e e st e st et et e nbenbe et e e bt ereeneeneens 47
(] =T g LU O 1 =T SRR 48

Vi



Indice de figuras

Figura 1. Representacion resumida del ciclo de vida de la roya anaranjada del café; modificado de
(AVEIINO B AL, 2004) ...ttt ettt r et e bt s e s be e bees e e bt et e e Rt e nRe e teeneenreenbeaneenre s 2
Figura 2. Morfologia de la parte aérea de la planta de café............ccoooveiieii i, 5
Figura 3. Lesiones esporuladas de la roya anaranjada del café (Hemileia vastatrix) (A) (A. Brenes),
Lesiones esporuladas de la roya del trigo (Puccinia graminis) (B) (en.wikipedia.org/wiki/Stem_rust).. 6

Figura 4. Ciclo de vida de la roya del trigo Puccinia graminis. Fuente: (Agrios, 2005) ..........cccccvevenen. 7
Figura 5. Representacion del ciclo de vida de H. vastatrix (lineas continuas) y factores que lo afectan
(lineas discontinuas). Fuente: AVElin0 Y RiVAs (2013). ....vcveieiieierieie et 9
Figura 6. Método utilizado para la aleatorizacion de las trampas Burkard en campo. ............cccccveeenne. 15
Figura 7. Sensores utilizados con la estacién meteoroldgica Campbell, parcela a pleno sol. ............... 16
Figura 8. Descripcion de los componentes del splashcup (A) (Scholten et al., 2011). Splashcup

(ofo] [oTor=o (ol T g I o=V o] T I (= ) TR RTTSPRORTRSPRS 17
Figura 9. Metodologia para determinar el tamafio de las lesiones de roya..........cccceccvevveveereieeveernene, 19
Figura 10. Evaluacion del proceso de esporulacion, hoja de café con lesiones de roya. ..........c.ccceeue.... 20

Figura 11. Cuadricula de conteo de la camara de Neubauer (A). Conteo de esporas dentro de cada
cuadricula (B), se tomaron en cuenta las que tocaban el limite superior e izquierdo. Las esporas que

tocaron el limite inferior y dereCho N0 S& CONTAION. ........c.ciuiiiiiieie e 21
Figura 12. Trampa de succion para esporas tipo Burkard®. Fuente: (Merle 2014). ........cccovceverennnne. 22
Figura 13. Esporas de roya capturadas por la trampa Burkard y observadas al microscopio bajo un
TENEE (B0X). ittt bbb bRt E bR bR Rt Rt b bbbt e 24
Figura 14. Condiciones microclimaticas (Humedad Relativa, Temperatura y Lluvia) presentadas
durante el periodo de muestreo segun cada tratamiento. ..........ccceveieiiiieiecieeeeee e 30
Figura 15 Energia cinética promedio (J/m?) obtenida baja sombra y a pleno sol............c.ccccevevervevnnn. 31

Figura 16. Tasa de crecimiento diaria segun el nimero secuencial de la foto (foto 1= lesion incipiente,
intervalo de una semana entre cada foto) (A).Area promedio de las lesiones en el tiempo (B). Promedio
de fotos tomadas a cada hoja presente por SEMANA (C).......ccveerrieririiiiiiiseeeeee e 33
Figura 17. Cantidad de uredosporas producidas por rama (A). Intensidad de esporulacién (promedio
por rama del nimero de uredosporas por cm?) (B) y Promedio por rama del porcentaje del area
esporulada parasitada por Lecanicillium lecanii (C). Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (P > 0,05) ..coiiiiiiiiieie e 35
Figura 18. Area promedio de lesiones infectadas de roya por rama. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (P > 0,05) ...ccvoiiiiiiieii e e 36
Figura 19. Cantidad de uredosporas atrapadas segun la hora del dia (A). Variables climaticas de HR,

Lluvia y Viento Maximo segun la hora del dia en las fechas de muestreo (B). .......cccccoevvevviicivenenne 38
Figura 20. Cantidad de uredosporas capturadas por dia, segun el tratamiento. ...........ccocoocervrererenne. 39

VI



Indice de cuadros

Cuadro 1. Procesos que conforman el ciclo de vida de la roya anaranjada del café ............c..ccccvevvennen, 8
Cuadro 2. Posibles efectos de la sombra sobre los procesos de la enfermedad de la roya.................... 13
Cuadro 3. Variables de estudio por proceso MEAITO .........ccueverierieriiiiireeeee e 24
Cuadro 4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la energia cinética, las horas con lluvia 'y la

HUVIA @I CURATAAO. ...t bbb bbbttt b e b bbbt b ne e 31
Cuadro 5. Resumen de las variables significativas (p>0,05) para cada modelo de dispersion............ 37
Cuadro 6. Efecto de la sombra sobre cada uno de los proceso del ciclo de vida de la roya.................. 45

VIl



Lista de acronimos, abreviaturas y unidades

CATIE: Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza

CIRAD: Centre de Cooperation Internationale en Recherche Agronomique pour le
Developpement, Francia

ICAFE: Instituto del Café de Costa Rica

m.s.n.m: Metros sobre el nivel del mar

MJ: Megajoules

J: Julios (unidades de medida)

USAID: Agencia de los Estados Unidos para el desarrollo Internacional
PRCC: Programa Regional de Cambio Climatico



Resumen

Las epidemias de roya, sobre todo la mas reciente producida en 2012 en Centroamérica,
México y el Caribe, produjo una gran cantidad de pérdidas en produccién y en consecuencia
pérdidas econdémicas. El ataque del 2012 fue generalizado, sin embargo, se noté cierta
variabilidad que puede asociarse a diferentes tipos de manejo, tales como la fertilizacion, las
variedades, las aplicaciones de fungicidas y la sombra. En la epidemia del 2012, segun técnicos
y productores se notd que los cultivos de café bajo sombra aunque tuvieron altas incidencias tanto
como a pleno sol, tuvieron una menor defoliacion.

La sombra tiene diversos efectos sobre la roya, muchos de ellos opuestos, que interactian
con el ambiente y que son sujeto de controversias, por lo que el balance final de su efecto es dificil
de establecer. Para contribuir a entender mejor este efecto se propuso evaluar el efecto de la
sombra sobre la roya basandonos en un enfoque por proceso.

Se evaluaron por un periodo de seis meses los procesos de colonizacion, esporulacion y
dispersion aérea de la roya sobre las plantas de café bajo dos condiciones, café a pleno sol y bajo
sombra de cash& (Chloroleucon eurycyclum). El estudio se realizd en el ensayo agroforestal
permanente con café establecido por el CATIE, este estd compuesto por tres bloques con
diferentes combinaciones de tratamientos y manejos. En cada uno de los bloques tuvimos una
parcela a pleno sol y otra bajo sombra. El ensayo esta ubicado en la zona de Turrialba, Costa Rica,
a una altitud cercana a los 600 m s.n.m.

La evaluacion del proceso de colonizacion consistio en seleccionar hojas con lesiones
iniciales de roya y tomar una fotografia a la misma lesion cada semana con el fin de conocer el
crecimiento en area de la lesion en el tiempo. El area se calcul6 con el uso del programa ImageJ.
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos sol y sombra. Sin embargo, se
encontr6 una mayor area de lesiones bajo sombra debido a que las hojas tienen en promedio un
25% mas de longevidad que a pleno sol.

La evaluacion del proceso de esporulacion consistié en seleccionar cada tres semanas y
de forma aleatoria, 6 ramas de café por parcela Gtil. A estas se le extrajeron todas las hojas con
lesiones de roya que posteriormente se llevaron al laboratorio para estimar tanto el area total con
lesiones, como la cantidad de esporas que contenia. Se calcul6 ademas la intensidad de
esporulacion que corresponde a la cantidad de esporas encontradas por cm? de lesion esporulada.
No se encontraron diferencias significativas de esporulacion por rama entre sol y sombra, sin
embargo, si hubo diferencias de intensidad de esporulacion, siendo mayor bajo sombra (41.160
esporas/cm?en promedio) en comparacion con el pleno sol (30.798 esporas/cm?en promedio). Se
vio un aumento de la esporulacion cuando aumentaron la frecuencia y cantidad de las lluvias.

La evaluacidn del proceso de dispersion aérea, consistié en colocar en cada tratamiento y
a un bloque a la vez, una trampa de tipo Burkard, a 1,5m de altura. Entre las 11:00 am y las 4:00
pm se registrd la mayor cantidad de uredosporas capturadas. Estas horas coinciden con los
momentos del dia en los que hay una mayor velocidad del viento. Se encontré ademas que cuando
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no llueve, hay una mayor dispersion de uredosporas a pleno sol, mientras que cuando llueve la
dispersion es mayor bajo sombra pero durante las horas de la noche. Durante el dia no se
encontraron diferencias entre los tratamientos cuando llueve.

En conclusidn, la sombra interactia con las condiciones meteoroldgicas. Es importante
mantener la sombra en los cafetales por todos los servicios ecosistémicos que proveen, pero es
aun mas importante elegir la sombra y manejo adecuados segun las condiciones propias de cada
lugar para asi desfavorecer el desarrollo de la enfermedad

Xl



Abstract

Epidemics of rust, especially the most recent in 2012 in Central America, Mexico and the
Caribbean, produced a large amount of production losses and consequently economic losses. The
attack of 2012 was widespread; however, there was some variability that may be associated with
different types of management, such as fertilization, varieties, fungicide applications and shade.
In the epidemic of 2012, according to technicians and producers, it was noted that shade coffee
crops, although they had high incidences as much as full sun, had less defoliation.

Shadow has several effects on rust, many of them opposite, interacting with the
environment and being subject to controversy, so the final balance of its effect is difficult to
establish. To contribute to a better understanding of this effect, it was proposed to evaluate the
effect of shade on rust based on a process approach.

The processes of colonization, sporulation and aerial dispersion of rust on coffee plants
under two conditions, coffee in full sun and under shade of casha (Chloroleucon eurycyclum)
were evaluated for a period of six months. The study was carried out in the permanent agroforestry
test with coffee established by CATIE, which is composed of three blocks with different
combinations of treatments and management. In each of the blocks we had a plot in full sun and
another under shade. The trial is located in the area of Turrialba, Costa Rica, at an altitude of
around 600 m s.n.m.

The evaluation of the colonization process consisted in selecting leaves with initial lesions
of rust and taking a photograph of the same lesion every week in order to know the growth in area
of the lesion over time. The area was calculated using the ImageJ program. No significant
differences were found between sun and shade treatments. However, a greater area of lesions
under shade was found because the leaves have on average 25% more longevity than in full sun.

The evaluation of the sporulation process consisted in selecting every six weeks and
randomly, 6 branches of coffee per useful plot. All leaves with rust lesions were extracted and
subsequently taken to the laboratory to estimate both the total lesion area and the amount of spores
it contained. The sporulation intensity corresponding to the amount of spores found per cm2 of
sporulated lesion was also calculated. There were no significant sporulation differences per
branch between sun and shade; however, there were differences in sporulation intensity, being
higher under shade (41,160 spores / cm2 on average) compared to full sun (30,798 spores / cm2
on average). An increase in sporulation was seen when the frequency and amount of rainfall
increased.

The evaluation of the aerial dispersion process consisted in placing in each treatment and
to a block at the same time, a trap of type Burkard, to 1,5m of height. Between 11:00 a.m. and

4:00 p.m., the highest number of uredospores caught was recorded. These hours coincide with the
X1



times of the day when there is a higher wind speed. It was also found that when it does not rain,
there is a greater dispersion of uredospores in full sun, whereas when it rains the dispersion is
greater under shade but during the hours of the night. During the day no differences were found
between treatments when it rains.

In conclusion, shade interacts with weather conditions. It is important to keep the shade
in the coffee plantations for all the ecosystem services they provide, but it is even more important
to choose the appropriate shade and management according to the conditions of each place, thus
disfavoring the development of the disea
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Introduccion

Una de las principales enfermedades que ataca a las hojas de la planta de café es la roya
anaranjada del cafeto. Esta fue reportada por primera vez a principios de 1869 en una plantacién
de la isla de Ceilan, lo que actualmente es Sri Lanka. En ese mismo afio el mic6logo britanico
Berkeley describié y nombro el hongo responsable de la enfermedad como Hemileia vastatrix
(Avelino y Rivas, 2013).

La roya llegé al continente americano (Brasil) en 1970, y a Centroamérica en 1976, en
donde por més de tres décadas se logré convivir con ella, basicamente con el uso de fungicidas y
materiales geneticos resistentes (McCook, 2009). Sin embargo, se han presentado epidemias
fuertes como la de Colombia de 2008 a 2011 y en Centroamérica, México y el Caribe en el 2012
(Cressey, 2013). En Colombia la produccion de café se vio reducida considerablemente, un 31%
en promedio durante los afios de epidemia comparada con el 2007, y en Centroamérica, un 16%
en 2013 en comparacion con el 2011 y 2012. Todas estas péerdidas han tenido un impacto directo
en los medios de vida de las miles de familias de pequefios productores y recolectores (Avelino
etal., 2015).

Existen diversos factores que contribuyen a la aparicion de estas epidemias de roya, entre
ellas estan el material genético susceptible utilizado, las edades avanzadas de las plantas y una
baja economia de las familias productoras, lo cual se traduce en un mal manejo del cultivo.
También se presentaron condiciones meteoroldgicas favorables para la enfermedad. (Avelino et
al., 2015). Las epidemias mas grandes presentadas durante los Gltimos 37 afios en Centroamérica
y Colombia, han estado asociadas con periodos de baja rentabilidad, por bajos precios del café
como en la epidemia del 2012 y 2013 (Centroamérica), o debido al aumento en los costos de los
insumos agricolas como pasoé en la epidemia de 2008 a 2011 (Colombia). Una baja rentabilidad
del cultivo llevé a un manejo deficiente que dio como resultado un aumento en la vulnerabilidad
de las plantas al ataque de plagas y enfermedades (Avelino et al., 2015).

Otro de los factores al que se le ha atribuido estas epidemias severas, fue la amplitud
térmica diurna. Se reportd en promedio un aumento de la temperatura minima en 0,1 °C y una
disminucion de 0,5 °C en la temperatura maxima en la region de Chinchina, Colombia de 2008 a
2011 en comparacion con los datos climaticos de 1991 a 1994, periodo en el que no hubo roya.
En el caso de Centroamérica, se estimé un aumento promedio de 0,9 °C en las temperaturas
minimas y una disminucion de 1,2 °C en las temperaturas maximas, en 1.224 fincas de Guatemala
en 2012, en comparacién con datos climaticos de 1981 a 2010 (Avelino et al., 2015).

El ataque de roya del 2012 fue generalizado a nivel de Centroamérica, México y el Caribe.

Sin embargo, se noto cierta variabilidad que puede asociarse con los diferentes tipos de manejo,
como las fertilizaciones, las aplicaciones de fungicidas, densidades de siembra, edad de las
plantas, variedades, la carga fructifera y la sombra (Avelino et al., 2015). En la epidemia
presentada en 2012, segun las observaciones empiricas de técnicos y productores, se pudo notar
que los cultivos de café bajo sombra, aunque tuvieron altas incidencias de roya tanto como el
1



pleno sol, tuvieron una menor defoliacion, comparado con el pleno sol. El afio 2012 presento
periodos secos y altas temperaturas que pudieron ocasionar estrés a los cafetos a pleno sol, se
incrementd asi el impacto de la roya bajo esta condicion. No obstante, los efectos més
considerables en la produccion de café se vieron reflejados en el periodo productivo siguiente, es
decir en el periodo 2013-2014 (Avelino y Rivas, 2013).

La sombra tiene diversos efectos sobre la roya, muchos de ellos opuestos y que
interaccionan con el ambiente. El balance final es dificil de establecer y es objeto de controversias.
Para comprender mejor los efectos de la sombra, se propuso estudiar aisladamente cada uno de
estos efectos sobre cada proceso del ciclo de vida de la enfermedad (Boudrot et al.,2016). Se sabe
por ejemplo que la sombra tiende a favorecer los procesos preinfecciosos de la roya en las plantas
de café, porque mantiene condiciones de humedad mas altas (Lépez et al., 2012). Se sabe también
que la sombra interactta con el viento y la lluvia para el proceso de dispersion aérea, favoreciendo
la dispersion cuando llueve presumiblemente por el impacto de gotas de agua con mayor energia
cinética sobre las hojas, pero limitando la dispersion cuando no llueve por el intercepcion del
viento. (Boudrot et al.,2016). Sin embargo, falta documentar el efecto de la sombra sobre los
procesos de colonizacion y esporulacion, y confirmar el efecto sobre la dispersion aérea de la
roya. Esta tesis se enfoco en el estudio de estos efectos.

La informacion obtenida a través de este estudio, sera util para identificar las
caracteristicas que debe tener la sombra para dificultar cada uno de los procesos del ciclo de vida
de la roya. Esta informacion ayudara a los técnicos y productores de café a tomar mejores
decisiones en cuanto al uso, manejo y recomendacion de sombra en los cafetales y asi mejorar el
control y manejo de la enfermedad. El enfoque de la investigacion fue en los procesos de
colonizacién, esporulacion y dispersion aérea de la roya (Figura 1), En una investigacion
complementaria se estudid el efecto de la sombra sobre los procesos de deposicion, lavado y
salpique para completar el ciclo.

Esporas .y Esporas Germinacién Esporas
—»| Deposicion  [— .
diseminadas P depositadas Germinadas

Penetracion
en el tejido

l

Esporas £ lacié
producidas sporulacion 1—..._ Colonizacidén Colonias
del tejide establecidas

Figura 1. Representacion resumida del ciclo de vida de la roya anaranjada del café; modificado de
(Avelino et al., 2004)
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Objetivo general:

Entender el efecto de la sombra de Casha (Chloroleucon eurycyclum) sobre la roya anaranjada
del café (Hemileia vastatrix) basado en un enfoque por proceso y relacionandolo con el
microclima.

Objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de la sombra sobre el proceso de colonizacién de la roya en hojas de café.

2. Evaluar el efecto de la sombra sobre la esporulacion y la intensidad de la esporulacion de la
roya en hojas de café.

3. Evaluar el efecto de la sombra y su interaccion con el microclima, sobre el proceso de
dispersion aérea de la roya anaranjada del café.

4. Caracterizar el microclima de la zona de estudio bajo condiciones de pleno sol y a la sombra.

Hipotesis de investigacion:

1. Existe un efecto de la sombra sobre el proceso de colonizacion de la roya sobre las plantas de
café.

2 Existe un efecto de la sombra sobre la intensidad de la esporulacion de la roya sobre las plantas
de café.

3 Existe un efecto de la sombray del microclima sobre el proceso de dispersion aérea de la roya
sobre las plantas de café.

4 Existe un efecto de la sombra sobre el microclima.



Marco referencial
1. El cultivo del café (Coffea arabica)

El café pertenece al género Coffea que esta integrado por aproximadamente 100 especies.
Sin embargo, Unicamente dos de estas se mencionan como cultivadas comercialmente, Coffea
arabica L., C. canephora. A continuacion se presenta la clasificacién taxondmica del café
Arébica:

Clase: Magnoliatea
Sub-Clase: Asteridea
Orden: Rubiales
Familia: Rubiaceae
Género: Coffea
Especie: arabica.

Fuente: (Alvarado y Rojas, 2007)

1.1. Morfologia del café, aspectos generales: La planta de café puede tener raices pivotantes,
axiales o de sosten, laterales y raicillas. El tallo es lefioso, erecto (Figura 2). Este varia entre 2 y
5 m de altura, de acuerdo con el clima, tipo de suelo y la variedad comercial. Las ramas o bandolas
son opuestas, alternas y dan origen a las ramas secundarias. La ldmina de la hoja mide de 12 a 24
cm de largo por 5 a 12 cm de ancho, variando su forma de eliptica a lanceolada. En las axilas de
las hojas se presentan las yemas florales de 1 a 3 ejes. Las yemas estan inducidas por dias cortos.
Permanecen latentes en ausencia de precipitacion. Cuando hay humedad suficiente, ya sea de
lluvia o riego, se da la floracidn. Esta permanece por pocos dias. (Alvarado y Rojas, 2007).

Después de la fecundacion de los évulos, el ovario se transforma en fruto. Cuando este madura
es una drupa elipsoidal en los cultivares comerciales, ligeramente aplanada, cuyos tres ejes
principales miden entre 12 y 18 mm de longitud, 8 y 14 mm de ancho y 7 y 10 mm de espesor.
Finalmente la semilla cuyo principal componente es el endospermo, contiene un embridn pequefio
que mide de 1 a 2 mm. Consta de un hipocétilo y de dos cotiledones yuxtapuestos (Alvarado y
Rojas, 2007).
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Figura 2. Morfologia de la parte aérea de la planta de café
Fuente: (Alvarado y Rojas, 2007).

2. El agente causal de la roya anaranjada del cafeto

La roya es causada por el hongo Hemileia vastatrix. La principal forma de multiplicacion
del hongo es la uredospora. Esta es reniforme, equinulada sobre su mitad superior y lisa
ventralmente. La roya se clasifica taxondmicamente de la siguiente forma:

Clase: Basidiomycetes
Subclase: Teliomycetidae
Orden: Uredinales
Familia: Chaconiaceae
Género: Hemileia
Especie: vastatrix

Fuente: (Avelino y Rivas, 2013)

La roya es un paréasito obligado que se alimenta de las hojas vivas de las especies del
género Coffea. A nivel comercial, C. arabica es la més atacada. Los primeros sintomas de la
enfermedad surgen en el enves de las hojas, por donde ingresa el hongo. Estos se presentan como
pequerias lesiones de color amarillo que con el tiempo se vuelven coalescentes y producen
estructuras de reproduccion llamadas uredosporas con su caracteristico color anaranjado (Figura
3(A)). En la cara superior de las hojas se divisan manchas amarillentas (cloréticas). Finalmente,
las lesiones se vuelven necroticas y la hoja se cae de la planta (Avelino y Rivas, 2013).

No se ha reportado ningun hospedero alterno de la roya anaranjada aungue esta disponga
de teliosporas y basidiosporas. Se ha demostrado que tanto las teliosporas como las basidiosporas

son morfoldgica y genéticamente poco estables, inviables y son vestigios del pasado (Fernandes
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et al., 2009). Por lo tanto la roya anaranjada es monoica y simple. Existen sin embargo, royas mas
complejas. Un ejemplo es la roya del trigo (Figura 3(B)), que tiene dos hospederos alternos, el
bérbero y el trigo. Se dice que esta roya es heteroica. La roya del trigo es causada por el hongo
Puccinia graminis, que produce diferentes tipos de esporas tales como teliosporas, basidiosporas,
espermacias, ecidiosporas y uredosporas (Agrios, 1998).

Figura 3. Lesiones esporuladas de la roya anaranjada del café (Hemileia vastatrix) (A) (A.
Brenes), Lesiones esporuladas de la roya del trigo (Puccinia graminis) (B)
(en.wikipedia.org/wiki/Stem_rust).

A diferencia de la roya del café, la roya del trigo en verano produce teliosporas que caen
al suelo y se mantienen en estado de latencia durante la época de invierno. Ya en la primavera se
han formado basidiosporas producto de la meiosis. Estas se depositan sobre Berberis vulgaris.
Posteriormente germinan y originan un micelio primario que emite hifas receptivas. Este micelio
atraviesa la hoja, y en el envés se producen ecidios con ecidiosporas color amarrillo. Finalmente
estas ecidiosporas caen sobre la planta de trigo, germinan y producen uredos de color pardo rojizo.
El ciclo de vida de la roya del trigo se puede observar en la (Figura 4) (Agrios, 1998).
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Figura 4. Ciclo de vida de la roya del trigo Puccinia graminis. Fuente: (Agrios, 2005)

3. Ciclo de vida de la roya anaranjada del café

El ciclo de vida de la roya anaranjada del café (Figura 5) puede dividirse en las etapas de:
diseminacion, colonizacion, penetracion, germinacion, y esporulacion. La diseminacion se divide
en liberacion, dispersion y deposicion sobre los érganos por infectar. La germinacién constituye
el inicio del proceso infeccioso. Cuando se da la penetracion del hongo, empiezan a establecerse
relaciones troficas entre el hongo y el hospedero. La colonizacion del 6rgano infectado lleva a la
formacion de los primeros sintomas visuales (Avelino y Rivas, 2013).

El periodo comprendido entre el inicio de la germinacidn y la expresion de los primeros sintomas,
constituye el periodo de incubacion. El tiempo transcurrido entre el inicio de la germinacion y la
esporulacién es el periodo de latencia. Este representa la variable mas importante (Avelino y
Rivas, 2013), ya que cuanto mas corto sea, mas repeticiones habré en el afio, y més intensa sera
la epidemia. En el (Cuadro 1), se hace una descripcion general de los procesos que se llevan a
cabo durante el ciclo de vida de la roya anaranjada del café.



Cuadro 1. Procesos que conforman el ciclo de vida de la roya anaranjada del café

Proceso

Descripcion

Autor

Germinacion

Se produce cuando la espora cuenta con las condiciones climéticas
favorables como la presencia de una capa de agua, poca o0 ausencia de
luz y un rango de temperatura entre 16 y 28 °C. Se producen los tubos
germinativos que buscan los estomas en el envés de las hojas para
penetrar e iniciar el proceso infectivo. Antes de penetrar, los tubos
germinativos forman una estructura sobre los estomas llamada apresorio
que permite forzar la entrada por los estomas.

Anacafé,
2015

Penetracion

La penetracion se da por los estomas bien formados. Es por esto que las
hojas muy jovenes con estomas inmaduros son menos receptivas que las
hojas adultas. La receptividad de las hojas a la penetracion de la roya
anaranjada, varia en funcion de su carga fructifera. Después de la
penetracion se establecen las relaciones troficas entre el hongo y la hoja.

Avelino
y Rivas,
2013

Colonizacion

Ya en el interior de la hoja, el patdgeno desarrolla estructuras Ilamadas
haustorios que entran en contacto con las células de la planta para
extraer sus nutrientes y favorecer su crecimiento. Las células
parasitadas pierden su coloracion natural, aprecidndose en las hojas
manchas cloroticas que corresponden a los sintomas de la enfermedad.

Anacafé,
2015

Esporulacion

Después de unos 30 dias de ocurrida la germinacion, el hongo ha
alcanzado su maduracion, etapa en la que puede diferenciarse a través
de la formacion de estructuras llamadas soros que son los encargados
de producir nuevas uredosporas a razon de 1,600 por milimetro
cuadrado del area de la hoja.

Anacafé,
2015

Diseminacioén

La diseminacion se da por diferentes mecanismos: el agua de lluvia (a
corta distancia), el viento (mediana y larga distancias). La dispersion
por el agua puede ser en seco por el impacto de las gotas de agua en la
cara superior de las hojas, o a través del salpique. La dispersion por el
viento es en seco y se da cuando la humedad relativa es baja. La
dispersion por las personas es importante durante la cosecha, cuando
hay mucho inoculo disponible y muchas personas circulando en las
plantaciones.

Avelino
y Rivas,
2013
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4. Epidemiologia y factores que la afectan

La epidemia de roya anaranjada consta de dos fases. La primera consiste en la formacion
del indculo primario o indculo inicial cuya mayor fuente es el in6culo residual conformado por
las lesiones necrosadas o latentes llevadas por las hojas del café que sobrevivieron después de la
época seca. Este inoculo residual depende por lo tanto de la intensidad de la defoliacion y es el
responsable del desarrollo inicial de la enfermedad (Avelino et al., 1999). La segunda fase
consiste en la repeticion del ciclo patologico de la roya anaranjada y la formacién del inéculo
secundario (Avelino y Rivas, 2013).

4.1. El in6culo primario

Como se menciond antes la mayor fuente del indculo primario es el indculo residual, que
a su vez depende de la intensidad de defoliacion después de la cosecha. Esta se ve marcada por
una serie de factores de estrés como una fuerte produccion, un desequilibrio nutricional, una
fuerte exposicidn al sol, un bajo potencial hidrico en el suelo o un periodo extenso de sequia. Las
primeras lluvias reactivan la esporulacion sobre las lesiones infectadas necrosadas o latentes y se
forma el inéculo primario. La cantidad inicial de este indculo afecta consecuentemente, la
precocidad de la epidemia aungque no necesariamente la intensidad de esta. La intensidad de la
epidemia depende mas de las condiciones que permiten la repeticion del ciclo, por lo tanto de la
formacion del inoculo secundario (Avelino y Rivas, 2013).




4.2. Lalluviay el rocio

La lluvia contribuye al transporte de las uredosporas a corta distancia, y el agua liquida es
necesaria para su germinacion y hasta la penetracion de la hoja. Esto explica que el desarrollo de
la epidemia sea durante le época lluviosa, y su descenso se observe en la época seca. Sin embargo,
la falta de lluvia no parece ser una limitante para el desarrollo de la epidemia, ya que otras fuentes
de agua libre como el rocio, pueden facilitar la germinacion de las esporas en ausencia de lluvia
(Avelino y Rivas, 2013).

4.3. Temperatura y Altitud

El proceso de germinacion de las uredosporas, es muy dependiente de las condiciones de
temperatura. La formacion del apresorio y la progresion del hongo en la hoja también dependen
de esta variable. En los meses en que las temperaturas no son ni excesivas ni demasiado bajas, el
periodo de incubacién del hongo se puede acortar extremadamente como resultado de estos
efectos. Al igual que la temperatura, la altitud también juega un papel importante en el periodo
de latencia del hongo. A mayor altitud se encuentran menores temperaturas que alargan este
periodo, mientras que los periodos de latencia méas cortos ocurren a temperaturas entre los 18 y
28 °C que favorecen la enfermedad (Avelino y Rivas, 2013).

4.4. La carga fructifera

La receptividad de las hojas a la roya anaranjada es mayor, a mayor carga fructifera. El
comportamiento bienal de la produccion en ocasiones puede conducir a subestimar el efecto de
la enfermedad, pues después de un afio de mucha cosecha, siempre se espera un afio de baja
produccidn, con o sin presencia de la roya (Avelino et al. 1993). Segun Lépez (2010), existe un
efecto positivo de la carga fructifera sobre la incidencia y severidad de la roya, que se refleja en
una menor incidencia de la enfermedad en plantas con poca o nula produccion, caso contrario en
plantas con mucha produccion.

4.5. El periodo de cosecha

La receptividad del cafeto pareciera incrementarse no solamente en plantas con una carga
fructifera importante sino también en una misma planta a medida que se desarrolla el fruto. Esto
se traduce al momento de la recolecta del café por una correspondencia marcada entre el avance
de la cosecha y el avance de la epidemia. Se ha notada en México por ejemplo, que el inicio de la
epidemia coincidio con el de la cosecha, luego el crecimiento acelerado de la epidemia ocurrio
con la cosecha bien establecida y posteriormente el maximo de infeccion se dio al final del
periodo de recoleccion. Es claro que esto también pudo deberse al movimiento de personas dentro
del cafetal que serian dispersores de las uredosporas (Avelino et al., 1999).
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4.6. Fertilizacion y calidad de suelo

El buen estado nutricional de un hospedero no garantiza una alta resistencia fisioldgica a
patogenos. La estrategia de infeccion del parasito es determinante. En el caso de parasitos
biotroficos como H. vastatrix, que requieren células vivas del hospedero para su propio
desarrollo, el efecto de la nutricion es menos claro. Una buena nutricion nitrogenada ha
demostrado ser mas bien, beneficiosa para este tipo de parasito. La incidencia y la severidad de
la roya anaranjada han sido relacionadas con caracteristicas del suelo, por ejemplo suelos con pH
entre 4,7 y 6,5 y con contenidos de materia orgénica inferiores a 3% serian méas propensos a la
enfermedad (Avelino y Rivas, 2013). En su estudio, Lagos (2014), concluye que los elementos
del suelo y la nutricion tienen efectos variados sobre la roya. Algunos la desfavorecen
incrementando la resistencia fisioldgica y el crecimiento del café (efecto dilucion) como el fésforo
aplicado al suelo o el potasio, zinc y calcio aplicados foliarmente. Y otros favorecen el
crecimiento de la roya mediante un menor crecimiento de las ramas del café como el hierro.

Pérdidas en la produccion

Existe una gran cantidad de conocimiento acumulado sobre la roya anaranjada del cafe.
Sin embargo, no se conocen bien las pérdidas en la produccion causadas por la enfermedad. Es
claro que la roya puede causar pérdidas primarias, es decir pérdidas inmediatas sobre la
produccién del afio en que se desarroll6 la epidemia, como lo sucedido en el 2012-2013. Pero
estas han sido evaluadas pocas veces debido posiblemente a que no son tan frecuentes. Las
pérdidas en la produccién se observan mas frecuentemente al afio siguiente de la epidemia. Estas
pérdidas secundarias tampoco han sido evaluadas con gran precision y los datos deben tomarse
con precaucion. Por ejemplo Avelino et al. (1993) encontraron en Guatemala pérdidas de
produccién del 21% en plantas con una infeccion acumulada de 16% de hojas jovenes enfermas,
en comparacion con plantas totalmente sanas. Es decir que por cada acumulado de roya de 1,0%
se tiene una pérdida secundaria al afio siguiente de la epidemia de 1,3%.

6. El efecto de la sombra

Los sistemas agroforestales con café representan un ecosistema cuyo fin principal es la
produccién de café. Puede haber cafetales arbolados simples, con una sola especie arborea o
compuestos en los que se utiliza mas de una especie arbdrea en el cafetal. Dentro de los beneficios
mas importantes que brinda la sombra estan: fijacion de nitrogeno en plantas leguminosas, las
raices de los arboles mejoran la aireacion del suelo, la hojarasca y la sombra reducen la presencia
de malezas. Ademas los arboles aportan materia organica al suelo, la vida util de los cafetos es
mas larga, se modifica el microclima creando sistemas més estables. Finalmente, se promueve el
control bioldgico (que para el caso de la roya se da mediante su hongo antagonista Lecanicillium
lecanii y se incrementa la biodiversidad en el sistema entre otros beneficios. Por otra parte sin
embargo, un mal uso de la sombra puede generar una mayor incidencia de plagas y enfermedades
en el café (Rojas et al., 2005).
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En el caso de las plantaciones de café a pleno sol, estas reciben una alta radiacion solar
que es interceptada por su dosel. Esta condicidn es propicia para lograr altos rendimientos de café
en algunos anos, pero esto a su vez suprime la productividad del afio siguiente. Mientras que el
café bajo sombra permite obtener rendimientos anuales méas estables debido a que las plantas
mantienen una mejor area foliar (Avelino et al., 2004).

Segun Avelino et al. (2004), en plantaciones de café bajo sombra, cuando por ejemplo la
intensidad y duracion de la lluvia son bajas, muchas de las gotas de agua podrian no llegar a las
plantas de café y de esta forma la liberacion y dispersion de las uredosporas se reduciria. Cuando
la intensidad y la duracion de la lluvia son altas, las copas de los arboles funcionarian como
canales que generan gotas mas grandes impactando a las plantas de café. Lo anterior produce una
energia cinética més alta que a su vez produciria la liberacion y dispersion de las uredosporas
presentes en las hojas infectadas inicialmente en seco (“tap and puff”’). Se ha demostrado
recientemente por otra parte, que la dispersion en el aire de las uredosporas de roya es
efectivamente mas importante bajo sombra cuando llueve (Pico, 2014; Boudrot et al., 2016),
siendo esto un argumento en favor de un incremento de la energia cinética de las gotas bajo
sombra.

La sombra ademaés, puede favorecer el crecimiento de la enfermedad a través del
amortiguamiento de las altas temperaturas. Esto posiblemente aumenta la humedad de la hoja
produciendo condiciones méas favorables para la germinacion y penetracion de las uredosporas.
El sombreado también disminuye la cantidad de luz que llega al café y la reduccion de la radiacion
favorece la germinacion de las uredosporas, aumenta la vida Util de hojas y de ese modo la vida
atil de las lesiones esporuladas. Finalmente, un aspecto negativo de la sombra sobre la roya, es
que reduce la velocidad del viento por lo que disminuye la dispersion de las uredosporas (Avelino
et al., 2004).

Los efectos de la sombra sobre la roya anaranjada han sido y siguen siendo controvertidos,
algunos autores han mencionado que la sombra incrementa la enfermedad, otros dicen que la
reduce, otros que la incrementa dependiendo del tipo de sombra, otros que la incrementa o que la
reduce dependiendo de la carga fructifera del café. El balance final de los efectos, frecuentemente
opuestos es siempre dificil de establecer y depende de las condiciones especificas en las que se
realizaron los estudios (Avelino y Rivas, 2013). En el este trabajo se encontraron algunos efectos
positivos, negativos 0 ambos que puede tener la sombra sobre los diferentes procesos del ciclo de
vida de la roya. Otros efectos se observan en el (cuadro 2).
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Cuadro 2. Posibles efectos de la sombra sobre los procesos de la enfermedad de la roya
(modificado de Avelino y Rivas, 2013)

Via de accion Proceso de la Efecto potencial de la
Roya anaranjada sombra sobre cada proceso Explicacion
afectado a través de la via de accién
indicada
Lluvia Dispersion +/- La sombra intercepta las gotas de agua.

Cuando la lluvia es poco abundante, el
agua no llega al café, no se da la
dispersion. Cuando las lluvias son
abundantes, la sombra canaliza el agua,
forma gotas mas grandes con un impacto
potencial mas fuerte sobre el café.

Viento Dispersién

- La sombra intercepta el viento, y reduce
la dispersién en seco.

Area foliar Depositacién

+ Si la sombra no es excesiva, el indice de
area foliar de café es mas alto que al pleno
sol. La probabilidad de éxito de la
depositacion es mayor bajo sombra.

Mojadura Germinacién
Penetracion

+/- La sombra conserva el agua libre
Procedente de las lluvias en la plantacion
Bajo sombra, no hay rocio, Unica fuente de
agua libre en dias sin lluvia.

Radiacién Germinacion

Penetracion

+ La sombra intercepta la radiacion y facilita
La germinacion.

- La sombra intercepta la radiacion y disminuye
la receptividad de la hoja de café.

Temperatura Germinacién

Penetracion
Colonizacion

+ La sombra regula las temperaturas. Sobre todo
las temperaturas maximas diarias. Estas se
mantienen mas cerca del 6ptimo para la roya.

Carga fructifera Penetracion

Colonizacion

+/-  Lasombra reduce el ritmo bienal de la produccion
Nunca hay producciones muy elevadas o muy bajas.

Humedad del suelo Penetracion
Colonizacion

La sombra conserva la humedad del suelo, y
+ favorece la penetracion y la colonizacion.

Lecanicillium lecanii  Esporulacion

- La sombra favorece el micoparasito de la roya
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Materiales y métodos

Ubicacion y descripcion del area de estudio

El estudio se realiz6 de febrero a agosto del 2016 en el ensayo de sistemas agroforestales
con café, a largo plazo, en la finca del CATIE que tiene cerca de 16 afios de haber sido establecido
en Turrialba. El trabajo de laboratorio por su parte, se efectud en el laboratorio de raices del
CATIE.

El ensayo se ubica entre las coordenadas de 9°53°44"" latitud norte; 83°40°7"" longitud
oeste, con una elevacién de 600 msnm. En los dltimos 10 afios se obtuvo un promedio de
temperatura de 22,4°C, humedad relativa 90,6%, la radiacion solar de 16,6 MJ/m2, y la
precipitacion de 2.928 mm/afio. Los suelos se caracterizan como aluviales mixtos, con texturas
entre franco y franco-arcilloso (Virginio Filho et al. 2002).

El 4rea total del ensayo es de aproximadamente 9.2 hectareas. Fue establecido en el afio
2000 con café Arébica variedad Caturra, con distancias de 2 m entre hileras y 1 m entre plantas,
con una densidad de 5.000 plantas/ha. Las especies de sombra estudiadas en este ensayo son: el
por6 (Erythrina poeppigiana), amarillon (Terminalia amazonia) y cashd (Abarema
idiopoda/Chloroleucon eurycyclum). Estas especies solas o en asociacion dos a dos da origen a
seis tipos de sombras, en contraste con pleno sol, las cuales son combinadas con cuatros niveles
de manejo. Lo anterior genera 20 tratamientos en estudio (de 28 combinaciones posibles),
dispuestos en tres repeticiones (bloques) (Virginio Filho et al., 2002; Haggar et al., 2011).

2. Factores en estudio

Se estudié Unicamente el factor sombra con dos tipos: sombra densa de casha
(Chloroleucon eurycyclum) (SC) y café sin sombra (SS). Ambos tratamientos tuvieron tres
repeticiones y estuvieron bajo un manejo agricola determinado como medio convencional, este
cosiste en una aplicacion de 500 kg de 18-5-15, mas 180 kg/ha de nitrégeno. El control de malezas
se realiza de forma quimica en las calles y con deshierbas manuales. Se utilizan productos a base
de cobre para el control de enfermedades. Las fechas de aplicacion fueron: el 8 y 16 de marzo y
14 de junio. En total fueron seis parcelas Utiles (unidades experimentales) y cada una de ellas fue
de aproximadamente 430 m?, compuesta de nueve surcos y 24 puntos de plantas.

3. Caracterizacion del microclima

3.1. Estaciones meteoroldgicas

Se coloco en cada parcela y en un bloque a la vez, una estacion meteoroldgica Hobo,
colocada una en el café bajo sombra y otra a pleno sol. Las estaciones se rotaron cada dos semanas
de acuerdo con las parcelas donde se hizo el trampeo de esporas. Mediante una rifa y de forma
aleatoria (Figura 6), se eligio en cual de los tres bloques irian las dos trampas primero. Luego de
transcurridos los tres dias de funcionamiento del equipo, se hizo una nueva rifa con los dos
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bloques que no fueron muestreados antes, para saber en cual se colocarian trampas en el siguiente
periodo de muestreo. Finalmente para la tercera evaluacion, las trampas se colocaron en el bloque
restante. Una vez completado este ciclo de rotacion de las trampas el proceso se hizo de nuevo
siguiendo el orden inicial.

_Re“ i | Rl | Rend |
Rep. 3 Rep. 3 %%

Semana n Semana n+4

Rep. 1 Rep. 1 / /
N ez | s >
| Fes | Fes ]

Semana n+2
Figura 6. Método utilizado para la aleatorizacién de las trampas Burkard en campo.

En cada parcela se instal6 un data logger (Hobo weather station), un sensor mixto que
midio la temperatura del aire y humedad relativa. También se coloc6 un anemémetro para medir
las rafagas de viento. El data logger (Hobo weather station) fue programado para realizar lecturas
cada cinco minutos y registrar un promedio cada 30 minutos. La recopilacién de la informacién
se hizo cada 15 dias y se utilizé el programa Hobo Ware. Antes de llevar las estaciones al campo,
se procedio a elaborar curvas de calibracion para ajustar los datos obtenidos.

Por problemas en el funcionamiento de las estaciones Hobo, a partir del 25 de abril se
procedié a cambiarlas por estaciones tipo Campbell. Se coloc6 también con esta estacion, un
sensor de temperatura del aire y de humedad relativa, un anemémetro para medir las rafagas de
viento. En el tratamiento de pleno sol se colocd ademas un pluvidmetro para medir los milimetros
de lluvia. De la misma manera que con la estacion Hobo, la estacion Campbell se program6 para
tomar datos cada cinco minutos y hacer un promedio cada 30. Los datos se recolectaron cada 15
dias y se procedio a transformarlos con ecuaciones de calibracion especificas para los sensores
utilizados. Los sensores (figura 7) se colocaron sobre estacas a 1m de altura y alrededor del centro
de la parcela de muestreo en donde se encontraban las trampas. Los sensores de velocidad del
viento y lluvia se colocaron a una altura superior a las plantas de café.
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Figura 7. Sensores utilizados con la estacién meteoroldgica Campbell, parcela a pleno sol.

3.2. Splashcup

Como complemento a las estaciones meteorolégicas, se colocaron en campo splashcups
con la misma rotacién de tiempo y lugar que las estaciones climaticas. Estos fueron utilizados
para medir la energia cinética de las gotas de agua después de un evento de lluvia. Este proceso
se evalud hasta por un maximo de cinco eventos de lluvias en el periodo de dos semanas de
evaluacion en cada bloque

Los splashcups se prepararon previamente en el laboratorio antes de llevar a campo. Este
instrumento radica en un matraz de pléastico con agua que tiene unido un sistema portador. Este
sistema consiste en una taza que contiene arena calibrada con tamafio de particulas entre 125 y
200 um y con peso conocido. En la parte inferior de la taza se coloca una cubierta de seda que
evita la pérdida de arena y garantiza el libre drenaje de agua de la taza para el portador y viceversa.
El matraz de plastico y la taza estan conectados hidraulicamente por una mecha de algodon
(figura 8 (A)). Esta permite asegurar el constante contenido de humedad en la arena durante todo
el tiempo de medicion (Scholten et al., 2011).

Se utiliz6 una taza numerada que se llend con arena calibrada. Esta se puso a secar en un
horno por 48 horas a 80 'C. Una vez que la arena estuvo seca, se peso en una balanza analitica y
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se anotd su peso inicial en una hoja. Luego de esto, la arena se humedecio y se colocé en el
sistema portador que contenia agua y una mecha que mantuvo siempre la arena himeda. El
splashcup se llevo a campo y se recolecto después de un evento de lluvia, dejando otro nuevo en
su lugar. Se colocaron tres splashcup en tridngulo para el tratamiento de pleno sol, para sombra
se colocaron dos por arbol en cuatro &rboles que estuvieran dentro de nuestra parcela de estudio,
se coloco un splashcup al lado del tronco y el otro justo debajo de donde terminaba la copa. Todos
se colocaron en estacas por encima de las plantas de café (figura 8 (B)).

La taza con arena recolectada después del evento de lluvia, se llevo al laboratorio con el
cuidado necesario para no perder arena. Esta se sec nuevamente por 48 horas a 80 'C y se peso.
La diferencia de peso de la arena seca antes y despues de la lluvia, se utilizé para calcular la
energia cinética de la gota de agua segun la siguiente formula:

Ec= Sandloss * 0,1455 * (10,000 / &t * r?)

donde:

Ec = Energia cinética en J/m?

Sandloss= La arena perdida durante la lluvia (en gramos).
7= 3,1416 (constante).

r’= radio del splash cup (en cm).

(Scholten et al., 2011).

A

«— somm—»

- 48 mm >

removeable cup . unitsand

36 mm filled with sand {125-200 ym)

- silk

air hole
upper wire mesh

--- cottan waol with w
7 lower wire mesh

41 mm carrier system

" sealed
connecting sleeve

............................. air hole

112 mm PE-flask (315 ml) i wick

Figura 8. Descripcion de los componentes del splashcup (A) (Scholten et al., 2011). Splashcup
colocado en campo (B).
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4. Metodologia por proceso para evaluaciones en campo y laboratorio

4.1. Evaluacion del proceso de colonizacion

Para este proceso se calcul6 el area en cm? de una lesion inicial de roya a través del analisis
de una fotografia. A esta lesion se le dio seguimiento en el tiempo para conocer su tasa de
crecimiento, esto se hizo de la siguiente manera.

De cada parcela util (6 parcelas en total), se seleccionaron cuatro plantas de café con buena
vigorosidad. De cada planta se eligieron tres ramas: parte alta, media y baja. De cada rama se
escogid una hoja con pocas lesiones de roya, algunas de ellas incipientes y que estuvieran
separadas entre si. Esto tiene dos propositos: (i) que las lesiones permanezcan individualizadas
durante mucho tiempo vy (ii) que la hoja se mantenga viva mas tiempo. Una vez seleccionada la
hoja, se marcd con una cinta para poder darle seguimiento. Se procedié luego, a tomarle una
fotografia semanal a la misma hoja, hasta que esta se cayera de la planta o hasta que la lesién no
fuese posible de medir, esto en el caso de que se uniera a otras lesiones cercanas. Cuando esto
sucedio, la hoja fue sustituida por otra en la misma rama. En cada fotografia debi6 salir una regla,
esto para que el programa ImageJ pudiera establecer la escala y tamafio de la hoja y asi poder
calcular el area con mayor exactitud. Se tuvo especial cuidado en que la fotografia saliera lo méas
perpendicularmente posible para no afectar la escala. En total se tomaron 72 fotografias por
semana.

Cada fotografia fue identificada por bloque, tratamiento, planta y rama. Posteriormente
para poder determinar el area de las lesiones que incluyé el halo clor6tico alrededor de la lesién,
se utilizo el programa ImagelJ (figura 9). Este programa es compatible con Windows y permite
visualizar, editar, analizar, procesar, comprimir, imprimir en escala de grises 0 a color mas de 22
formatos de archivos comunes tales como BMP, PCX, TIF, JPEG. Las funciones de andlisis de
las imagenes incluyen dimensiones (distancia, &ngulo, perimetros, areas) y mediciones de escalas
de grises (puntos, lineas, area de histogramas con estadistica) entre otros. En el ImageJ también
se han incorporado capacidades de interaccion que permiten al usuario grabar tareas repetidas y
reproducir secuencias de comandos guardados para automatizar el analisis de imagenes
(https://imagej.nih.gov/ij/docs/intro.html).

Finalmente la variable a utilizar para el analisis fue la tasa de crecimiento (TC) por dia en
porcentaje para cada lesion individual, este valor se obtuvo con la siguiente formula:

%TC= ((A2-Al) / (F2-F1)*A1))*100
donde:

%TC= Tasa de crecimiento

A2= area de la lesion en la fecha 2.
Al=é4rea de la lesion en la fecha 1.
F2=fecha 2.

F1= fecha 1.
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Al momento de elaborar la base de datos con la informacion obtenida, se tuvo presente
anotar cuando la hoja se caia y se realizaba el cambio correspondiente, esto para conocer el
numero de hojas que se analizaron por cada estrato de la planta. De igual forma se anotaron
cuantas fotografias individuales se le tomaba a cada hoja.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B o|c|o|<|4]| /N Al ||| s[4 ]e ]|~

“Owval®, elliptical or brush selections (right click to switch)

ST-06131

8

il tete by

Figura 9. Metodologia para determinar el tamafio de las lesiones de roya.

4.2. Evaluacion del proceso de esporulacion

Con la evaluacién de este proceso se pudo conocer el stock de indculo de roya que habia
en campo en cada una de las parcelas de estudio. Las evaluaciones para este proceso se realizaron
cada tres semanas y consistieron en seleccionar de forma aleatoria seis plantas de café por parcela
atil. De cada planta se eligié aleatoriamente una rama de la parte alta, media o baja, de manera
que al final contdbamos dos ramas de cada estrato de la planta. En algunos casos, se seleccionaron
ramas cuyas hojas no tenian lesiones de roya. Una vez elegidas las ramas, se procedid a extraer
Unicamente las hojas enfermas, estas se almacenaron en bolsas plasticas etiquetadas. Las hojas
colectadas se llevaron al laboratorio, posteriormente se fotografiaron en un fondo blanco y con la
presencia de una regla (figura 10) para poder calcular el area de las lesiones (cm?) con el
programa ImagelJ. Se calculd el area de las lesiones con roya esporulada, con roya sin esporular
y el area con presencia del hongo antagonista de la roya el Lecanicillium lecanii, por hoja y rama.

19



la;zv‘llllun;ug'u|l|ng,uu;ll;‘ull[llglll|ll]8 7 VI 1! é‘!\ll\\gl\\l\li\;\nll‘l"

Figura 10. Evaluacion del proceso de esporulacion, hoja de café con lesiones de roya.

Luego se realizé un raspado sobre las pUstulas de roya con un bisturi. Lo recolectado se
colocé en tubos ependorf de 1.5 ml. Posteriormente, se afiadié en cada tubo ependorf 1 ml de
agua estéril al 2.5 % de Tween 80. La muestra fue colocada en el ultrasonificador por cinco
minutos para romper particulas adheridas. Posteriormente se agité en un Mixer para
homogeneizar la muestra. Para el conteo se tomaron 10 ul de la suspension homogenizada y se
colocaron en la cdmara de Neubauer (Granados, 2015).

La camara de Neubauer consiste en una cuadricula de recuento formada por nueve
cuadrados grandes, cada uno de ellos con una superficie de 1 mm? y 0,dmm de profundidad
(http://celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-Neubauer.pdf). El cuadrado
grande se divide en 16 cuadrados pequefios. EI conteo de esporas se realizé en el cuadrado grande
central y en cada uno de los cuadrados grandes de las cuatro esquinas (es decir cinco cuadros en
total). Se tomd en cuenta las esporas que estaban dentro de cada uno de los cuadrados pequefios
y las que estaban tocando parcialmente la parte superior y derecha para los cuadritos exteriores
del cuadrado grande (figura 11). Se realizaron cuatro lecturas de cada muestra, tomando el
promedio de las mismas.
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Figura 11. Cuadricula de conteo de la camara de Neubauer (A). Conteo de esporas dentro de
cada cuadricula (B), se tomaron en cuenta las que tocaban el limite superior e izquierdo. Las
esporas que tocaron el limite inferior y derecho no se contaron.

La variable a medir fue la cantidad de esporas totales por rama (por ml) que se obtuvo con
la siguiente férmula:

Promedio de nimero de esporas
Conteo de esporas = ~ X 10.000
Numero de cuadros

Era de nuestro interés conocer la cantidad de inodculo presente por bloque para cada dia
especifico en el que se colocaron las trampas de dispersion aérea que no necesariamente
coincidieron con el dia del muestreo para el proceso de esporulacion. Por esto se hizo un célculo
para estimar la cantidad de esporas de roya para una fecha especifica, de acuerdo con los valores
observados en la fecha anterior y la fecha posterior a cada parcela. Se utilizé la siguiente formula:

El= (Fo-F)*ls + (FxF1)*l
(F2-Fy)

donde:
El= Estimacion de inoculo.
F»= Fecha 2 de muestro para esporulacion.

Fx= Fecha de interés para conocer la cantidad de inoculo (esta fecha debe estar entre las fechas 1
y2).

I:= Cantidad total de in6culo en la fecha 1.

F1= Fecha 1 de muestro para esporulacion.

l,= Cantidad total de in6culo en la fecha 2.
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4.3. Porcentaje de Lecanicillium lecanii por rama.

Se calculo una variable que representd el porcentaje del area con roya esporulada,
parasitada por el hongo Lecanicillum lecanii (LL) por rama. Esta se calculé con la siguiente
formula:

%LL=ALL x 100, donde:
AT
%LL= Porcentaje de Lecanicillium lecanii
ALL= Area con Lecanicillium lecanii por rama en (cm?)
AT= Area total por rama (area con roya esporulada + &rea con LL en cm?)

4.4. Intensidad de la esporulacion

La intensidad de la esporulacion en nimero de uredosporas por cm?, es la relacion de la
cantidad de in6culo (uredos/ml) dividido entre el area (cm?) de las lesiones con roya esporulada
por rama.

4.5. Evaluacidn del proceso de dispersion aérea

Para la evaluacién de este proceso se utilizé una trampa Burkard que es eficiente para
medir la dispersion aérea en condiciones secas, incluso a densidades de esporas aéreas bajas ya
que es una trampa de succién. Asimismo, es eficiente cuando las esporas son dispersadas por
gotas de agua lo suficientemente pequefias como para ser transportadas por el aire. Sin embargo,
esta trampa es menos adecuada para atrapar esporas que se liberan en gotas gordas durante el
salpique y/o cuando hay lluvias fuertes (Evenhuis et al., 1997).

La trampa Burkard (figura 12), gira en direccion del viento. Esta funciona mediante
succion (10 I/min) y atrapa las esporas suspendidas en el aire. Estas se adhieren a una cinta de
336 mm de largo revestida con vaselina que esta fijada a un tambor que gira en funcion de las
manecillas del reloj. Este tipo de trampas se puede programar mediante un panel de control para
que el tambor dé una vuelta durante un tiempo determinado, y asi conocer la cantidad de esporas
capturadas por unidad de tiempo y por volumen de aire (Pico, 2014)

Figura 12. Trampa de succion para esporas tipo Burkard®. Fuente: (Merle 2014).
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La preparacion de la trampa Burkard antes de llevarlas a campo se hizo en el laboratorio,
lugar en el cual se colocd una cinta transparente alrededor del tambor que va en el interior de la
trampa. Luego sobre la cinta, se le coloco una capa fina de vaselina para que las esporas se
quedaran adheridas. Una vez las trampas estuvieron listas se llevaron a campo. Se coloc6 una
para el pleno sol y una bajo sombra en el centro de la parcela de estudio, sobre un poste de metal
y a una altura de 1,5m. Estas trampas succionaron las 24 horas, durante tres dias consecutivos
(martes a viernes). Fueron alimentadas por baterias y su funcionamiento fue de semana por medio.

El panel de control de la trampa se puso sobre la posicién 4 dias de rotacion para que cada
medio dia (12 horas) correspondiera a un corte de cinta de 336/8=42mm facilmente manejable
bajo el microscopio. La succion de las trampas (10L/min) se verificd diariamente con un medidor
de succion. Las trampas estuvieron dispuestas siempre en un mismo bloque. Los bloques se
cambiaron cada dos semanas de trampeo de la misma forma que con las estaciones
meteoroldgicas.

Una vez transcurridos los dias de muestro, las trampas se quitaron del campo y se llevaron
al laboratorio hasta una préxima fecha de evaluacion. Se retird con cuidado el tambor con la cinta
y las esporas y se procedid a hacer el conteo correspondiente. Se hicieron 8 cortes de 42 mm de
largo de la cinta (bandas) que indicaban 12 horas consecutivas de succion. Cada banda se coloco
en un porta objetos teniendo el cuidado de indicar el inicio de la banda (del tiempo) en el porta
objeto. Se hizo una observacion rapida de la banda con el uso de un microscopio Olympus modelo
(CX21 LEDFS1) y con el lente de 10X. Cuando se tuvo la sospecha de que habia esporas de roya,
se uso el lente 40X. Se identificd que era roya, de acuerdo con su forma reniforme, la presencia
de crestas, su tamafio (25 pum en promedio) y el color anaranjado (Figura 13). Esta observacion
rapida permitio eliminar las horas o pedazos de banda en los que no hubo ninguna captura.

Cuando se observaron esporas, se ubico la hora exacta en la que astas fueron capturadas.
Para eso se siguié el siguiente procedimiento:

1) 12 horas representan 42 mm; esto significa que una hora representa 3.5 mm

2) Se uso el objetivo 40 X con el ocular 10 X; cada campo representa 0.5 mm.

3) Se inicid desde el lado del inicio de la banda (inicio del tiempo) y se movio el porta objeto
de 0.5 mm en 0.5 mm hasta llegar al lugar donde se ubican las esporas.

4) Se hizo una lectura transversal de toda la banda para cada hora en que se encuentren
esporas, 0 sea 7 campos consecutivos (7 x 0.5 = 3.5 mm).

5) Para cada hora de trampeo se anoté el nimero de esporas atrapadas, asi como si eran
esporas solitarias o en grupos (el nimero en cada caso).
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Figura 13. Esporas de roya capturadas por la trampa Burkard y observadas al microscopio bajo

Variables de estudio

un lente (40X).

A continuacidn se recapitulan las variables de estudio (Cuadro 3) que permitiran explicar cada
uno de los procesos que se mediran.

Cuadro 3. Variables de estudio por proceso medido

Proceso

Variables explicadas

Otras variables

Colonizacion

Tasa de crecimiento

Crecimiento de las lesiones (cm?)
por dia. Posicién de la rama
muestreada.  Hoja.  Numero
secuencial de la foto

Esporulacion e Intensidad
de esporulacion

Cantidad de (uredosporas)
por rama.

Area de lesiones en cm? con
roya esporulada.

% del area esporulada con
Lecanicillium lecanii por rama.
Posicion de la rama muestreada.
Fecha en dias julianos.

Dispersion Aérea (Trampa
Burkard)

Cantidad de uredosporas
atrapadas por hora.

Stock de in6culo, energia cinética
de las gotas, Velocidad maxima
del viento por hora, Humedad
Relativa por hora, horas secas y
horas con lluvia.
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5. Analisis estadistico

El analisis de la informacion se hizo mediante el programa estadistico Infostat version 2016 (Di
Rienzo et al., 2015)

Microclima: Energia cinética de las gotas de agua
Modelo Estadistico: Yij = u + Ti + Lj+ Bk + Ejju

donde:

Yij: Energia cinética de las gotas de agua
w: Media general

Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento.

L;: Efecto del j-ésima lluvia.

By: Efecto del k-ésimo bloque

€ijk: Es el término de error aleatorio, independiente, y supuestamente distribuido normal con
media cero y varianza constante.

Se hizo una correlacion de Pearson entre la energia cinética obtenida en cada evento de
lluvia, la suma de las lluvias al cuadrado y una variable que llamamos hora que corresponde a la
cantidad de horas que llovio durante el dia anterior a la recoleccion del splashcup. Esto se hizo
para determinar cuales de estas variables estaban més correlacionadas para usarlas en el modelo.
Posteriormente se realiz6 el analisis estadistico mediante modelos lineales generales y mixtos,
(Di Rienzo et al., 2011) utilizando como variable de respuesta el logaritmo (mejor ajuste) de la
energia cinética. Se declaré como efecto fijo el tratamiento y las covariables hora con lluvia y la
suma de las lluvias al cuadrado, como efecto aleatorio se declaro el bloque. Esto para identificar
en cual de los tratamientos se obtiene una mayor energia cinética y si hay diferencias entre ellos.

Se evalud ademas la multicolinealidad que se dio por la inclusion de las covariables antes
mencionadas, se uso el estadistico VIF (factor de inflacion de varianza). Con las figuras QQ-plot
se evalud el supuesto de normalidad, mientras que para el caso de la homogeneidad de varianza
se utilizaron diagramas de dispersion de residuos versus predichos. Cuando se presentaron
modelos con diferentes funciones de varianza heterogénea, se uso criterio AIC y BIC. Para las
comparaciones de medias, se uso el prueba de formacion de grupos excluyentes DGC con un
nivel de significancia de p<0.05 (Di Rienzo et al., 2015).
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Colonizacion

Modelo estadistico: Yij = p+ Ti+ Sj+ Pk + Ti:Sj + TitPk+ Sj:Px + Ti:Sj:Pk + Am + F +
Bi + Eijkimi

donde:

Yij: Ln de la tasa de crecimiento

w: Media general

Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento.

S;: Efecto de la j-ésima semana

P« Efecto de la k-ésima posicion

Ti:S;: Es el efecto de la interaccion del tratamiento por la semana.

Ti:P«: Es el efecto de la interaccion del tratamiento por la posicion.

Sj:Px: Es el efecto de la interaccion de la semana por la posicion.

Ti:Sj:P«: Es el efecto de la interaccion triple del tratamiento por la semana por la posicion.
Anm: Es es efecto de la m-ésima area

F#: Es el efecto de la fi-ésima foto

Bi: Efecto del I-ésimo bloque

Eijwmni: ES el término de error aleatorio, independiente, y supuestamente distribuido normal con media
cero y varianza constante.

El andlisis se hizo mediante Modelos lineales generales y mixtos (Di Rienzo et al., 2011).
Utilizando el logaritmo natural (Ln) de la tasa de crecimiento diario como variable de respuesta
(mejor ajuste). En el modelo se declararon como efectos fijos, el tratamiento, la semana y la
posicién de la rama muestreada, asi como sus interacciones. Se utiliz6 como covariable, el area
de la lesion en cm? y la foto. Como efectos aleatorios se declar6 una variable llamada “sujeto”
que identifico independientemente a cada hoja evaluada. Esto se hizo cruzando las variables de:
bloque, tratamiento, planta, posicién y hoja. Se utiliz6 un autoregresivo continuo de orden 1
(corCARL1) como correlacion, con la variable semana como orden y la variable “sujeto” como
criterio de agrupamiento. Con las figuras QQ-plot se evalu6 el supuesto de normalidad, mientras
que para el caso de la homogeneidad de varianza se utilizaron diagramas de dispersién de residuos
versus predichos. Cuando se presentaron modelos con diferentes funciones de varianza
heterogénea, se uso criterio AIC y BIC. Para las comparaciones de medias, se uso la prueba LSD
Fisher con un nivel de significancia de p<0.05.
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Esporulacion e Intensidad de esporulacion
Modelo estadistico: Yij = pu + Ti + Dj+ Px + Ti:Dj + Ti:Pk + Dj:Px + Ti:Dj:Pk +B| + €jju
donde:

Yij: Esporas por rama o esporas por centimetro cuadrado

w: Media general.

Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento.

D;: Efecto del j-ésimo dia.

P« Efecto de la k-ésima posicion

Ti:D;: Efecto de la interaccion del tratamiento con el dia.

Ti:Px: Efecto de la interaccion del tratamiento con la posicion.

Dj:P«: Efecto de la interaccion del dia con la posicidn.

Ti:Dj:P«: Efecto de la interaccion del tratamiento con el dia con el posicion.
Bi: Efecto del I-ésimo bloque.

€ijw: Es el término de error aleatorio, independiente, y supuestamente distribuido normal con media cero
y varianza constante.

El anélisis se hizo mediante modelos lineales generalizados mixtos (Di Rienzo et al.,
2011), utilizando el mismo modelo tanto para esporulacion como intensidad cambiando
Unicamente la variable de respuesta, esporas/rama para esporulacion o esporas/cm? de éarea
esporulada para la intensidad. Se declararon como efectos fijos el tratamiento, la posicion de las
ramas muestreadas y los dias de muestreo en dias julianos, como efectos aleatorios el bloque,
bloque por tratamiento y blogque por tratamiento por posicion. Se utiliz6 una distribucion de
Poisson con log como familia. Con las figuras QQ-plot se evalu6 el supuesto de normalidad,
mientras que para el caso de la homogeneidad de varianza se utilizaron diagramas de dispersion
de residuos versus predichos. Cuando se presentaron modelos con diferentes funciones de
varianza heterogénea, se uso criterio AIC y BIC. Para las comparaciones de medias, se uso la
prueba de formacion de grupos excluyentes DGC con un nivel de significancia de p<0.05.

Area infectada por rama con lesiones de roya
Modelo estadistico: Yij = pu+ Ti + Dj+ Pk + Ti:Dj + Ti:Px + Dj:Px + Ti:Dj:Pk +B) + €ijui
donde:

Yij: Variable de respuesta

w: Media general.

Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento.

D;: Efecto del j-ésimo dia.

P« Efecto de la k-ésima posicion

Ti:D;: Efecto de la interaccion del tratamiento con el dia.

Ti:Px: Efecto de la interaccion del tratamiento con la posicion.

Dj:P«: Efecto de la interaccion del dia con la posicion.

Ti:Dj:P«: Efecto de la interaccion del tratamiento con el dia con el posicion.
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B:: Efecto del I-ésimo bloque.
€iiw: Es el término de error aleatorio, independiente, y supuestamente distribuido normal con media cero
y varianza constante.

El andlisis se hizo mediante modelos lineales generales y mixtos (Di Rienzo et al., 2011).
La variable de respuesta fue el Ln del area total de lesiones infectadas por rama, que resulta de la suma
del &rea con lesiones de roya esporulada y sin esporular. Se declararon como efectos fijos el
tratamiento, la posicion de las ramas muestreadas y los dias julianos, como efectos aleatorios el
blogue. En heteroscedasticidad se aplico un varldent para posicion, dias y tratamiento, esto debido
a la variabilidad en estos datos. Con las figuras QQ-plot se evalu6 el supuesto de normalidad,
mientras que para el caso de la homogeneidad de varianza se utilizaron diagramas de dispersion
de residuos versus predichos. Cuando se presentaron modelos con diferentes funciones de
varianza heterogénea, se uso criterio AIC y BIC. Para las comparaciones de medias, se usé la
prueba de formacion de grupos excluyentes DGC con un nivel de significancia de p<0.05.

Dispersion aérea
Modelo estadistico General: Yij = u + Ti + lj+ Hc + Rm+ Vi + La + Bp + Eijkmnip

Donde:

Yij: Variable de respuesta esporas capturadas/hora.

w: Media general

Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento

lj: Efecto del j-ésimo indculo

Hy: Efecto de la k-ésima Hora

Vn: Efecto de la n-ésima Velocidad Maxima del viento
Ls: Efecto de la A-ésima Lluvia

B,: Efecto del p-ésimo bloque

Rm: Efecto de la m-ésima Humedad Relativa

Cijkmnip: ES el término de error aleatorio, independiente, y supuestamente distribuido normal con media
cero y varianza constante.

Para el andlisis de estos datos se elaboraron cuatro modelos estadisticos, primero
separando los datos para las horas del dia (de 7:00am a 7:00pm) y las horas de la noche (de
7:00pm a 6:00am). Luego cada uno de estos periodos se separd a su vez en horas secas y horas
con lluvia, esto se hizo haciendo una distincion para las horas del dia en las que llovié una
cantidad igual o mayor a 0,1mm (horas con lluviosa) y cuando llovié menos de esa cantidad o no
lloviod del todo (horas secas). Finalmente se hizo un modelo para dia con lluvia y dia sin lluvia,
también para noche con lluvia y noche sin lluvia.

El analisis se hizo mediante modelos lineales generalizados y mixtos (Di Rienzo et al.,
2011), la variable de respuesta para todos los modelos fue la cantidad de esporas atrapadas por
hora. Como efectos fijos se declararon, el tratamiento, y las covariables (stock de indculo, la hora
de trampeo, la velocidad maxima del viento y la lluvia). Estas variables de clima, el in6culo y la
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hora, corresponden a la hora y dia de las capturas en campo. Como efectos aleatorios se
declararon: El bloque, la semana y el dia de trampeo en esa semana, es decir si era el dia uno, dos
o tres. Se utilizé una distribucion de Poisson con log como familia que es adecuada para analisis
de conteos. Con las figuras QQ-plot se evaluo el supuesto de normalidad, mientras que para el
caso de la homogeneidad de varianza se utilizaron diagramas de dispersion de residuos versus
predichos. Cuando se presentaron modelos con diferentes funciones de varianza heterogénea, se
uso criterio AIC y BIC. Para las comparaciones de medias, se usé el prueba LSD Fisher con un
nivel de significancia de p<0.05.
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Humedad relativa promedio y precipitacion diaria

Resultados

1. Caracterizacion del Microclima

En la Figura 14 se observan los promedio diarios de las variables microcliméticas de
humedad relativa (HR), Temperatura del aire y la lluvia que se presentaron durante los 7 meses
de toma de datos y muestreo en campo para cada uno de los tratamientos. La HR bajo la sombra
(linea continua color amarillo) siempre fue mayor o igual que a pleno sol (linea punteada color
negro). Mientras que para el caso de la temperatura, se observa que a pleno sol (linea punteada
color negro) fue mayor que bajo sombra (linea continua color azul) practicamente durante todo
el periodo de muestreo.

Si relacionamos esta informacion de HR y temperatura con la cantidad de lluvia que cayod,
se observa que cuando hay una mayor precipitacion, la HR aumenta y la temperatura disminuye.
Mientras que se da el efecto contrario cuando se da un periodo sin lluvias, pues la HR disminuye
pero la temperatura del aire tiende a aumentar.
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Figura 14. Condiciones microclimaticas (Humedad Relativa, Temperatura y Lluvia)
presentadas durante el periodo de muestreo segun cada tratamiento.

La temperatura del aire maxima se registré el 28/04/2016 y fue de 36,80°C a pleno sol,
mientras que la maxima bajo sombra ese mismo dia fue de 34,3°C. La linea horizontal color gris
en la figura representa el rango de temperatura 6ptimo para la roya que es de 23°C. El periodo de
[luvias aumentd a partir del mes de mayo. Es importante destacar que el estudio abarcé un periodo
mayormente seco al inicio (de febrero a mayo) donde las lluvias diarias pocas veces superaron
los 10mm de precipitacion (linea horizontal color verde).
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1.1 Energia cinética de las gotas de agua

El periodo de evaluacion fue del 27/05/2016 al 08/09/2016. A continuacion se muestran
los coeficientes de correlacion de Pearson obtenidos del anlisis (Cuadro 4), en donde se muestra
que las variables (transformadas al logaritmo) de horas con lluvia en el dia anterior a la
recoleccion del splashcup (hora) y lluvia al cuadrado estan correlacionadas con la energia cinética
para ambos tratamientos (p<0,05). Para el analisis estadistico se utilizé solamente la variable de
lluvia al cuadrado, que corresponde a la suma del cuadrado de las lluvias durante el dia. Esto
porque la variable de horas en el analisis de regresion lineal, mostré tener un VIF muy alto (por
encima de 10). Se encontré ademéas que hubo diferencias significativas (p<0,05) entre los
tratamientos (sol/sombra) y para la covariable de lluvia al cuadrado. Bajo sombra se tiene una
mayor energia cinética (164,7 J/m? en promedio) en comparacion a pleno sol (62,9 J/m? en
promedio), lo que quiere decir que bajo sombra hay una energia cinética 2,6 veces mayor. Esto
se puede visualizar mejor en la (Figura 15).

Cuadro 4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la energia cinética, las horas con lluvia
y la lluvia al cuadrado.

Tratamiento Pearson (p-valor) Pearson (p-valor)
Horas* Lluvia?
Sol 0,40 (0,0159) 0,49 (0,030)
Sombra 0,40 (0,0183) 0,43 (0,0098)
* Horas con lluvia del dia anterior.

170,2+

145,94

121,64

97,2+

Jim2

72,9+

48,6

24,3+

0,0

sombra sol
Tratamiento

Figura 15 Energia cinética promedio (J/m?) obtenida baja sombra y a pleno sol.
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2. Colonizacién

Este proceso fue evaluado en un periodo comprendido de febrero a setiembre del 2016 y
en un total de 27 semanas. No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en cuanto al
porcentaje de la tasa de crecimiento diario entre los tratamientos de sol y sombra. Fueron
significativas las covariables de nimero de foto y area de la lesién, asi como la interaccion de
tratamiento con semana. En Figura 16 (A), se muestra la tasa de crecimiento diario (TC) con
respecto al numero secuencial de las fotos tomadas. Se observa que efectivamente no hay
diferencias entre los tratamientos cuando se toma en cuenta el nimero de la foto. Se nota una
caida importante de la TC de la primera a la segunda foto (una disminucién de un 29%) y después
de la foto 5 se estabiliza manteniéndose muy baja. Esto hace pensar que la lesion crece mas en
las 5 primeras semanas aunque su crecimiento cada vez es menor y luego practicamente no crece
del todo. En la Figura 16 (B), se muestra el area promedio medida en cm? para cada lesion a
través del tiempo. En la primera evaluacion el area es muy pequefia ya que todas las hojas tienen
lesiones incipientes pequefias. Con el paso de las semanas el area fue aumentando, sin embargo,
hubo momentos en los que bajo nuevamente. Esto pasé cuando muchas hojas se cayeron y fueron
reemplazadas por nuevas con lesiones pequefias. Se observa que bajo sombra el area promedio
de las lesiones fue mayor en todas las fechas de evaluacién con respecto a pleno sol.

En la Figura 16 (C) se muestra el promedio de duracion de las hojas presentes para cada
semana de evaluacion. En todas las evaluaciones bajo sombra se observa que se tomaron mas
fotos por hoja en comparacion con el pleno sol. En promedio bajo sombra se tomaron 6,22 fotos
por hoja mientras que a pleno sol 4,67 lo que quiere decir que las hojas bajo sombra duraron cerca
de un 25% mas de tiempo unidas a la planta. En total durante el estudio se evaluaron 323 hojas.
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Figura 16. Tasa de crecimiento diaria segun el namero secuencial de la foto (foto 1= lesion
incipiente, intervalo de una semana entre cada foto) (A).Area promedio de las lesiones en el
tiempo (B). Promedio de fotos tomadas a cada hoja presente por semana (C).
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3. Esporulacién e Intensidad de esporulacion

Este proceso fue medido en un periodo comprendido de febrero a inicios de octubre del
2016. En la Figura 17(A) se muestra la esporulacion promedio obtenida por posicion para cada
tratamiento. No hubo diferencias estadisticas entre tratamientos (sol/sombra) sin embargo, si se
encontrd una interaccion triple significativa (p<0,05) entre el tratamiento, la posicion de la rama
muestreada (3 estratos) y el dia del afio. En términos generales se observa una tendencia a que
haya una mayor esporulacion bajo la sombra practicamente en todas las fechas de evaluacion,
excepto en el periodo seco en el que la esporulacion es muy baja; eso explica parte de la
interaccion. Se nota que a inicio de afio (febrero y marzo) hubo un pico de esporulacion que luego
cayo durante los meses de abril a junio y a partir del mes de julio hay nuevamente un aumento
importante. Estas variaciones en la cantidad de indculo estan asociadas a las variables climaticas
de esos periodos.

El promedio general de uredosporas bajo sombra fue de 15.271 por rama mientras que a
pleno sol fue de 10.472. El valor maximo de esporulacion se encontrd en el mes de julio con
aproximadamente 422.166 esporas en una rama media bajo la sombra. A pleno sol por otra parte,
en la rama alta la cantidad de esporas fue muy baja, no asi en las ramas media o baja en donde
hubo una mayor cantidad de esporas.

Para el caso de la intensidad de la esporulacion Figura 17(B), se obtuvo diferencias
significativas (p<0,05) entre los tratamientos sol y sombra asi como en las interacciones con la
posicion de la rama muestreada (3 estratos) y el dia del afio. Bajo sombra densa se tiene una
mayor intensidad de esporulacion (41.160 esporas/cm? en promedio) con respecto a pleno sol
(30.798 esporas/cm? en promedio). A diferencia del grafico de esporulacion total por rama, en
donde para los meses de abril a junio la cantidad de esporas encontradas fue muy baja, la
intensidad de esporulacion para esas mismas fechas fue importante. Esto indica que hubo poca
area esporulada, pero con muchas esporas de roya. Por otra parte, en el mes de julio se observa
tanto una alta esporulacion total por rama como intensidad, lo que hace pensar que para esa fecha,
hubo una gran area esporulada con bastantes esporas por unidad de area. Caso contrario para el
periodo de agosto a octubre en el cual se nota una disminucién en la intensidad pero una
esporulacion total por rama importante, lo que indica que hubo mucha area esporulada pero con
pocas esporas por unidad de &rea. La intensidad de esporulacion mas alta fue de 254.316
esporas/cm? en una rama baja, bajo sombra el 16/06/2016

En la Figura 17(C) se muestra el porcentaje del area esporulada con Lecanicillium lecanii
(LL) por rama para cada una de las posiciones de la rama a través del tiempo. No fue posible
hacer un andlisis estadistico de esta informacion debido a que se tenian muy pocos datos pues la
mayoria de las hojas evaluadas tenian poca o nula area con este hongo antagonista. No se
distingue un patrén claro para deducir a través del grafico, en cual tratamiento hay un mayor
porcentaje de LL pues se invierte a través del tiempo. En promedio el porcentaje mas alto que se
registro con LL fue de 19,5% en una rama baja a pleno sol el 06/07/2016, mientras que bajo
sombra, fue de 16,7 % en una rama media el 11/05/2016.
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Figura 17. Cantidad de uredosporas producidas por rama (A). Intensidad de esporulacion
(promedio por rama del nimero de uredosporas por cm?) (B) y Promedio por rama del
porcentaje del area esporulada parasitada por Lecanicillium lecanii (C). Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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El area promedio de las lesiones infectadas de roya por rama, se encuentran en la figura
18. Esta area contempla la suma del area con lesiones de roya esporulada y sin esporular en los
diferentes momentos de evaluacion. En andlisis estadistico realizado indic6 que hubo diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05) para tratamiento (sol y sombra) y la interaccion de este con
las fechas de evaluacion. Se encontrd una mayor area de lesiones bajo sombra (1,95cm? en
promedio/rama) a comparacion de plantas expuestas a pleno sol (1,67cm? en promedio/rama). Se
observa una interaccion en las primeras fechas de evaluacion que luego del mes de agosto se
separa siendo mayor bajo sombra como en la mayoria de las evaluaciones. El pico de aumento de
area que se observa para ambos tratamientos en la evaluacién del 06/07/2016, coincide con los
mayores niveles de esporulacion encontrados en la misma fecha. La esporulacion para esa fecha
fue més alta bajo sombra, sin embargo, se observa que el area de las lesiones infectadas fue menor,
por lo que posiblemente hubo menos area bajo sombra pero con més esporas.
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Figura 18. Area promedio de lesiones infectadas de roya por rama. Medias con una letra comun
no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4. Dispersion aerea

Se elaboraron 4 modelos estadisticos para el analisis de este proceso. Durante el dia
cuando hubo lluvia, no se encontraron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) para los
tratamientos sol y sombra, lo que quiere decir que se capturd la misma cantidad de esporas bajo
sombra y pleno sol bajo esta condicion. Si fueron significativas las variables de stock de indculo,
la hora de trampeo y la velocidad maxima del viento por hora para este analisis. Durante el dia
pero cuando no llueve, se encontraron diferencias entre los tratamientos sol y sombra. Hubo una
mayor captura a pleno sol (0,53 esporas/hora en promedio) en comparacion con la sombra (0,35
esporas/hora en promedio). Para este andlisis, otras variables significativas fueron: El stock de
indculo, la hora de trampeo, el viento maximo y la humedad relativa por hora.

Para el caso de las horas de la noche, se encontro que cuando llueve, hubo diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) para tratamiento. Bajo sombra densa se capturaron mas
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esporas (0,05 esporas/hora en promedio) con respecto a pleno sol (0,02 esporas/hora en
promedio). Fue significativa también la variable de stock indculo. La velocidad maxima de viento
por hora fue marginal. Cuando no llueve durante la noche, se encontraron diferencias entre los
tratamientos. Se capturaron méas esporas a pleno sol (0,04 esporas/hora en promedio) en
comparacion con la sombra (0,03 esporas/hora en promedio). Otras variables significativas para
este modelo fueron: el stock de indculo, la hora de trampeo y la HR. No se detectaron problemas
de sobre dispersion asociados a ninguno de los modelos antes descritos. En el cuadro 5, se
muestra un resumen de los resultados obtenidos para cada modelo.

Cuadro 5. Resumen de las variables significativas (»>0,05) para cada modelo de dispersion.

Modelo Tratamiento Inéculo Hora Viento HR
Maximo
Dia con Lluvia X (-) X (-) X (+) ()
Dia sin Lluvia Pleno Sol > X () X*(-) X* (+) X* (+)
sombra densa
Noche con Lluvia Sombra X (-) ) Marginal (-) )
densa> Pleno
sol
Noche sin Lluvia Pleno Sol> X () X (+) O] X* (-)
Sombra densa

X = Variable significativa; X*= Muy significativa; Espacio en blanco= No significativa.
Sentido del efecto de la variable sobre la dispersion, negativo (-) o positivo (+).

En la figura 19(A) se muestra la cantidad promedio de esporas capturadas segun la hora
del dia para cada tratamiento. Entre las 11:00am y las 3:00pm se concentra la mayor cantidad de
capturas durante el dia a pleno sol. Para el caso de la sombra hay un pequefio desfase y la mayor
concentracion de capturas se da entre las 12:00pm y las 4:00pm. Por otra parte en las horas de la
noche hay una disminucién importante de las capturas. En la figura 19(B) se encuetran las
variables climaticas mas importantes que estan asociadas a la dispersién segun la hora del dia.
Durante las horas del dia, hay un aumento de la velocidad méaxima del viento, sobre todo entre
las 10:00am y 3:00pm, la humedad relativa baja y casi no llueve, lo que facilita la dispersion de
las esporas en seco a través del viento. Posteriormente, a partir de las 2:00pm se da un aumento
de la HR pues comienza a llover més frecuentemente y se da una disminucion de la velocidad
méaxima del viento.
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Uredosporas capturadas por hora (0,6m3)
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Figura 19. Cantidad de uredosporas atrapadas segun la hora del dia (A). Variables climaticas de
HR, Lluvia y Viento Maximo segun la hora del dia en las fechas de muestreo (B).

En la figura 20 se observa la cantidad total de esporas capturadas por dia a través del
tiempo para cada tratamiento, sin tomar en cuenta las variables climaticas asociadas. No se
identifican diferencias marcadas entre los tratamientos pero si las fechas en las que se capturo
mas. En los meses de febrero a marzo hubo una mayor captura de esporas en comparacion con
los meses de abril a julio en donde estas fueron muy bajas. Ya a partir del mes de agosto, se da
nuevamente un aumento importante en las capturas.
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En el mes de julio se puede notar que hubo un pico importante en la esporulacion no asi
en las capturas con la trampa Burkard que se mantuvo casi en cero. Por otra parte la mayor
cantidad de esporas capturadas en un dia durante el periodo de muestreo que fue de febrero a
setiembre del 2016, fue de 113 esporas el 03/08/2016, a pleno sol. Mientras que para sombra la
mayor cantidad fue de 69 esporas el 16/08/2016
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Figura 20. Cantidad de uredosporas capturadas por dia, segun el tratamiento.
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Discusioén
1. Proceso de Colonizacion

Se encontré que las condiciones que favorecen el proceso de colonizacion de la roya sobre
las hojas de café, son iguales a la sombra que a pleno sol. Sin embargo, el periodo infeccioso que
es el periodo en el cual la lesidn es infecciosa, es més largo a la sombra porque la vida de la hoja
es mas larga. Esto por lo tanto da oportunidad a las lesiones de producir mas esporas. Lo anterior
concuerda con los hallazgos de Lopez et al. (2010) quienes encontraron en el mismo lugar de
nuestro estudio, que no hubo diferencias de severidad significativas (P<0.05) entre los
tratamientos de sol y sombra, a pesar que se encontraron incidencias mayores bajo sombra. Es
importante mencionar que la severidad no es una medida exacta del proceso de colonizacién que
solo incluye el tamafio de las lesiones, pues la severidad incluye también el proceso de infeccién
y el numero de lesiones.

A nuestro conocimiento, no hay mucha informacién sobre lo que afecta precisamente el
proceso de colonizacidén. Si hay informacion sobre lo que afecta el periodo de latencia, que va
desde la germinacién hasta la esporulacion, y que incluye por lo tanto el proceso de colonizacion.
Avelino y Rivas (2013) mencionan que los principales factores que afectan este periodo son la
humedad del suelo (a mayor humedad, la latencia es méas corta), la carga fructifera (a mayor
carga, la latencia es mas corta), la resistencia genética (las resistencias incompletas alargan la
latencia) y la temperatura de la hoja (existe un éptimo alrededor de 23°C). La temperatura de la
hoja es uno de los principales factores microclimaticos que podrian afectar la colonizacion.

Solo se tiene conocimiento de un estudio sobre colonizacién a diferentes temperaturas,
realizado por Salustiano; Empélio y Ferraz en el 2007. Estos autores probaron dos aislados de
roya sobre plantas de café. Encontraron que para uno de los aislados la severidad fue mayor
cuando la inoculacién del hongo se hizo a una temperatura de la hoja de 25°C. Mientras que
para el otro aislado, la severidad fue mayor cuando la temperatura era de 15°C. Esto demuestra
que existe relacion entre la temperatura de la hoja y el tamafio de las lesiones, aunque esta
relacion dependa de las cepas de roya. Esto no se encuentra en nuestro experimento a pesar de
que hay diferencias de temperatura entre sol y sombra.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio difieren también de lo encontrado en otros
modelos biologicos, como lo hallado por Bernard et al. (2012) quienes reafirman que la
temperatura de la hoja afecta la colonizacion. Ellos descubrieron que, a una temperatura entre 10
y 12°C se tiene el mayor porcentaje (80%) del area inoculada con el hongo Mycosphaerella
graminicola que produce lesiones sobre el trigo (Triticum aestivum), mientras que a una
temperatura entre 12 y 14°C el porcentaje no llego al 50% de colonizacion.

En este experimento, a diferencia de los dos anteriores en los que se utilizaron grandes
variaciones de las temperaturas, el promedio de temperatura por dia no se alejé grandemente del
Optimo para la roya que es de 23°C ni al sol ni bajo sombra. La temperatura se mantuvo bastante
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estable a lo largo del tiempo y eso pudo influir en que no se encontraran diferencias en
colonizacidn entre los tratamientos al sol y bajo sombra.

El hecho de no encontrar diferencias entre sol y sombra, también podria deberse a efectos
contradictorios que se anulan. Asi, la sombra por regular las temperaturas podria favorecer la
colonizacion a través de sus efectos sobre el patdégeno. Pero al sol, la alta carga fructifera y las
fuertes radiaciones podrian volver la hoja méas susceptible (Eskes, 1982; Lopez-Bravo et al., 2012)

A nuestro conocimiento, nunca se habia reportado el efecto de la sombra sobre la
colonizacion de la roya.

2. Esporulacién e intensidad de esporulacion

Evaluar la esporulacién fue importante porque permitié conocer el stock de indculo de
roya que habia en el campo y relacionarlo con los demas procesos. Por otra parte la intensidad
permitid conocer la relacion entre el &rea afectada y la cantidad de esporas producidas en esa area.
En nuestro estudio encontramos que en los periodos en los que se dio un aumento de la frecuencia
y cantidad de las lluvias, y por ende también en la humedad relativa, se dio a aumento en la
esporulaciéon y su intensidad. Mientras que en los periodos mas secos la esporulacién y la
intensidad bajaron. Bajo sombra se generaron condiciones de microclima, como una mayor
humedad relativa y una temperatura mas estable que pudieron ser condiciones favorables para la
roya. También que el &rea de las lesiones infectadas por rama fue mayor por lo que esa area pudo
producir mas indculo. Esto pudo incidir en que globalmente se encontrara una mayor esporulacion
y significativamente una mayor intensidad de esporulacion.

Lo anterior coincide con lo que mencionan Avelino y Rivas (2013), se cree que cambios
en la HR y temperatura podrian afectar la esporulacion. Muller en 1975, observé que el riego en
época seca, adelantaba las epidemias de la roya anaranjada, dado que se estimulaba una
esporulacién precoz de las lesiones en estado latente.

Los resultados aca presentados concuerdan también con lo reportado por Pico en el (2014),
quien en el mismo lugar de nuestro estudio, encontrd que ante una misma carga fructifera, bajo
sombra la roya se vio favorecida. Bajo sombra densa se presentaron mayores cantidades de
esporas: maximas de inoculo de 296.181 y 118.703 esporas por rama respectivamente. Pero esto
pudo deberse a que las incidencias y severidades méaximas, también eran mayores bajo sombra
que al pleno sol: 94,5% y 74,8% para la incidencia, y 3,6% y 1,92% para la severidad a la sombra
y pleno sol respectivamente.

Los resultados aca presentados también concuerdan con otros modelos biolégicos como
lo estudiado por Anco; Madden y Ellis en el 2013. Bajo un ambiente controlado, estos autores
probaron el efecto de la temperatura y la duraciéon de la humedad sobre la esporulacién de
Phomopsis viticola en bastones de uva. Encontraron que la esporulacion aumentd cuando se
obtuvo una temperatura cercana de los 21°C y habia un aumento de la duracion de la humedad.
Por otra parte, la esporulacion se vio afectada negativamente por temperaturas altas por encima
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de las 36°C. Es por esto que la influencia de la precipitacion y periodos mas largos de humedad
asi como temperaturas mas estables, condiciones que en este estudio se dieron bajo la sombra,
pudieron haber tenido influencia no solamente sobre una mayor esporulacion por rama sino
también en la intensidad de la esporulacién de la roya anaranjada por unidad de area. Este ultimo
resultado nunca habia sido reportado a nuestro conocimiento.

3. Dispersion aérea

Se encontro que la dispersion aérea de la uredosporas, esté ligada a una interaccion de la
sombra con la lluvia y con el viento, haciendo que esta sea dependiente de estas condiciones
climaticas cambiantes. La sombra puede reducir la dispersion tanto en el dia como en la noche
bajo condiciones secas, ya que el dosel de los arboles puede interceptar y reducir las rafagas de
viento y disminuir la propagacion por esa via. Por otro lado la sombra aumenta la dispersion
cuando llueve, pero durante la noche ya que durante el dia no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Posiblemente esto puede deberse a la energia cinética de las
gotas de agua que fue mayor bajo sombra. El dosel del arbol intercepta las gotas pequefias, hace
gotas mas grandes que al caer impactan con mayor fuerza las hojas del café infectadas, haciendo
que se dé una mayor liberacion de las esporas en el aire.

A lo largo del tiempo, se encontrd una relacion entre la cantidad de esporas producidas
por rama (proceso de esporulacion) y la cantidad de esporas capturadas por la trampa Burkard en
las mismas fechas. Cuando la esporulacion aumento, también lo hizo la cantidad de esporas
atrapadas y cuando la esporulacién bajé del mismo modo las capturas. Hubo una fecha
(06/07/2016) en la que esta relacion no se cumplio, ya que la esporulacion para ese fecha fue la
mas alta de todo el periodo de evaluacién, pero practicamente no hubo capturas. Esto pudo
deberse a que para esa fecha bajo sombra, el bloque 2 presentd una esporulacion muy alta
(418.583 esporas/rama) en comparacion con los otros dos bloques lo que elevd el promedio
general de esporulacion. La trampa Burkard por su parte, para esas fechas estuvo colocada en el
bloque 1, que de los tres fue el que presentd la menor esporulacién (12.916 esporas/rama).

En el caso de pleno sol en el bloque 1 para esa misma fecha, se dio la mayor esporulacion
(217.000 esporas/rama) de los 3 bloques sin embargo, las capturas fueron muy bajas. Esto
posiblemente se debid a que en la rama alta se dio la menor esporulacién (9.250 esporas/rama)
mientras que en la rama baja se dio la mayor (569.550 esporas/rama) lo que elevo el promedio de
esporulacién para ese bloque. La trampa Burkard al estar a una altura de 1,5m del suelo, tiene la
posibilidad de capturar principalmente las esporas que se encuentra en los estratos mas altos de
la planta. Es por esto que dificilmente la trampa pudo capturar la gran cantidad de esporas que
habian en el estrato bajo y por eso globalmente las capturas fueron muy bajas para ese bloque a
pesar de tener altos niveles de esporulacion.

Otro aspecto importante por considerar fue la distribucion de las capturas segun la
hora del dia y de las condiciones climaticas para esas mismas horas. La mayoria de las
capturas a pleno sol se dio durante las horas del dia, mismas en las que la velocidad del viento

aumento y practicamente no llovia. Para el caso de la sombra, se not6 un pequefio desfase en las
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horas de captura, incrementandose a la hora en la que generalmente comenzaba a llover. Lo
anterior reafirma lo encontrado con los modelos estadisticos.

Es importante comparar este resultado con la precipitacion (figura 14) y la esporulacién
(Figura 17(A)) que hubo durante ese mismo periodo. La esporulacion esta relacionada con
condiciones climaticas de lluvia y HR, por lo que una mayor frecuencia de dias con lluvia incide
en una mayor esporulacion y por ende una mayor posibilidad de capturar esas esporas producidas.
En el mes de febrero hubo dias en los que hubo una alta precipitacion y esto pudo influir en el
aumento de la esporulacion de finales del mes de febrero y marzo lo que aumento las capturas
para ese periodo. Posteriormente se dio un periodo relativamente seco (de marzo a mayo) en el
que hubo pocas lluvias y poca esporulacién, para ese mismo periodo las capturas fueron muy
bajas. Finalmente se dio un aumento en la frecuencia y cantidad las lluvias a partir del mes de
julio, esto coincidié con mayores niveles de esporulacién y también en un aumento importante de
las capturas para los meses siguientes.

Nuestros hallazgos concuerdan con lo descrito por Nutman et al. (1960) quien asegura
que la liberacion de las uredosporas es posible cuando llueve. Una lluvia de 0,8mm es suficiente
para producir la liberacion a través de la salpicadura producida por las gotas de agua. Por su parte
Vis (1986) coincide con la que energia cinética de las gotas de agua es mayor bajo arboles que a
campo abierto. En su estudio encontré que bajo los arboles habia de un 20 a 70% mas de energia
cinética. Becker, (1977) con sus trabajos aclard la importancia tanto de la lluvia y del viento como
medios de dispersion, indicando que la uredosporas principalmente se dispersan por el viento,
cuando no llueve, y que en un menor grado por el agua. Pero estos trabajos se hicieron al pleno
sol.

Nuestros resultados también concuerdan parcialmente con lo encontrado por Boudrot et
al. (2016), quien en el mismo lugar y con el mismo equipo que el nuestro, encontré que durante
el dia cuando no llueve, hay una mayor dispersién de uredosporas a pleno sol, mientras que
durante el dia cuando llueve, habia una mayor dispersién bajo sombra. Lo anterior difiere con
nuestros hallazgos pues no encontramos diferencias estadisticas de capturas entre los tratamientos
cuando llueve en el dia, pero las tendencias de que el viento es el principal vector de las esporas
al sol, y que la lluvia lo es bajo sombra se confirman.

A diferencia del estudio anterior en el que el periodo de toma de datos abarcé poco mas
de un afio y que incluyé la época de mayores precipitaciones y por lo tanto mayores niveles de
esporulacién, en este estudio las evaluaciones abarcaron solamente 6 meses y fueron en gran
medida en la época seca. Esto pudo influir en que en nuestro estudio no se encontraron diferencias
entre los tratamientos justamente para los periodos de lluvias pues no se tenian tantos datos. El
estudio de Boudrot et al. (2016) si concuerda con nuestros resultados en cuanto a la distribucion
de las capturas en el tiempo, siendo entre las 10:00am y las 4:00pm los periodos de mayor captura
y su relacion con el clima presente a esas horas. Asi como la relacion entre los periodos de mayor
esporulacion y el aumento de las capturas por la trampa.

43



Discusion General

Para tratar de entender mejor los efectos de la sombra sobre la roya, se plante6é hacer un
estudio que se enfocara en cada uno de los procesos que forman parte del ciclo de vida de la roya
anaranjada de café. Se sabe ahora, considerando las condiciones propias de nuestro estudio, que
el proceso de colonizacion de la roya sobre las hojas de café, afecta de igual forma a plantas que
estan bajo sombra como a pleno sol, esto a pesar de que el area de las lesiones siempre fue mayor
bajo sombra densa, pero es debido en parte a que bajo esta condicion la longevidad de las hojas
es mayor.

Una mayor longevidad de las hojas, da oportunidad a que las lesiones crezcan mas y estas
duren més tiempo produciendo y liberando nuevas esporas. Diferencias de esporulacion total
también puede deberse al hecho que bajo sombra hay mas infecciones (L6pez-Bravo et al., 2012),
lo cual podria incrementar el area afectada. Hay que tomar en cuenta que las condiciones
microclimaticas propias de cada tratamiento, influyen también sobre este proceso de
esporulacidn, sobre todo la lluvia y la HR. Las condiciones himedas de la sombra posiblemente
hayan propiciado una mayor intensidad de esporulacion por unidad de area esporulada.

Una vez que se ha dado el proceso de esporulacion y las uredosporas estan preparadas
para dispersarse lo pueden hacer por dos vias principales, una de ellas es por el viento. La sombra
dificulta el proceso de dispersion aérea de las esporas por el viento bajo condiciones secas. Por
otra parte cuando llueve, la sombra favorece la dispersion, especialmente durante la noche, como
lo mostramos, pero también durante el dia como lo mostraron Boudrot et al. (2016). Demostramos
que la energia cinética de las gotas de agua es mayor bajo sombra, lo que favoreceria la liberacion
de las esporas y su dispersion en el aire cuando llueve, por el impacto de las gotas sobre las hojas.

La segunda via principal de dispersién de las uredosporas es a través del agua, esta se
puede dar ya sea por splashing (salpique) o lavado. Segura (2016) en un estudio complementario
a este, en el mismo lugar y el mismo momento, ha estudiado el efecto de la sombra sobre este
proceso. Encontrd que el salpique de las esporas de roya producto de la lluvia es igual bajo sombra
que a pleno sol, y que las diferencias estadisticas encontradas fueron producto de la interaccion
del tratamiento con la posicion de las ramas en la planta. Esta interaccion no logré explicarse
satisfactoriamente. Para el caso del lavado encontrd que fue significativamente mayor a pleno sol,
por lo que bajo sombra se conservan mas esporas. Esto posiblemente porque la lluvia que cae a
pleno sol es méas uniforme y se mantiene mas en la planta produciendo un mayor escurrimiento.
En el caso de la sombra densa alta, como la gota trae una energia cinética alta, tiende a reventar
sobre la hoja y producir gotas que podrian salir de la planta hacia otras direcciones. También se
verificd que la sombra intercepta agua. Al haber menos agua en el cafetal, necesariamente hay
menos lavado.

Finalmente esta la deposicion, proceso que también fue evaluado por Segura (2016), quien
encontré que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que se deposita la
misma cantidad de esporas bajo sombra que a pleno sol. Encontr6é una mayor cantidad de esporas
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en las hojas més bajas de la planta. Esto es consecuente si se piensa que durante el lavado, el agua
arrastra las esporas desde la parte mas alta de la planta y las deposita mayormente en las partes
mas bajas. Luego del proceso de deposicion, cuando se dan las condiciones de clima adecuadas,
las esporas depositadas germinan, penetran la hoja por los estomas e inicia nuevamente el proceso
de colonizacion. Este ciclo se repite continuamente y su duracion esta ligada tanto a factores
fisioldgicos de la planta, como factores externos como el clima antes mencionados.

De esta forma se completa el estudio sobre el efecto de la sombra y el microclima sobre
los diferentes procesos que conforman el ciclo de vida de la roya anaranjada del cafe. La sombra
tiene diferentes efectos que estan en funcion de la interaccion con el microclima, en el cuadro 6
se muestra un resumen del efecto que tiene la sombra sobre cada uno de los procesos evaluados.

Cuadro 6. Efecto de la sombra sobre cada uno de los proceso del ciclo de vida de la roya.

Proceso Sol Sombra Fuente
Incidencia - + (Lépez-Bravo et al, 2012;
Pico, 2014)
Colonizacion = =
Esporulacion = + (Pico, 2014)
Intensidad de esporulacion - +

Dispersidn aérea (en seco durante el dia ) + - Boudrot et al. (2016)

Dispersion aérea (cuando llueve durante el dia) =

Boudrot et al. (2016)

Dispersidn aérea (en seco por la noche) + -
Dispersién aérea (cuando llueve por la noche) - +
Dispersion por el agua (Splashing) = = (Segura, 2016)
Dispersion por el agua (Conservacion de esporas) - + (Segura, 2016)
Deposicion = = (Segura, 2016)

(+ = favorece el proceso, tomando en cuenta solamente diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos)
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Conclusiones

La sombra densa de Cashé (Cloroleucon eurycyclum) no tuvo efecto sobre la colonizacion
de la roya sobre las hojas de café, este proceso se da de igual manera bajo sombra y a
pleno sol. El area de las lesiones es mayor bajo sombra densa, esto debido en parte a que
las hojas en esta condicion duran aproximadamente un 25% mas de tiempo en la planta
con respecto a las hojas a pleno sol.

Se encontro un efecto de la sombra sobre la intensidad de esporulacion, esta fue mas alta
bajo sombra densa, por lo que hubo més esporas por centimetro cuadrado en comparacion
con el pleno sol. Para el caso de esporulacion no se encontraron diferencias entre los
tratamientos, aunque si en la interaccion del tratamiento, la posicion de la rama y la
semana. Esto sugiere la importancia que tiene la esporulacion segun el estrato de la planta
y la semana de evaluacion, que esta asociada a las condiciones de clima, pues cuando se
aumento la frecuencia y cantidad de lluvias, de la misma manera la esporulacion.

Se encontrd una interaccion de la sombra densa con las condiciones de clima y las horas
del dia que determina la dispersién de las esporas de roya en el aire. Cuando no llueve, la
dispersion se favorece a pleno sol, cuando llueve la dispersion se favorece bajo la sombra
densa pero durante la noche, pues durante el dia no hay diferencias entre tratamientos. Sin
embargo, los valores de dispersion observados parecen extremadamente bajos, por lo cual
se piensa que la dispersién en el aire de la roya es un proceso secundario dentro del ciclo
de vida del patdgeno.

Las condiciones de microclima fueron muy importantes en la determinacion del efecto de
la sombra sobre los diferentes procesos de la enfermedad. La energia cinética de las gotas
de agua, mayor bajo sombra, explica que haya mas dispersién cuando llueve en esta
condicion. El efecto del viento sobre la dispersion en el aire, explica las menores
dispersiones observadas bajo sombra, cuando no llueve. Pues la sombra intercepta el
viento. La humedad relativa mas alta bajo sombra podria, por otro lado, explicar la mayor
intensidad de la esporulacion en esta condicion.

En nuestro estudio hemos comparado dos condiciones extremas, como lo son el café con
sombra densa de casha con una altura entre 13 y 15m y el pleno sol, esto con el fin de
encontrar diferencias. Bajo estas condiciones de sombra, el balance final indica que la
sombra tiende a favorecer a la roya. Lo que queda ahora es buscar un tipo de sombra cuyas
caracteristicas tiendan a disminuir, la intensidad de esporulacion y la conservacion de
esporas.
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Recomendaciones

Para un estudio posterior del proceso de colonizacién de la roya sobre hojas de café, se
recomienda hacer mediciones de la temperatura de la hoja que como se vio es un factor
muy importante que determina este proceso. De igual forma evitar tomar las fotografias
de las lesiones en presencia de mucha luz, ya que eso dificulta la identificacion del halo
clorotico de la lesion a la hora de estimar su area.

Los niveles de esporulacion estan muy ligados al inicio de la época lluviosa, por lo que se
propone que la evaluacién de este proceso se haga principalmente durante ese periodo.

De la misma manera, se propone hacer la evaluacion del proceso de dispersion aérea sobre
todo en la época en donde hay mayores niveles de esporulacion. Esto con el fin de obtener
buenos niveles de capturas y al mismo tiempo contar con mas datos a la hora de hacer los
analisis estadisticos.

Finalmente se recomienda mantener la sombra en los cafetales, pues se sabe que los
arboles proveen diferentes servicios ecosistémicos y se logran sistemas mas estables. Para
evitar que la sombra pueda favorecer a la roya, se propone utilizar arboles de porte mas
bajo que tiendan a disminuir la energia cinética de las gotas de agua. De igual manera que
sus hojas no sean muy grandes de manera que no intercepten mucha agua. Que se pueda
podar facilmente de manera que el nivel de sombra que produce sea el adecuado segun las
condiciones climaticas propias de la zona. Que se pueda podar durante la época lluviosa
y mantener una buena copa durante la estacién seca. Que sea fijador de nitrégeno y que
su biomasa se pueda incorporar como materia organica que aporte en la nutricién de las
plantas.
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