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1. Introduccién

Entre las enfermedades que afectan actualmentes gpléntaciones de café en
Centroamérica, la roya anaranjada es motivo deietrtec preocupacion debido a que la
epidemia caus6 una pérdida del 20% de la producd®mmérica Centralen el 2012,
provocando la declaracion de estado de emergendimeduras, Guatemala y Costa Rica.

Causada por el hongdemileia vastatrix,esta enfermedad afecta a las hojas vivas de
café y puede causar defoliacion importante dandmocagesultado una reduccién del
rendimiento y un debilitamiento de la planta deécéfste debilitamiento causa pérdidas sobre
varios afos (Avelino et al., 1999).

Después de su llegada en 1976 a Nicaragua, laamg@anjada alcanzoé, a pesar de los
planes de erradicacion con el control quimico,taldscerse definitivamente en toda America
Central para 1986 (Avelino et al., 1999), gracids gran capacidad de dispersién de sus
uredosporas (Bowden et al., 1971). En efecto, aHqwastatrixpuede producir teliosporas
y basidiosporas, la principal forma de multipligacidel hongo es la uredospora debido a su
morfologia mas adaptada a la supervivencia, laedigin y la infeccion (Fernandes et al.,
2009). Una vez establecido, el hongo completa sar@@es su ciclo de vida para propagarse
mas o0 menos rdpidamente segun las condiciones @atiall®

Se observé que la simplificacion, es decir la reducde biodiversidad en los sistemas
agricolas, ofrece condiciones favorables a unraltel de vulnerabilidad a los patégenos. De
esta observacion se iniciaron numerosos estudidantto de determinar los efectos de la
biodiversidad sobre la dinAmica de las plagas grerddades (Ratnadass et al., 2012). Entre
esas practicas, la sombra, proporcionada por stensas agroforestales, es un factor cuyos
efectos sobre la enfermedad siguen siendo contideer En efecto, algunos estudios
demostraron que la sombra favorece la etapa decidfe de la roya (Staver et al., 2001),
otros que la perturba (Soto-Pinto et al., 2002)p pe mas probable es que la sombra tiene
efectos antagonistas sobre las distintas fasesfelecion por el hongo (Avelino et al., 2004;
Lopez-Bravo et al., 2012). Sin embargo, ningundistepidemiolégico fue realizado sobre el
efecto de la sombra sobre la fase de dispersiORl.deastatrix un proceso clave en la
propagacion de la enfermedad. Trabajos previos eltkdB, realizados en 1977 en Kenya
(Becker, 1977; Becker y Kranz, 1977), permitieroejorar los conocimientos sobre los
medios de dispersion de la roya. Se observd qudeato y los cosechadores eran los
principales vectores de dispersion de la uredospehll. vastatrix la lluvia parecio afectarla
a menor grado y la dispersion por los insectosragedevante (Becker, 1977). Los resultados
y las alternativas de mejoramiento de estos traba@gs sirvieron de base para disefar el
experimento y elegir los factores de estudio.

Por lo tanto, en nuestro estudio se propuso evalugfiecto del microclima, en parcelas
con condiciones extremas de exposicion al sol (saménsa y pleno sol), sobre la dispersion

! http://www.cirad.fr/actualites/toutes-les-actuaitommuniques-de-presse/2013/rouille-orangee
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de las uredosporas te vastatrix El propdsito era clarificar la funcion del sondmte en el
manejo integrado de la roya anaranjada del cafeto.

2. Materiales y métodos

2.1.Ubicacién y caracteristicas del area de experimento

El experimento fue realizado en la finca experiraedel CATIE, Centro Agrondmico
Tropical de Investigacion y Ensefianza, Turrialbast& Rica, de agosto a diciembre 2013, en
el area dedicada al ensayo de sistemas agrof@estah el cultivo de café. Las coordenadas
geograficas ubican el ensayo en el paralelo 9°53¥4atitud norte y el meridiano 83°40'7”
de longitud oeste, a una altitud de 685 msnm (Haggal., 2011). Entre 2000 y 2011, los
datos meteoroldgicos de la estacion del CATIE ixdiana precipitacion promedio anual de
3037 mm, una temperatura promedio de 22°C, humeelativa promedio de 89.6% vy
radiacion solar promedio de 15.7 Mj/m2.

El ensayo fue establecido en el afio 2000 y sersldisobre 9.2 hectareas. El cultivar de
café utilizado fueCoffea. arabicalL. - cv. Caturra, plantado en agosto del mismo afo
colocando dos arbustos por punto de siembra pana a@ensidad de siembra de 5000 plantas
por hectarea (Haggar et al., 2011). Este sitioigeladen tres bloques incluyendo parcelas
principales que cuentan con una distribucion dsolabra de diferentes arboles forestales y
subparcelas donde se realizan distintos tratanseanidérminos de fertilizacién y control de
las malezas y plagas.

2.2 Factores en estudio

En este ensayo, se utilizan tres tipos de arbokessambra: el PordErythrina
poeppigiana)el CashaChloroleucon euryciclumy el Roble Terminalia amazoniga Tienen
caracteristicas distintas en términos de funcidle ynanejo (Cuadro 1). Actualmente, en los
arboles de Pord, se practican dos tipos de podandegndo del tratamiento, una poda
dréstica y una poda regular. La poda regular se#lefea 4.5 m de altura y se realiza dos veces
por afo. La poda drastica consiste en la elimimadala copa a dos metros de altura al inicio
del afio (diciembre a enero), manteniendo solo &saf@anchez, 2011). La presencia de cada
una de estas especies, sola 0 en asociacion can aftece siete distintos niveles de
sombreado incluyendo el nivel de sombra cero cporediente a las parcelas en pleno sol.

Cuadro 1: Caracteristicas de los arboles de sombra deyerfsiaggar et al., 2011).

Especie Leguminosa Copa Uso
Erythrina poeppigiana Si baja servicio

Chloroleucon euryciclum Si alta madera
Terminalia amazonia No alta madera

Se practican cuatro niveles de manejo agronOmicoeleensayo con respeto a la
fertilizacion foliar y del suelo, y el control déagas y malezas (Cuadro 2).

En el caso de nuestro estudio y debido al limitadonero de trampas de esporas
disponible, el experimento fue realizado en doshinationes de factores, con el propdsito
de estudiar el efector del factor sombra. Asi,@aparo la dispersion entre dos parcelas con
el mismo manejo agronémico, medio convencional (M€)condiciones extremas de
exposicion al sol: una con sombra densa (SD), ew d asociacion deChloroleucon
euryciclum y Erythrina poeppigianala otra sin sombra (SS).



Cuadro 2: Caracteristicas de los niveles de manejo agracwadel ensayo.

Intensidad de manejo Fertilizacion Fertilizacion Control de  Control de las
agronémico del suelo foliar las malezas enfermedades
Alto Convencional (AC) Fertilizante Minerales Herbicidas 2 aplicaciones
completa (MULTIM, de cobre y un
(1000 kg/ha) boro, zinc) fungicida
310 kg N/ha sistémico
(CIPROSOL)
Medio Convencional (MC) Fertilizante Minerales Herbicidas 2 aplicaciones
completa en carril, de cobre y un
(500 kg/ha) chapeas en fungicida
180 kg N/ha calle sistémico
(CIPROSOL)
Medio Orgénico (MO) Gallinaza Biofermento Chapeas 3 aplicaciones
(10 t/ha) con selectivas  caldo bordelés,
KMAG minerales 1500g/ha
(100 kg/ha)
Bajo Orgéanico (BO) Brosa de café  No Chapeas No
(5 t/ha) selectivas

2.3.Metodologia de toma de datos

2.3.1. Datos de micro clima

Sensor de temperatura
v de humedad relativa
Fotografia 1. Sensores de velocidad del viento y temperatunadaiad relativa que se
utilizaron en las estaciones meteoroldgicas
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Se establecieron en dos parcelas con condicionssmera extrema (sombra densa y sol)
un data logger (Hobo weather station), un aneman{&t©OBO wind Speedy smart sensor),
un sensor de temperatura de aire y humedad re(d@raperature/RH smart sensor S — THB
- M0OOx) (fotografia 1). El ltimo sensor proporcadra también los valores del punto de rocio.

Los sensores fueron ubicados a la par de las plalgecafé, organizados de la misma
forma en cada parcela experimental, en cuantoubisacion, altura del suelo. Durante todo
el estudio se mantuvieron instalados los sensorésseensayos, dandoles mantenimientos de
limpieza y cambio de tutores de cada sensor.

El data logger (Hobo weather station) se programada pealizar una lectura cada 30
segundos y registrar un promedio cada 15 minuto®l Easo del anemometro, se registran de
la misma manera una velocidad promedio cada 15 tosny una velocidad maxima de
rafagas con lecturas realizadas cada 2 segundeslaPeecopilacion de la informacion que
registra el data logger Hobo se utilizé el prograhiebo Ware. Cada 8 a 15 dias se
recolectaba la informacion generada por los sessaherante el tiempo que duraron los
ensayos de campo. Se realizé un proceso de cafibrde los sensores de humedad relativa.

Los datos de pluviometria se obtuvieron gracias estacion meteoroldgica del CATIE.
Se utilizaron las medidas de un pluviégrafo meaamimporcionando datos continuos en
milimetros.

2.3.2. Datos de dispersion

Fotografia 2 : Dispositivo de trampeo (a), trampa Burckard® {ldmpa Rotorod® (c).

Para monitorear la dispersion de las esporas de ssyinstalaron dos tipos de trampas,
conocidas como Buckard® y Rotorod® (fotografiae?) el centro de dos parcelas: el testigo
en la parcela sin sombra con manejo medio conveakc{®SMC) y el otro en la parcela con
sombra densa y manejo medio convencional (SDMCinieho bloque. Se cambié de bloque
semanalmente.



El establecimiento de los sitios de trampeo, e§ teinstalacion de poste de metal para
colocar las trampas Burkard y de madera para $aspss Rotorod y su timer, se realizé a
partir del 12 de agosto 2013. Previo al establemitoi definitivo del experimento se
realizaron pruebas, con el propésito de calibrdumtionamiento de la trampa (movimiento
del tambor y aspiracién de la trampa Burkard y fierde rotacion de la trampa Rotorod), asi
como chequear el rendimiento de las baterias.

Asi, el dispositivo, instalado en el centro de kEcpla de interés, incluye una caja
enganchada al poste de metal, cerrada con un capdaa proteger las tres baterias de 12V
necesarias, y dos trampas remotas de 1,30 m paréaquesencia de la una no influya las
medidas de la otra: una trampa Burkard ubicadaaaaliora de 1,50 m y una trampa Rotorod
ubicada a mas o menos la mitad de la altura deldasas de café, es decir 1,20 m de altura.

Principio de funcionamiento de las trampas Buckard® Rotorod®

La trampa Burkard consiste en un motor, que periaigspiracion del aire en una camara
por una ranura de succion de dimensiones 14 mmm2En el estudio, se fij6 la aspiracion
a 10 litros de aire por minuto. En esta camaragiréambor con un tiempo de rotacion que
puede ser de 1 hora hasta 7 dias. Este tamborc@sigrto con una cinta recubierta con
vaselina solida, lo que permite pegar las partécsiespendidas en el aire que pasan frente a la
entrada. Esta trampa funciona en continuo, asuisdepcalcular la concentracion de esporas
de roya dispersadas en seco en el tiempo.

La trampa Rotorod consiste en un motor que haae gina barra metalica donde se
colocan dos palitos de poliestireno transparergedichensiones 1,52x1,52x32mm. Al girar
con una velocidad de 2400 rpm, los palitos se kewamgracias a la fuerza centrifuga y
colectan las esporas que se pegan sobre el bordag@e gracias a una capa de grasa de
silicona. Esta trampa funciona la décima partetidelpo. En efecto, usando un timer, se fija
el tiempo de funcionamiento a un minuto para umpie de reposo de diez minutos.

Procedimiento de trampeo

El experimento empezo el 26 de agosto de 2013nthueh periodo de cosecha, y se acabo
el 16 de diciembre de 2014 (el experimento siguelemarco de la tesis de maestria de
Jimmy Pico). Y cada semana, los dispositivos sealiain los dias lunes a las 8 a.m. y se
retiraban los dias jueves a las 8 a.m. para guleal@sias no se agoten. Durante los tres dias
de captura, se trataba de ir tres veces al carapa, dia, para cambiar los palitos de la trampa
Rotorod, a las 8:00 a.m., 12:00 a.m. y 4:00 p.menficar cada vez la carga de las baterias y
el nivel de la aspiracion de la trampa Burkard. biggm, cada dia se contaban las esporas
encontradas sobre los palitos recogidos mientradagucintas de las trampas Burkard fueron
analizadas los dias de jueves y viernes. Se cambmbloque cada semana.



Conteos al microscopio optico

Al laboratorio, se hacian los conteos de uredosp@eogidas por las trampas utilizando
un microscopio optico y con el zoom x10 para unenbmde x100.
De tamafio promedio 23 pum, la uredospor&ldeastatrixse reconoce facilmente gracias a su
color amarillo debido a la presencia de pigmenta®tenoides, y a su forma reniforme,
equinulada sobre su mitad superior y lisa sobigasie inferior.

Para realizar los conteos y calcular después laseotraciones de uredosporas, se utilizé
el protocolo descrito en anexo.

2.3.3. Variables y analisis estadistica

En el estudio, la utilizaciébn de dos tipos de tramncluye una comparaciéon de su
eficiencia de captura. Por eso, la variable “[spBfncentracion de esporas por metro cubico
por hora, calculada con de la trampa Burkard, mésiga, fue transformada al formato de la
variable “[spR]”, concentracion de esporas por metibico por periodo de captura, calculada
con la trampa Rotorod. Asi, se pudo hacer una segrdineal entre los datos proporcionados
por las dos trampas.

Con el fin de elaborar un modelo de dispersiénadeuredosporas de roya anaranjada, se
analizé el efecto de cada uno de los factores lil@lac(excepto mojadura) y del factor
sombra, asi como de las interacciones dobles $alwariable “spB”, es decir el numero de
esporas contadas por hora. Las variables de clipkcativas fueron las variables “Raf’
(rafaga maxima por hora en metros por segundo)(pRi/iometria por hora en milimetros),
“HR” (humedad relativa por hora en %) y “tsl” (tipmsin lluvia, es decir nUmero de horas
desde el fin de la dltima lluvia). La variable respta, “spB”, es una variable de conteo,
entonces se utilizo la ley estadistica de Poissonue modelo de tipo modelo lineal
generalizado mixto (GLMR). Los factores climétigos! factor sombra fueron considerados
como factores fijos. Los bloques “bloc”, “sem” (néra de semana desde el inicio del
experimento) y “cosecha” (cosecha o no en el bladgienterés) fueron integrados como
variables aleatorias para tener en cuenta su idlaesin estudiar su efecto.

3. Resultados

3.1.Comparacion de eficiencia entre la trampa Burkdadtygampa Rotorod

log(10)([spR]+1)=f(log(10)([spB]+1))

2,50
2,00 *
! ¢ y =0,6338x +0,0952
. 2 _
5 150 . . N ¢ R*=0,3938
6 4 ¢ °t " ¢ ./
- . * 0 *
2 1,00 | — v :
> : .z ¢ . .03 . .
0,50 4 —+**%%, = v .
M: ¢ . ¢ * .
v S e e - o
0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Burkard
Gréfico 1 : Regresion lineal entre las variables [spB] y [spRifisformadas (P<0.001)

Existe una relacion significativa entre la concacitin de esporas capturadas por la
trampa Burkard y la trampa Rotorod (grafico 1) ainqo se instalaron a las misma altura.
Sin embargo, el analisis muestra que la trampaddr&frece una eficiencia mas importante
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a bajas concentraciones de esporas en el aire. fégto,e cuando se calculaba una
concentracion cero de esporas con la trampa Rot@od3.6% de los casos la trampa
Burkard lograba capturar esporas, mientras séémsentré 23.6% en el caso contrario.

3.2.Efecto del microclima vy de la sombra sobre la disipe de las uredosporas

3.2.1. Modelo lineal generalizado mixto (glmr)

En esta parte, se utilizaron Unicamente los datogopcionados por la trampa Burkard,
porque se podia tener datos por hora en vez dedpsride cuatro o dieciséis horas con la
trampa Rotorod. Por lo tanto, en los siguientesisigase estudidé unicamente la dispersiéon en
seco de la uredosporas He vastatrix EI modelo lineal generalizado mixto nos permitio
estudiar el efecto de los factores de interés,ssoloen interacciones dobles, sobre la
dispersion en seco de las uredosporas. Antes dezampl analisis, se tratd de eliminar las
interacciones cuyos factores estaban demasiadasilaitos. Asi, no se incluyeron en el
modelo la interaccidn entre la pluviometria (Payhumedad relativa y la interaccion entre la
humedad relativa (HR) y el tiempo sin lluvia (tsBdemés, para aumentar la precision
estadistica de los resultados, se decidio no @neuenta los datos de trampeo entre las 10pm
y las 7am porque de noche siempre se observabdispasion en seco cerca de cero.

Se nota que son mas las interacciones entre faofjoie los mismos factores las cuales
tienen un efecto sobre la dispersién en seco derkdosporas (cuadro 3a). En efecto, en
comparacion con las interacciones, los factoreséticos P, tsl, HR y Raf tienen un efecto
minimo sobre la dispersion en seco de las uredasp&t modelo definitivo de prevision de
la dispersion en seco fue el siguiente :

mO<-glmer(spB~sombra +sombra :P+ sombra :tsl+sombraHR+P :Raf+ts| :Raf+HR
‘Raf+(1|bloc)+(1|sem)+ (1|cosecha), family="poissbndata=t)

Cuadro 3: Significancia de los efectos de todos los factoselos o en interaccién doble (a)
significancia de los efectos de los factores derés, solos o en interaccion (b) (***, P<0.001;
** P<0.01; *, P<0.05)

(@) Dif(AIC) P-value (b) Dif(AIC) P-value

sombra 22,3 8,13E-9*** sombra 68,2 2,2E-16"**

P 0 1 sombra : P 90,9 2,2E-16%*+

tsl 0 1 sombra : tsl 221,8 2,2E-16%**

HR 0 1 sombra : HR 59,3 1,8E-14%*

Raf 0 1 P : Raf 27,8 4,7E-8

sombra : P 10,1 0,00052*** tsl - Raf 225 7,6E-6%+*

sombra : tsl | 132,4 2,2-16%* HR : Raf 111,9 2,2E-16***

sombra : HR | 24,7 2,45-Tx

sombra : Raf| -2 0 .96 La significancia se evalla calculando la

P - ts| 0.2 0.135 diferencia de AIC (criterio de explicacién del
. ’ modelo) entre el modelo completo y el modelo

P : Raf 24,9 2,13E-7 excluyendo la variable considerada. Una gran

tsl : Raf 35 1,17E-9*** diferencia de AIC significa que la variable tiene

HR : Raf 33,2 3,06E-9*** un gran poder de explicacion.

A través de la significancia de los efectos dddosores de ese modelo definitivo, aparece
gue la sombra sola influencia menos la dispersibeego que la sombra en interaccién con
factores climaticos.



Desgraciadamente, seis meses de toma de datosspersibn no permitieron tener
efectivos bastante importantes en los rangos ersata combinaciones de los factores. Por
€s0, no se analizaron las representaciones emlitresmsiones propuestas por el modelo de
prevision.

3.2.2. Analisis del efecto de las interacciones de intesébre la dispersion de la
roya

Media de [spB] (esporas.m™ de aire)
14

Cc
12 c
10
8 — [ClaseRaf
b O Raf [0-2][ m/s
6 - |ORaf>2m/s
4
a
2
0
P [0-3[ mm P >3 mm

Grafico 2 : Representacion del efecto de la interaccion déaltsres de rafagas y
pluviometria sobre la dispersién en seco de ladosgeoras dél. vastatrix

En ausencia de lluvia o con muy bajos valores deigunetria, la presencia de rafagas de
velocidad superior a 2nmtspermite observar una dispersién en seco de laosperas tres
veces mas importante que en ausencia de rafagdsc¢ge). Las rafagas aparecen como un
medio eficiente de dispersion en seco. Sin embargbyviometria mas fuerte, la presencia o
ausencia de rafagas no influye de manera signifeca&n la dispersion en seco, aunque ésta
aumento en ambos casos. La presencia de lluvigatieatel efecto de las rafagas.

Media de [spB] (esporas.m™ de aire)

b
6 -
b
5 -
4 — |ClaseRaf
ORaf [0-2][ m/s
3 ORaf>2 m/s
2
a
a

1
0

tsl [1-48] horas tsl>48 horas

Grafico 3 : Representacion del efecto de la interaccion déltisres de rafagas y tiempo sin
lluvia sobre la dispersion en seco de las uredaspaeH. vastatrix
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La variable “tsI” permite estudiar el efecto de ipdos largos sin lluvia sobre la
dispersion. En la estacion lluviosa, cuando se dizxperimento, estos periodos eran cortos.
Para tener buenos efectivos, se crearon Unicardesteategorias: de una hora a dos dias sin
lluvia, y mas de dos dias sin lluvia. En el grafRiocomo ya se not6é en el grafico 2, se
observa que las rafagas aumentan el fenébmeno plersidn en seco, pero no se observa un
efecto significativo de la interaccion entre lafagas y el tiempo sin lluvia, posiblemente
porque esta interaccion era la menos significatevéodas.

Media de [spB] (esporas.m™ de aire)

14

12

10

sombra
8 1 PS
b OsD

6 -

a ab
4 -
2 -
0

P [0-3[ mm P >3 mm

Gréfico 4 : Representacion del efecto de la interaccion déldsres de sombra y
pluviometria sobre la dispersion en seco de ladosgeoras dél. vastatrix

A bajo nivel de pluviometria, entre Omm y 3mm porahde lluvia, la sombra no tiene un
efecto significativo sobre la dispersion en seaafigp 4). Cuando aumenta la pluviometria,
también aumenta la dispersion en seco en ambolesige sombra. Pero el efecto es mucho
mas importante bajo sombra con una concentracidmgutia de esporas por metro cubico de
aire alrededor de 15 contra 6 esporas por mettasazside aire en pleno sol.

Media de [spB] (esporas.m™ de aire) -
|9)

5 -
4
a
sombra
37 PS
a OosbD
a
2 -
1 -
0
tsl [1-48] horas tsl>48 horas

Grafico 5 : Representacion del efecto de la interaccion déltisres de sombra y tiempo sin
lluvia sobre la dispersion en seco de las uredaspaeH. vastatrix
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Con mas tiempo seguido sin lluvia, la dispersiéexo sigue igual en presencia de
sombra, pero aumenta de manera significativa erofdel (grafico 5). En pleno sol, después
de dos dias sin lluvia la dispersién en seco awsr@mimas del doble hasta una concentracion
promedio de méas de 5 esporad.de aire. Pero tampoco alcanza el nivel de dispreisi
seco que se puede observar en el gréfico 4, conamntracién promedio de 15 esporas.m
de aire.

4. Discusion

Este experimento primero tenia como objetivo dedist el efecto de la sombra y el
microclima sobre la dispersién en seco y por lpisatiura de las uredosporasHievastatrix
Por eso, se habia instalado dos tipos de trampakail para la dispersién en seco y Rotorod
para la dispersion en seco y por la salpicadurae®ibargo, la trampa Burkard aparecié mas
eficiente que la trampa Rotorod. La hipétesis nrébgble para explicarlo seria la diferencia
de funcionamiento de las trampas. En efecto, lageaRotorod funciona de manera pasiva
mientras que la trampa Burkard, aspirando el &ineciona de manera activa. Ademas, la
toma de datos con la trampa Rotorod era por pesiadovarias horas, mientras la trampa
Burkard proporcionaba datos en continuo. Por ltotael andlisis se enfoco sobre los datos de
la trampa Burkard es decir la dispersion en sedasleredosporas.

Los factores climaticos en interacciones, pero tamtel manejo de la sombra en
interaccion con el clima, tienen un efecto sobrdisa@ersion en seco de las uredosporad.de
vastatrixen sistemas agroforestales de café.

Los dos factores climéaticos que influyen mas Ipelision en seco de las uredoporas son
las rafagas y la pluviometria. En efecto, al comralel tiempo sin lluvia, son factores
“activos” que provocan movimientos del follaje ytamces la liberacion de las uredosporas.
En el caso del factor rafagas, el fendmeno de digpeen seco es logico y en el caso de la
lluvia, son los impactos de las gotas los que pramda liberacion de las uredosporas. En
sistemas agroforestales, los arboles interceptargdéas pero crean gotas de tamafio mas
importante, por efecto de canalizacion. Estas daspués con mas o menos velocidad, sobre
las hojas de café, en funcion de la altura detbslés. En nuestro caso, teniamos sombra de
Casha (en asociacién con Pord) de gran tamafori@upel5 m, lo cual podria explicar la
mayor dispersion observada. Ademas, los arbolesimisyen el fendmeno de lavado que
neutraliza la dispersiéon en seco en pleno sol.

Despueés de dias seguidos sin lluvia, el efectasledfagas no parece tener mas eficiencia
sobre la dispersion en seco. Pero se observa ubic@ompleto de tendencia, la dispersion
se vuelve mas fuerte en pleno sol. La ausenciaod#ra puede provocar un estrés del
sistema cafeto/hongo mientras que la sombra pemmétetener una humedad relativa mas
alta. El aumento de dispersion en pleno sol tenddmo causa un mecanismo de
supervivencia, es decir de produccion de uredospgrar del hongo en frente al
debilitamiento de su huésped. Para comprobar ladagade esta hipotesis, seria necesario
establecer una relacién entre la dispersion yddymcion de uredosporas Hevastatrix

Las conclusiones de este estudio podrian expkraparte, la epidemia de 2012. Ese afio
presentd periodos secos, intercalados con peribdosedos. Este clima especial pudo
favorecer una produccién importante de uredospaueante los periodos secos, uredosporas
gue se dispersaron sobre todo durante los perlogtogdos.
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Anexos
Protocolo Burkard

Pag(taalla Indicador de
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fijacion | periodo
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N @%J < Pestillo de la puerta
ik <

Figura 1: Esquema técnico de la trampa Burkard

» Preparacion y ubicacion de la cinta

- Colocar el tambor (Figura 1) en el apoyo proporatin por Buckard® para instalar la
cinta

- Poner un pedazo de cinta adhesiva doble cara al des la raya negra central con el
propoésito de sujetar la cinta. La anchura de estlazp no tiene que alcanzar la raya
negra de derecha o la raya verde

- Colocar la banda en el tambor, con una pinza limpsegurando que se aplica
correctamente en su superficie

- Usando una espatula, aplicar la vaselina sélideedatbanda, en sentido horario

- Refinar la capa de vaselina con un trozo de ciata facilitar la observacion de esporas

- Colocar el tambor en la caja de proteccion espeeiale prevista para transportarlo,
evitando tocar los bordes.

* Montaje del tambor y puesta en marcha de la trampa

- Unavez en el campo, instalar el tambor en la teaByrkard colocando la raya verde
enfrente de la linea verde en la parte fija dealapa que indica la posicion de la
entrada del aire

- Apretar la tuerca (Figura 1) para fijar el tamboresta posicion

- Conectar la trampa a las baterias

- Ajustar el tiempo de rotacién a 4 digsacias al botén de seleccion del periodo (Fidra

- Colocar el boton On/Off en posicion “On” para imicla aspiracion

2 El tiempo de rotacion de 4 dias permite la divisié la cinta en trozos representativos de 12 horas
13



- Usando el sensor de flujo de aire Burkard y eliloren la parte atras de la trampa
(Figura 1), ajustar el flujo de aire a 10 L/min. parte superior del indicador debe estar
a la altura de la marca 10 L/min

- Pasar una aguja en la parte baja de la ranuracd@sule la trampa, para marcar sobre la
cinta el inicio de la captura de uredosporas

- Presionar el boton “Start” para iniciar la rotaca®l tambor

- Cerrar la trampa y aplicar silicona alredor dedarpa para que sea hermética

- Verificar frecuentemente el nivel de la aspiracjde puede disminuir con el nivel de
carga de las baterias, que la ranura de succiéaanobstruida y que la trampa pueda
girar correctamente.

* Recoleccién de la cinta y preparacion de los portdjetos

- Eljueves, después de tres dias de captura, alirarhpa para apagarla y recoger el
tambor

- De nuevo, colocar el tambor en la caja de protec@épecialmente prevista para
transportarlo, evitando tocar los bordes

- Una vez en el laboratorio, instalar el tambor eapelyo proporcionado por Buckard®

- Con una pinza limpia, quitar la cinta del tamboreégsentido antihorario y colocarla en la
regla medidora de tal manera que la marca hechla@guja en la extremidad inicial se
encuentre en el nivel de la primera graduacion

- Usando las pequeiitas graduaciones de la reglaegeaipelo afilado, cortar banditas de
42mm que corresponden a 12 horas de captura (336éonrasponden a 4 dias de
captura)

- Poner una gota de agua sobre cada uno de los Ipettzonecesarios

- Colocar las 6 banditas obtenidas sobre los portmbj(lado de captura por encima),
gracias a una pinza (se puede tocar los bordesaeth porque no pasan a delante de la
ranura de aspiracion)

- Mantener cada portaobjetos en una caja de Petda Bhsonteo, asegurando que se puede
reconocer el inicio y el fin de cada bandita.

» Conteos de las uredosporas

El conteo de las esporas de roya (de tamafio cer@2bdm) se hacia con el uso del
microscopio 6ptico con el zoom x10, es decir un entm de 10x10=100, verificando con el
zoom x40 en caso de duda. Con el zoom x10, el calepabservacion es de 2mm. Observar
toda la bandita toma mucho tiempo, entonces la meaye los autores sélo leen una porcion
de las banditas.

En nuestro estudio, se observaba la porcién cenpratalela a la direccion de rotaciéon de
la cinta con el fin de tener en cuenta el areaedgs que no pasa en frente de la ranura de
aspiracion, pero también evitar de leer solamenteagmento de cada hora. En efecto, con el
método de lectura perpendicular a la direccionotigcion de la cinta, se lee un fragmento de
tiempo en cada hora, en general la media horaateltdrcual puede llevar a un sesgo si las
capturas de la fraccion de hora seleccionada steredies de las de la fraccion no
seleccionada. En cambio, la lectura longitudinainite tener una lectura continua sobre la
banda sin seleccionar fracciones de tiempo. Quedan del conteo las areas longitudinales
extremas de la banda donde las capturas son asipwimenores por escape de las esporas
hacia fuera de la banda. Este sistema de contdessebe a continuacion:
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Campo de 12 horas: 42mm

observacion N
\ ~ N
; h
l Area de sesgo

2mm

> 20mm

N N
I T T O
D S W W W
A A A

Area de sesgo

: : : >
\_Y_n_,_l Tiempo

lera 2da Figura 2: Dibujo explicativo del método de conteo de landitas.
hora hore Los cilindros con relleno verde representan los pam

(3,5mm) donde se hacian los conteos.

Instalar el portaobjeto en la plataforma del micogpso

Con el zoom x10, buscar la esquina inferior izglaatte la bandita

Mover de dos campos de observacion hacia arriba @apezar la lectura en el tercer
campo

Observar toda la linea (Figura 2)

Cada vez gque se encuentra una espora 0 un grigspdeas, anotar en que graduacion del
microscopio se encontrd

Al final de la observacion de la linea, volver micio de la banda para determinar las
horas de captura con el método presentado eruliafg)

Anotar el numero de esporas encontradas y las boresspondientes

Segquir el conteo cambiando de linea (Figura 2)gHadinea sexta

12 horas: 42mm
/\

~ N
2mmrr 1.5mm = 34 del campno de observau

Campo de
observacion

v v ~ ' : micrémetro

lera hora 2da hora 3era hora del ocular
(3.5mm’

Figura 3 : Dibujo explicativo del método de busqueda dedea de captura.
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» Calculo de la concentracién

Para calcular las concentraciones de esporasiagmlbs conteos hay que tener en
cuenta el tamafio de la porcion observada en cadsshbre las banditas y también el
volumen de aire aspirado por la trampa en cada hora

: numero de esporas encontradas por hora

: ancho del area de conteo

: ancho del area correspondiente a una hora

: volumen de aire aspirado por hora (10L/min =ri*fhora)
: concentracion de esporas por hora (espofjs/m

o< >»Z2

C:N_A
aVv

Protocolo Rotorod

r

Figura 4 : Fotografia de trampa Rotorod
* Preparacion de los palitos y puesta en marcha de teampa

- Con la pinza limpia, tomar un palito limpio y, usanun guante de latex, poner una capa
fina de grasa de silicona

- Colocar los palitos cubiertos de grasa de silicméa cajitas de proteccion especialmente
prevista para transportarlos

- En total, preparar por lo menos 12 palitos con estodo (solo 12 son necesarios, los
otros sirven para substituir a unos que podriancase)

- Unavez en el campo, usando una pinza limpia,lardtas dos palitos en los huecos
previstos en la trampa Rotorod (Figura 4).
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* Recoleccién de los palitos y conteos de las esporas

- Con la pinza limpia, recuperar cada palito y callecan la cajita de proteccion, borde de
ataque orientado hacia el centro de la cajita jesmite recordar y proteger este borde
que es el de captura de las esporas)

- Una vez en el laboratorio, colocar los palitos kap®yo de lectura (Fotografia 2) borde
de ataque hacia arriba

- Con el zoom x10, observar la parte del borde dquat que quedaba al exterior de la
trampa. Es decir un éarea de 1,52 mm (anchura tied)pde anchura y de largo 2 cm a
partir de la extremidad que quedaba al exterigistéma de fijacion.

- Anotar el numero de esporas encontradas en camal@ele captura sumando el nUmero
de esporas encontradas en los dos palitos cormdispoes.

Figura 5 : Fotografia del apoyo de lectura de los palitastdtod
¢ Calculo de la concentracion

Con esta trampa, solo se puede calcular una coacemt de esporas por periodo de
captura.

N : Numero de esporas encontradas en el area deocont

a (4rea de conteo en m2) = anchura del palito (&R@1) * longitud del palito (0.023 m) * 2
(ambos palitos)

D : Diametro del eje de rotacion metalico (m)

v : Velocidad de rotacion del eje (Revoluciones Paruib)

t : Tiempo de captura (en minutos)

C : Concentracion de esporas por periodo de captura
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