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RESUMEN

La siguiente investigacion se planted, con el objetivo de desarrollar estrategias
para el manejo de la chasparria que afecta cicas, por medio del conocimiento de
la planta y el estudio de la etiologia de la enfermedad. La metodologia se dividid
en tres etapas. En la etapa I, se determinaron las principales etapas de emision
foliar de C. revoluta, las cuales fueron descritas como Infantil (V1), Formacién
(V2), Juvenil (V3) y Madurez (V4). Se elabor6 una escala fotografica
representando cada fase junto a la descripcion de la misma. En la etapa Il se
aislaron e inocularon hongos provenientes del tejido infectado, se compararon
con las de la fuente de in6culo. Se determiné que el agente causal de
chasparria es Colletotrichum proteae, el cual presentd un periodo de incubacion
(PI) de tres a cinco dias en V1, V2, V3 y un periodo de latencia (PL) de seis dias;
mientras que para V4, el Pl fue de siete dias y el PL fue de nueve dias. Las
hojas se afectaron con mayor severidad fueron etapas V2 y V3 de emision foliar.
Por otra parte, se realizaron analisis de sensibilidad in vitro de C. proteae a diez
fungicidas (protectantes y sistémicos) en seis diferentes concentraciones del
ingrediente activo (0,01 - 0,1 - 1 - 10 - 100 mg L™). Entre los protectantes que
ejercieron un mayor porcentaje de inhibicion mayor al 50% de la colonia fueron:
propineb, metiram y clorotalonil; mientras que los sistémicos fueron prochloraz,
difenoconazole y pyrimethanil. Los ingredientes activos fueron categorizados en
Alta sensibilidad (prochloraz, difenoconazole y propineb), Media Sensibilidad
(pyrimethanil), Baja Sensibilidad (metiram) e Insensibilidad (clorotalonil,
azoxistrobin, boscalid, mancozeb y mancozeb + oxicloruro de Cobre). Durante
la etapa lll, se establecieron dos experimentos en Blogues Completos al Azar,
con 20 unidades experimentales, distribuidos en cinco bloques y cuatro
tratamientos. Uno de los experimentos fue la evaluacion de la rotacién de
fungicidas: Convencionales (T1) y No convencionales (T2), ademas a cada
tratamiento la aplicacion extra (no mezclados) de &cido acético a una
concentracién de 50 miL™? (T3-T4). Se determiné que el control convencional
sigue siendo la mejor estrategia para combatir la enfermedad. La adicion de
acido acético como dosis extra al programa convencional de fungicidas, presento
una disminucion en la severidad respecto a los tratamientos T2 y T3 pero mayor
ante el tratamiento convencional T1. El otro experimento en la Etapa Il consistio
en la evaluacion de la aplicacién de fertilizacion foliar a base de Ca (T1), Mg
(T2), Si (T3) y un Testigo (T4), como estrategia para el manejo de la chasparria.
En este experimento no hubo efecto de tratamiento. EIl instrumento de
evaluacion de los experimentos en campo, fue una escala diagramatica de
severidad de 0 — 7, diseflada y validada anticipadamente al inicio de los
experimentos. Paralelo a este estudio, se redacté un manual informativo que se
encuentra adjunto, el cual abarca temas sobre generalidades y manejo del
cultivo C. revoluta.

Palabras clave: Colletotrichum proteae, antiesporulante, Acido acético,
Postulados de Koch, emision foliar.
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ABSTRACT

The following investigation was conducted with the objective of developing
strategies to manage the foliar necrosis of cycas with plan knowledge and the
study of the etiology of the disease. The investigation was divided in three
stages. In the first stage the various phases of leaf development were
determined. These were designated as: Infant (V1), Formation (V2), Juvenile
(V3) and Mature (V4). Furthermore a photographic scale represented 12 phases
of these foliar development was designed. In the second stage, it was
determined that the causal agent of chasparria was Colletotrichum proteae. The
fungus was isolated from diseased tissues and inoculations to healthy plants
were made. The disease symptoms were reproduced and the same fungus was
isolated from infected tissues of all inoculated plants. Furthermore, the symptoms
caused by C. proteae under experimental conditions were similar to those
observed for chasparria in commercial farms. The disease presented an
incubation period (IP) of three to five days on phases V1, V2, V3 and a latent
period (LP) of six days; for phase V4 the IP was seven days and LP nine days.
The leaves that were affected with more severity were those of phases V2 and
V3. In another experiment the sensitivity in vitro of C. proteae to fungicides
(protectant and systemic) was tested. Six concentrations of the active ingredient
(0.01, 0, 0.1,1, 10, 100 ppm) of each fungicide were tested. The active
ingredient were categorized as high sensitivity <1 mgL™? (prochloraz,
difenoconazole y propineb), medium sensitivity 1 - 10 mgL™ ( pyrimethanil), low
sensitivity 10 - 50 mgL™ (metiram) and insensitivity y >50 mgL™ (clorotalonil,
azoxistrobin, boscalid, mancozeb and mancozeb + oxicloruro de Cobre.
Protectant fungicides, metiram, propineb and clorotalonil resulted in a highly
percent of inhibition of the mycelial development. Prochloraz, difenoconazole
and pyrimethanil were the best of the systemic fungicides tested. During the
field trials, two experiments with experimental designs that consisted of five
blocks and four treatments were conducted. One of them consisted in the
evaluation of the rotation of conventional (T1) and non-conventional fungicides
(T4) and the addition of acetic acid (50 ml L™) (T2-T3). It was determined that
the conventional treatment is the best to manage chasparria in field conditions.
The acetic acid decreased the severity of the disease in the T2 and T3 but
increase it in T1 treatment. In the other field experiment of phase three foliar
fertilization using (Ca, Mg and Si as a management strategy for chasparria was
tested). Results of this experiment indicate that the treatments did not have an
effect in the severity of the symptoms of chasparria. To evaluate the severity of
the symptoms in the two field experiments, a scale of 0-7 (0O=no symptoms and
7=severe symptoms) was developed and validated at the beginning of the
experiments. Simultaneously with this study, an informative manual for the
management and culture of cycas was developed.

Key words: Colletotrichum proteae, antisporulant, acetic acid, foliar
development, Koch's postulates.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Cycas revoluta, del orden Cicadales, es originaria de una isla en Japéon llamada
Ryukyu, la cual fue reportada en 1782 (Osborne et al. 2012) y pertenece a las
zonas tropical y subtropical del mundo (Stevenson 2001; Whitelock 2002); es
también llamada “King Sago Palm”. Se considera una planta ornamental utilizada
para decoraciéon de jardines en muchas partes del mundo, es producida en escala
masiva para la comercializacién del bulbo (semilla vegetativa) y el follaje, cultivada
en grandes extensiones de terreno en lugares como China, la India, Sri Lanka; es
considerada la especie de cicas mas popular en la industria horticola internacional
(Marler et al. 2005), se ha reportado también que es comercializada como bonsai,
debido a que son de lento crecimiento (Marler y Moore 2010). A pesar de la
explotacion comercial que tiene dicha especie, existe falta de conocimiento y
estudios agrondmicos enfocados a las etapas fenolégicas y manejo de
enfermedades que afectan la produccion.

Es relevante destacar que Costa Rica se posiciona como uno de los mayores
productores exportadores de plantas ornamentales a nivel mundial, abasteciendo
mercados de Estados Unidos y la Union Europea (PROCOMER 2012). Segun lo
indicado por el MAG (2007), el area aproximada en la zona norte del pais dedicada
al cultivo de C. revoluta era de 114,50 hectareas cultivada por 16 productores, sin
embargo esto puede haber cambiado con los afios. Es una especie protegida que
genera un ingreso considerablemente mayor al de las demas especies exportadas
en igual condicion (CCAD 2010). Las semillas son provenientes de Japén, quien a
nivel mundial lidera la exportacién de semillas de C. revoluta (90%) y plantas
(65%) (IUCN/SSC 2003); se importan en mallas de mil cuatrocientas a mil
seiscientas semillas, las cuales tienen un costo por unidad, de manera que cada
planta tiene un costo considerable. Es necesaria la importacion, debido a que no

existe produccion para venta de semilla sexual en Costa Rica.



En zonas donde se cultivan cicas en para exportacion del bulbo desde Costa
Rica, se han observado sintomas de necrosis y clorosis en el tejido foliar, esto
retarda el llenado del bulbo, hay heterogeneidad en el crecimiento de plantas en un
mismo lote, alarga el ciclo de produccion, aumenta el tiempo de permanencia de la
planta en el campo hasta dos afios mas del tiempo estimado y puede provocar la
muerte de esta, dejando pérdidas econOmicas importantes al productor. Este
problema no ha sido metddicamente estudiado, ademas no se habia logrado
encontrar alguna respuesta relacionada a los posibles agentes causales de dicha
muerte necrética o “Foliar necrotic dieback” como la llamaron Deghan y sus
comparieros investigadores en 1994. Ademas, los productores de follaje abastecen
un mercado que prefiere la hoja firme y de una coloracion intensa, libre de
patégenos y manchas, por lo que estas caracteristicas fungen como parametros
importantes para la exportaciéon de ornamentales desde Costa Rica, esto aumenta
la necesidad de combatir enfermedades foliares (MAG 2007)

En el 2006 aparece un brote de la enfermedad conocida como chasparria, en la
zona Atlantica de Costa Rica, la cual es controlada con la aplicacién de fungicidas
convencionales; para el 2009 la enfermedad llega a la zona Norte del pais y
alcanza niveles incontrolables. Guzman (2012), visita una finca productora de
cicas, ubicada en el cantén de Los Chiles, Alajuela; caracterizé a la enfermedad
como un complejo de patégenos, de manera que unos actllan como patégenos
primarios y otros como secundarios; indic6 que se podia presentar la infeccién en
plantas de cualquier edad, tanto en campo como en camas de germinacién. Se
tomaron muestras y a su vez en el laboratorio de fitopatologia de CORBANA S.A.
se realizaron aislamientos de las lesiones en hojas de cicas, en donde se
encontraron patégenos como: Fusarium sp., Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp.,
Nigrospora sp. y Sclerotium sp., por ello el mismo autor recomendd realizar
inoculaciones controladas con los organismos aislados de las lesiones, para aclarar
la etiologia de la enfermedad y reproducir los sintomas para caracterizarlos e
identificarlos, de manera que se pudiera reconocer la enfermedad a tiempo para
aplicar estrategias de combate quimico, nutricion y manejo de indculo, debido a que

la mayoria de productores se ven en la necesidad de utilizar fungicidas sin saber



cual es realmente el origen de la enfermedad, esto mas bien puede conferir
resistencia a fungicidas por los patdégenos que estén involucrados, de acuerdo a los

ingredientes activos aplicados para el manejo.

1.2 Justificacion

La siguiente investigaciéon generard conocimientos de importancia para la
produccidon y manejo integrado de la chasparria en C. revoluta, enfermedad que
actualmente afecta a los productores de cicas en Costa Rica; por ello se evaluaran
estrategias para el manejo de esta enfermedad; esto evitarda que se den pérdidas
de &rea foliar a causa de la chasparria y una reduccién en los costos de produccion
al utilizar estrategias distintas al manejo convencional con fungicidas de alto costo;
por otra parte, la fotosintesis realizada por las hojas sanas ayudara al desarrollo del
calibre del bulbo que se comercializa en el exterior. Ademdés, se definiran las
etapas fenoldgicas de la hoja C. revoluta, de esta manera se podra determinar la
etapa de la hoja en la que es mas susceptible a la infecciébn por patégenos
asociados a la chasparria, asi como las principales caracteristicas de la
sintomatologia inicial presentada por las plantas, esto permitira que la enfermedad
pueda ser detectada a tiempo, por medio de monitoreos periédicos en campo con la
escala fotografica de severidad que sera propuesta en la presente investigacion y
poder asi combatir la chasparria con una serie de estrategias acertadas aplicando

principios del manejo integrado de plagas.



1.3 Objetivo General

Desarrollar estrategias para el combate de la necrosis foliar (chasparria) en
Cycas revoluta a partir del conocimiento de la planta y el estudio de la

etiologia de la enfermedad.

1.4 Objetivos Especificos

Determinar el ritmo de emision foliar en C. revoluta bajo condiciones de
invernadero.

Elaborar una escala fotogréfica de las principales fases de emision foliar de
C. revoluta en condiciones de invernadero.

Identificar el agente(es) causal de chasparria en C. revoluta, asi como la
descripcién de la sintomatologia asociada.

Determinar la etapa de emision foliar de C. revoluta mas susceptible a la
infeccién por chasparria.

Realizar analisis de sensibilidad in vitro a fungicidas al agente causal de
chasparria en C. revoluta.

Elaborar una escala diagramatica para la evaluacion de la severidad de la
chasparria en C. revoluta.

Evaluar el efecto en campo de la aplicacion de acido acético como anti-
esporulante y dos programas de rotacion de fungicidas para el manejo de la
chasparria en C. revoluta.

Evaluar el efecto en campo de la nutricion foliar con fuentes fertilizantes a
base de Ca, Mg y Si para el manejo de la chasparria en C. revoluta.

Elaborar un manual informativo referente al cultivo de C. revoluta.



1.5 Hipotesis de investigacion

e Etapa lIC. Existen diferencias significativas entre fungicidas sistémicos en
la evaluacion a nivel in vitro.

e Etapa IIC. Existen diferencias significativas entre fungicidas protectantes
en la evaluacion a nivel in vitro.

e Etapa llIB. La aplicacion de acido acético en las lesiones causadas por la
chasparria en condiciones de campo, disminuyen la severidad de la
enfermedad.

e Etapa IlIB. Existen diferencias significativas entre la aplicacion de
fungicidas convencionales y no convencionales en condiciones de campo.

e Etapa IlIC. La aplicacion de fertilizantes foliares a base de Ca, Si y Mg
disminuye la severidad de la lesiébn causada por chasparria en C.

revoluta en condiciones de campo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de las cicas

Las especies del orden de las Cycadales se encuentran en el grupo de plantas
vasculares mas antiguas del mundo, desde hace 300 millones de afios (Pérez y
Vovides 1997); se encuentran principalmente en los tropicos y subtrdpicos, en
América, Africa, Asia y Australia. Actualmente este orden esta conformado por tres
familias: Cycadaceae, Stangeriaceae y Zamiaceae (Stevenson 2001; Whitelock
2002). En la familia Cycadaceae se encuentra el género Cycas que comprende 98
especies distintas (Janick y Paull 2008).

La especie C. revoluta es originaria de una isla en el sur de Japon llamada
Ryukyu, se reportd en 1782 segun Osborne et al. (2012). En 1993 se reportaron
182 toneladas de semillas y tres millones de hojas fueron exportadas desde Ryukyu
hacia Estados Unidos (Whitelock 2002).

Son plantas dioicas, con tallos subterrdneos arborescentes generalmente
cubiertos por la base de las hojas, las cuales son pinnaticompuestas, caracteristica
gue distingue a las cicas del resto de las gimnospermas (Flores 1999). Dicha
planta se caracteriza por un lento crecimiento, es considerada una especie
perenne, las hojas se agrupan a manera de roseta en los extremos del tallo,
opuestas o0 subopuestas, pubescentes cuando son jovenes y glabras al madurar
(Stevenson 2001). Al ser una planta arborescente, es muy comun que se les
confunda con palmas, pero sin embargo, no existe ninguna relacién entre si (Pérez
y Vovides 1997).

La cica (Figura 1) es una planta simétrica que soporta una corona de hojas
sobre un tronco grueso, puede alcanzar 20-90 cm de diametro, algunas veces mas
amplio, puede crecer hasta ocho metros de altura en especimenes muy viejos; sin
embargo, esta planta tiene un crecimiento muy lento por lo que se requieren entre
50 a 100 afos para alcanzar dicha altura ((Whitelock 2002; MobileReference 2009).

Presenta hojas color verde oscuro brillante y se disponen a manera de corona,

con una longitud de 0,6 hasta 1,50 metros, posee una vernacion revoluta, que se



entiende como margenes foliares curveados abaxialmente (Flores 1999; Whitelock
2002).

Fuente Ay C: Sanchez 2014 y B: Flores 1999.
Figura 1. A. Planta de C. revoluta. B. llustracion de la forma del margen revoluta de
las hojas. C. Hoja nueva de Cycas sp. con margen revoluta.
Por otro lado cabe mencionar que las raices de las cicas presentan asociacion
simbidtica con bacterias fijadoras de nitrogeno como Anabaena cycadae (Banerjee
et al. 2005) y Nostoc (Seckbach 2002; Vessey et al. 2004; Rinaldi et al. 2005;

Vessey et al. 2004).

2.3 Principales problemas que afectan al cultivo de Cycas revoluta.

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia en Costa Rica (2009), existen
patégenos reportados para C. revoluta: Alternaria sp., Fusarium oxysporum,
Pestalotia sp., Gloeosporium, Cercospora sp., Rhizoctonia sp.; otras como
Chaetomella cycadina, Sphaeropsis sp., Ascochyta sp., Cladosporium sp. (Rao y
Baheker 1964); se han encontrado ademas otros como Cylindrocladium en

plantaciones de cicas en la zona de Jabillos en San Carlos.

2.3.1 Necrosis foliar o chasparria

La chasparria en cicas es posible que sea un patosistema, de manera que
actien patégenos primarios y secundarios, se puede presentar la infeccién en
plantas de cualquier edad (Guzman 2012), en la Figura 2 se observa que la
enfermedad afecta la parte media o extrema de los foliolos y si el atague es muy
severo afecta la totalidad de la hoja, nétese que las planta no tiene un balance
fuente — sumidero y por lo tanto no puede realizar la fotosintesis que requiere para



suministrar la energia para crecer y que el bulbo alcance el calibre deseado. (Ver

imagenes de los principales sintomas relacionados con chasparria en Anexo 4).

Fuente: Sanchez 2014.
Figura 2. Chasparria en C. revoluta; lesiones comunes en campo. Alajuela, Los Chiles
2014.

En el laboratorio de Fitopatologia de CORBANA S. A., se realizaron
aislamientos de las lesiones en hojas de cicas y se encontraron hongos (Fusarium
sp., Colletotrichum sp., Sclerotium sp., Pestalotiopsis sp., Nigrospora sp.); Guzman
(2012) menciona que estos pueden estar asociados a la enfermedad como un
patosistema o bien, puede existir un Unico patdégeno y los deméas ser oportunistas

gue atacan después de haberse provocado el dafio.

2.3.1.1 Colletotrichum sp.

Pertenece al reino Ascomycota, a la clase Hymenoascomycetes del orden
Diaporthales y proviene de la familia Glomerellaceae. Uno de los rasgos
caracteristicos de la enfermedad es que forman acérvulos en las zonas
necrosadas, en donde exhiben estructuras como setas, conidios y conidiéforos,
esto se muestra en la Figura 3-A; estas estructuras son facilmente visibles por
medio de una lupa y tienen apariencia de una mancha seca con puntos negros en
la parte central de la lesion; las hojas pueden sufrir muerte descendente, se
vuelven amarillas, se marchitan y en algunos casos se desprenden hasta producir
una defoliacién severa (Agrios 2005). Su estado perfecto es llamado Glomerella
Sp. Yy es poco comun encontrarlo, estd formado por ascosporas dentro de
peritecios; se caracteriza por encontrarse en tejido necrético u hospederos muertos
tal como lo menciona Sutton (1992) en Cannon et al. (2012).



El primer reporte de este género de hongos fue descrito por Tode en 1790,
como Vermicularia, pero luego fue identificado como Colletotrichum en 1837 por
Corda, segun lo indica Phoulivong (2011); se encuentra dentro de los géneros més
importantes de hongos patogénicos en el mundo, basado en la importancia
cientifica y econémica (Lubbe et al. 2006; Abang et al. 2009; Crouch y Beirn 2009;
Phoulivong 2011; Dean et al. 2012). Agrios (2005) indica que la enfermedad puede
ser dispersada facilmente por agua (conidios) o aire (ascosporas).

Especies de Colletotrichum son cosmopolitas, es decir que varias especies
pueden afectar a un mismo hospedero y una misma especie puede tener varios
hospederos (Cai et al. 2009; Hyde et al. 2009). Este hongo, es favorecido por altas
temperaturas y humedad, de manera que libera los conidios solo cuando los
acérvulos se encuentran humedos, los conidios germinan en presencia de agua y
forman un apresorio, de esta manera invade el tejido del hospedante (Agrios 2005).

La infeccidén ocurre por medio del apresorio que sale de una espora germinada
sobre la superficie de la hoja el cual penetra la cuticula, este es inducido por el
hospedero (Deising et al. 2000; citador por Cannon et al. 2012) , puede incluso
afectar las células de la epidermis por medio de hifas infectivas (Bailey et al. 1992,
citado por Cannon et al. 2012).

Este hongo tiene una fase biotréfica (puede durar poco tiempo o entrar en un
periodo de dormancia) en la cual los sintomas no son evidentes y una planta
aparenta estar sana. También tiene una fase necrotréfica que produce muerte
celular, la cual da inicio a la lesién visible sobre tejido, es muy comun encontrar
este problema en frutos postcosecha, segun afirman Prusky y Plumbley 1992;
citado por Cannon et al. 2012).

Alarcon (2009), menciona que Aranzazu y Rondon(1999), han demostrado que
Colletotrichum puede atacar en conjunto con la bacteria Pseudomonas, que le
brinda una facilidad para el establecimiento y la formacion de estructuras del
hongo; mientras que el hongo le brinda a la bacteria elementos nutritivos como el

hierro para la formacién de sideroforos (metabolitos).



Coniduttoros y
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Fuente: Finch 1990 Sanchez 2014.
Figura 3. Estructuras asexuales reproductivas del hongo. A. Acérvulo de Colletotrichum
sp. Formado por conidiéforos que forman conidios. B. Conidi6foro y conidio.
C. Conidios al microscopio 40x.
2.3.1.2 Fusarium sp.

Pertenece al reino Ascomycota a la clase de los Hymenoascomycetes,
Subclase Pyrenomycetes y al orden Hypocreales; se encuentra entre los hongos
mas probleméticos de la agricultura, es un organismo de suelo y sobrevive en
restos de cosecha, por medio de estructuras de resistencia como las
clamidiosporas; se propaga con ayuda del agua y en restos de suelo de
transplantes infectados (Agrios 2005).

Sus estructuras reproductivas estan conformadas por conidios (Figura 4), de
manera que su reproduccién es asexual debido a la presencia de este tipo de
signos de la enfermedad. Los macroconidios (Figura 4-B), son tipicos de Fusarium,

estan constituidos por tres a cinco células, encorvados hacia los extremos.
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Figura 4. A. Micelio de fusarium compuesto por conidiéforos y conidios en conjunto.
B. Tipos de macro y microconidios presentes en Fusarium sp. C. Conidios
de Fusarium sp

Entre los sintomas caracteristicos producidos por Fusarium, esta el
aclaramiento de las nervaduras de los foliolos jovenes; en el caso de que la
enfermedad ataque en estado de plantula, pueden marchitarse y morir facilmente

después de haber mostrado los primeros sintomas (Agrios 2005). Ademas, Leyva
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et al. (2004), indican que también se dan manchas cloréticas en las hojas que
posteriormente se necrosan y forman puntos negros, los cuales originan las

estructuras reproductivas.

2.3.1.3 Pestalotiopsis sp.
Pertenece al reino Ascomycota, a la clase Hymenoascomycetes - subclase

Pyrenomicetes, del orden Xylariales (Figura 5) (Maharachchikumbura et al. 2011).
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Figura 5. A. Estructuras sexuales y asexuales reproductivas de Pestalotiopsis

sp. B. Conidios flagelados de Pestalotiopsis foedans.

Se requiere prestar atencién a los patdégenos mencionados anteriormente y
realizar inoculaciones controladas con estos organismos para tratar de determinar
los sintomas y aclarar la etiologia de la enfermedad presentada (Guzman 2012).

Los productores de follaje, abastecen un mercado que prefieren la hoja con un
color firme, libre de patégenos y manchas; por lo que éstas caracteristicas fungen
como los parametros mas importantes para la exportacién de ornamentales (MAG
2007), esto aumenta la necesidad de combatir enfermedades que afecten la
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apariencia de las hojas del cultivo de C. revoluta y detectar un adecuado manejo de
la enfermedad; de esta manera se debe tratar de mejorar la produccion para dar

méaximos rendimientos.

2.3.2 Escama Aulacaspis yasumatsui

Es una escama, perteneciente al orden Hemiptera: Diaspididae, es una plaga
especifica de las cicas a nivel mundial (Whitelock 2002), es conocida como Cycad
Aulacaspis Scale CAS, los dafos inician con puntos cloréticos sobre las hojas
(Figura 6) (Marler y Moore 2010). Esta escama se encuentra cubierta por una
armadura cerosa, la cual eventualmente cubrira la planta incluyendo las raices.
Las hojas se muestran desecas y se tornan color café, eventualmente la cica

muere.

Fuente: Sdnchez 2014.
Figura 6. Plantas de C. revoluta infectadas por escamas Aulacaspis yasumatsui, vista
desde distintas perspectivas, nétese como envuelve el pedunculo y los foliolos
de la hoja hasta dejarlo color blanco.

El Servicio Fitosanitario del Estado en Costa Rica (SFE 2009), ademés de A.
yasumatsui, reporta la escama Chrysomphalus aonidum (Hemiptera: Diaspidae)

como plaga en C. revoluta.

2.3.3 Deficiencia de Manganeso (Mn) - desbalance Fe:Mn

Es muy comin que se presenten manchas cloréticas y necréticas a nivel foliar
en plantas de C. revoluta en regiones tropicales del mundo, Deghan y otros
investigadores en 1994, estudiaron la posible relacion existente entre los sintomas
presentados a nivel foliar y las deficiencias o desbalances nutricionales en el suelo
debido a relacién Fe:Mn (r>= 0,61); determinaron que en suelos deficientes en Mn,
es necesaria la aplicacién de micronutrientes para suplir las necesidades de la
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planta, debido a que el Mn es un elemento de poca movilidad; ademas indicaron
gue la sintomatologia de la clorosis puede variar debido a la variacion genética de
plantas. Generalmente se da un cambio en la coloracion que va desde amarillo
hasta café, incluso en casos severos méas de la mitad o la planta entera se decolora
y muere (Popenoe 2005).

2.3.4 Nematodos

En un manual técnico, elaborado por Fernandez y Quesada (2009), en el
Laboratorio Central de Diagnostico de Plagas del Servicio Fitosanitario del Estado
en Costa Rica, se indica la presencia de nematodos de los géneros Helicotylenchus
spp., Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp. en plantaciones comerciales de C.

revoluta.

2.4 Estrategias de manejo agronémico

Agrios (2005), recomienda una integracion de tacticas de manejo de
enfermedades en donde se aplique control quimico, cultural y fisico, para una
disminucién del inéculo de enfermedades fungosas. Asi mismo es importante el
monitoreo, debido a que puede existir variabilidad entre los patdégenos presentes,
por ello es necesario el conocimiento del ciclo de vida y el comportamiento del
agente causal, asi como la capacidad de respuesta del patégeno ante las
condiciones del medio en el que se desarrolla, es decir la biologia, etiologia y

epidemiologia del patégeno.

2.4.1 Control quimico - fungicidas

La pared celular de los hongos esta compuesta por polisacaridos (quitina,
glucano y manano) y proteinas (unidas a polisacéaridos, formando glicoproteinas);
es una capa que protege la integridad de la membrana celular y genera resistencia
mecanica, ademas es la primera estructura que entra en contacto con el
hospedero; se considera el “talén de Aquiles” de los hongos, debido a que un dafio

causado en la pared celular puede causar la muerte del hongo (Pontdon 2008).
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Los fungicidas son sustancias que inhiben el crecimiento de los hongos con
diferentes mecanismos de accion segun ingredientes activos, entre ellos los que
atacan la pared celular del hongo. También se pueden generar problemas como la
pérdida de sensibilidad del hongo ante el fungicida, por ello es importante alternar
los ingredientes activos en cada aplicacion para evitar la aparicion de resistencia
del hongo ante un determinado fungicida (Agrios 2005).

Los fungicidas sistémicos se absorben a través del follaje o raices y son
traslocados en sentido ascendente, algunas veces se dirigen a nuevas zonas de
crecimiento, pero en la mayoria de los casos son localmente sistémicos en hojas
gue han sido rociadas (Agrios 2005).

Entre los fungicidas utilizados para el control de chasparria en cicas, se
pueden clasificar por su mecanismo de accion, entre ellos los inhibidores de
procesos enzimaticos relacionados con la biosintesis del esterol, el cual brinda
estabilidad y permeabilidad a la pared de la membrana del hongo, entre ellos estan
los grupos quimicos: triazoles e imidazoles, los cuales son inhibidores de la
dimetilacion (DMI) (C14- demethylasa) (Orozco 2008).

Los ditiocarbamatos y triazoles son organosintéticos si son clasificados por su
naturaleza quimica. Los triazoles son curativos pero no eliminan las lesiones ya
visibles. Fungicidas como el clorotalonil y mancozeb son multisitio, es mas dificil
crear una resistencia ante este tipo de moléculas (FRAC 2014).

Los fungicidas cupricos, contienen iones Cu®* que son fijados por grupos
guimicos como imidazoles, carboxilos, fosfatos, sulfhidrilos, aminas o hidroxilos; la
accion del cobre provoca una acumulacion letal para las células presentes en
bacterias y hongos, entre los principales procesos que afecta se identifican: el
bloqgueo del proceso respiratorio, inhibicion de sintesis de proteinas, disminucion
en actividades de transporte de membrana (IQV AGRO 2011).

Cada clase quimica se caracteriza por tener un patron de comportamiento de
la resistencia (Cuadro 1). Clases de fungicidas como cobres, ftalamidas y
ditiocarbamatos nunca se ha encontrado resistencia practica. En cambio clases
como benzimidazoles, fenilamidas y dicarboxiamidas, han mostrado problemas de

resistencia transcurridos desde dos a tres afios de su introduccion; en caso de
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fungicida de nuevo grupos que no han sido investigados se puede basar en la

especificidad de su accién (Orozco 2008).

Cuadro 1. Clasificacion de los grupos quimicos segun riesgo de desarrollar resistencia.

Riesgo de resistencia Clase quimica

Benzimidazoles Phenylamidas
Dicarboxiamidas Estrobilurinas

Alto

2-Aminopyrimidinas
Triazoles Carboxianilides
Anilopyrimidinas
Cymoxanil Dimethomorph
Hidrocarbonos aromaticos

Moderado

Fentins Phenylpyrroles
Phosphorotiolates
Pyrimidinas Carbinols

Acibenzolar-S-metyl Quinoxyfen
Fluazinam Clorotalonil
Bajo Dithiocarbamatos Cobres
Phtalimides Azufres
Probenazole Tricyclazote

Fuente: Orozco 2008

2.4.2 Control cultural —fertilizacion
Los métodos de control cultural ayudan a mejorar la resistencia del hospedante
por medio de practicas que generen un buen funcionamiento del sistema de la planta
La nutricion mineral de la planta juega un papel muy importante en la resistencia ante
enfermedades fangicas; una adecuada fertilizacion, puede tener efectos sobre la pared
celular, produccion de sustancias de defensa, enzimas y energia para el
funcionamiento de los procesos celulares que son afectados durante el desarrollo de

una enfermedad (Agrios 2005).

2.4.2.1 Calcio (Ca)

Se ha demostrado que el Calcio brinda dureza y estabilidad a la membrana,
ademas genera un aumento en la rigidez del tejido, de manera que se hace mas
resistente ante la degradaciéon y entrada de estructuras por parte del hongo, como

los apresorios (Delgado et al. 2006).
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Uno de los aspectos importantes que provoca una adecuada nutricion con
calcio, es que se activa la division y elongacién celular con paredes fuertes y
rigidas. Se debe recalcar que el calcio es un elemento poco mévil dentro de la
planta, por ello es necesario prestar atencién a las deficiencias presentadas, para
suplir las necesidades con anticipacion para que esté disponible para la planta
cuando lo necesite (Wild 1992).

La presencia de compuestos que no son facilmente degradados por la accién
enzimética del hongo hace que la planta adquiera un tipo de resistencia ante la
enfermedad. Entre los compuestos complejos mencionados estan los cationes
monovalentes como el calcio o magnesio asi como pectinas y proteinas (Agrios
2005).

2.4.2.2 Magnesio (Mg)

Es un elemento de importancia en regiones humedas debido a que tiende a
lixiviarse; en suelos acidos es el segundo en importancia en cuanto a cantidad
presente en la materia seca después del calcio. Es importante recordar que
elementos como el Ca, Mg y K deben estar balanceados en el suelo debido a que
es posible que se presente el bloqueo de posiciones de intercambio catiénico,
debido a que tienen un efecto antagénico si existe abundancia de uno respecto a
otro; asi mismo el exceso de K puede ocasionar carencias de Mg, debido a la
competencia entre cationes por acaparar las posiciones de intercambio para entrar
a laraiz de la planta (Wild 1992).

El magnesio juega un papel importante en reacciones enzimaticas y de
transferencia de energia, es el elemento central de la molécula de clorofila, ademas
dentro de la célula tiende a unirse con moléculas organicas para formar
compuestos importantes como el acido malico. Entre los sintomas mas comunes
de la deficiencia de magnesio esta la clorosis intervenal en hojas viejas inicialmente
y luego se da un descenso en la fotosintesis (Wild 1992).

La deficiencia de Mg es muy comun en suelos Ultisoles; esto se debe
principalmente a la escasa aplicacion de fertilizantes que contienen Magnesio y la

alta utilizacion de fertilizantes altos en Potasio y Nitrogenados (Molina 1998).
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2.4.2.3 Silicio (Si)

Es un elemento abundante en la litosfera (27,7%) y suelo (60%), en forma
soluble como acido silicico (Epstein 1999; Fauteux et al. 2005). Epstein (1999),
indica que el Silicio no es clasificado como un elemento esencial, no se incluye en
la formulaciéon de dosis de fertilizantes; sin embargo, se ha confirmado la
importancia a través de numerosos estudios; es absorbido como &cido silicico
(H2SiO3), es almacenado dentro del tejido de la planta, se aplica como fertilizante
en la forma oxidada SiO,. de manera, que se da la siguiente reaccion al entrar en
contacto con el agua: SiO, + H;O = H,SiO3 (Wild 1992); sin embargo Jones y
Handreck (1976) citados por Kordorferr y Datnoff (1996), afirman que el Si es
absorbido como &cido monosilicico Si(OH),. Se ha comprobado que la falta de
Silicio hace méas propensas a las plantas ante el ataque de patdgenos, por la
debilidad en la pared celular (Epstein 1999; Hodson et al. 2005, citados por Aguirre
et al. 2007). Es bien sabido que el espesor de la pared celular en una planta es
fundamental para prevenir ataques de patdgenos ya que interfiere en la penetracion
del hongo, hace que esta sea dificil o imposible (Agrios 2005).

Ha sido demostrado que la fertilizacién con Silicio, hace que la planta aumente
la acumulacion de fitoalexinas, compuestos fendlicos y lignina (Chérif y Belanger
1992, citado por Aguirre et al. 2007), esto genera una mayor resistencia ante el
ataque de patdégenos. Fauteux et al. (2005), defienden la propiedad bioactivadora
del Silicio, afirman que dicha propiedad se debe a que se forman enlaces
proteinicos que interfieren con cofactores catiénicos de enzimas que se relacionan
con la patogenicidad.

El Silicio es depositado en el reticulo endoplasmatico de las células y espacios
intercelulares en la forma hidratada SiO, nH,0O, aunque también es depositado en
células especializadas llamadas células siliceas, las cuales forman una capa
gruesa bajo la cuticula de la hoja (Wild 1992; Fihlo et al. 2000).

Por otro lado el Silicio y el Calcio, actian en conjunto favoreciendo la rigidez de
las paredes celulares y brindan resistencia ante ciertos patdgenos (Delgado 2006).
Ha sido demostrado que el Silicio incrementa la tolerancia ante suelos acidos y con

altos contenidos de Al, Fe y Mn; esto se debe a que aumenta el intercambio
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catiénico y torna ligeramente basico el pH (Chérif y Belanger, 1992, citado por
Delgado et al. 2006), ademas Kordorferr y Datnoff (1996) mencionan que el Si
actia reduciendo los niveles de Fe y Mn en suelos con niveles altos en estos

elementos.

2.4.3 Control fisico

Este tipo de manejo se refiere a actividades como la poda sanitaria que ayuda
a proteger a las plantas del in6culo del secundario de la enfermedad que se
encuentra en el campo; se considera como una actividad de saneamiento, la cual
es capaz de disminuir la cantidad de inGculo presente y el grado de la enfermedad
en la plantacion afectada (Agrios 2005).

2.5.3.1 Poda sanitaria

Es recomendable realizar este tipo de practica, debido a que es importante
extraer el in6culo de las zonas cercanas a la plantacion, para evitar que se infecten
hojas sanas y se siga propagando la enfermedad (Agrios 2005).

El hecho de excluir el in6culo primario o secundario presente en el campo hace
que disminuya la presién de la enfermedad y lo convierte en una practica eficaz
para patégenos monociclicos y policiclicos. Ademas Agrios (2005), menciona que
es importante que éste método se acomparfie del control quimico y que ayude a la
disminucion de la infeccion. En la Figura 7 se muestra la poda sanitaria realizada a
una planta de Cycas revoluta como recomendacion de Guzman (2012) en una
plantacion afectada en Alajuela, Los Chiles; uno de los inconvenientes es la mano

de obra requerida para realizar esta labor.

Fuente: Sanchez 2013.
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Figura 7. Efecto de la poda sanitaria sobre plantas de C. revoluta. A. Planta afectada
por la chasparria. B. Planta después de realizada la poda sanitaria. C.
Recoleccion del inéculo en sacos para no distribuir el patdégeno en el campo.
Alajuela, Los Chiles 2013.

2.5.3.2 Aplicacion de acido acético como anti-esporulante

Es posible disminuir el in6culo secundario por medio de aplicaciones de
sustancias con poder anti-esporulante como el acido acético, esto genera un efecto
similar a la poda ya que elimina la fuente de in6culo y es de bajo costo comparado
con la mano de obra requerida para realizar la poda de hojas enfermas (Guzmén
2013).

Se ha demostrado el efecto fungicida sobre los esclerocios de
Phymatotrichopsis omnivora en concentraciones de 8,3 y 83,4 ug ml* de éacido
acético y concentraciones de 1,7 a 8,3 pg ml™ de &cido acético tienen un efecto
fungistatico; el mismo autor afirma que el acido acético induce a la muerte
apoptoética de las células, es decir, una muerte celular programada y focalizada en
el punto donde sufre lesiones a causa del patéogeno; y ademas afecta la
permeabilidad de la membrana cuando se asocia a las histonas (Samaniego et al.
2008).

En un estudio realizado evaluando acido acético como antiesporulante en
lesiones de Micosphaerella fijiensis en banano (Musa sp.). Gémez (2013), publico
que este compuesto inhibidé la esporulacién en mas de 85% incluso hasta nueve
dias después de la aplicacién. Este mismo compuesto logro reducir los peritecios
en Giberella zeae (98% - 100%). Segun indican Samaniego et al. (2008), se da
una disminuciéon en la permeabilidad de la pared celular del hongo, induce la
apoptosis (Peflalva y Arst 2002; Ribeiro et al. 2006). EIl acido acético pertenece a
los Acidos Grasos Volatiles (AGV) de cadena corta y algunas veces en cantidades
pequefias pueden servir mas bien como nutrimento, pero también es capaz de
penetrar y acidificar el citosol de las células de la membrana (Uhre y Arneborg
1988).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

Se realizaron observaciones en el periodo octubre 2013 — octubre 2014, como
parte de la investigacién, en un invernadero de 120 m? ubicado en el Instituto
Tecnolégico de Costa Rica, Sede San Carlos (ITCR SSC), en las coordenadas
10°21'562.6" Latitud Norte y 84°30'31.2" Longitud Oeste, a una altitud de 169
m.s.n.m., las condiciones climéaticas predominantes son 26°C de temperatura y
humedad relativa de 87%. Para una de las etapas de la investigacion, se utilizo el
laboratorio de fitopatologia del ITCR con condiciones controladas y equipo
necesario durante el periodo comprendido entre febrero-noviembre 2014.

La experimentaciéon a nivel de campo se realiz6 en una plantacion de C.
revoluta de dos afios de edad, en el canton de Los Chiles, Alajuela en Costa Rica,
a una altitud de 68 m.s.n.m., radiacién 178 W/m?, temperatura promedio de 25,2 °C,
con humedad relativa de 84,9%; cuenta con suelos “rojos” del orden Ultisol, los
cuales contienen altos contenidos de Fe y pH acido. La toma de datos y
experimentacién en finca se llevé a cabo durante seis meses (abril — septiembre
2014).

3.2 Etapas de la investigacion

La presente investigacion es de caracter experimental, se dividié en Etapas |,
II, Iy al final se confeccion6 un manual informativo referente al cultivo; cada una
de estas etapas se encuentra conformada por experimentos y actividades
requeridas para cumplir los objetivos propuestos, a continuacion se describe la

metodologia empleada en cada etapa.
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3.2.1 Etapa |. Determinacién del ritmo de emision foliar de C. revoluta en
invernadero y elaboracion de escala fotografica de principales fases emision

foliar.

| A. Ritmo de emision foliar

Se evalud el ritmo de emision foliar en plantas de C. revoluta en invernadero;
se dividieron en dos grupos (por tamafio) Grupo A, entre seis - siete centimetros de
diametro y Grupo B entre diez y doce centimetros de diametro. Se utilizO como
sustrato para la maceta, suelo tratado con materia organica (Anexo 1); ademas
fertilizé con formula completa (12-24-12) a la siembra, y durante el desarrollo de las
coronas de hojas (26-0-26, 18-5-15) junto a aplicaciones foliares cada quince dias
con la formula 20-20-20; el riego se realiz6 segun condiciones climéticas, se aplico
insecticida (Terbufés) en presencia de plaga.

Transcurridos diez meses de la siembra, en el Grupo A, se observé un
estancamiento del crecimiento, coloracion anormal, bulbos livianos, casi huecos por
dentro, su apariencia era de plantas enfermas, por ello se procedi6 a realizar
transplante a raiz desnuda y un cambio de sustrato (suelo de montafia + piedra
roja, 80:20) ademas de un tratamiento con fungicida (Clortosip® 4 ml L™ + Sportak®
1,33 ml LY.

| A.1 Disefio experimental
El experimento fue de caracter observacional, el disefio que se utilizé fue
Completamente al Azar, unifactor, se trabajé con 22 plantas (unidades estadisticas)
para realizar el estudio. No se aplicaron tratamientos, se realizaron doce
observaciones a cada planta, cada dos dias desde los cero dias hasta los 22
después de emergida (DDE), esto se determin6 de acuerdo a pruebas preliminares,
en donde se midieron las primeras plantas por 32 dias y no se presentaron cambios

después de los 22 dias.

| A 2. Variables evaluadas
Con ayuda de una cinta métrica se midié la longitud desde la base hasta el

ultimo foliolo de la hoja imparipinada; el ancho de la hoja se midi6 de la parte
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media, debido a que por lo general es el ancho maximo; esto se hizo para cada
corona de hojas que brotd en el transcurso de un afo. EIl diametro del bulbo se
midié6 mensualmente por medio de un vernier, esto para monitorear la velocidad con
la que este lograba adquirir un calibre determinado. Se registro la cantidad de dias
gue tardo la planta en emerger un brote de hojas desde la siembra, ademas se
realiz6 una poda total de hojas para observar el periodo requerido de emergencia

de la préxima corona.

| B. Escala fotografica de las principales etapas de emision foliar

Se tomaron fotografias cada dos dias (desde 0 — 22 DDE) a las plantas de
Cycas revoluta en invernadero para el estudio de emisién foliar, lo que permitié
realizar una comparacioén visual del crecimiento y desarrollo de las hojas, se realiz6
desde el momento en que la primera planta produjo un brote de hojas, se llevé un
registro cronolégico de cada planta. Luego se escogieron las plantas con las
mejores fotografias y se elaboré una escala de emision foliar en invernadero;
conforme aumenta la edad de la planta, de esta manera se definieron etapas de
desarrollo foliar mas importantes segun las fotografias obtenidas y se realizé una

descripcion de cada fase de desarrollo de acuerdo a lo observado.

3.2.2 Etapa Il. Identificacién del agente causal de la chasparria en Cycas revoluta

y la etapa de emision foliar més susceptible a la infeccién por patdgenos.

Il A. Identificacién del agente causal

Para esta parte se procedié con la aplicacion de los postulados de Koch. En
campo, se colectaron muestras de hojas con sintomas de infeccidon provenientes de
la plantacion de cicas en estudio, se llevaron al laboratorio, se identificaron las
principales lesiones y se categorizaron en seis tipos; fueron aislados en el
laboratorio con PDA como medio de cultivo; los aislamientos purificados fueron
sometidos a analisis moleculares que permitieran relacionar sintomas con el hongo

identificado.
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[I' A 1. Cultivo de hongos
Semanalmente en el laboratorio se mantuvieron cultivos puros de los hongos
aislados en incubadora a 27°C y 50% HR, esto para asegurar la disponibilidad del
material para inocular; se conservaron los hongos en aceite mineral (discos de
micelio y en tubos de ensayo inclinado). También se prepararon suspensiones de
conidios concentradas con agua desionizada estéril y se realizaron los conteos por

medio de la cAmara de Neubauer.

Il A 2. Preparacion de la suspension

Se tomaron conidios de cultivos puros de cada hongo aislado en PDA, se
prepard una suspension agregando agua desionizada estéril al plato Petri donde se
encontraba el cultivo, se raspé la superficie del medio de cultivo con una haza de
vidrio para que se desprendieran los conidios, seguidamente se mezclo ese
raspado en 100 ml de agua desionizada, se tomd con una micropipeta 10 uL de la
suspension obtenida, por medio de una cdmara de Neubauer se realiz6 el conteo
de conidios al microscopio, mediante cinco lecturas de la parte central de la
camara, segun la metodologia para el uso del hematocitbmetro indicada por
Bastidas (s.f.); para las inoculaciones, se utilizaron dos concentraciones: 2x10*

conidios mlI™ y 1x10° conidios ml™* en agua desionizada estéril.

Il A 3. Inoculaciones

Se utilizaron dos metodologias para las inoculaciones, la primera fue realizada
en cicas provenientes de la plantacion en estudio, y con cuatro hongos previamente
aislados, no identificados a nivel de especie (Fusarium sp., Colletotrichum sp.,
Sclerotium sp. y Nigrospora sp.). Se inocularon cuatro plantas por cada hongo,
para un total de 16 plantas inoculadas en distintas fases (Infantil, Formacion,
Juvenil y Madurez) y cuatro plantas que funcionaron como testigo absoluto.

Debido a los resultados negativos que dieron las primeras inoculaciones, se
propusieron cambios en la metodologia para realizar las inoculaciones, estos
cambios se presentan comparados en el Cuadro 2, en donde se muestran las
variaciones aplicadas para lograr sintomas en las inoculaciones realizadas; todas

fueron realizadas en horas de la tarde, entre las 4:00 pm y 5:00 pm.
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Se inocularon ocho plantas en las mismas fases de emision foliar con
Colletotrichum proteae, cepa aislada de la plantacion de cicas en estudio e
identificado molecularmente. Se realizé la inoculacion en el segundo brote de
cicas sanas (provenientes de una finca que no tenia la enfermedad), se asperjé con

la suspension de conidios en el haz y envés de las hojas en desarrollo.

Cuadro 2. Variaciones en la metodologia utilizada en las inoculaciones para determinar
un protocolo para C. proteae en Cycas revoluta. Etapa ll, ITCR 2014.

Variaciones en la metodologia de inoculaciones

Céamarade Concentracion Agua

Patdégeno uﬁllijzlgcd)zs humedad de in6culo T;Peo (cnl)e IiEnqouclﬂloagi%r: suministrad Twz%en
(cm) (conidios/ml) 9 a

Fusarium sp.,
Colletotrichum sp., 4 . .
Sclerotium sp. y Grupo A 70x40x40 2x10 Manual aerografo desionizada X
Nigrospora sp.
Fusarium sp., 4 atomizador
Colletotrichum sp. GrupoB  70x40x40 2x10 Manual manual Clorada X
Colletotrichum sp.  GrupoB  70x40x40 1x10° Manual at?nn:nzl?;or desionizada X

. Micro- .
Colletotrichum Grupo B 120x70x70 2 x10* aspersore atomizador Clorada
proteae S manual
Colletotrichum 5 Micro-

Grupo B 120x70x70 1x10 aspersore aerégrafo Clorada

proteae S

L Micro-
Pestalotiopsis 4 .
foedans Grupo B 120x70x70 2x10 aspesrsore aerégrafo Clorada

. Micro- .
Colletotrichum 4 Atomizador
proteae Grupo B 120x70x70 2x10 aspesrsore manual Clorada

. Micro- .
Colletotrichum Atomizador
proteae Grupo B 120x70x70 2 x104 aspersore manual Clorada X

S

Il A 4. CAmara de humedad
Durante las primera inoculacién, se disefié una caja de madera 70 x 40 x 40 cm
forrada con plastico grueso transparente (Figura 8) para conservar la humedad
relativa de manera que genera un microclima adecuado para el desarrollo del
hongo; una vez dentro de la camara de humedad las plantas fueron atomizadas con
agua tres veces al dia, hasta el punto de saturacion del aire o al menos que se

mantuviera entre 85% y 99% HR.
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Figura 8. A. Camara de humedad, tamafio 70 x 40 x 40 cm. B. Cuatro plantas
inoculadas y humedecidas por medio de aspersion de agua con atomizador
manual. Etapa Il, ITCR 2014.

Durante las posteriores inoculaciones, la camara de humedad fue mejorada
(Figura 9), se utilizé una caja de mayor dimensién 120 x 70 x 70 cm y ayuda de dos
microaspersores-nebulizadores en la parte superior, se simulaba el efecto de la
lluvia; esto fue efectivo para que se presentaran los sintomas esperados.

Figura 9. A. Cadmara de humedad mejorada con microaspersores. B. con un sensor de
humedad relativa- temperatura. C. Camara humeda con dimensiones de 120 x
70 x 70 cm. Etapa ll, ITCR 2014.

Después de tomar el dato de periodo de incubacion y fotografias para comparar
la sintomatologia, se mantuvo la observacién hasta verificar un avance de la
enfermedad; en el laboratorio, se realizaron aislados en PDA + Agrimicyn® 46 WP
de cada hongo encontrado en las lesiones de las plantas del invernadero, se
purificaron a los cinco dias. Se analizaron las muestras al microscopio y se
procedié a caracterizar el organismo encontrado, comparar los signos obtenidos
con los que fueron inoculados tal como lo indica Gilchrist et al. (2005) para la

aplicacion de los postulados de Koch.
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Il B. Fase de desarrollo de la hoja mas susceptible a la infeccién por patdgenos y
lesiones mas frecuentes en cada fase

En invernadero, se determiné la fase de las plantas inoculadas que el patégeno
ataco con mayor severidad. En campo, se hizo una categorizacion de los sintomas
mas comunes encontrados en la plantacién (Anexo 4). Se realiz6 un muestreo en
hojas fase V3 y V4 en campo, en donde se anot6 Ila frecuencia con la que
presentaron los sintomas de la chasparria segun la categoria descrita; esto para
identificar las lesiones mas comunes en hojas jévenes y maduras. Los principales
sintomas encontrados fueron aislados en medio de cultivo PDA enmendado con
antibiético (Agrimicyn® 46 WP).

Il C. Andlisis de sensibilidad in vitro a fungicidas

Se procedio a realizar las pruebas de sensibilidad in vitro de C. proteae (cepas
B2 y A2) a diez fungicidas (protectantes y sistémicos), a cinco concentraciones
diferentes en el medio de cultivo (0.01, 0.1, 1.0, 10 y 100 mg L™), con tres
repeticiones cada tratamiento y un testigo en cada caso (0 mg L™) (Cuadro 3). El
experimento se realiz6 dos veces y se variaron los fungicidas segun al experimento

al que pertenecian.

Cuadro 3. Productos utilizados para las pruebas de sensibilidad in vitro a fungicidas
protectantes y sistémicos. Etapa Il, ITCR 2014.

Nombre comercial Ingrediente activo Grupo quimico
Clortosip® 72 SC Clorotalonil Cloronitrilos
Dithane® 80 WP Mancozeb Ditiocarbamato
Cobrethane® Mancozeb (50%) + Oxicloruro de Cu (19%) Ditiocarbamato + inorganico
Antracol® 70 WP Propineb Ditiocarbamato
Polyram® 70 WP Metiram Ditiocarbamato
Sportak® 45 EC Prochloraz Imidazol
Score® 25 EC Difenoconazole Triazol
Amistar® 50 WG Azoxistrobin Estrobilurina
Siganex® 60 SC Pyrimethanil Anilinopirimidas
Cumora® 50 SC Boscalid Anilida
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[l C 1. Cultivos monoconidiales
Para obtener los discos de micelio que fueron utilizados para los tratamientos,
debian ser procedentes de cultivos monoconidiales y para esto se realiz6 una
suspensién de conidios con factor de dilucién 1x107 y por medio del aza
bacterioldgica se distribuyé la suspensiéon por la superficie del medio de cultivo; se
observo al microscopio y una vez que aparecieron las primeras colonias formadas
por una espora, se procedid a sembrarla en nuevo medio de cultivo para tener

material disponible.

[l C 2. Preparacion del medio de cultivo enmendado
Se prepararon soluciones madre con agua destilada y la cantidad de fungicida
necesario segun la concentracion del ingrediente activo del producto comercial para
obtener una solucién a una concentracién de 1000 mg L™, una vez obtenida la
primera solucion madre o SM1, se tom6 una alicuota y se fue diluyendo hasta
obtener cuatro soluciones madre en agua destilada (Cuadro 4).

Cuadro 4. Preparacion de cuatro soluciones madre en agua, a diferentes
concentraciones (1 - 1000 mg L™). Etapa I, CORBANA S.A 2014.

En agua destilada

Soluciones madre mg Lt Agregar a: Balon 100 ml
SM1 1000 Cobrethane 0,144 ml
SM2 100 SM1 10 ml
SM3 10 SM2 10 ml
SM4 1 SM3 10 ml

Seguidamente se prepararon cinco balones con PDA y se le adiciondé una
alicuota de la solucién madre, luego se aforo a 100 ml, segun las concentraciones
requeridas (Cuadro 5), se colocé en el agitador magnético por 30 segundos y luego
se prepararon los platos Petri (90 x 15 mm), seis por cada balén, aproximadamente
15 ml de soluciéon para cada plato. La metodologia fue la misma para todos los
fungicidas una vez obtenida SM1, que se prepar6 de la concentracion del producto

comercial.
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Cuadro 5. Preparacion de cinco concentraciones de fungicida a partir de las soluciones
madre obtenidas. Etapa Il, CORBANA S.A 2014.

En PDA
Concentracion requerida Agregar de: Balon de 100 ml con PDA
0,01 SM4 1ml
0,1 SM3 1ml
1 SM2 1ml
10 SM1 1ml
100 SM1 10 ml

[l C 3. Siembra y evaluaciones

Por medio de un saca bocados se obtuvieron discos de micelio de cultivos
monoconidiales (0,68 cm de diametro) y se sembraron en el medio de cultivo con el
fungicida correspondiente, se colocaron en la incubadora a 27°C y 50% HR. A los
15 dias, cuando el testigo cubri6 la totalidad del medio de cultivo, se realizaron las
evaluaciones por medio de la medicion del diametro del area delimitada por el
crecimiento de micelio en las cajas Petri, se utilizd6 un vernier. Se realizaron
célculos del porcentaje de inhibicidon provocado por el fungicida sobre la colonia del

hongo por medio de la férmula:

o Diam.testigo — Diam. tratamiento
% inhibicion = [( Diam. testigo > X 100]

Se realizaron analisis de regresion en base a las concentraciones evaluadas en
ml L™ para todos los fungicidas que fueron testados para calcular la concentracién
efectiva EC50. Se categorizaron los resultados segln el célculo de ED*°
(Concentracion de ingredientes activos capaz de inhibir el 50% del crecimiento
micelial), propuesto por Edgington et al. (1971).
e ED*°<1 mg L™ alta sensibilidad (AS)
e ED®* 1-10 mg L™: moderada sensibilidad (MS)
e ED® 10-50 mg L™: baja sensibilidad (BS)
e ED®%> 50 mg L™ insensibilidad (1)
Las dos cepas de C. proteae (B2 y A2) que fueron utilizadas, mostraron un

comportamiento similar en las pruebas de sensibilidad a fungicidas, por ello se
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analizaron de manera conjunta, promediando los datos para obtener una mayor

precision de los resultados.

3.2.3 Etapa lll. Elaboracion de escala de severidad de la enfermedad y evaluacion
en campo del efecto de estrategias para el manejo de la chasparria en Cycas

revoluta.

lll A. Escala de severidad de la enfermedad

Mediante visitas y muestreos a la plantacién enferma por la chasparria, se
elabor6 una escala diagramatica para evaluar la enfermedad. Se procedié a
seccionar la hoja en porcentajes, en donde cada parte correspondid a un
porcentaje de la hoja afectado con su respectiva fotografia y se califico con valores
de cero a siete (0 — 7) el nivel de dafio causado; se tomaron cinco plantas por
unidad experimental, se obtuvo un promedio de todas las hojas calificadas con la
escala, se determin6é la severidad en porcentaje y se determind el indice de
severidad, el cual se calcul6 de la siguiente manera:

~ (nxi)+nxi)..

Indice severidad = Z = [ 8—1(TH) x 100

n=0-7

En donde:

n: Grado de severidad de cada hoja de las plantas evaluadas en campo por medio de la
i: Namero de hojas muestreadas
TH: Numero de hojas totales por cada planta evaluada.

lll B. Evaluacion de &cido acético como antiesporulante y programa de rotacion
de fungicidas convencionales - no convencionales.

Para este experimento, se incluydo un programa de rotacion de fungicidas
convencionales y no convencionales como estrategia para el manejo integrado de
la chasparria en C. revoluta; ademas se evalud la aplicaciéon extra de acido acético
a 50 ml L), sobre las lesiones de la necrosis, con el fin de reducir el in6culo

secundario (concentracion determinada en pruebas preliminares en Anexo 2).
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Il B 1. Disefio experimental
Se utilizé un disefio en Bloques Completos al Azar. Los tratamientos se
distribuyeron en cinco bloques con cuatro parcelas experimentales de 150 plantas

aproximadamente para un total de 20 unidades experimentales.

[l B 2. Tratamientos
Los tratamientos que se describen en el Cuadro 6, fueron aplicados
semanalmente para un total de 21 aplicaciones y seis fechas de muestreo mensual
(abril — septiembre 2014).

Cuadro 6. Descripcion de los tratamientos aplicados para la evaluacion del efecto del
acido acético y dos programas de rotaciéon de fungicidas como estrategia
para el manejo de la chasparria en C. revoluta. Etapa Ill, Los Chiles 2014.

Tratamiento

Céd.
Factor A (antiesporulante) Factor B (Rotacion fungicidas)
T1 Sin acido acético Programa convencional
T2 Sin acido acetico Programa No convencional
T3 Acido acético Programa convencional
T4 Acido acético Programa No convencional

Era de importancia determinar cual seria la concentracion adecuada de acido
acético a utilizar sin que ejerciera un efecto fitotdxico en las plantas. Para esto se
hizo necesario aplicar distintas concentraciones a un grupo de plantas en campo,
cada concentracién se defini6 como tratamientos y se indican en el Anexo 2. Al
final se realiz6 una prueba con &cido acético a una concentraciéon de 50 ml Ly
tampoco hubo toxicidad de parte de las plantas, de manera que se decidié aplicar
dicha concentracién en los experimentos que se realizaron.

La aplicacién de antiesporulantes como el &acido acético y fungicidas del
programa de rotacién en campo, se realiz6 por medio de una bomba pulverizadora
manual marca Carpi® de 18 L de capacidad y una boquilla Teljet 8002. Para la
aplicacion de los tratamientos en la totalidad del area experimental, se utilizaron 18
L de volumen de disolucion para cada producto aplicado (fungicida convencional,

no convencional y acido acético).
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Los tratamientos que indican la aplicacion de un programa convencional se
refieren al ejecutado en la finca actualmente, sin alteraciones (Anexo 6). El
programa no convencional de fungicidas (Anexo 7) se refiere a una rotacion con
productos de bajo costo, facil disponibilidad y que pueden ser formulados en la

finca productora (Caldo bordelés, Protector Zn y acido acético + Clorotalonil).

lll B 3. Variables evaluadas
Para este experimento se tomd en cuenta la medicion de la severidad de la
enfermedad en cada una de las cinco plantas identificados con una cinta de color
dentro de cada parcela; estas mediciones se realizaron cada cuatro semanas por
medio de la escala de severidad que fue desarrollada en etapa Il A; se clasificé en
la escala y se tom6 un promedio de los puntajes obtenidos para cada hoja de una

misma planta y luego se calculé el indice de severidad.

lll C. Evaluacién de la nutricion foliar

Este experimento se realiz6 a nivel de campo, consistié en aplicar y evaluar
distintas fuentes fertilizantes que proporcionan Si, Ca y Mg, como alternativas para
el manejo de la chasparria en C. revoluta. Para esto se utilizaron parcelas 150

plantas aproximadamente.

lIl C. 1 Disefio experimental
Se utilizé un disefio en Bloques Completos al Azar. Los tratamientos se
distribuyeron en cinco bloques con cuatro parcelas experimentales de 150 plantas
aproximadamente para un total de 20 unidades experimentales, con 12 GL para el
error experimental y 19 GL totales.

lII C. 2 Tratamientos
En cuanto a los tratamientos (Cuadro 7), cada uno obedecié a una fuente de
fertilizacion foliar determinada y un testigo, para un total de cuatro tratamientos y
20 unidades experimentales; todas las unidades experimentales recibieron
aplicaciones rotacionales de fungicidas convencionales con bomba pulverizadora

de motor. Los fertilizantes foliares fueron aplicados por medio de una bomba
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pulverizadora manual marca Carpi® de 18L de capacidad y una boquilla Teljet 8002
(para la aplicacion de cada tratamiento en el area experimental, se utilizaron diez

litros de disolucién).

Cuadro 7. Tratamientos del experimento efecto de la fertilizacién foliar en la severidad
de la chasparria en C. revoluta en condiciones de campo. Etapa Ill, Los

Chiles 2014.

Trat. Fuente Fertilizante Composicién quimica
T1 Ca(NO3), Nitrato de Calcio CaO: 26% NO;: 14.2%
T2 Si0,/K,0 Silicato de Potasio SiO,: 20% K>0: 18%
T3 MgSQO, 5H;0 Sulfato de Magnesio MgO: 16,7% S: 13%
T4 - Sin fertilizacién foliar - e

lll C. 3 Variables evaluadas

Las aplicaciones se realizaron cada dos semanas durante seis meses y la
frecuencia de medicion de variables fue cada cuatro semanas, se evalud la
severidad del ataque del hongo para cada tratamiento y se calcul6é el indice de
severidad; ademas se tomaron andlisis foliares al final del experimento para
analizar los nutrientes presentes en el tejido foliar y las diferencias que existian
entre los tratamientos y estos con respecto a otros analisis obtenidos
anteriormente, para un total de cuatro analisis foliares. Se tomaron ocho hojas de
la segunda corona de arriba hacia debajo, segun el método de muestreo utilizado

en plantaciones comerciales.
3.2.4 Elaboracién de manual informativo referente al cultivo de C. revoluta.

Durante el transcurso de la investigacién se consultaron fuentes bibliograficas,
periodicos, revistas especializadas, comunicaciones personales con productores
expertos en el cultivo de cicas; se tomaron fotografias que fueron incluidas para
ilustrar y confeccionar un manual con informacién sobre historia, biologia, estudios
cientificos y manejo agronémico del cultivo de C. revoluta. El manual descrito
cuenta con varias partes, entre ellas las generalidades del cultivo, historia, manejo

agronomico en plantaciones extensivas y plagas mas comunes en Costa Rica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Etapa |. Determinacion del ritmo de emision foliar en Cycas revoluta y

elaboracion de escala fotogréfica de principales fases.

| A. Ritmo de emision foliar

Se analizaron plantas provenientes del Grupo A y Grupo B. En el Cuadro 8, se
muestra el resultado de la prueba LSD Fisher al 5% de las variables Longitud y
Ancho de la hoja en centimetros.

e Longitud de hoja

Segun Cuadro 8, al transcurrir dos dias después de la emergencia del brote (2
DDE), las plantas presentaron diferencias significativas respecto a la longitud de la
hoja, hasta transcurridos doce dias (12 DDE), en el Grupo A pas6 de 2,95 cm a
14,75 cm mientras que para el Grupo B el crecimiento fue de 4,02 cm — 22,29 cm; a
partir de los doce dias en adelante, incluso hasta 22 dias (22 DDE), las diferencias
en la longitud no fueron significativas (Grupo A: 14,75 cm a 16,54 cm y Grupo B:
22,29 a 24,58 cm), periodo durante el cual se diferenciaron principalmente de
manera visual, la tonalidad del color de las hojas, estas se tornaron mas oscuras y
el tejido fue adquiriendo dureza conforme fueron pasando los dias.

La media de la longitud de las hojas del Grupo A fue 8,04 cm menor que la
media de las plantas del Grupo B, las cuales eran de mayor tamafo (entre 10 - 12
cm de diametro) en comparacion con las del Grupo A (entre 6-7 cm de diametro).

e Ancho de la hoja

En el caso de la variable Ancho de la hoja (Cuadro 8), se observd un
comportamiento similar en ambos grupos, en el Grupo A la apertura pasé de 0,25
cm a 7,72 cm, mientras que para el Grupo B alcanzaron un mayor tamafio pasando
de 0,56 cm a 8,49 cm; a partir de 18 dias (18DDE) el ancho de la hoja aumentd
levemente (Grupo A: de 7,45 cm a 7,72 cm y Grupo B: 8,45 cm a 8,49 cm), no

mostraron diferencias significativas entre las observaciones.
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Cuadro 8. Resultado de la Prueba de Medias LSD Fisher (5%), de las variables
Longitud y Ancho de la hoja comparando dos grupos de plantas de C.
revoluta. Etapal, ITCR 2014.

ETAPA DDE Longitud de la hoja (cm) Ancho de la hoja (cm)
Grupo A Grupo B Grupo A Grupo B
0 2,95° 4,02° 0,25° 0,56 2
\%1 2 4,33% 6,29 ° 0,36° 0,832
4 6,37° 10,08 © 0,522 1,67°
6 8,62 ¢ 13,61 ¢ 0,86° 2,62°
V2 8 11,01 ¢ 17,72 ¢ 2,19° 4,07 ¢
10 12,93° 20,58 3,59 ¢ 5,62 ¢
12 14,75 " 22,299 53¢ 7,04°
V3 14 15,55 1 23,44 9" 6,72° 8,129
16 16,13 1 23,92 9" 745" 8,459
18 16,52 9 24,04 " 771" 8,499
V4 20 16,63 ¢ 24,05 " 772" 8,499
22 16,64 ¢ 24,58 " 772" 8,499
—abcderg

Letras distintas en la misma columna difieren significativamente (p<0,05).

El Analisis de Varianza indicO6 que existieron diferencias entre las
observaciones del Grupo A (p<0,0001) y el Grupo B (p<0,0001), en la Figura 10, se
presenta graficamente la longitud de la hoja de C. revoluta de los dos grupos (A'y
B) en condiciones de invernadero segun las etapas propuestas. Se observa que el
crecimiento acelerado se dio en las etapas V1y V2.

30 -
525 7 _——--_f- ----- -I-
215 1 o i '
< 10 - s ' : :
[J) - : ! | I
S 5. __,f ! | : | Grupo A
S 0 : : | === Grupo B
2 & e O g
o \(b rbo & 60
— & & N @'b

QO

Etapa

Figura 10. Longitud de la hoja (cm) de Cycas revoluta Grupo A y B, segun etapas
determinadas en condiciones de invernadero. Etapa |, ITCR 2014.
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En la Figura 11 se observa el proceso de apertura de la hoja de C. revoluta; en
donde desde la Etapa V1 hasta la V3 existio un crecimiento acelerado, mientras

gue en la Etapa V4 muestra un ancho constante en el que no existen cambios.
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Figura 11. Ancho de la hoja (cm) de Cycas revoluta segun etapas determinadas en
condiciones de invernadero. Etapa |, ITCR 2014.

Cabe destacar que se registré el nimero de hojas en cada corona emitida por
C. revoluta en condiciones de invernadero; las plantas de ambos grupos
Unicamente presentaron un brote de hojas transcurridos diez meses, en el Cuadro 9
observa que el brote estaba conformado por de cuatro hojas en promedio para el
Grupo A y siete hojas en las plantas del Grupo B; en cuanto a la duracion en dias
para que cada corona fuera emitida en plantas del Grupo A presenté un promedio
de 52 dias transcurridos desde la siembra hasta la emergencia del primer brote y
por otro lado 72 dias en el Grupo B. En el Cuadro 9 se muestra la variabilidad que
existio entre la emergencia de la corona de hojas (Grupo A: CV=41,97% y Grupo B:
CV=5,56%).
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Cuadro 9. Variables obtenidas a partir de las observaciones de emision foliar durante
10 meses. Etapal, ITCR 2014.

Variable Grupo A Grupo B
Numero de hojas por corona 4 7
Dias después de siembra en emerger corona de hojas
Promedio 52 72
Maximo 84 93
Minimo 10 67
CV % 41,97 8,56
SD 21,77 6,22

Debido al comportamiento de la emisién foliar de C. revoluta, se determiné
necesaria la existencia de cuatro etapas V1, V2, V3 y V4, las cuales a su vez se
subdividieran en tres fases con una duracion de dos dias cada fase. Por lo tanto
cada etapa tardaria seis dias aproximadamente.

La utilidad de conocer acerca de las fases de desarrollo de una planta, es que
se puede tener una aproximacién de la etapa de crecimiento, para tener un punto
de referencia cuando se estd hablando de periodos de susceptibilidad a las plagas,
aplicaciones de agroquimicos o etapas criticas; en cuanto a la eficiencia, Whitelaw
et al. (2007), mencionan la importancia que se estudie el hospedero para el manejo
de enfermedades provocadas por un determinado patégeno.

Cabe destacar que al realizar una poda total de las plantas del Grupo A, que se
mantenian en observacién, se determin6 que en promedio, emiten el primer brote a
los 28 dias después de la poda; mientras que para las plantas de Grupo B,
emitieron otro brote de hojas transcurridos 22 dias después de la poda, es probable
que se relacione con el diametro del bulbo; entre mayor sea el diametro, existe
mayor rapidez para emerger el brote de hojas. Las plantas que no fueron podadas
no volvieron a emitir otro brote. Es posible que las plantas entraran en un periodo
de dormancia y que la poda estimulara la emision foliar.

e Diametro del bulbo

El diametro del bulbo de las cicas del Grupo A en observacion, presentd una
disminucién conforme paso el tiempo, a partir de los nueve meses después de la
siembra. Existe la posibilidad de que el bulbo no haya aumentado el grosor en un

periodo de mas de un afio por estar sembrado en una maceta y no a campo
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abierto, donde normalmente se ubican las plantaciones comerciales. Marler y
Moore (2010) destacan que C. revoluta tiende a ser una planta que se adapta al
recipiente en el que esté sembrada y disminuye la velocidad de crecimiento cuando
se encuentra con espacio limitado. Se descart6 esta variable debido a la dificultad
para medir el diametro.

Se examinaron dos plantas, una de cada grupo, en la Figura 12, se observa la
sintomatologia presentada, no tenian sistema radical desarrollado, se estaba
alimentando Unicamente de las reservas de carbohidratos del bulbo y es posible
gue por ello presentar disminucion en el diametro.

El bulbo enfermo, presenté una coloracion interna rojiza (Figura 12), con
apariencia corchosa en la parte baja donde suponia el crecimiento de raices;
mientras que el bulbo sano, mostraba internamente un color amarillo claro

abundante sistema radical completamente sano.

% :
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Figura 12. A Planta enferma del Grupo A. B. Plantas sana del Grupo. Etapa I, ITCR
2014.
| B. Escala fotogréafica de las principales etapas de emision foliar
Para efectos practicos se disefid la siguiente escala fotografica de los cambios
de la hoja de C. revoluta presentada en la Figura 13, con el fin de entender con

facilidad las etapas identificadas como V1, V2, V3 y V4, estas fueron subdivididas
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en A, B, C; dicho codigo es valido para aumentar la precision con la que se quiere
dar a conocer el estado de la corona de hojas de una planta. Se indican los dias
después de emergido el brote de hojas y una breve descripcion de cada fase; es
importante tener claro que no siempre es valido hacer referencia Unicamente al
numero de dias de emergida, debido a que algunas veces el brote de hojas se
puede atrasar o adelantar en la fase, ademas que es dificil llevar el conteo de los
dias de emergido el brote de cada planta en campo, por ello se plante6 que las
fases debian ser determinadas mas bien por el aspecto visual de las hojas, lo que
funciona como base para que cualquier persona pueda identificar la fase de
desarrollo en la que se encuentre la Ultima corona de hojas de una planta de C.

revoluta.
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Ritmo de emision foliar de Cycas revoluta
en condiciones de invernadero

Etapa

Nombre

Descripcién

\% 8
(A,B,C)

Infantil

Corresponde al crecimiento y division celular acelerada que se da durante el dia
de emergencia y transcurridos 4 dias después de emergencia (4 DDE)
aproximadamente. Las hojas aun no se han desarrollado y conservan margen
revoluta. Esta etapa, se subdivide en tres fases que son: A: En donde
solamente se observa una estructura formada por el raquis de la hoja, estan
los foliolos en formacién; puede medir entre 3 - 5 cm de alto y 0,5-1 cm de
ancho, dependiendo de tamafo final de la hoja y generalmente se encuentra
cerrado durante esta fase. B: Se da 2 DDE aproximadamente. La estructura
formada por el raquis adquiere mayor altura pero aun no se ha dado la apertura
de los foliolos. C: En algunos casos puede verse la apertura transcurridos 4
DDE aproximadamente, pero dependiendo del tamafio final de la hoja. En esta
fase el raquis puede seguir adquiriendo altura.

V2
(A,B,C)

Formacion

Corresponde a la apertura de los foliolos y formacién de la hoja, esto se puede
observar entre 6 a 10 DDE aproximadamente. Comprende tres fases: A. Inicio
de apertura foliar, al menos una de las hojas debe presentar esta caracteristica,
el ancho de la hoja puede medir entre 1,0 a 1,3 cm. B. Las hojas adquieren una
forma definida, pero no ha finalizado la apertura; al ser tejido en formacién la
consistencia de los foliolos es blanda. C. Ya ha finalizado la formacién de la
hoja, puede existir al menos una hoja atrasada que esta en apertura.

V3
(A,B,C)

Juvenil

Esta etapa se centra en el endurecimiento de las hojas, puede encontrarse
entre los 12 y 16 DDE aproximadamente. EstA compuesta por tres fases: A.
Pueden existir foliolos finalizando la etapa de formacion, se da el inicio del
endurecimiento de los foliolos de la hoja que antes eran blandos y susceptibles
a dafios fisicos. B. La hoja va adquiriendo la dureza necesaria para la
formacién de espinas en la punta de los foliolos. C. Los foliolos dquieren una
dureza aceptable para que inicie el cambio en la coloracion.

A 18 DDE B 20DDE C 22DDE

V4
(A,B,C)

Madurez

Corresponde a la etapa de cambio de coloracién de las hojas y probablemente
acumulacion de carbohidratos en el bulbo. Estas van adquiriendo una tonalidad
mas oscura y ya tienen la dureza necesaria para soportar dafios en la
superficie. No hay cambio en crecimiento. Proceso para convertirse en una
hoja madura, se divide en tres fases: A. B. C. que van desde 18 a 22 DDE
aproximadamente. Luego de estas fases, no existen cambios visibles en
apariecia ni tamafio (las primeras plantas en emerger se midieron hasta 32 DDE
y no hubo cambios significativos).

M Sénchez,, 2014

Figura 13. Escala fotogréafica de las principales etapas y sus respectivas fases de emisién foliar en C. revoluta en
condiciones de invernadero. Sanchez, M. ITCR 2014.

39



4.2 Etapa ll. Identificacion del agente causal de la chasparria en Cycas revoluta y la

fase de la hoja mas susceptible a la infeccion por patégenos.

Il A. Identificacién del agente causal

Agrios (2005), menciona la importancia de conocer primero acerca de la
capacidad de respuesta del patégeno ante las condiciones del medio en el que se
desarrolla, es decir la biologia, etiologia y epidemiologia del organismo. Para
determinar si un hongo es un organismo patdégeno de ciertas plantas, es necesario
el estudio microscépico de la morfologia del micelio, estructuras reproductivas y
apariencia de esporas, y que es necesaria la busqueda de literatura para saber si
ha sido reportado y en qué planta(s) se ha presentado. Ante la posibilidad de la
similitud del hongo identificado al descrito en la literatura, se hace necesario aislar
en medios de cultivo nutritivos, obtener cultivos puros y realizar anélisis
moleculares para tener mayor seguridad (Agrios 2005; Abarenkov et al. 2010).

En el caso de la presente investigacion, se hizo necesaria la aplicacion de los
postulados de Koch, debido a que se desconocia el patégeno que estaba
provocando la enfermedad y no existen registros que apoyen alguna patologia en

especifico

e Categorizacion de sintomas

La descripcién de la totalidad de sintomas presentados en campo se encuentra
en el Anexo 4; sin embargo las lesiones mas frecuentes encontradas se resumen
en la Figura 14, en donde la lesion categorizada como A, se refiere a un
encrespamiento del extremo superior de los foliolos y desecamiento del tejido; la
cual es una de las lesiones caracteristicas de hojas nuevas o en etapa V3; en
cuanto a la lesibn B, no hay encrespamiento, la hoja se vuelve rigida pero
guebradiza y desecada, la lesion inicia desde el extremo hacia dentro, hay
presencia de puntos negros sobre la lesion, es comun observarla en hojas viejas o
en etapa V4; la lesion C, es concéntrica inicia en el borde lateral del foliolo, algunas
veces lo deforma, es comun observarlo a cualquier etapa durante la emision foliar;
por otra parte la lesion D, tiene aspecto marrén que inicia desde el extremo

superior del foliolo, el tejido se vuelve rigido pero mantiene la coloracién
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caracteristica; por ultimo las lesiones E y F consisten en puntos cloroticos en la
superficie de la hoja, alcanzan tonalidades amarillo - naranja, no tienen forma
definida, inician en el borde, no hay deformacion y aparecen en cualquier parte del
foliolo, observados principalmente en hojas V4, en estado de senescencia.

e 11} 1
I

Fuente: Sanchez, 2013
Figura 14. Categorizacion de los dafios por chasparria en campo, lesiones aisladas en
Laboratorio de Fitopatologia de CORBANA S.A. Etapa Il, Guapiles 2014.

e Identificacion taxondémica

La identificacién taxonOmica basada en morfologia generalmente presenta
ambigledad cuando se quieren establecer diferencias entre especies como en el
caso de Colletotrichum segun Cai et al. (2009) y Prihastuti et al. (2009), por ello se
hizo necesaria la identificacion a nivel molecular de los patégenos aislados de las
lesiones en campo.

Por otro lado Cannon et al. (2000, citado por Phoulivong 2011), indican que los
andlisis de acidos nucleicos proporcionan la mayor confiabilidad para la
clasificacion de las especies de Colletotrichum, debido a que no estan
predeterminadas por factores ambientales. Las bases de datos contienen

secuencias de nucleétidos a nivel molecular, que son caracteristicos de ciertas
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especies, de esta manera es posible la identificacion rigurosa, por medio del ADN y
la comparacion de secuenciaciones obtenidas por analisis PCR.

Las bases de datos NCBI (Nactional Center for Biotechnology Information) y
UNITE, se encuentran relacionadas, colaboran para INSD (International Nucleotide
Sequence Data); esta ultima trabaja con FESIN (Fungal Enviromental Sampling and
Infromatics Network), para procesar y analizar muestras correctamente. UNITE es
una base de datos abierta para consultas, los usuarios no pueden hacer
modificaciones en secuencias introducidas por otros autores, esto para asegurar
mayor confiabilidad en los registros (Abarenkov et al. 2010).

Debido a la cantidad diversa de patégenos encontrados en las lesiones
aisladas, se determiné que la lesion A, fue causada por Colletotrichum proteae,
segun UNITE (Cuadro 10), sin embargo en NCBI no se logro identificar a nivel de
especie; el caso de Fusarium sp., puede ser posible que actlie como saprofito o
patdégeno oportunista, aprovechando la lesion originada por C. proteae.

Para la lesién B, se vuelven a encontrar los hongos C. proteae y N. sphaerica,
pero en este caso el oportunista puede que sea Aspergillus sp. En el caso de la
lesion C, es interesante encontrar que se identific6 N. sphaerica y no asi C.
proteae, pero de igual manera aparecid el género Fusarium sp. y Cochliobolus
geniculatus, el cual fue un patégeno de menor frecuencia de aparicion en anteriores
aislamientos realizados por CORBANA S.A. Para la lesion D, E y F, se identificé el
patégeno llamado Pestalotiopsis foedans el cual ya habia sido aislado de lesiones
gue presentaban esa coloracioén rojiza. Por ultimo, el hongo aislado en la lesién D,
se refiere a Davidiella tassiana, el cual tampoco fue tomado en cuenta porque era

la primera vez que figuraba en los aislamientos de lesiones en C. revoluta.
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taxonémicat

Cuadro 10. Identificacion de hongos aislados de Ilas lesiones
categorizadas como A, B, C, Dy E-F y el % de confiabilidad. Etapa II,
CORBANA S.A 2014. (Anexo 3)

Muestra Organlsmolé:ggllﬂﬂfgées % conf. Organismo coincidentes NCBI % conf.
Al Fusarium sp. 95 Fusarium sp. 99
A2 Colletotrichum proteae 95 Colletotrichum sp. 99
A3 Nigrospora sphaerica 95 Nigrospora Sphaerica 99
Bl Nigrospora sphaerica 95 Nigrospora Sphaerica 99
B2 Colletotrichum proteae 95 Colletotrichum Gloeosporioides 99
B3 Aspergillus sp. 95 Aspergillus sp. 100
C1 Cochliobolus geniculatus 95 Cochliobolus Geniculatus 99
Cc2 Fusarium sp. 95 Fusarium sp. 100
C3 Nigrospora sphaerica 95 Nigrospora Sphaerica 99
D1 Pestalotiopsis foedans 95 Pestalotiopsis Sp 99
D2 Davidiella tassiana 95 Cladosporium sp. 100
E-F Pestalotiopsis foedans +95  Pestalotiopsis Clavispora 99

'Resultados brindados por el laboratorio de biologia molecular de CORBANA S.A. (bases de datos
consultadas RDP/UNITE y NCBI), secuenciacién obtenida de andlisis moleculares.

C. proteae fue identificado por Liu, Damm, Cai y Crous (MycoBank MB 802498)
en el 2013, se aislé del género Protea en Sudafrica. Es importante mencionar que
las muestras A2 y B2 para la base de datos RDP/UNITE se considera como
Colletotrichum proteae, sin embargo no fueron coincidientes en la identificacion
segun NCBI, la cual indic6 que para el A2 se identificO hasta nivel de género,
mientras que para el B2, se identific6 el patdbgeno C. gloesporioides, que se
encuentra relacionado con la especie proteae descrita por Liu, Damm, Cai y Crous
en el 2013. Dichos autores determinaron que en el complejo C. gloesosporioides
existian seis especies asociadas, entre las cuales se encontr6 un nuevo taxén
denominado C. proteae, la secuenciacion se encuentra en ambas bases de datos y
la informacién fue suministrada por los autores que la identificaron.

Lubbe y otros investigadores en el 2004, publicaron que existian cuatro
especies de Colletotrichum asociadas a enfermedades en la familia Proteaceae que
en su mayoria son encontradas en Australia, Sur Africa, América central, Sur
América y Sureste de Islas del pacifico, esta familia de plantas tienen importancia
para la comercializacion de flores seglin Rebelo (1995), citado por Lubbe et al.

(2004). Lubbe et al., durante una investigacion realizada en Sudéafrica (2004),
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indico que dentro del género de plantas Protea se encuentran las especies de
Colletotrichum mé&s devastadoras que limitan la produccién y pertenecen al
complejo C. gloeosporioides, entre las cuales se encuentran: C. acutatum, C.
acutatum f. sp. hakea, C. boninense, C. crassipes, C. gloesporioides f. protea (from
protea). En el 2006 Lubbe et al., identificaron que C. acutatum y C. gloeosporioides
f. protea fueron los patégenos que se asociaron principalmente con necrosis foliar
en cultivares del género protea.

Crous et al. (2000), mencionan que enfermedades provenientes de proteaceas
han sido introducidas en otros paises como patdégenos latentes en semillas o cortes
de tejido, debido a esto, es necesario tratar las enfermedades desde el centro de
origen de dichas plantas o de donde hayan sido reportadas en otros cultivos, como
en Estados Unidos, Europa, Israel entre otros; ademas que patégenos involucrados
con miembros de la familia Proteaceae han sido introducidos a Australia desde
Sudafrica, por ello uno de los mayores impedimentos para la importacién de estas
especies es la introduccion de enfermedades patogénicas, que antes se creian que
eran especificas de dicho hospedero. Cabe resaltar que tal como lo indica Cai et
al. (2009) y Hyde et al. (2009) las especies del género Colletotrichum son
cosmopolitas y una misma especie puede afectar varios hospederos como en este
caso que afecta a las especies de la familia Proteaceae y Cycas revoluta.

e Inoculaciones controladas

En las primeras inoculaciones realizadas con Colletotrichum sp, Fusarium sp.
Nigrospora sp. y Sclerotium sp., no se tuvo éxito, las condiciones de humedad,
viabilidad y concentracion del in6culo no fueron las adecuadas, las plantas no se
vieron afectadas por la suspension de conidios aplicada sobre la superficie de las
hojas, a pesar de que se varié la metodologia de inoculaciones tampoco se
obtuvieron resultados positivos. Es importante mencionar que en un estudio
realizado por Lubbe et al. (2006) mencionan que al realizar las inoculaciones con C.
gloesporioides bajo condiciones controladas presentaron dificultades para que se
diera el desarrollo de la enfermedad, se intentaron varias metodologias, entre ellas
se dio la introduccién directa del patégeno en el tejido, dafio mecanico en hojas o

tallos simulando el ataque de insectos y rocio de suspension de conidios sobre la
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superficie de las hojas a una concentraciéon 1x10° esporas por mililitro mas un
producto adherente (Tween 20), utilizaron 10 ml por planta en cada intento de
inoculacién que realizaron.

En las inoculaciones posteriores, todas con Colletotrichum proteae
(identificados como A2 y B2 en Cuadro 10), se determiné el principal sintoma en
etapas V1, V2 y V3 (Figura 15) presentd un Periodo de Incubacion (Pl): 3-5 dias y
un Periodo de Latencia (PL): 6 dias. Agrios (2005), menciona que para que la
enfermedad se reproduzca tienen que interactuar ciertos componentes entre los
cuales se encuentran el patdgeno, el hospedero y las condiciones ambientales;
esto es conocido como el triangulo de la enfermedad, si las condiciones
ambientales son extremas es posible que el patbgeno no pueda atacar al
hospedante, incluso que aumente o disminuya la severidad del dafio y que exista
cierta resistencia. También puede suceder que aunque hospedante y patdégeno
estén en contacto, algunas veces puede que no se desarrolle la enfermedad.

Al realizarse las inoculaciones iniciales, se utiliz6 una cdmara de humedad de
un menor tamafo (70 x 40 x 40 cm) que la utilizada posteriormente (70 x 70 x 120
cm), de esta manera la temperatura fue mayor en la camara de humedad mas
pequefa (38°C - 40°C) durante las horas mas soleadas del dia (9:00 am — 2:00 pm)
y esto pudo haber afectado el desarrollo de la enfermedad. También otro aspecto
fue que las cepas utilizadas en las primeras inoculaciones pudieron ser menos
virulentas que las A2 y B2 inoculadas en los ultimos intentos.

La humedad relativa y la disponibilidad de agua son factores importantes en el
desarrollo de la enfermedad segun Agrios (2005), debido a que es necesaria la
disponibilidad de una pelicula de agua para que las esporas de los patdgenos
puedan depositarse y germinar; por ello existieron diferencias cuando se utilizo el
atomizador manual para asperjar agua comparado con los microaspersores —
nebulizadores utilizados en la camara grande de humedad; aunque en la camara
pequefia también se lograba una humedad relativa de 99%; fue necesaria la
simulacion de la lluvia o rocio sobre las hojas de la planta y sumado a esto,
temperatura relativamente baja (28°C - 30°C). Forsberg (1993), citado por Lubbe et

al. (2004), mencionan que la ocurrencia de este tipo de enfermedades en plantas
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proteaceas cultivadas en campo también estan definidas por condiciones climaticas
moderadas (20°C - 25°C), humedad relativa y altos niveles de indculo (Forsberg
1993, citado por Lubbe et al. 2004).

Al inocular C. proteae, se presentaron sintomas como los que se muestran en
la Figura 15; se observo al principio una lesion que deforma la hoja levemente, el
tejido afectado se tornd de color grisaceo, se transformd en una lesion humeda y
necrosada, que debilité el foliolo, deshidratd el tejido y se volvid propensa a la
entrada de otros patdégenos; permitiendo observar las estructuras reproductivas a
los dos - tres dias de haber aparecido la lesion. Es posible que después de las
etapas iniciales de la infeccion se dé la abscision de una parte del foliolo. Los
acérvulos se encontraron al siguiente dia de haber aparecido el primer sintoma, se

pueden observar puntos negros en la lesion hiumeda que se fueron deshidratando.

Figura 15. Sintomatologia presentada en las plantas que fueron inoculadas con C.
proteae transcurridos desde tres a cinco dias. Sintomas semejantes a los
encontrados en campo. Etapa ll, ITCR 2014.

En la Figura 16, se presentan las principales lesiones que aparecieron por las
inoculaciones realizadas con C. proteae, es el sintoma caracteristico de la
enfermedad, siempre estuvo presente, consisti6 en una lesion color grisaceo al
inicio, de apariencia humeda, luego se torné de color café y se seco; el tejido
alrededor de la lesion empez6 a formar estructuras de defensa, circulos
concéntricos; se observaron los acérvulos en el tejido necrosado, la mayoria del
tiempo la entrada del hongo se dio por la parte media del foliolo, pero también

afect6 desde el extremo o la base del foliolo.
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Liu et al. (2013) mencionan que Knox (1981), Knox et al. (1986) y Crous et al.
(2004), determinaron los principales sintomas causados en proteaceas, entre ellos
la muerte descendente o “Damping off”, necrosis foliar y en tallo; por otro lado The
International Society for Horticultural Science (2007) mencionan antracnosis, un
sintoma conocido como “steam die-back” y “Colletotrichum die-back”. En la Figura
16-B, C, E, se observa un estrangulamiento de la vena media de la hoja compuesta
de Cycas revoluta, es similar a una herida (Figura 16-D) la cual que es causada por
las estructuras del hongo, esta lesion es caracteristica de la época lluviosa y mas
problematica aun cuando coincide con el momento de emision foliar.

En cuanto la Figura 16-F, se puede observar otro tipo de lesién causada por el
mismo patdgeno, consiste en pequefias deformaciones del tejido foliar, debido a la
entrada o establecimiento de las estructuras del hongo en la planta. Esta lesion se

encontro en plantas en estado V3 e incluso V4.

Sintomas en invernadero Sintomas en campo Sintomas en campo Sintomas en invernadero

Figura 16. Contraste de la sintomatologia presentada por las inoculaciones (A, B, C, D,
E, F) con C. proteae a 1 x 10° conidios mlI* de concentracién y los
presentados en la plantacion enferma. Etapa Il, ITCR 2014.
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En la Figura 17 se observa la disminucion en la concentracion del inéculo, la
cual no provoca una diferencia marcada en la severidad. No fue posible la
identificacion de alglin agente que explicara la variabilidad de sintomas, a pesar de
que se repitieron ocho veces las inoculaciones, los sintomas se vieron afectados
por la cantidad del in6culo, siendo un ataque agresivo como se muestra en la
Figura 16 el provocado por una concentracién de 1x10° conidios por mililitro
(Figuras 16), mientras que al hacerse la inoculacién con una concentracion de
2x10* conidios por mililitro, se observaron lesiones como las que se muestran en
Figura 17; pero el estrangulamiento del raquis, solamente se observo bajo la
concentracion mas alta (1x10° conidios por mililitro). En las inoculaciones
realizadas por Lubbe et al. (2006) se utilizaron concentraciones de 1 x 10° conidios

por ml, la cual se puede categorizar como alta concentracion.

Sintomas en campo Sintomas en invernadero Sintomas en campo Sintomas en invernadero

AR } & .=
it A

Figura 17. Contraste de la sintomatologia presentada por las inoculaciones con C.
proteae a 2 x 10* conidios mI* de concentracién y los presentados en la
plantacién enferma (A, B, C, D). Etapa Il, ITCR 2014.
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e Comprobacién de sintomas

Cai et al. (2009), mencionan que a la hora de identificar especies de
Colletotrichum, es necesario que se tomen en cuenta caracteristicas morfologicas
como forma y tamafio de los conidiomas o acérvulos, conidios, conidiéforos, setas y
apresorios. Al realizar los re aislamientos de las lesiones presentadas por las
inoculaciones (Figura 18), se observa la similitud entre caracteristicas del patégeno
inoculado y el patégeno re-aislado; en cuanto a las caracteristicas fenotipicas,
muchas veces el hongo no volvio a formar la misma colonia ni con la misma
coloracién que la anterior; sin embargo, se observaron los acérvulos formados y el
micelio con tonos gris y amarillo. Los conidios tienen forma ovalada, bordes lisos,
son abundantes y se mantienen en movimiento, algunas veces se les nota una

constriccion en la parte media, semejante a una cintura o célula binucleada.

Conidios inoculados | Colonia inoculada Conidios re-aislados | Colonia re-aislada

Figura 18. Contraste de los conidios y la colonia de C. proteae, durante comprobacién
de los postulados de Koch. Etapa Il, ITCR 2014.
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En la Figura 19, el hongo
identificado como C. proteae afectando a
C. revoluta , se compara con el hongo
determinado por Lui et al. (2013), como
C. proteae, aislado por primera vez de la
familia de las proteaceas. Se puede
observar que existe cierta similitud en
las caracteristicas que se indican en la
teoria, como la forma de los conidioforos
y acérvulos; sin embargo, los acérvulos
no siempre estan presentes de color
naranja, la mayoria de las veces son
negros o grisiceos a menos que sean
sometidos a algun tipo de estrés; los

conidios del hongo identificado en la

presente investigaciébn, no siempre

Fuente: Sanchez 2014 Fuente: Liu et al. 2013

Figura 19. Comparacién de los tienen una forma ovalada lisa perfecta,

conidiéforos, conidios y pero de igual manera  fueron
acérvulos de la colonia de
C. proteae aislada de C.
revoluta, Etapa Il ITCR RDP/UNITE como pertenecientes a la
2014, con respecto a la
especie proveniente de
Protea sp identificada por Entre las principales caracteristicas
Lui et al., en el 2013.

identificados molecularmente por

especie proteae.

descritas por Lui et al. (2013) estan,
hifas hialinas, no se observaron clamidiosporas, hubo presencia de acérvulos color
naranja, solamente se observé una seta color café claro, conidi6foros y conidios
hialinos de forma cilindrica, elongados, fusiformes a elipsoidales; la forma de los
conidios son comunes en especies del complejo C. acutatum (Damm et al. 20123,
citado por Lui et al. 2013).

En cuanto a la colonia formada por el patégeno en PDA Lui et al. (2013)
mencionan un didmetro micelial de 70 a 74 mm en 7 dias, > 90 mm en diez dias,

se identificaron masas de micelio aéreas, color café claro; en SNA, la coloraciéon se
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presentd color miel y la masa de conidios color salmén o gris-plata, el diametro
aproximado de la colonia fue 61 a 65 mm en siete dias, > 90 mm en diez dias,
demostrando por medio de secuencias de ADN, que C proteae es perteneciente al
complejo C. gloesporioides.

En la Figura 20, se puede observar las fotografias de la colonia formada por C.
proteae, zetas que aparecieron solamente en algunos de los aislamientos,
especialmente cuando estos fueron sometidos a algun tipo de estrés (expuestos a
dosis de fungicidas) y acérvulos de color grisaceo y no naranja como en otros
casos,; estas estructuras fueron identificadas en aislamientos de C. proteae, sin
embargo no se registraron en la descripcion realizada por Lui et al. (2013) por ello,

no se logré hacer una comparacién con la literatura.

Figura 20. Estructuras observadas al estereoscopio en aislamientos de C. proteae. Etapa II,
ITCR 2014.

e Proceso de desarrollo de la enfermedad

En la Figura 21 se observa el avance de la enfermedad desde los dos dias post
inoculacion (DPI), en donde a los tres dias (3 DPI) aparecio el primer sintoma, lo
gue indicé la penetracion del haustorio en el tejido vegetal, esto se refleja en la
lesion necrética ocasionada; transcurridos cuatro y cinco dias (4 DPI y 5 DPI) se
observaron estructuras reproductivas del hongo como los acérvulos de color negro,
lo cual reflejé un inéculo secundario de la enfermedad, inicador de que se cumplio
el ciclo reproductivo de C. proteae; a los ocho dias se pudo observar que inicié una
despigmentacion del foliolo bajo la lesién inicial, se dio el proceso necrético pero
esta vez presentando otro tipo de sintoma. Segun Agrios (2005), este tipo de

enfermedades se les llama policiclicas y son de rapida diseminacion, los conidios
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pueden viajar en gotas de agua Yy contagiar tejido ceracano e incluso hojas nuevas
en cualquier etapa. EI mismo autor menciona que el ciclo de la enfermedad se
refiere a la aparicion, desarrollo y prevalencia de la infeccién; no precisamente esta
limitado al ciclo del patogeno. De manera que viene determinada por eventos tales
como inoculacién, penetracion, establecimiento, colonizacién, dispersion vy
supervivencia del patégeno en ausencia del hospedero.

Rojas et al. (2010, citados por Phoulivong 2011) mencionan que la infeccion
gue presentan las especies Colletotrichum tienen mecanismos de pre-penetracion
parecidos, las diferencias radican en el proceso que hay después de la adhesion
del conidio, en la penetracién de la cuticula de la planta por el apresorio. Por otro
lado, Agrios (2005) indica que poco tiempo después de la penetracion se producen
los cambios que son notorios en el tejido y estos son los que conforman los
sintomas caracteristicos de la enfermedad, ademas indican que estos sintomas
debilitan la planta y no es posible que se lleven a cabo las funciones normales, por

lo que la planta puede morir o mermar el crecimiento.

Figura 21. Orden cronoldgico del proceso de desarrollo de la enfermedad que
presentaron las inoculaciones con C. proteae en plantas de Cycas revoluta
etapa V3, desde el segundo dia post inoculacion (DPI), hasta los 15 DPI.
Etapa Il, ITCR 2014.
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Segun la figura anterior (Figura 21) al haber concluido el ciclo de la
enfermedad, el in6culo secundario sigue latente como amenaza, de manera que es
necesario determinar una estrategia para disminuir el inéculo secundario de la

chasparria.

Il B. Fase de desarrollo de la hoja més susceptible a la infeccion
e Anivel de invernadero

Debido a que las inoculaciones fueron realizadas en plantas de diferentes fases
de desarrollo, se pudo observar la respuesta y la susceptibilidad de la fase al entrar
en contacto con C. proteae; se determind que la fase mas susceptible a la infeccién
es la V3 Juvenil (Figura 22-C), seguida por la V2 (Formacién) (Figura 22-B) y V1
(Infantil) (Figura 22-A), por ultimo la menos afectada fue la V4 (Madurez) (Figura
22-D), pero de igual manera transcurridos 24 dias las hojas se observaron
completamente necrosadas. Segun Agrios (2005), es de esperarse que las hojas
en estado maduro presenten periodos de incubacion y latencia tardios comparados
con las etapas tempranas. En el caso de las proteaceas, segun Lubbe et al.
(2004), el sintoma de necrosis foliar es mas comun que se observe en plantas
jévenes en condiciones de vivero, debido a que este tipo de tejido es mas
susceptible a la infeccién.

Las plantas presentaron sintomas caracteristicos representativos de la etapa
en la que se encontraban, la V1 al ser inoculada, presentaba aun el margen
revoluta, rodeado por una capa de tricomas, pero con los estomas expuestos a la
entrada de patdgenos, en dos dias aproximadamente inici6 el proceso de apertura
de la hoja, con presencia de lesiones en esta etapa o antes, lo cual impidié que se
diera la apertura y provocara el decaimiento o estrangulamiento del raquis. Para la
etapa V2 y V3, las hojas se observaron afectadas en mayor medida, posiblemente
porque tenian superficie de tejido blando para que se diera el establecimiento del
hongo facilmente. EIl primer sintoma fue un color grisaceo oscuro, parecido a una
mancha grasienta, muy tenue en los extremos de las hojas y pérdida de turgencia
en los foliolos afectados; una vez que aparecio este sintoma, se desencadenaron

los procesos de la enfermedad que normalmente se presentaron en el tejido entre
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los tres y cinco dias de haber sido expuesto al patégeno, estos resultados fueron
similares a los mencionados por Deghan et al. (1994), en donde se indicé que el
inicio de los sintomas “necrotic dieback” se daba desde dos a tres dias.

El tejido afectado se fue deshidratando hasta quedar de color café claro, las
hojas en las etapas V2 y V3, se deformaron y se arrugaron; en la etapa V4, no se
deformaron, mas bien quedaron firmes pero secas debido a que se trataba de tejido
con mayor cantidad de lignina que en etapas anteriores. Tal como lo indica Agrios
(2005), el grosor de la cuticula, la cantidad y calidad de cera en la cuticula de la
hoja, es una estructura de proteccion preexistente, debido a que obstaculiza el
avance del patégeno, hace que la penetracion directa sea dificil. Probablemente
fue por ello que las plantas inoculadas en etapas maduras no se vieron afectadas
con la misma velocidad que las plantas de cuticula blanda, de manera que las
paredes celulares gruesas y firmes hicieron dificil la penetracion del patégeno; el
mismo autor mencion6 que las hojas al tener una cuticula més gruesa, tienden a
ser afectadas en menor intensidad, esto no quiere decir que las hojas maduras

estén exentas de ser atacadas, sino que el ataque se puede dar lentamente.

Figura 22. Fase de desarrollo mas susceptible al ataque de patégenos en Cycas
revoluta. Inoculaciones en: Etapa V1 Infantil, V2 Formacién, V3 Juvenily V4
Madurez. Etapa Il, ITCR 2014. Foto tomada 15 - 24 dias después de haber inoculado.

54



e A nivel de campo
Respecto al resultado de los muestreos de C. revoluta, se obtuvo una

distribucion de frecuencias de los sintomas en la plantacion de cicas, en donde los
mas frecuentes en hojas en estado V3, fueron los categorizados como G (31,9%),
H (31,4%), C (25,1%) y A (5,8%) segun Anexo 4; en un menor porcentaje de
aparicion, se encontraron los sintomas B, J, K y L (Anexo 4), sin embargo, fue
frecuente observar este tipo de lesiones en hojas mas maduras, desde estado V4
hasta senescencia (Figura 24). Los sintomas presentados en campo con mayor
frecuencia, fueron los observados en las inoculaciones con C. proteae. Es
importante mencionar que al realizar el muestreo, los sintomas coincidieron con la
época lluviosa y de emision foliar, por ello algunos no estaban presentes al inicio de
las observaciones en campo y no se contd con aislamientos en la Etapa | para la
identificacion de estos sintomas categorizados como G y H (Anexo 4), los cuales
durante la época lluviosa se manifestaron en las hojas nuevas, en estado V2 y V3

principalmente.

Sintomas V3

Cod. Frec. Absoluta Frec. Relativa
A 11 5,8%
B 4 2,1%
(& 48 25,1%
G 61 31,9%
H 60 31,4%
J 2 1,1%
K 2,1%
I 1 0,5%

total 191 100,0%

Figura 23. Distribucién de las frecuencias de aparicion en campo de sintomas de
chasparria caracterizados en Anexo 4, en hojas de C. revoluta en estado

V3. Etapa ll, Los Chiles 2014.
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En cuanto al muestreo realizado en fase V4 (Figura 25), se determind que los
sintomas de menor frecuencia en hojas nuevas (B y D), fueron mas frecuentes en
hojas viejas, posiblemente esto esté relacionado con la velocidad de avance del
dafio por C, proteae, estos sintomas concuerdan con los descritos por Agrios
(2005) para el género Colletotrichum. Durante el muestreo realizado, se
encontraron sintomas categorizados como B (30,5%), D (25%), A (21,4%) y E-F
(13%) (Anexo 4), C. proteae presenta una variacion en la sintomatologia que

muestra la planta en distintos estadios de desarrollo de la hoja.

Sintomas V4

Cod. Frec. Absoluta Frec. Relativa
A 56 21,4%
B 80 30,5%
C 6 2,3%
D 65 25%
E-F 34 13,0%
G 8 3,1%
H 74 2,7%
L 6 2,3%

total 262 100,0%

Figura 24. Distribucién de las frecuencias de aparicion en campo de sintomas de
chasparria caracterizados en Anexo 4, en hojas de C. revoluta en estado

V4. Etapa ll, Los Chiles 2014.

Otros sintomas reportados como L, I, J y K en Anexo 4, no aparecieron entre
las plantas muestreadas al azar; sin embargo se encontraban en la plantacion; se
les atribuye a causas de tipo fisiolégico o lesiones patogénicas que fueron

controladas por productos quimicos fungicidas de accién curativa.
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Il C. Andlisis de sensibilidad in vitro a fungicidas
e Efecto de fungicidas protectantes sobre el crecimiento del diametro de
C. proteae

Se experimentd con seis concentraciones distintas, una de ellas fue cero (0 mg
LY, la cual se categoriz6 como Testigo en cada caso. Segun el Andlisis de
Varianza para la concentracién 0,01 mg L™ del medio de cultivo enmendado, no
existio efecto de tratamiento (p=0,3015) (Anexo 10); la aplicacion de la prueba de
medias LSD Fisher (5%) (Cuadro 11), indic6 los mejores resultados en el
crecimiento del diametro de la colonia para las placas Petri con metiram (4,40 cm) y
propineb (4,97 cm).

En la concentracién 0,1 mg L™ existi6 efecto de tratamiento (p=0,002) (Cuadro
11), en donde el menor didmetro de crecimiento micelial fueron presentados por el
medio de cultivo enmendado con propineb (3,89 cm) y metiram (4,57 cm), este
ultimo no present6 diferencias significativas ante el enmendado con clorotalonil
(5,59 cm). Para la concentraciéon de 1 mg L’ no existieron diferencias entre
tratamientos (p=0,3613); sin embargo, de igual manera el propineb fue el
ingrediente activo que present6 el menor diametro de la colonia.

A 10 mg L™ de concentracién del ingrediente activo con efecto fungicida
protectante presentd efecto del tratamiento (p<0,0001) (Anexo 10). Segun el
Cuadro 11, nuevamente el propineb volvio a inducir el menor crecimiento del
diametro de la colonia de C. proteae (2,35 cm), sin presentar diferencias
significativas ante el clorotalonil (2,93 cm), mientras que el metiram indujo el mayor
crecimiento (4,04 cm) y su diferencia fue significativa con respecto a los demas.

La maxima concentracién del ingrediente activo fue 100 mg L™ , al evaluar
resultd efecto de tratamiento (p<0,0001), en donde metiram fue el que indujo el
menor diametro de colonia micelial (0,33 cm) y presenté diferencias significativas
ante el propineb (1,80 cm) y clorotalonil (2,18 cm), estos dos ultimos no mostraron
diferencias significativas entre si.

Es importante destacar que los ingredientes activos mancozeb vy la mezcla
mancozeb con oxicloruro de cobre inhibieron en menor proporcion el crecimiento

micelial en las concentraciones 100, 10 y 0,1 mg L™.
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Cuadro 11. Resultados de la prueba de medias LSD Fisher (5%) del didmetro de
crecimiento micelial para los fungicidas protectantes evaluados a nivel in
vitro. Etapa I, ITCR 2014.

Concentraciéon mg L™

Fungicida Ingrediente Activo
0 0,01 0,1 1 10 100

p- valor  0,0807 0,3015 0,002 0,3613 <0,0001 <0,0001
Antracol” 70 WP Propineb 6,65° 4,97° 3,89% 3,01* 2,35% 1,80°
Polyram® 70 WP Metiram 573% 4,40% 457% 4,70% 4,04° 0,33°
Clortosip® 72 SC Clorotalonil 5052 5582 559 3752 2932 218"
Dithane® 80 WP Mancozeb 6,04 5262 650 4922 4,91 324°¢
Cobrethane® Mancozeb + Oxiclorurode Cu 5763 5343 5662 4,402 5,38° 3,81°

3% etras distintas en misma columna difieren significativamente p<0,05.

Waller et al. (1993) en Phoulivong (2011), han realizado estudios en los que se
ha determinado la sensibilidad de especies de Colletotrichum ante compuestos
cupricos como dithiocarbamatos, benzimidazoles y traizoles; asi como a fungicidas
entre los cuales estan clorotalonil, imidazoles y prochloraz.

Phoulivong (2011), afirma que son frecuentes las aplicaciones con fungicidas
como mancozeb, carbendazina, difenoconazole, dicolad y benomil.  Segun
Fungicide Resistance Action Committee FRAC (2014), normalmente en la
agricultura se prefieren aplicaciones con fungicidas como clorotalonil y mancozeb
debido a que se ha comprobado que es mas dificil crear resistencia a este tipo de
moléculas con accién multisitio.

e Efecto fungicidas protectantes sobre porcentaje de Inhibicién de la

colonia de C. proteae

Respecto al porcentaje de inhibicion de la colonia de micelio de acuerdo a la
concentracion de ingrediente activo de los fungicidas protectantes evaluados, en el
Cuadro 12 se observa que el metiram (Polyram® 70WP) fue el que presenté el
mejor comportamiento (93,8% de inhibicién) en la concentracién de 100 mg L™,
segun la ficha técnica del producto, este fungicida ejerce un efecto sobre la
germinacion de esporas y el desarrollo del tubo germinativo, ademas pertenece al
grupo de inhibidores multisitio y por ello es de alta efectividad. EI propineb, fue el
gue obtuvo el mayor porcentaje de inhibicién en las concentraciones 0,01 - 0,1 -1y
10 mg L™ (25,3% - 41,4% - 53,8% y 64,7%), debido al efecto que tiene sobre la
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respiracion celular del hongo. El clorotalonil en las concentraciones 1 mg L™
(20,7%) y 10 mg L™ (38,6%) presenté mejor comportamiento que el metiram, sin
embargo este Gltimo aumentd la inhibicién en la concentracion 100 mg L*
(superando a todos los protectantes, debido al efecto que tiene sobre algunos
procesos vitales como la respiracion celular y la produccion de energia. Su ficha
técnica menciona que tiene efecto multisitio al consumir moléculas de Glutatione, el
cual funciona como sustrato para ciertas enzimas relacionadas con dichos
procesos. Es interesante destacar que el mancozeb no tuvo un efecto en la
inhibicion del crecimiento de la colonia de C. proteae, lo que coincide con lo
obtenido por Ferreira et al. (2005), siendo la combinacién de mancozeb + oxicloruro
de cobre la que presentd los resultados mas bajos con 0% de inhibicibn a una
concentraciéon de 00,1 — 0,1 - 10 mg L™, y el valor méas alto fue de 28,1% de
inhibicién del crecimiento a una concentracién de 100 mg L. Lo que quiere decir
gue se necesita evaluar dosis mas altas de los ingredientes activos mancozeb y la
mezcla mancozeb + oxicloruro de cobre, para observar si existe efecto inhibitorio

mayor al 50% en el crecimiento de la colonia.

Cuadro 12. Porcentaje de inhibiciébn en el crecimiento de la colonia de C. proteae
segun pruebas de sensibilidad in vitro a ingredientes activos de fungicidas
protectantes. Etapa Il, ITCR 2014.

Concetracién del fungicida (mg L™)

Fungicida Ingrediente activo
0 0,01 0,1 1 10 100
% de inhibicion

Antracol® 70 WP  Propineb 0,0 25,3 41,4 53,8 64,7 73,0
Polyram® 70 WP Metiram 0,0 17,3 14,1 11,7 21,5 93,8
Clortosip® 72 SC  Clorotalonil 0,0 0,0 0,0 20,7 38,6 54,5
Dithane® 80 WP  Mancozeb 0,0 0,0 0,0 3,9 7,0 36,7
Cobrethane® Mancozeb + Oxicloruro de Cu| 0,0 0,0 0,0 12,3 0,0 28,1

En la Figura 26, se puede observar que el propineb tuvo un comportamiento en
el porcentaje de inhibicion, aumentd gradualmente de acuerdo a la concentracion
como era de esperarse; a diferencia del metiram, el cual present6 el dato mas bajo
de % de inhibicibn a una concentraciéon de 1 mg L™, fue superado por la

concentracién 0,01 mg L™ del mismo ingrediente activo.
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En una investigacién realizada por Haddad et al. en el afio 2003, se analiz6 la
sensibilidad en la germinacion de conidios del hongo C. gloesporioides ante
distintos fungicidas, se determind que el clorotalonil y el mancozeb fueron los que
presentaron el mejor desempefio, esto demuestra una alta eficiencia ante la
inhibicion de germinacion de esporas del ingrediente activo clorotalonil el cual fue
categorizado en ese estudio como fungicida de Alta Sensibilidad. Kososki et al.
(2001), obtuvo resultados positivos con el clorotalonil para la especie C. acutatum;
diferentes de los obtenidos de Tavares y Souza (2005), quienes obtuvieron una
germinacion de 70,4% en conidios de C. gloesporioides a una concentraciéon de 1
mg L™, sin embargo en las concentraciones de 50-100 mg L™, la inhibicién de la

germinacion fue del 100%.

100,0 -+

£ 80,0 -
2 = Mancozeb
5 60,0 -
< H Clorotalonil
@ 40,0 - ]
S B Mancozeb + Oxicloruro de Cu
X i

20,0 . M Propineb

0,0 B Metiram
0 0,01 0,1 1 10 100
Concetracion del fungicida (mg/L)

Figura 25. Resultados del porcentaje de inhibicién del crecimiento de la colonia del
patbgeno C. proteae ante seis concentraciones de cinco ingredientes
activos que funcionan como fungicidas protectantes.

60



e Efecto de fungicidas sistémicos sobre el diametro de la colonia de C.

proteae

Segun el Andlisis de Varianza no se presentd efecto entre los tratamientos
Testigo (p=0,6853) de igual manera que con los fungicidas protectantes (p=0,0807),
(Anexo 10), Lo que indica que C. proteae tuvo un crecimiento homogéneo del
micelio en el medio de cultivo.

Segun el Cuadro 13, en la concentracién mas baja (0,01 mg L™) no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos con fungicidas sistémicos
(p=0,4321). Sin embargo, los ingredientes activos fungicidas que indujeron el
menor crecimiento micelial fueron prochloraz (4,03 cm), pyrimethanil (4,35 cm) vy
difenoconazole (4,69 cm), en donde no hubo diferencias significativas entre ellos
segun LSD Ficher 5%.

En la concentracién 0,1 mg L™ se present6 efecto de tratamiento (p=0,0001).
Siendo el prochloraz (1,01 cm) y el difenoconazole (2,32 cm) los ingredientes
activos fungicidas que indujeron el menor crecimiento micelial y entre estos no
hubieron diferencias significativas, seguido por el pyrimethanil (4,13 cm) el cual
mostré diferencias significativas ante los dos anteriores segun la prueba de medias
de LSD Fisher al 5% (Cuadro 13).

Para la concentracion de 1 mg L™ el medio de cultivo enmendado con
prochloraz (1,12 cm) y difenoconazole (1,97 cm) no presentaron diferencias
significativas entre si, asi como tampoco este Gltimo con azoxistrobin (3,14 cm).

En la concentraciéon 10 mg L™, el Andlisis de Varianza indicé efecto de
tratamiento (p<0,0001). En cuanto a la Prueba de Medias LSD Fisher 5% (Cuadro
13) mostré el menor crecimiento de micelio en el medio de cultivo enmendado con
prochloraz (0,15 cm) y difenoconazole (0,96 cm) que presentaron diferencias
significativas ante el pyrimethanil (3,06 cm) este ultimo no presento diferencias
significativas ante azoxistrobin y boscalid, los cuales presentaron el mayor
crecimiento micelial (3,65 cm y 4,05 cm). En la méas alta concentracion evaluada
correspondiente a 100 mg Kg™, los ingredientes activos pyrimethanil y prochloraz
no presentaron crecimiento micelial mientras que difenoconazole (0,46 cm) sin

presentar diferencias significativas ante ellos. En el caso de los medios de cultivo
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con azoxistrobin y boscalid en concentraciones 0,01 - 10 - 100 mg L™, presentaron

el mayor crecimiento de la colonia de C. proteae.

Cuadro 13. Resultados provenientes de la Prueba de Medias LSD Fisher 5% para el
diametro de la colonia de C. proteae segun Ingredientes activos
sistémicos en diferentes concentraciones. Etapa Il, ITCR 2014.

Concentraciéon mg L™

Fungicida Ingrediente activo
0 0,01 0,1 1 10 100

p-valor 0,6853 04321 0,0001  0,0024  <0,0001 <0,0001
Siganex® 60 SC Pyrimethanil 5732 4,35% 4,13 4,09° 3,06° 0,00°
Sportak® 45 EC Prochloraz 488% 4,03% 1,00* 1,12* 0,15* 0,00°?
Score®25 EC Difenoconazole 5,392 4,69* 2,322 1,97 ab 0,962 0,462
Amistar® 50 WG Azoxistrobin 4,642 5202 454° 3,14 365° 1,95°
Cumora® 50 WP Boscalid 5122 4,71% 4,63° 4,18° 4,05° 2,74 °¢

abc ) etras distintas en misma columna difieren significativamente p>0,05.

e Efecto fungicidas sistémicos sobre porcentaje de Inhibicion de la

colonia de C. proteae

En el Cuadro 14 muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento de la
colonia del hongo analizado, en donde se observa solamente al prochloraz y
pyrimethanil a una concentraciéon de 100 mg L™ inhibir el 100% del crecimiento
micelial, seguido por difenoconazole que logré inhibir 90,3%.

Tavares (2004) y Tavares y Souza (2005), demostraron que existe una alta
sensibilidad de la especie C. gloesporioides ante los fungicidas prochloraz,
propiconazol y tebuconazol, los cuales, en estudios anteriores han inhibido en
promedio 83,3% del crecimiento micelial a una concentracién de 1 mg L™.

Tavares y Souza (2005), indican que el grupo de los fungicidas benzimidazoles
tienden a mostrar baja eficiencia en el control de C. gloesporioides y alta tolerancia
ante fungicidas tiabendazole y metiltiofanato.

El boscalid y azoxistrobin, los cuales son inhibidores de la respiracion
mitocondrial, no lograron inhibir el 50% del crecimiento en las concentraciones 0,01
-0,1-1-10 mg Ly fue inferior al 60% de inhibicién en la concentracién mas alta
(200 mg/L).
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Cuadro 14. Porcentaje de inhibicién en el crecimiento de la colonia de C. proteae en
pruebas de sensibilidad in vitro a fungicidas sistémicos. Etapa Il, ITCR

2014.
Fungicida Ingrediente activo Concentracion del fungicida (mg L™)
0 0,01 0,1 1 10 100
% de inhibicion
Siganex® 60 SC  Pyrimethanil 0,0 21,1 27,9 25,1 46,7 100,0
Sportak® 45 EC Prochloraz 0,0 39,5 77,1 75,5 96,7 100,0
Score®25 EC Difenoconazole 0,0 19.4 58,7 57,7 79,6 90,3
Amistar® 50 WG  Azoxistrobin 0,0 0,0 2,3 32,4 21,3 58,0
Cumora® 50 WP  Boscalid 0,0 5,8 12,8 15,8 23,8 48,4

En cuanto a los fungicidas sistémicos (Figura 27), los que presentaron los
porcentajes mas altos de inhibicion fueron el prochloraz, difenoconazole y
pyrimethanil en todas las concentraciones debido a que ejercen un efecto directo
sobre la sintesis del ergosterol; en el caso del difenoconazole muestra una
inhibicion de la enzima esterol-1,4a dimetilasa segun el mecanismo de accién
descrito para estos fungicidas en la ficha técnica del producto. Tavares y Souza
(2005), mencionan que en investigaciones realizadas con azoxistrobin y prochloraz
mostraron alta eficiencia en la inhibicién de la germinacion de C. gloesporioides.
Por otro lado Kososki et al. (2001), indica que el ingrediente activo prochloraz fue el
gue presento el mejor resultado a nivel in vitro en cuanto al crecimiento micelial.

Los ingredientes activos azoxistrobin y boscalid fueron los que mostraron el
comportamiento mas bajo en porcentajes de inhibicion. EIl ingrediente activo
azoxistrobin actia mediante la union del sitio Q, del citocromo b, interrumpiendo el
ciclo de energia dentro del hongo. Por otro lado, también se ha encontrado en
especies de Colletotrichum que afectan frutos, alta efectividad ante fungicidas
como estrobilurinas, sin embargo rapidamente pueden ejercer resistencia ante
ciertos compuestos (Wharton & Deiguez-Uribeondo 2004, citado por Phoulivong
2011). EIl boscalid tiene un mecanismo de accién distinto que consiste en la
interferencia del transporte de electrones del complejo Il, de esta manera inhibe la
formaciéon de ATP.
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Figura 26. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de la colonia del patégeno C.
proteae ante seis concentraciones de cinco ingredientes activos de
fungicidas sistémicos.

e Concentracién efectiva EC*°

La concentracion efectiva capaz de inhibir el 50% del crecimiento micelial fue
categorizada segun Edgington et al. (1971) tal como se presenta en el Cuadro 15.
En donde el ingrediente activo ubicado en Alta Sensibilidad fue prochloraz,
mientras que los sistémicos, difenoconazole y pyrimethanil, asi como los
protectantes, propineb y metiram, fueron categorizados como de Baja Sensibilidad.

Cuadro 15. Resultados del calculo de la Concentracion Efectiva para inhibir el 50%
(EC*®) crecimiento micelial, categorizados segun Edgington et al. (1971).

Categoria Concentracioén Ingrediente activo EC50 mg L™
Prochloraz 0,01
Alta sensibilidad (AS) <lmglL™? Difenoconazole 0,2
Propineb 0,73
Media sensibilidad (MS) 1-10mg L™ Pyrimethanil 2,14
Baja sensibilidad (BS) 10-50mg L™ Metiram 13,85
Clorotalonil 70,14
Azoxistrobin >100 (103,16)
Insensibilidad (1) >50mg L™ Boscalid >100 (958,05
Mancozeb >100 (109071)
Mancozeb + Cu >100 (2860064)

Cabe destacar que Edginton et al. (1971) creo dicha escala para valorar
compuestos benzimidazoles, sin embargo Batista et al. (2009) la utiliz6 para

categorizar ingredientes activos protectantes. Es importante indicar que se vuelve
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mas riguroso si se utiliza una escala para categorizar protectantes y sistémicos por
aparte, debido a que las dosis recomendadas para protectantes son mayores a las
recomendadas para sistémicos.

Para el célculo de la concentracién efectiva EC*, se requirieron analisis de
regresion logaritmica de los ingredientes activos protectantes y sistémicos, como se

indica en las Figuras 28 y 29 (Las ecuaciones y R?, se encuentran en Anexo 11).

100,00 X @ Mancozeb
80,00
60,00 M Propineb

40,00
Clorotalonil

20,00
0,00

X Mancozeb +
Oxicloruro de Cu

X Metiram
Concentrancién mg L!

Figura 27. Analisis de regresion lineal del porcentaje de inhibicion de la colonia de C.
proteae ante cinco ingredientes activos protectantes en diferentes
concentraciones evaluadas en el andlisis de sensibilidad in vitro. Etapa ll,

ITCR 2014.
120,00 -
100,00 @ Prochloraz
80,00
B Pyrimethanil
60,00
40,00 Difenoconazole
20,00

X Azoxistrobin

0,00 > . . .
O,El/ 0,1 1 10 100
-20,00 X Boscalid

Concentrancién mg L!

Figura 28. Analisis de regresion lineal del porcentaje de inhibicion de la colonia de C.
proteae ante cinco ingredientes activos sistémicos en diferentes
concentraciones evaluadas en el analisis de sensibilidad in vitro. Etapa Il,
ITCR 2014.
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4.3 Etapa lll. Elaboracion de escala diagramatica de severidad de la enfermedad y

evaluacion de estrategias para el manejo de la chasparria en Cycas revoluta.

lIl A. Escala diagramética de la enfermedad

Con el objetivo de monitorear la enfermedad, se disefidé la siguiente escala
diagramatica presentada en la Figura 30, en la cual se determinaron los rangos de
severidad, de manera que fue posible categorizar en forma porcentual el dafio de la
hoja de cicas, esto para realizar muestreos periédicos y monitorear la enfermedad
en campo.

Las escalas diagramaticas son representaciones ilustradas, que muestran
sintomas de diferentes niveles de severidad (Bergamin y Amorim 1996, citados por
Godoy et al. 2006), son utilizadas para facilitar la evaluacién y dar mayor precision
en la medicion de la enfermedad (Berger 1980, citado por Godoy et al. 2006). El
disefio de una escala diagramatica, es utilizada para la evaluacion de la severidad
en enfermedades, esto reduce la subjetividad con la que pueden ser evaluadas;
estas escalas han sido utilizadas para una gran cantidad de patosistemas (Godoy
et al. 1997; Leite y Amorim, 2002; Martins et al., 2004; Godoy et al. 2006).

Tal como lo dicen Horsfall y Barratt (1945); Godoy et al. (2006), se deben
considerar aspectos como los limites superiores e inferiores los cuales deben
corresponder a la minima y maxima severidad observada en campo, asi como los
niveles intermedios que deben ser adecuados a la percepcién visual humana. En
este caso la representacion grafica (Figura 30) corresponde al valor medio del
rango de severidad, es decir, la fotografia del Grado 6 en la escala responde al
valor aproximado de 85% del tejido dafiado de la hoja. Al mismo tiempo se indican
los valores maximos (Grado 7) y minimos (Grado 0) de severidad observados en
campo.

Son necesarias otras pruebas de validacion utilizando personas sin experiencia
en la evaluacion de la enfermedad tal como lo indica Godoy et al. (2006), en donde
compara dos grupos de personas, unas con experiencia y otras sin experiencia en
la evaluacion, luego cada grupo evalia las mismas plantas y se comparan los

resultados por medio de un analisis de regresion.
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Escala diagramatica para evaluar la severidad de la chasparria en Cycas revoluta
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Figura 29. Escala de severidad para la evaluacion en campo de la chasparria en Cycas revoluta. Etapa Ill, ITCR 2014.
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[Il B. Evaluacion de la rotacion convencional y no convencional de fungicidas
con aplicaciones de acido acético extra como anti-esporulante.
e Analisis del Indice de severidad en el area experimental

El muestreo inicial no mostré efecto entre los tratamientos (p=0,3702). En el
mes de mayo, no se presentaron diferencias significativas segun el Andlisis de
Varianza (p=0,1069), al igual que durante el mes de junio (p=0,3515) y julio
(p=0,3724). En la Figura 31, se indica que desde el primer al cuarto muestreo (abril
a julio 2014), los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si.

Para el muestreo cinco, realizado en el mes de agosto se registro efecto entre
los tratamientos (p= 0,0001), en donde el tratamiento correspondiente a fungicidas
Convencionales fue el que presentd el indice de severidad méas bajo, con una
media de 1,80 (Cuadro 16) este ultimo presentd diferencias significativas ante los
demas tratamientos; la media del tratamiento Convencional + acido acético, fue
menor con respecto al No convencional y la combinacion de No convencional +
acido acético. Samandiego et al. (2008) y Sousa et al. (2012) afirman que el acido
acético induce a la muerte apoptotica de las células, lo que quiere decir que puede
conllevar a la muerte celular programada (Gewies 2003) o necrosis programada
como se le suele llamar en algunos casos (Kromer et al. 2009) y esté focalizada en
el punto en donde sufre la lesibn por parte del patdégeno; esto explica
probablemente el aumento en la severidad de los tratamientos con acido acético.

De la misma manera se comporté la tendencia durante el Gltimo muestreo en el
mes de septiembre, existi6 efecto entre tratamiento Convencional y el resto (p=
0,0005), en donde el tratamiento con fungicidas convencionales fue el que mostré
el mas bajo indice de severidad (2,09), seguido del tratamiento Convencional +
acido acético, el cual presenté un indice de severidad de 2,71.

Segun Agrios (2005), la mayoria de plantas poseen estructuras de defensa que
son provocadas como respuesta a la infeccion patogénica, esto lo hacen para
contrarrestar la invasion posterior, estas estructuras pueden ser provocadas por un
proceso al que se le denomina reaccion necrdtica o de hipersensibilidad, en donde
el nucleo de las células invadidas recibe una sefial de muerte programada y tiene

como funcion aislar el patégeno de sustancias que necesita para el desarrollo.
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Cuadro 16. Tabla de medias Indice de Severidad calculada en cada muestreo. Etapa
1B, Los Chiles 2014.

indice de severidad

Tratamiento Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
Convencional 2,75 a 344 8 353 a 2,76 2 1,80 @ 2,09 @
Conv. + Ac. acético 3,35 a 3,86 a 4,16 a 321 a 2,66 b 2,71 b
No convencional 2,07 a 382 Db 3,67 a 3,26 a 3,25 b 3,19 b
No conv.+ Ac. acético 324 & 308 b 3,60 a 3,44 a 2,97 b 3,25 b

ab.c| etras distintas en una misma columna, difieren significativamente (p>0,05).

En la Figura 31, se observa que en los meses de abril, mayo y junio se
presentd un aumento en el indice de severidad en todos los tratamientos,
coincidiendo con la época lluviosa y brote de hojas hasta el mes de julio, en donde
existi6 una disminucion que se mantuvo hasta agosto, en donde hubo un leve
aumento en el indice de severidad de las plantas muestreadas durante el mes de
septiembre. Los sintomas en campo se incrementaron durante la época lluviosa y
la misma coincidié con la emisién foliar, de manera podria suceder que al existir
tejido nuevo las plantas fueron mas propensas a ser afectadas por la chasparria.
Esto se deduce porque lo mismo se observé en los experimentos relacionados con

las fases de desarrollo (Etapa l) y las inoculaciones (Etapa Il).

4,5
4 .
B35 == Convencional
T
E 3 N
@ 2,5 == Convencional +
I 2 Acido acético
g 15 .
'g 1 NO Convencional
0,5
0 == NQO Convencional

Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre + Acido acético

Figura 30. indice de severidad en seis muestreos mensuales en campo, para la
evaluacion de rotacion de fungicidas convencionales - no convencionales y
el &cido acético como antiesporulante. Etapa Ill Los Chiles 2014.
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En la Figura 32, se observan las parcelas experimentales para cada
tratamiento aplicado, en donde claramente se aprecia la sanidad de las plantas del
tratamiento convencional, con respecto al no convencional. El &cido acético debid
ejercer efecto en el fungicida convencional, puesto que en vez de disminuir la
severidad en el lote, aumento la severidad en lotes que habian sido tratados con la
misma rotacion convencional y una aplicacién extra con acido acético.

Es necesario el estudio de la compatibilidad quimica, es posible que el &cido
acético tenga algun efecto sobre la molécula del fungicida aplicado y eso disminuya
la eficiencia de la aplicacién. Segun la ficha técnica, el acido acético aplicado es
del tipo glacial 99%, tiene un pH de 2,4 y presenta incompatibilidad con agentes
oxidantes, acido crémico, metales comunes (excepto el Al), acido sulfurico, acido
nitrico, peroxido de hidrogeno, carbonatos, Aminas y otros (Ficha técnica Anexo 8).

Convencional No convencional

Figura 31. Parcelas en campo con los tratamientos evaluados en experimento sobre la
rotacién de fungicidas y la adicién de &cido acético como anti-esporulante.
Etapa Ill, Los Chiles 2014.

lll C. Evaluacién de la nutricion foliar
Respecto a la aplicacion de fertilizantes foliares para el manejo de la
chasparria, se determindé que no hubo efecto de tratamiento en cada observacion
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realizada en los meses abril (p=0,9374), mayo (p=0,1236), junio (p=0,5117), julio
(p=0,2665), agosto (p=0,1841) y septiembre (p=0,7446); ademas tampoco hubo
efecto entre el testigo y los demés tratamientos de fertilizacion foliar (p=0,7829)
(Cuadro 17); sin embargo, el indice de severidad mas alto fue para el Nitrato de
Calcio en el ultimo muestreo (4,21), verificable en las fotografias tomadas del
estado de las parcelas en campo (Figura 34). Delgado et al. (2006) afirman que la
fertilizacion con calcio aumenta la rigidez de la pared celular, impidiendo la entrada
de patdégenos y estructuras como el apresorio; sin embargo Wild (1992) afirma que
se debe tomar en cuenta que el Calcio es un elemento poco mévil dentro de la
planta y por ello es necesario que las aplicaciones se realicen con anticipacion
segun la velocidad de translocacion en la planta. Es probable que la eficiencia en
la fertilizacion foliar fue baja y no ejercio efecto sobre la pared celular de las cicas,
debido a que los andlisis foliares no indicaron diferencias en el contenido de

nutrientes respecto a los tratamientos aplicados (Anexo 9)

Cuadro 17. Valores indice de severidad obtenida en los muestreos realizados en
campo para el experimento IlIC.

Tratamientos Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
Nitrato de Ca 433 ° 3,40 ° 517 * 340 ° 11,60 @ 12,03 ?
Silicato de K 425 ° 4,78 ° 291 * 303 °* 9,02 *° 9,14 *?
Sulfato de Mg 4,47 ° 4,89 ° 593 * 325 @ 7,76 *° 7,26 °
Testigo 4,26 ° 493 ° 277 * 334 ° 14,39 ° 17,38 °

®No hay diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05).

Es posible que estas estrategias de fertilizacion no sean altamente efectivas;
sin embargo no aumentaron la severidad observada en campo, mas bien
mantuvieron los rangos normales comparandola con el testigo, ningln tratamiento
sobrepaso la severidad promedio del testigo.

Segun el indice de severidad calculado, se observa en la Figura 33, que el
tratamiento que presentd el mayor el indice de severidad fue el Sulfato de
Magnesio, sin embargo en las fotografias tomadas de las parcelas (Figura 34), no

fue tan evidente la menor cantidad de plantas enfermas en esa parcela.
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Figura 32. Indice de severidad mensual de chasparria en C. revoluta en
condiciones de campo segun muestreos mensuales. Etapa lll, Los
Chiles 2014.

En la Figura 34, se indica de manera visual la afectacion de la enfermedad en
las parcelas estudiadas. La parcela donde se aplico Nitrato de Calcio fue al
parecer la que presentd menor severidad, sin embargo no se puede generalizar
debido a que en total fueron cinco parcelas por cada tratamiento y es posible que

algunas resultaran mas afectadas que otras.
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Nitrato de Calcio Sulfato de Magnesio

Silicato de Potasio Testigo

Figura 33. Parcelas en campo con los tratamientos evaluados en experimento sobre el
efecto de la nutricion foliar con fertilizantes a base de Ca, Mg y Si. Etapa lll,
Los Chiles 2014.

4.4 Manual informativo sobre Cycas revoluta

Se disefid un manual informativo sobre el cultivo de cicas Anexo 12, en el cual
se abordaron aspectos Utiles acerca del cultivo de C. revoluta como especie
ornamental de explotacion horticola. En él mismo se indican, las principales
practicas agronomicas utilizadas para el control de enfermedades provocadas por
hongos que dafian el area foliar, a partir de resultados de investigaciones y visitas
a plantaciones en Costa Rica. También se trataron aspectos referentes a
reproduccion y ritmo de emision foliar; asi una breve historia y principales usos de
la planta.

El manual inicia con algunos aspectos generales sobre las cicas, lugares donde
fueron descubiertas y la forma de clasificacion a nivel taxonémico en el mundo; en
la parte botanica se identificaron las principales caracteristicas de la planta que la
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diferencian de las demas (raices, anatomia de la hoja, tallo, semilla); seguidamente
se identificaron los usos mas comunes que se le da a esta especie en diversas
partes del mundo.

En la siguiente seccién del manual se introdujo la parte de practicas de manejo
agronomico, en donde se instruye al lector en temas sobre la produccién
tecnificada del cultivo de cicas, obtencion de semillas, cuidados del semillero, tipo y
frecuencia de riego, principales plagas encontradas en las plantaciones
comerciales, transplante, densidad de siembra, fertilizacion y labores de cosecha.
Otro aspecto que se rescato fue la parte reproductiva, de la cual muchas personas
tienen desconocimiento debido a que en Costa Rica no existe ese tipo de
explotacion agricola.

Fue relevante destacar las principales plagas que se han identificado para
cicas en todo el mundo, entre ellas se encuentra la escama, el virus CNSV, algunos
problemas sobre deficiencias de elementos nutritivos, la chasparria y su
establecimiento sobre el follaje de la planta, que se ha identificado en otras partes
del mundo.

En la dltima seccién se incluye informacion sobre las principales estrategias
para el manejo de la chasparria que afecta las cicas en Costa Rica; entre las cuales
se mencionan estudios de fertilizacién, poda sanitaria y fungicidas experimentados
en el presente estudio, asi como también se incluye la escala diagramatica de
severidad para el monitoreo de la enfermedad.

Por ultimo se considerd relevante mencionar la situacion de las cicas a nivel
mundial, debido a que hay desconocimiento de la existencia de organizaciones
dedicadas a la investigacién, reproduccién y conservacion de dicha especie.
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5. CONCLUSIONES

Las principales etapas del ritmo de emision foliar de C. revoluta, son Infantil (V1),
Formacion (V2), Juvenil (V3) y Madurez (V4).

Es posible identificar cada etapa de emision foliar en C. revoluta al disponer de
una escala fotografica que ilustra y caracteriza cada una de ellas.

El agente causal de la chasparria en C. revoluta es Colletotrichum proteae y la
sintomatologia asociada se encuentra caracterizada en el presente estudio.

En etapas tempranas de emision foliar (V1, V2, V3) el periodo de incubacion es
de tres a cinco dias y el periodo de latencia de seis dias.

En hojas maduras de C. revoluta en etapa de emision foliar V4, el periodo de
Incubacion fue de siete dias, mientras que el periodo de latencia sucede
transcurridos ocho dias.

Las hojas que se afectaron con mayor severidad fueron las de las etapas de
emision foliar V2 y V3 y fue leve sobre las etapas V1y V4.

Los ingredientes activos protectantes con mejores resultados de inhibicion del
crecimiento de C. proteae en pruebas de sensibilidad in vitro son propineb,
metiram y clorotalonil.

Los ingredientes activos sistémicos con los mejores resultados de inhibicion del
crecimiento de C. proteae en pruebas de sensibilidad in vitro son prochloraz,
difenoconazole, pyrimethanil.

Segun la categorizacion de Edgington et al. (1971), los ingredientes activos
evaluados prochloraz, difenoconazole y propineb fueron categorizados como de
Alta sensibilidad, pyrimethanil como Media sensibilidad, metiram de Baja
sensibilidad y clorotalonil, azoxistrobin, boscalid, mancozeb y mancozeb +
oxicloruro de Cobre, como Insensibles.

Se logré disefar un escala diagramatica que permite visualizar la evolucién de la
chasparria en C. revoluta.

La aplicacion de acido acético sobre lesiones de chasparria en Cycas revoluta,

no disminuye la severidad de la enfermedad.
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e EI manejo convencional con rotacién de productos quimicos fungicidas sigue
siendo la mejor estrategia para el manejo de la chasparria en C. revoluta.

e Fertilizacion en C. revoluta a base de Calcio, Magnesio y Silicio no presenta
efecto sobre la severidad de la chaspatrria.

e El manual informativo generado a partir de esta experiencia de investigacion se
presenta como una herramienta de conocimiento accesible a personas

interesadas en estudiar Cycas revoluta.

76



6. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio para determinar el tiempo transcurrido entre cada emision
foliar de C. revoluta.

Para una comprobaciéon mas rigurosa de los Postulados de Koch, enviar a
identificacion molecular cultivos monoconidiales del re-aislamiento obtenido de
las inoculaciones con C. proteae en C. revoluta.

Realizar una investigacién profunda sobre la etiologia de los otros patdgenos
encontrados en las lesiones obtenidas del campo.

Realizar analisis de sensibilidad in vitro de C. proteae a diferentes
concentraciones de acido acético para observar si existe algun efecto en la
germinacion de conidios y crecimiento micelial.

Someter escala diagramética de severidad a validacion rigurosa por medio de
Analisis de regresion incluyendo el criterio de personas experimentadas y sin
experiencia.

Disefiar un plan de rotacion de fungicidas para el manejo de chasparia en C.
revoluta.

Realizar pruebas con adherentes a los fertilizantes foliares (Nitrato de Calcio,
Sulfato de Magnesio y Silicato de Potasio) para evitar el lavado del producto y
aumentar la eficiencia de aplicacion.

Visitar plantaciones comerciales de C. revoluta para observar la distribucién de

la chasparria en las diferentes zonas productivas de Costa Rica.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados de analisis de suelo de sustrato utilizado para las plantas en
invernadero. Etapa |, CORBANA S.A, 2013

. CORBANA Informe de Ensayo

Laboratorio Quimico
Centro de Investigaciones. CORBANA SA
La Rita, Pococi, Limon

Tel: 27131875, 2713-1877 Fax 2783-3055
Email: vobando@corbana.co.cr

Exper.: 39 Area experimental Sigatoka- La Rita Ingreso/Entrega: 15/10/2013 /
Finca: 1 LaRita Inicio del Muestreo: 11/10/2013
Fin del Muestreo: 11/10/2013

Solicita: MGUZMAN MAURICIO GUZMAN QUESADA

Teléfono: Email: mguzman@corbana.co.cr
Tipo de Muestra: 01 Suelos Cultivo: 01 Banano Cantidad: 1
Observaciones:

1-2013-0013426 BUELO

Métodos de Ensayo:
pH: Extraccion en agua (1:2.5)
Acidez: Extraccion en KCI 1 M y titulacion
Ca. Mg, K. P, Fe, Cu, Zn y Mn: Extraccion con disolucion Mehlich 3 y lectura en ICP-AES
M.O.: Walkley & Black

Nota: El Lab: 0 queda eximido de toda bilidad, en interp i de cuando el no ha sido

lizado por CORBANA, SA.

Jefe de Laboratorio Quimico VEDA MARIA OBANDO BUSTOS

Anexo 2. Tratamientos aplicados a plantas en el campo, para determinar la dosis

Optima a utilizar en las pruebas en campo con acido acético.

T1 Acido acético 5 ml/L
T2 Acido acético 10 mi/L
B 3 Acido acético 20 ml/L
T4 Acido acético 5miL + Clortosip72SC 8 mllL
15 Acido acético 10ml/L + Clortosip72SC 8 mllL
T6 Acido acético 20ml/lL + Clortosip 72 SC 8 ml/L
17 Acido acético 30 mliL
T8 Acido acético 40 ml/lL
T9 Acido acético 30mllL + Clortosip 72 SC 8 mllL
[ ] T10 Acido acético 40 milL + Clortosip 72SC 8 mllL
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Anexo 3. Resultados de la identificacidon a nivel molecular de las muestras de

patdgenos aislados de C. revoluta obtenidas del campo.

(Rorsana

Direccién de investigaciones
Seccion de Fitopatologia
Laboratorio Biologia Molecular

Consecutivo: DI-SF-BM5-029-2014

Fecha: 12 de agosto de 2014

Servicio solicitado: Amplificacién y secuenciacién Bacterias y Hongos

Solicitante: Claudiana Carr Ing y Mauricio Guzman Ing

Fecha de solicitud: 23 de mayo 2014

Tipo de producto (s) evaluado (s): Cultivos puros de Bacterias y Hongos

Tabla 1 Identificacion de las muestras y resultados de secuenciacion (Macrogen Inc,
NCBI, RDP/UNITE)

Organismo (s)
# I.a?:M Céd muestra Coincidentes c:‘ ¢ m?tg::]s::: I{ls():Bl . d:’ t
RDP/UNITE n inciden ‘den
Cyca Marilyn Al F ium F um
31| 05-249 05/5/14 usarium sp. 95 usarium sp. 99
. Colletotrichum .
32 | 05-250 | Cyca Marilyn A2 23/4 proteae 95 Colletotrichum sp. 99
33| 05-251 Cyca 3;;;;7“ A3 Nigrospora sphaerica | 95 Nigrospora sphaerica 99
. Colletotrichum Colletotrichum
34 | 05-252 | Cyca Marilyn B2 23/4 proteae 95 gloeosporioides 99
35| 05-253 Cyca 3;;3';" = Fusarium sp. 95 Fusarium sp. 100
36| 05254 | Y2 g?;g;y" ©3 | Nigrospora sphaerica | 95 | Nigrospora sphaerica | 100
37| 05255 | ©vea “:;;;‘y“ D2 | pavidiella tassiana | 95 Cladosporium sp. 100
38 | 05-256 Cyca Marilyn B1 Nigrospora sphaerica | 95 Nigrospora sphaerica 99
39 | 05-257 Cyca Marilyn B3 Aspergillus sp 95 Aspergillus sp 100
Cyca Marilyn Cl Cochliobolus Cochliobolus
40| 05-258 05/05 geniculatus % geniculatus ”»
ca Marilyn D1 Pestalotiopsis L
a1| 05259 | 05 .-’(]SY fo edangs 95 Pestalotiopsis sp. 99
Cyca Marilyn E Pestalotiopsis Pestalotiopsis
)
42 | 05-260 05/05 foedans 9% clavispora 9




Anexo 4. Sintomatologia correspondiente a la “chasparria” en Cycas revoluta,
presentados a nivel de campo.

Sintomas presentados por chasparria en campo

llustracion

Caracterizacion

Patdgeno presente en lesion

Se presenta como una desecacion repentina o acelerada de
foliolos j6venes que avanza desde el apice hacia la base del
mismo. A diferencia del sintoma B, el tejido dafiado tiende a
corrugarse y puede haber absicion de la totalidad o pate del
mismo. Aligual que enBy en G, se observa en el tejido seco
la formacién de estructuras (cuerpos fructiferos del hongo)
(ue semejan puntos negros.

Fusarium sp.
Colletotrichum proteae
Nigrospora sphaerica

Lesion de apariencia seca, que inicia desde el extremo apical
del foliolo y va avanzando hacia la base del mismo hasta
secarlo por completo. Eltejido se endurece, se tuesta y se
observa la formacion de estructuras (cuerpos fructiferos del
hongo) que semejan puntos negros .

Nigrospora sphaerica
Colletotrichum proteae
Aspergillus sp.

La lesién inicia como un punto decolorado en la parte central
o borde del foliolo. Con el tiempo un halo clorético envuelve
la lesion la cual al crecer causa deformacion del tejido hacia
el borde del foliolo. La lesion crece hasta unos 0,5 cm, su
parte interna se seca y se hunde hasta que se forma una
zona de tejido muerto. En otros casos se da la deformacion
del tejido hacia el borde del foliolo, puede tratarse de
infecciones latentes o que han sido parcialmente controladas
por aplicaciones de fungicidas.

Cochliobolus geniculatus
Fusarium sp.
Nigrospora sphaerica

Consiste en un desecamiento del foliolo que va avanzando
desde la punta hacia el peciolo, tiene color rojo - cobrizo y no
necesariamente los foliolos afectados se encuentran
cercanos entre si.

Pestalotiopsis foedans

Lesiones redondeadas color café-marron o cobre, dispersos
de la parte media del foliolo hacia el &pice del mismo. No hay
deformacion de los foliolos y provocan una despigmentacion
gradual del foliolo o de la hoja entera.

Pestalotiopsis foedans
Davidiella tassiana




Al principio la lesién es de color grisaceo, de apariencia
himeda, luego se torna café claro en los bordes y gris claro
en su parte central y se forman ciculos concéntricos con
puntos negros en la superficie. Las lesiones se ubican
principalmente en la parte media de los foliolos, secando su
parte apical, la cual luego se dobla o returce y pueden llegar a
desprenderse de la hoja. En caso de absicion una parte de la
hoja y encrespamiento del extremo, puede ser similiar al
sintoma A.

Inoculado: Colletotrichum
proteae

Se presenta una lesion incial en el raquis de la hoja, creando
una especie de herida. También se da la deformacion de la
hoja por medio de un encorbamiento, ya sea hacia abajo,
hacia arriba 0 a un lado y por ultimo el raquis se quiebra en la
lesion. Luego se desencadenan los sintomas presentados por
el sintoma G.

Inoculado: Colletotrichum
proteae

Deformacién y despigmentacion verde claro de la parte media
de un grupo de foliolos consecutivos de la hoja. Primero se
deforma una parte del foliolo y luego va perdiendo la
coloracion verde oscuro. Se puede dar naturalmente el
proceso de absicion del foliolo en la parte afectada. Es
posible que este sintoma esté relacionado con desérdenes
nutricionales.

Infeccién contrarestada
por fungicidas o desérden
nutricional

Despigmentacion y leve deformacion de la parte central de los
foliolos de la hoja sin presencia de necrosis. Es probable que
este sintoma esté relacionado con el I.

Posiblemente infeccion
contrarestada por
fungicidas o desorden
nutricional.

Decolaracion y secamiento del tejido que incia en la base del
foliolo y avanza hacia el apice del mismo. La lesion se seca,
el tejido se mantiene firme y no hay presencia de puntos
negros como en la lesion A, By G. Se le atribuye a un
desorden fisiolgico o producto de un efecto fungicida y no a
una patologia como tal.

Posiblemente infeccion
contrarestada por
fungicidas o de caracter
fisiologico.

Se presenta una fuerte despigmentacion amarillo claro en
partes de los foliolos a manera de manchas o rayas
transversales. Algunas veces puede haber deformacion, este
sintoma se ha observado en plantas en semillero y adultas.

Posiblemente desorden
fisiologico o virus




Anexo 5. Analisis de muestra de suelo obtenida del area experimental en campo.

Etapa Ill, Los Chiles 2014.

Informe de Ensayo

Laboratorio Quimico
Centro de Investigaciones, CORBANA SA_
La Rita, Pococi, Limdn

Tel.: 2713-1675, 27131677 Fax 2763-3055
Email: vobando@corbana.co.cr

Exper.: 39 Area experimental Sigatoka- La Rita
Finca: 1 LaRita

Solicita: CCARR  CLAUDIAMA CARR RODRIGUEZ
Entrega: CLAUDIANA CARR

Teléfono: Email: cearr@corbana_co.cr
Tipo de Muestra: 01 Suelos Cultive: 01 Banano
Observaciones:

QIWIWZ !!!ARE\'CI.LITA ‘ 483 ‘ 0.82 4.14 | 1.21 041 |

07/11/2014 11:06 AM
Pag.: 1de1
QUID4005

Informe N*: 2014001170
Boleta N*: 20141023
Factura N*:

Ingreso/Entrega: 28M10/2014 |
Inicio del Muestreo:  28/10:2014
Fin del Muestreo: 28102014

Responsable del Muestreo: Seccidn de Fitopatologia
Cantidad: 1

Métodos de Ensayo:
pH: Extraccidn en agua (1:2.5)
Acidez: Extraccion en KCI 1 M y titulacion
Ca, Mg, K, P, Fe, Cu, Zn y Mn: Extraccion con disolucién Mehlich 2 y lectura en ICP-AES
M.O.: 2 x C; C: carbono total por combustion

Mota: El Laboratorio queda eximido de toda il ani i de

Jefe de Laboratorio Quimico VEDA MARIA OBANDO BUSTOS

izado por CORBAMNA, S.A



Anexo 6. Programa de Rotacién de fungicidas Convencionales y No convencionales en
la plantacion de Cycas revoluta para el manejo de la chasparria. Etapa I,

Los Chiles, 2014.

Aplicaciones fungicidas en EtapallIB
. Rotacidn convencional Rotacién NO convencional
Aplic. # —— Coadyuvante ——
Protectante Sistémico Formulado en finca Sintético
1 Kumulus 1,5g/L - - Cosmo ln1ml/L Ac. Acético| 50 ml/L| Clorotalonil 8 ml/L
2 Cobrethane 8g/L - - Cosmo In 1ml/L| ProtectorZinc|17 ml/L
3 Antracol 8g/L|Bellis 1g/L| CosmoIn1ml/L|Caldo Bordelés| 17 ml/L
4 Mancol 10 ml/L - - - Ac. Acético| SOmlI/L|  Clorotalonil 8ml/L
5 Clorotalonil gml/L - - - Protector Zinc| 17 ml/L
6 Cobrethane 8g/L|Bayleton | 0,66g/L| CosmolIn 1ml/L|Caldo Bordelés| 17 ml/L
7 Kumulus 1,5g/L - - Cosmo In1ml/L Ac. Acético| SOml/L|  Clorotalonil &ml/L
8 Clorotalonil 4 ml/L{Duett 2,5ml/L|CosmoIn1ml/L | ProtectorZinc| 17 ml/L
9 Cobrethane 8g/L - - Cosmo In1ml/L |Caldo Bordelés| 17 ml/L
10 Clorotalonil 4 ml/L|Sportak | 1,33 ml/L|{Cosma In 1 ml/L Ac. Acético| SOmlI/L| Clorotalonil 8ml/L
11 Vondozeb Plus | 10 ml/L - - Nu-Film Protector Zinc| 17 ml/L
12 Antracol 8g/L|Amistar 1g/L|CosmoIn1ml/L | Caldo Bordelés| 17 ml/L
13 Cobrethane 8g/L - - Cosmo In1ml/L Ac. Acético| SOmlI/L| Clorotalonil 8ml/L
14 Clorotalonil 4 ml/L|Score 1,33 ml/L{CosmoIn 1 ml/L | ProtectorZinc| 17 ml/L
15 Vondozeb Plus | 10 ml/L - - Nu-Film Caldo Bordelés| 17 ml/L
16 Antracol 8g/L|Piramide 2ml/L{Cosmo In 1 ml/L Ac. Acético| SOml/L|  Clorotalonil &ml/L
17 Cobrethane 8g/L - - CosmolInl1ml/L | ProtectorZinc|17 ml/L
18 Clorotalonil 4 ml/L|BanRot 1,75g/L|Cosmo In 1 ml/L | Caldo Bordelés| 17 ml/L
19 Vondozeb Plus | 10 ml/L - - Nu-Film Ac. Acético| SOml/L| Clorotalonil 8ml/L
20 Antracol 8g/L - - Nu-Film Protector Zinc| 17 ml/L
21 Cobrethane 8g/L|Score 1,33 ml/L{Cosmo In 1 ml/L | Caldo Bordelés| 17 ml/L

Anexo 7. Rotacion de fungicidas no convencionales, dosis y preparacion.

Fungicida

Dosis/L

Preparacion

Acido acético + Clorotalonil

50miLr+8mlL?

Mezcla de ambos

Protector Zn

17 mlL? 20 L

Sulfocalcico + 2 kg Sulfato de Zn

Caldo bordelés

17 mlL?

Sulfato de Cu pentahidratado + oxido
de Ca + Agua (1:1:100) Calentar el
Cobre y depositar sobre la cal disuelta.
El pH debe estar cercano a 6.




Anexo 8. Resumen informativo sobre fungicidas utilizados en la rotacion convencional en el experimento IlIB. (Fuente:
Elaboracion propia, tomado de fichas técnicas del producto comercial).

Informacién sobre fungicidas Etapa lllIB
Abril a Septiembre 2014
Aplic. # Fungicida Ingrediente Activo Mecanismo de accién Grupo quimico
1 Kumulus® 80 WG | Azufre inorganico Inhibe el proceso de germinacion y desarrollo de hongos Inorganico
Mancozeb (50%) + - . . Ditiocarbamato +
2 Cobrethane® Oxicloruto de Cu (19%) Fungicida preventivo, con propiedades adherentes inorganico
Sistémico local translaminar. Mecanismos de accién:
. . : intervine en la liberacién de etileno y afecta la produccién | Anilidas +
3 s &5 e S de ATP en el hongo. Intensifica la acciébn de la enzima | Azoxistrobina
Nitratoreductasa. Tiene efecto antiesporulante.
Antracol® 70 WP | Propineb Afecta la respiracion celular del hongo. Ditiocarbamato
4 Mancol® 43.5 SC | Mancozeb Amplio espectro Ditiocarbamato
Se une con las moléculas de Glutathione y estas dejan sin
5 Clortosip® 72 SC | Clorotalonil sustrato a enzimas importantes en procesos vitales de la | Cloronitrilos
célula del hongo (respiracién, produccién de energia).
Mancozeb (50%) +
6 Cobrethane® Oxicloruto de Cu (19%) 2.
- El efecto se da al interior del follaje, elimina haustorios y | - .
Bayleton® 25 WP | Triadimefon esporas germinadas. Triazol
7 Kumulus® 80 WG | Azufre inorganico 1.
Clortosip® 72 SC | Clorotalonil
8 Epoxiconazole + | Inhibe la sintesis del ergosterol + inhibe tubo germinativo, | Triazol +
Duett 25SC . - : - o -
Carbendazina formacion de apresorios y crecimiento de micelio. Benzimidazol.
Mancozeb (50%) +
e CrlrEtnzmeD Oxicloruto de Cu (19%) %
0 Clortosip® 72 SC | Clorotalonil 5. Cloronitrilos
1
Sportak 45 EC Prochloraz Inhibicion de la sintesis del ergosterol Imidazol




Aplic.

4 Fungicida Ingrediente Activo Mecanismo de accién Grupo quimico
Actla en la produccion de energia al reaccionar con los
Vondozeb Plus 42 g A : .
11 sC Mancozeb grupos SH de proteinas, principalmente enzimas, dentro | Ditiocarbamato
de la célula, ocurriendo una accién multisitio.
Antracol® 70 WP Propineb 3.
Inhibidor de la respiracién mitocondrial mediante la unién
12 del sitio Qo del citocromo b, interrumpiendo el ciclo de
Amistar 50 WG Azoxistrobina energia dentro del hongo. Interfiere en el ciclo de vida | Estrobilurina
principalmente durante la germinacion de las esporas y
la penetracién del tejido.
Mancozeb (50%)
18 | CEREEmED Oxicloruto de Cu (19%) %
Clortosip® 72 SC Clorotalonil 5.
14 ADI i6
Score 25 EC Difenoconazole Raplda_ penetracion dentro (_je Ig planta de forma Triazol
traslaminar, presentando una sistemia local.
15 Vondozeb Plus 42 Mancozeb 11
SC
Antracol® 70 WP Propineb 3.
16 Actla como inhibidor de la biosintesis de la metionina,
Piramide 60 SC Pyrimethanil inhibiendo la secrecion de enzimas necesarias para la | Anilopirimidas
infeccion del patégeno.
Mancozeb (50%)
i [ CeEEmED Oxicloruto de Cu (19%) %
18 Clortosip® 72 SC Clorotalonil 5.
19 BanRot 40 WP Etridiazol
20 Vondozeb Plus 42 Mancozeb 11
SC
21 Antracol® 70 WP Propineb 3.
Score 25 EC Difenoconazole 14
0,
22 | Cobrethane® Mancozeb (50%) 2.

Oxicloruto de Cu (19%)




Anexo 9. Andlisis foliares obtenidos de muestras en el &rea de experimento IlIC en

Alajuela, Los Chiles 2014.

Laboratorio Quimico
Centro de Investigaciones, CORBANA 5.4
La Rita, Pococi, Liman

Tel: 2713-1675, 27T13-1677 Fax 2763-3055
Emil: vobando@corbana.co.cr

Cliente: 444 AGRIOBIOTECNOLOGIA DE COSTA RICA

Finca: 1 nd

Solicita: 2 Esteban Blanco

Entrega: MAURICIO GUZMAN

Teléfono: Emall:  eblanco@agribiocr.com

Tipo de Muestra: 02 Foliares Cultive: 36 cyca

Observaciones:

020140018181 [TESTIGO 147.7g 112 013

Informe de Ensayo

14/11/2014 08:40 AM
Pag.:1de1
QUI04005

Informe N°*: 2014001211
Boleta N*: 20141058
Factura N*: 15621

Ingreso/Entrega: 07112014 1
Inicio del Muestreo:  07/11/2014
Fin del Muestreo:

0711/2014
R ble del M I

Cantidad: 4

{(Cliante)

110 013

105 013

105 013

Métodos de Ensayo:
N: Combustién seca
P, K, Ca, Mg, 5, Fe, Cu, Zn, Mn, B y Al-e: digestidn en microondas (HNO3 y H202) y lectura en ICP-AES

Mota: El Laboratonio queda eximido de toda de cuando el

an

Jefe de Laboratorio Quimico VEDA MARIA OBANDO BUSTOS

no ha sido realizado por CORBAMA, S8

Anexo 10. Analisis de Varianza incluidos en resultados.

GRUPO A

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Longitud de hoja 240 0,78 0,77 22,35

ANDEVA Longitud de la hoja. ETAPA IA

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5723,54 11 520,32 73,96 <0,0001
DDE 5723,54 11 520,32 73,96 <0,0001
Error 1604,02 228 7,04
Total 7327,56 239

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1l,65271

Error: 7,0352 gl: 228

DDE Medias n E.E.

0 2,95 20 0,59 A

2 4,33 20 0,59 A

4 6,37 20 0,59 B

6 8,62 20 0,59 C

8 11,01 20 0,59 D

10 12,93 20 0,59 E

12 14,75 20 0,59 F

14 15,55 20 0,59 F G
16 16,13 20 0,59 F G



18 16,52 20 0,59 G
20 16,63 20 0,59 G
22 16,64 20 0,59 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

GRUPO B

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Longitud de hoja 206 0,90 0,89 13,80

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 10637,71 11 967,06 157,54 <0,0001
DDE 10637,71 11 967,06 157,54 <0,0001
Error 1190,87 194 6,14

Total 11828,57 205

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1l,66830
Error: 6,1385 gl: 194
DDE Medias n E.E.

0 4,02 17 0,60 A

2 6,29 17 0,60 B

4 10,08 17 0,60 C

6 13,61 17 0,60 D

8 17,72 17 0,60 E

10 20,58 17 0,60 F

12 22,29 17 0,60 G
14 23,44 17 0,60 G
16 23,92 17 0,60 G

18 24,04 17 0,60
20 24,05 17 0,60
22 24,58 19 0,57 H

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

jusiasiiasigas

e ANDEVA ANCHO DE LA HOJA. ETAPA |

GRUPO A
C:\Users\Marilyn\Dropbox\Cycas\3-TESIS DOC FINALES ENERO
2015\Ancho _hoja.IDB2 : 14/02/2015 - 03:52:35 p.m. - [Versidén : 01/11/2014]

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Ancho hoja 240 0,90 0,90 24,57

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

Modelo. 2140,45 11 194,59 193,39 <0,0001

DDE 2140,45 11 194,59 193,39 <0,0001




Error 229,41 228 1,01
Total 2369,86 239

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,62503
Error: 1,0062 gl: 228
DDE Medias n E.E.

0 0,25 20 0,22 A

2 0,36 20 0,22 A

4 0,52 20 0,22 A

6 0,86 20 0,22 A

8 2,19 20 0,22 B

10 3,59 20 0,22 C

12 5,20 20 0,22 D

14 6,21 20 0,22 E

16 7,00 20 0,22 F

18 7,49 20 0,22 F G
20 7,58 20 0,22 F G
22 7,74 20 0,22 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

GRUPO B

C:\Users\Marilyn\Dropbox\Cycas\3-TESIS DOC FINALES ENERO 2015\DATOS ANCHO
HOJA.IDB2 : 14/02/2015 - 05:16:08 p.m. - [Versidén : 01/11/2014]

Anilisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
ANCHO 216 0,79 0,78 29,09

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1807,57 11 164,32 70,41 <0,0001
DDE 1807,57 11 164,32 70,41 <0,0001
Error 476,11 204 2,33

Total 2283,68 215

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,00404
Error: 2,3339 gl: 204
DDE Medias n E.E.

2,00 0,88 18 0,36 A

0,00 1,00 18 0,36 A

4,00 1,71 18 0,36 A

6,00 2,74 18 0,36 B

8,00 4,12 18 0,36 C

10,00 5,51 18 0,36 D

12,00 6,64 18 0,36 E

14,00 7,33 18 0,36 E F
16,00 7,90 18 0,36 F G
18,00 8,23 18 0,36 F G
20,00 8,38 18 0,36 G
22,00 8,58 18 0,36 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



e ANDEVA PARTICIONADO POR CONCENTRACION DE
ACTIVOS. ETAPAIIC

PROTECTANTES

C:\Users\Marilyn\Dropbox\Cycas\RESULTADOS Toma de datos
Estadistico INFOSTAT\II C Datos sensibilidad promedio.IDB2
07:43:59 a.m. - [Versidén : 01/11/2014]

Analisis de la varianza

Concentracidén mg/Kg Variable N R?2 R2?2 Aj CV
0 Didmetro colonia (cm) 28 0,29 0,17 13,50

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 7,35 4 1,84 2,39 0,0807
Ingrediente activo 7,35 4 1,84 2,39 0,0807
Error 17,71 23 0,77
Total 25,06 27

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,08904
Error: 0,7699 gl: 23

Ingrediente activo Medias n E.E.
Clorotalonil 5,05 6 0,36 A
Metiram 5,73 50,39 A B
Mancozeb Oxicloruro de Cu 5,76 6 0,36 A B
Mancozeb 6,04 6 0,36 A B
Propineb 6,65 5 0,39 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R2 Aj CV
0,01 Didmetro colonia (cm) 25 0,21 0,05 16,24

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4,58 4 1,15 1,31 0,3015
Ingrediente activo 4,58 4 1,15 1,31 0,3015
Error 17,53 20 0,88
Total 22,11 24

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,24550
Error: 0,8767 gl: 20

Ingrediente activo Medias n E.E.
Metiram 4,40 6 0,38 A
Propineb 4,97 4 0,47 A B
Mancozeb 5,26 5 0,42 A B
Mancozeb Oxicloruro de Cu 5,34 5 0,42 A B
Clorotalonil 5,58 5 0,42 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R2 Aj CV

INGREDIENTES

TESIS\An&lisis

09/02/2015



0,1 Didmetro colonia

(cm)

29 0,59

0,52 14,32

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 24,65 4 6,16 8,60 0,0002
Ingrediente activo 24,65 4 6,16 8,60 0,0002
Error 17,19 24 0,72
Total 41,84 28

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,02850
Error: 0,7163 gl: 24

Ingrediente activo Medias n E.E.
Propineb 3,89 6 0,35 A
Metiram 4,57 6 0,35 A B
Clorotalonil 5,59 5 0,38 B
Mancozeb Oxicloruro de Cu 5,66 6 0,35
Mancozeb 6,50 6 0,35

C
C
C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R?2 R2 Aj CV
1 Didmetro colonia (cm) 25 0,19 0,02 33,78
Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 12,33 4 3,08 1,15 0,3613
Ingrediente activo 12,33 4 3,08 1,15 0,3613
Error 53,53 20 2,68
Total 65,87 24
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,17633
Error: 2,6767 gl: 20

Ingrediente activo Medias n E.E.

Propineb 3,01 50,73 A
Clorotalonil 3,7 5 0,73 A
Mancozeb Oxicloruro de Cu 4,40 5 0,73 A
Metiram 4,70 4 0,82 A
Mancozeb 5,60 6 0,67 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R2 Aj CV
10 Didmetro colonia (cm) 29 0,75 0,70 16,20
Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 38,41 4 9,60 17,53 <0,0001
Ingrediente activo 38,41 4 9,60 17,53 <0,0001
Error 13,14 24 0,55
Total 51,55 28

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,89922
Error: 0,5476 gl: 24

Ingrediente activo Medias n E.

E.

Propineb 2,35 6 0,30 A



Clorotalonil 2,93 6 0,30 A

Metiram 4,04 6 0,30 B
Mancozeb 4,91 5 0,33 B C
Mancozeb Oxicloruro de Cu 5,38 6 0,30 C

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R?2 R? Aj CV
100 Didmetro colonia (cm) 30 0,86 0,83 18,29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 43,89 4 10,97 37,68 <0,0001
Ingrediente activo 43,89 4 10,97 37,68 <0,0001
Error 7,28 25 0,29
Total 51,17 29

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,64165
Error: 0,2912 gl: 25

Ingrediente activo Medias n E.E.
Metiram 0,33 6 0,22 A
Propineb 1,80 6 0,22 B
Clorotalonil 2,18 6 0,22 B
Mancozeb 3,24 6 0,22 C
Mancozeb Oxicloruro de Cu 3,81 6 0,22 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

SISTEMICOS

C:\Users\Marilyn\Dropbox\Cycas\RESULTADOS Toma de datos
Estadistico INFOSTAT\II C Datos sensibilidad promedio.IDB2
07:55:22 a.m. - [Versidén : 01/11/2014]

Analisis de la varianza

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R2 Aj CV
0 Didmetro colonia (cm) 28 0,09 0,00 22,75

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4,00 4 1,00 0,57 0,6853
Ingrediente activo 4,00 4 1,00 0,57 10,6853
Error 40,22 23 1,75
Total 44,22 27

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,64124
Error: 1,7485 gl: 23
Ingrediente activo Medias n E.E.

Azoxistrobin 4,64 6 0,54 A
Prochloraz 4,88 6 0,54 A
Boscalid 5,12 5 0,59 A
Difenoconazole 5,39 6 0,54 A
Pyrimethanil 5,73 5 0,59 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

TESIS\An&lisis

09/02/2015



Concentracidén mg/Kg Variable N R?2 R2?2 Aj CV
0,01 Didmetro colonia (cm) 27 0,15 0,00 19,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4,20 4 1,05 0,99 10,4321
Ingrediente activo 4,20 4 1,05 0,99 10,4321
Error 23,25 22 1,06
Total 27,45 26

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,30268
Error: 1,0569 gl: 22
Ingrediente activo Medias n E.E.

Prochloraz 4,03 6 0,42 A
Pyrimethanil 4,35 5 0,46 A
Difenoconazole 4,69 6 0,42 A
Boscalid 4,71 5 0,46 A
Azoxistrobin 5,20 5 0,46 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R2 Aj CV
0,1 Didmetro colonia (cm) 30 0,60 0,53 32,15

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 61,20 4 15,30 9,22 10,0001
Ingrediente activo 61,20 4 15,30 9,22 10,0001
Error 41,49 25 1,66
Total 102,69 29

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,53183
Error: 1,6596 gl: 25
Ingrediente activo Medias n E.E.

Prochloraz 1,01 6 0,53 A
Difenoconazole 2,32 6 0,53 A
Pyrimethanil 4,13 6 0,53 B
Azoxistrobin 4,54 6 0,53 B
Boscalid 4,63 6 0,53 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R2 Aj CV
1 Didmetro colonia (cm) 28 0,50 0,41 37,64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 39,60 4 9,90 5,73 0,0024
Ingrediente activo 39,60 4 9,90 5,73 10,0024
Error 39,72 23 1,73
Total 79,31 27

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,63100



Error: 1,7267 gl: 23
Ingrediente activo Medias n E.E.

Prochloraz 1,12 6 0,54 A
Difenoconazole 1,97 6 0,54 A B
Azoxistrobin 3,14 6 0,54 B C
Pyrimethanil 4,09 5 0,59 C
Boscalid 4,18 5 0,59 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R? Aj CV
10 Didmetro colonia (cm) 30 0,75 0,71 32,21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 71,18 4 17,80 18,41 <0,0001
Ingrediente activo 71,18 4 17,80 18,41 <0,0001
Error 24,16 25 0,97
Total 95,35 29

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,16901
Error: 0,9665 gl: 25
Ingrediente activo Medias n E.E.

Prochloraz 0,15 6 0,40 A
Difenoconazole 0,96 6 0,40 A
Pyrimethanil 3,06 6 0,40 B
Azoxistrobin 3,65 6 0,40 B
Boscalid 4,05 6 0,40 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracidén mg/Kg Variable N R2 R2 Aj CV
100 Didmetro colonia (cm) 30 0,90 0,88 24,29

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 37,39 4 9,35 54,21 <0,0001
Ingrediente activo 37,39 4 9,35 54,21 <0,0001
Error 4,31 25 0,17
Total 41,70 29

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,49375
Error: 0,1724 gl: 25
Ingrediente activo Medias n E.E.

Pyrimethanil 0,00 6 0,17 A
Prochloraz 0,00 6 0,17 A
Difenoconazole 0,46 6 0,17 A
Azoxistrobin 1,95 6 0,17 B
Boscalid 2,74 6 0,17 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



e ANDEVA PARTICIONADO POR MUESTREO. ETAPA 11IB

INDICE SEVERIDAD

Analisis de la varianza

Abril
Variable N R2 R? Aj CV
Abril 100 0,11 0,04 40,66

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 18,49 7 2,64 1,66 0,1283
Tatramiento 5,05 31,68 1,06 10,3702
Bloque 13,44 4 3,36 2,11 0,0854
Error 146,30 92 1,59
Total 164,79 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,70838
Error: 1,5902 gl: 92

Tatramiento Medias n E.E.
Convencional 2,75 25 0,25 A
NO Convencional 3,07 25 0,25 A
NO Convencional + Acido ac.. 3,24 25 0,25 A
Convencional + Acido acéti.. 3,35 25 0,25 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Mayo
Variable N R?2 R2? Aj CV
Mayo 100 0,21 0,15 35,64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 39,69 7 5,67 3,54 0,0020
Tatramiento 10,03 3 3,34 2,09 0,1069
Bloque 29,65 4 7,41 4,63 0,0019
Error 147,21 92 1,60
Total 186,90 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,71059
Error: 1,6001 gl: 92

Tatramiento Medias n E.E.
NO Convencional + Acido ac.. 3,08 25 0,25 A
Convencional 3,44 25 0,25 A B
NO Convencional 3,82 25 0,25 B
Convencional + Acido acéti.. 3,86 25 0,25 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Junio



Variable N R? R? Aj CV
Junio 100 0,16 0,10 36,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 32,32 7 4,62 2,50 0,0215
Tatramiento 6,13 3 2,04 1,10 0,3515
Bloque 26,20 4 6,55 3,54 0,00098
Error 170,17 92 1,85
Total 202,50 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,76400
Error: 1,8497 gl: 92

Tatramiento Medias n E.E.
Convencional 3,53 25 0,27 A
NO Convencional + Acido ac.. 3,60 25 0,27 A
NO Convencional 3,67 25 0,27 A
Convencional + Acido acéti.. 4,16 25 0,27 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Julio

Variable N R? R? Aj CV
Julio 100 0,07 0,00 49,63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 16,87 7 2,41 0,98 0,4541
Tatramiento 6,22 3 2,07 0,84 0,4758
Bloque 10,65 4 2,66 1,08 0,3724
Error 227,40 92 2,47
Total 244,28 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,88317
Error: 2,4717 gl: 92

Tatramiento Medias n E.E.
Convencional 2,76 25 0,31 A
Convencional + Acido acéti.. 3,21 25 0,31 A
NO Convencional 3,26 25 0,31 A
NO Convencional + Acido ac.. 3,44 25 0,31 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Agosto

Variable N R? R? Aj CV
Agosto 100 0,23 0,17 41,17

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 32,45 7 4,64 3,85 00,0010
Tatramiento 29,56 3 9,85 8,17 10,0001
Bloque 2,90 4 0,72 0,60 0,6633

Error 110,91 92 1,21



Total 143,37 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,61679
Error: 1,2056 gl: 92

Tatramiento Medias n E.E.
Convencional 1,80 25 0,22 A
Convencional + Acido acéti.. 2,66 25 0,22 B
NO Convencional + Acido ac.. 2,97 25 0,22 B
NO Convencional 3,25 25 0,22 B

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Septiembre

Variable N R? R? Aj CV
Septiembre 100 0,26 0,20 37,77

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 36,53 7 5,22 4,63 0,0002
Tatramiento 21,77 3 7,26 6,44 0,0005
Bloque 14,76 4 3,69 3,28 0,0147
Error 103,63 92 1,13
Total 140,16 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,59619
Error: 1,1264 gl: 92

Tatramiento Medias n E.E.
Convencional 2,09 25 0,21 A
Convencional + Acido acéti.. 2,71 25 0,21 B
NO Convencional 3,19 25 0,21 B
NO Convencional + Acido ac.. 3,25 25 0,21 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

e ANDEVA PARTICIONADO POR MUESTREO ETAPA 1IIC

[IIC INDICE SEVERIDAD

Analisis de la varianza

Abril
Variable N R? R? Aj CV
Abril 100 0,06 0,00 31,65

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 11,51 7 1,64 0,88 0,5272
Bloque 10,74 4 2,68 1,43 10,2293

Tratamiento 0,77 3 0,26 0,14 0,9374
Error 172,29 92 1,87



Total 183,80 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,76875
Error: 1,8728 gl: 92

Tratamiento Medias n E.E.

Silicato de K 4,25 25 0,27 A
Testigo 4,26 25 0,27 A
Nitrato de Ca 4,33 25 0,27 A

Sulfato de Mg 4,47 25 0,27 A
Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Mayo
Variable N R? R? Aj CV
Mayo 100 0,07 0,00 49,53

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 40,87 7 5,84 0,97 0,4555
Bloque 38,83 4 9,71 1,62 0,1763
Tratamiento 2,04 3 0,68 0,11 0,9522
Error 551,88 92 6,00
Total 592,75 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,37585
Error: 5,9986 gl: 92

Tratamiento Medias n E.E.

Silicato de K 4,78 25 0,49 A
Sulfato de Mg 4,89 25 0,49 A
Testigo 4,93 25 0,49 A
Nitrato de Ca 5,17 25 0,49 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Junio
Variable N R?2 R2? Aj CV
Junio 100 0,09 0,02 81,01

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 238,70 7 34,10 1,25 0,2849
Bloque 216,19 4 54,05 1,98 0,1043
Tratamiento 22,51 3 7,50 0,27 0,8435
Error 2512,90 92 27,31
Total 2751,60 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,93587
Error: 27,3141 gl: 92

Tratamiento Medias n E.E.

Sulfato de Mg 5,93 25 1,05 A
Silicato de K 6,04 25 1,05 A
Testigo 6,84 25 1,05 A
Nitrato de Ca 7,00 25 1,05 A




Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Julio

Variable N R2 R? Aj CVv
Julio 100 0,09 0,02 122,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 934,12 7 133,45 1,36 0,2333
Bloque 805,55 4 201,39 2,05 10,0942
Tratamiento 128,57 3 42,86 0,44 0,7280
Error 9050,48 92 98,37
Total 9984,61 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=5,57167
Error: 98,3748 gl: 92

Tratamiento Medias n E.E.

Sulfato de Mg 6,73 25 1,98 A
Silicato de K 7,24 25 1,98 A
Nitrato de Ca 8,90 25 1,98 A
Testigo 9,47 25 1,98 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Agosto

Variable N R? R? Aj Ccv
Agosto 100 0,09 0,03 179,78

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3529,02 7 504,15 1,37 0,2295
Bloque 2881,75 4 720,44 1,95 0,1087
Tratamiento 047,27 3 215,76 0,58 0,6269
Error 33977,16 92 369,32
Total 37506,17 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=10,79550
Error: 369,3169 gl: 92

Tratamiento Medias n E.E.

Sulfato de Mg 7,76 25 3,84 A
Silicato de K 9,02 25 3,84 A
Nitrato de Ca 11,60 25 3,84 A

Testigo 14,39 25 3,84 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Septiembre

Variable N R?2 R? Aj CVv
Septiembre 100 0,09 0,02 233,63




Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6725,46 7 960,78 1,34 0,2399
Bloque 5265,35 4 1316,34 1,84 10,1282
Tratamiento 1460,12 3 486,71 0,68 0,5667
Error 65883,85 92 716,13
Total 72609,32 99

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=15,03275
Error: 716,1288 gl: 92

Tratamiento Medias n E.E.

Sulfato de Mg 7,26 25 5,35 A
Silicato de K 9,14 25 5,35 A
Nitrato de Ca 12,03 25 5,35 A

Testigo 17,38 25 5,35 A

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)




Anexo 11. Célculo de la concentracion efectiva del ingredient active del fungicida evaluado a nivel in vitro.

Mancozeb
Dosis  Indosis  Clorotalonil Mancozeb OxicIJE)ruro Metiram Propineb Pyrimethanil Prochloraz  Difenoconazole — Azoxistrobin Boscalid
de Cu
% de inhibicion

0,01 -4,60517019 0,00 0,00 0,00 17,28 25,26 21,10 39,45 19,38 0,00 5,84
0,1 -2,30258509 0,00 0,00 0,00 14,08 41,43 27,90 77,14 58,67 2,26 12,81

1 0 20,73 391 12,26 11,74 53,76 25,11 75,49 57,71 32,40 15,82

10 2,30258509 38,64 7,04 0,00 21,50 64,66 46,73 96,70 79,55 21,31 23,82
100 4,60517019 54,45 36,66 28,11 93,80 73,01 100,00 100,00 90,26 58,02 48,40
Interseccion (b) 22,76440 9,52102 8,07547 31,68075 51,62406 44,16739  77,75824 61,11349 22,79871 21,33710
Pendiente (m) 6,40755  3,48964 2,44188 6,96910 5,15602 7,67115 6,10876 7,06310 5,86695  4,17528
x=50 (In EC50) 4,25055 11,59976 17,16894 2,62864 -0,31498 0,76033 -4,54401 -1,57346 4,63636  6,86491
Coef. R? 0,94785 0,67585 0,51430 0,52793 0,98522 0,72830 0,85039 0,89704 0,80166  0,85424

EC50 70,1439 109071 2860064 13,8549 0,72980 2,13898 0,01063 0,20732 103,1681  958,0596




e Anexo 12. Manual informativo sobre Cycas revoluta.
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Presentacion

En paises como Japdén, Nueva Zelanda, Australia y Estados Unidos, la investigacion
enfocada a especies pertenecientes al orden Cycadales es de suma importancia. Existen
organizaciones cientificas dedicadas al estudio y conservacion de especies de cycas que
se encuentran dentro de la lista roja de especies amenazadas y en peligro de extincion
segun la UICN. Cycas revoluta es una especie tropical de las menos protegidas, pero de
igual manera se encuentra dentro de la lista roja, por lo que se busca una explotacion
responsable de este cultivo horticola.

En cuanto a los permisos de explotacion para el comercio de esta especie, es importante

mencionar que se encuentran regulados por la convencién CITES (Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres); ademas en el 2010
durante dicha convencion se indico que C. revoluta es la planta que tiene un ingreso por
venta considerablemente mayor al de las demas especies exportadas que se encuentran
amenazadas.

En Costa Rica existen pocos estudios relacionados a C. revoluta y al manejo agronémico
del cultivo en general, sin embargo para el 2007, contaba con mas de 114 hectareas
dedicadas al cultivo solamente en la Zona Norte, pero muchos productores han ido
dejando la actividad por falta de conocimiento sobre el cultivo para el manejo de plagas;
por ello es importante conocer acerca de las practicas de manejo mas comunes que se
deben realizar para la produccion de dicha especie.

En muchas donde se cultivan cicas en Costa Rica, se han observado sintomas de
necrosis y clorosis en el tejido foliar, esto retarda el llenado del bulbo, alarga el ciclo de
produccién, aumenta el tiempo de permanencia de la planta en el campo y puede provocar
la muerte de esta, dejando pérdidas econdmicas importantes al productor; este problema
no ha sido metddicamente estudiado, ademas no se ha logrado encontrar alguna
respuesta relacionada a los posibles agentes causales.

El siguiente manual informativo pretende dar a conocer al lector informacion Util acerca
del cultivo de C. revoluta como especie ornamental de explotacion horticola. Ademas de
indicar las principales practicas agronomicas utilizadas para el control de enfermedades
provocadas por hongos que dafian el area foliar, a partir de resultados de investigacion y
visitas a las principales plantaciones en Costa Rica. También se trataran aspectos
referentes a reproduccioén y ritmo de emision foliar; asi como algunos pasajes de historia y
principales usos de la planta.

/”a/y/?}( Sincher VVabverde, 2075,
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1. Generalidades

Las especies del orden de las Cycadales se encuentran en el grupo de plantas
vasculares mas antiguas (hace 300 millones de afos), son llamadas “fosiles
vivientes” (Pérez y Vovides 1997), se encuentran principalmente en los tropicos y
subtropicos, en América, Africa, Asia y Australia (Figura 1). Actualmente este
orden esta conformado por tres familias: Cycadaceae (Cycas sp.), Stangeriaceae y
Zamiaceae (Stevenson 2001). En la familia Cycadaceae se encuentra el género
Cycas que comprende 98 especies distintas (Janick y Paull 2008). La especie C.
revoluta es originaria de una isla en el sur de Japén llamada Ryukyu, se report6 en
1782 segun Osborne et al. (2012) en el libro llamado “The world list of Cycads”.
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Figura 34. Distribucion mundial de cicas.

1.1 Descripcion botanica de Cycas revoluta

Son plantas dioicas, con tallos subterrAneos arborescentes generalmente
cubiertos por la base de las hojas, las cuales son pinnaticompuestas -
imparipinnadas, caracteristica que distingue a las cicas del resto de las
gimnospermas (Flores 1999). Dicha planta se caracteriza por un lento crecimiento,
es considerada una especie perenne, las hojas se agrupan a manera de roseta en
los extremos del tallo, opuestas o subopuestas, tienden a ser pubescentes cuando

son jovenes y glabras al madurar (Stevenson 2001). Al ser una planta
1



arborescente, es muy comun que se les confunda con palmas, sin embargo,
carecen de relacion entre si, debido a que las palmas pertenecen a otro grupo de
plantas como las angiospermas (Pérez y Vovides 1997). Posee hojas color verde
oscuro brillante y se disponen a manera de corona, con una longitud de 50 cm
hasta dos metros de longitud, presenta una vernacion revoluta que se les llama a
los margenes foliares curveados abaxialmente (Flores 1999) (Figura 2).

La cica es una planta simétrica, que soporta una corona de hojas sobre un
tronco grueso, normalmente de 20 cm de diametro en la madurez, algunas veces
mas amplio, que puede crecer entre seis y siete metros de altura en especimenes
muy viejos; sin embargo, esta planta tiene un crecimiento muy lento, por lo que se

requieren entre 50 a 100 afios para alcanzar dicha altura (MobileReference 2009).

revoluta

Fuente: Sdnchez 2013 Fuente: Flores 1999
Figura 35. (A). Planta de Cycas revoluta hojas se disponen en forma de corona,

imparipinnada, (B). llustracién de la forma del margen revoluta de las hojas
cuando inician el crecimiento.

Las raices de las cicas (Figura 3) presentan asociacion simbiotica con bacterias
fijadoras de nitrogeno como Anabaena cycadae (Banerjee et al. 2005) y Nostoc
(Seckbach 2002; Vessey et al. 2004; Rinaldi et al. 2005; Vessey et al. 2004; Marler
et al. 2005).
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Hoja
pinnaticompuesta

Hojas mueras

Hijo basal

Fuente: Bergman y Bergman 2013.

Figura 36. Anatomia de C. revoluta y sistema radical de planta joven de Cycas
revoluta.

En la Figura 4, se presenta una escala de emision foliar disefiada por Sanchez
2015, con el fin de entender con facilidad las fases identificadas como V1 (Infantil),
V2 (Formacion), V3 (Juvenil) y V4 (Madurez), estas fueron subdivididas en A, B, C;
se indican los dias después de emergido el brote de hojas y una breve descripcién
de cada fase; es importante tener claro que no siempre es valido hablar sobre el
nimero de dias de emergida, debido a que algunas veces el brote de hojas se
puede atrasar o adelantar en la fase, ademas que es dificil llevar el conteo de los
dias de emergido el brote de cada planta en campo, por ello se planteé que las
fases debian ser determinadas méas bien por el aspecto visual, para que funcione
como una base para que cualquier persona pueda identificar la fase de desarrollo
en la que se encuentra la ultima corona de hojas de una planta de C. revoluta;
ademas permite estandarizar criterios para tener un punto de referencia cuando se
esta hablando de periodos de susceptibilidad a las plagas, aplicaciones de
agroquimicos o etapas criticas.

Existe desconocimiento acerca del rimo de emision foliar de dicha planta, el
cual es un pardmetro de importancia para el manejo agrondmico de cualquier

especie productiva.
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Ritmo de emision foliar de Cycas revoluta

en condiciones de invernadero

Etapa
(Fase
desarrollo)

Nombre

Descripcion

A

0 DDE

B

2 DDE

Vi1
(A,B,C)

Infantil

Corresponde al crecimiento y division celular acelerada que se da durante el dia
de emergencia y transcurridos 4 dias después de emergencia (4 DDE)
aproximadamente. Las hojas aun no se han desarrollado y conservan margen
revoluta. Esta etapa, se subdivide en tres fases que son: A: En donde
solamente se observa una estructura formada por el raquis de la hoja, estan
los foliolos en formacién; puede medir entre 3 - 5 cm de alto y 0,5-1 cm de
ancho, dependiendo de tamafio final de la hoja y generalmente se encuentra
cerrado durante esta fase. B: Se da 2 DDE aproximadamente. La estructura
formada por el raquis adquiere mayor altura pero ain no se ha dado la apertura
de los foliolos. C: En algunos casos puede verse la apertura transcurridos 4
DDE aproximadamente, pero dependiendo del tamafio final de la hoja. En esta
fase el raquis puede seguir adquiriendo altura.

V2
(A,B,C)

Formaciéon

Corresponde a la apertura de los foliolos y formacién de la hoja, esto se puede
observar entre 6 a 10 DDE aproximadamente. Comprende tres fases: A. Inicio
de apertura foliar, al menos una de las hojas debe presentar esta caracteristica,
el ancho de la hoja puede medir entre 1,0 a 1,3 cm. B. Las hojas adquieren una
forma definida, pero no ha finalizado la apertura; al ser tejido en formacion la
consistencia de los foliolos es blanda. C. Ya ha finalizado la formacién de la
hoja, puede existir al menos una hoja atrasada que esta en apertura.

V3
(A,B,C)

Juvenil

Esta etapa se centra en el endurecimiento de las hojas, puede encontrarse
entre los 12 y 16 DDE aproximadamente. Estd compuesta por tres fases: A.
Pueden existir foliolos finalizando la etapa de formacién, se da el inicio del
endurecimiento de los foliolos de la hoja que antes eran blandos y susceptibles
a dafos fisicos. B. La hoja va adquiriendo la dureza necesaria para la
formacién de espinas en la punta de los foliolos. C. Los foliolos dquieren una
dureza aceptable para que inicie el cambio en la coloracién.

18 DDE

20 DDE

C 22DDE

V4
(A,B,C)

Madurez

Corresponde a la etapa de cambio de coloracion de las hojas y probablemente
acumulacién de carbohidratos en el bulbo. Estas van adquiriendo una tonalidad
mas oscura y ya tienen la dureza necesaria para soportar dafios en la
superficie. No hay cambio en crecimiento. Proceso para convertirse en una
hoja madura, se divide en tres fases: A. B. C. que van desde 18 a 22 DDE
aproximadamente. Luego de estas fases, no existen cambios visibles en
apariecia ni tamafio (las primeras plantas en emerger se midieron hasta 32 DDE
y no hubo cambios significativos).

M Sanchez,, 2014

Fuente: Sdnchez 2015.
Figura 37. Escala fotogréfica del ritmo de emision foliar en C. revoluta en condiciones de invernadero.
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1.2 Usos e importancia

Algunas especies de cicas estan disponibles para la venta, tales como Zamia,
C. revoluta, Encephalartos, Dioon entre otras, a un alto precio, comparado con las
plantas ornamentales en general. Debido a que tienen restricciones para extraerlas
de bosques; a menudo se observan en jardines exteriores, pero su explotacion no
se da al maximo, por ello es necesaria la tecnificacion del cultivo de cicas (Burch
1981).

Ademas de ser una planta explotada comercialmente, en algunos lugares del
mundo como en las montafias de Panama, la parte interna del tallo es utilizado
como alimento y en otros lugares como en la India, Sri Lanka, China, es
industrializada para la extraccién de "Sagu” o “Sago” (sustancia almidonosa para
espesar salsas con alto contenido de carbohidratos), de ahi es donde proviene el
nombre por el cual se le conoce: “King Sago Palm” o “sotetsu” en Japdén (Laqueury
Spatz 1968); Janick y Paull (2008), reportan que las nueces o semillas de las cicas,
son utilizadas como alimento en Sri Lanka, India y buena parte de Indonesia,
contiene 12%-14% de proteina cruda y 66%-70% de almidén (Burkill 1933; Nishida
1936; Peckolt 1887; Sastri 1950; Yoshimura 1919 citados por Thieret 1958). El
andlisis de aire y materia seca del tallo en C. revoluta indic6 que existe un 44,5%
de almidéon y 19,5% de proteina cruda, esto puede ser afectado con la temporada
(verano-invierno) y segun sean las plantas macho o hembra debido a la produccién
de semillas (Yoshimura y Sagava 1918; Nakamura y Nakajima 1943, citados por
Thieret 1958). En la isla Ryukyu ha sido una planta de importancia alimenticia, es
ofrecido en los menu de restaurantes en un lugar llamado Amami Oshima, al que le
llaman también “The Cycad Hell”, sin embargo los habitantes no mencionan a otras
personas que en este lugar se practica el consumo de C. revoluta y tampoco
admiten tener semillas en su posesion (Haring 1952, citado por Thieret 1958). La
planta contiene una sustancia toxica llamada cicasina (Nishida et al. 1956; Marler et
al. 2005; Kyoda y Setoguchi 2010; Yamada et al. 2012) y hay diversos estudios que
afirman que la toxina es letal tanto para animales como para humanos (Laqueur y

Spatz 1968; Marler et al. 2005). También existe una bebida a base de semillas de
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cicas al cual le llaman doku sake o batido venenoso, debido a que los que la beben
pueden volverse violentos e incluso morir (Harring 1954, citado por Thieret 1958).

Se ha mencionado el uso de las hojas jovenes de C. revoluta como alimento en
Japon, pero no detallan como es el consumo debido a que existe cierta toxicidad
(Kinch 1883, citado por Thieret 1958), por ejemplo el consumo de brotes jovenes de
C. rumphii es causante de reumatismo en hombres (Oches 1931, citado por Thieret
1958). Durante la segunda guerra mundial, en tiempos de la esclavitud y escasez
de alimento, el consumo de subproductos de las cicas tuvo una importancia
relevante debido al contenido nutricional que posee (Haring 1952, citado por Thieret
1958). También el extracto de sagu es utilizado para la fabricaciéon de bebidas
alcdlicas especialmente cerveza y para la fabricacién de gomas, la cual se obtiene
de exudados del 6rgano reproductor femenino, en el cual sostienen las semillas
(Balfour 1875; Lindley 1838; Schwendener 1890; Roxburgh 1958, citados por
Thieret 1958). La extraccion de aceite de las semillas de C. revoluta se utilizé
durante la crisis de la segunda guerra mundial en un lugar llamado Okinawa en
Japon (Thieret 1958).

Se considera una planta ornamental utilizada para decoracion de jardines a
nivel mundial y en funerales o ceremonias en Japon (Whitelock 2002). Es
producida en escala masiva para la comercializacion, cultivada en grandes
extensiones de terreno en lugares como China, La India y Sri Lanka; es
considerada la especie de cicas mas popular en la industria horticola internacional
(Marler et al. 2005), se ha reportado también que es comercializada como bonsai
(Marler y Moore 2010) y se dice que los consumidores la prefieren debido a que
son de lento crecimiento cuando son restringidas a una maceta; a pesar de la
explotacion comercial que tiene dicha especie, existe falta de conocimiento y
estudios agronémicos y tiempo que tarda la planta en desarrollarse y el ritmo de

emision foliar.



2. Préacticas de Manejo agronémico del cultivo

En cuanto al manejo agronémico de C. revoluta existe poca informacion acerca
del tema, por ello, ademéas de articulos cientificos se ha recurrido a fuentes de

informacién del tipo comunicaciones personales con expertos en el cultivo®.

2.1 Importacion de semilla

Las semillas son provenientes de Japon, debido que, a nivel mundial es el
principal exportador de semillas de C. revoluta (90%) y de plantas (65%)
(IUCN/SSC 2003); se importan en mallas de 1400 — 1600 semillas. Al dedicarse al
cultivo de C. revoluta, es necesaria la compra de la semilla importada, debido a que
no existe producciéon para venta de semilla sexual en Costa Rica. Sabiendo esto,
se debe destacar que el costo de la semilla es individual y por ende la pérdida de
cada planta en campo debido a distintas patologias, significa un aumento

considerable en costo de produccion.

2.2 Pruebas de viabilidad de la semilla

Las semillas antes de ser sembradas en las camas, son sumergidas en agua
para desechar las que flotan, lo que quiere decir que no tienen embrién
desarrollado, es una practica comun utilizada por productores; las demas son
tratadas con productos de accién nematicida que protegen la semilla durante la

etapa de germinacion.

2.3 Semillero

Se preparan camas de aserrin humedecido constantemente (Figura 5) y las
mallas que contienen las semillas se distribuyen de manera uniforme en camas a la
intemperie con riego por aspersion y fertilizacion foliar para desarrollar la etapa de
semillero, que tiene una duracién aproximada de seis meses a un afio dependiendo

del manejo agronémico que el productor realice.



Una de las dificultades del sustrato es la compactacion del aserrin, la cual se
debe al peso de la gota de agua al caer sobre este, esto hace que semillas que han
germinado no puedan emerger a la superficie y tengan dificultad para desarrollarse
y traspasar el sustrato para salir a la superficie a captar luz. Desde la siembra
hasta que empiecen a brotar las plantas, transcurridos 2,5 meses
aproximadamente.

Es particular que las plantulas de la misma edad, que se encuentran en
semilleros, presenten diferencias de crecimiento y vigor entre ellas; esto puede
deberse a factores como el tiempo de reposo que debe pasar la semilla antes de
gue sea sembrada, para que se dé el almacenamiento de sustancias dentro de la
semilla, las cuales van a nutrir al embridén; a esto se le conoce como letargo por

embridon no desarrollado (Perez y Vovides 1997).

Fuente: Sanchez 2014
Figura 38. (A). Etapa de plantula de C. revoluta, periodo de emergencia 3 meses
aproximadamente. (B). Etapa de semillero de C. revoluta, fueron sembradas
el 23 mayo del 2013. (C) Distribucion de las semillas en camas de

germinacion.

2.4 Riego

La planta C. revoluta presenta una alta
exigencia de riego (Figura 6) en etapa de
semillero debido a que la semilla necesita
humedad para desencadenar los procesos de
germinacién. Asi mismo cuando se va plantar un

bulbo, es necesario que se coloque en un medio

hiumedo para que comience a brotar. Una vez
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8 Figura 39. Riego por aspersion en
semillero de  Cycas
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gue las plantas son trasplantadas al campo, se pueden desarrollar normalmente
con el agua disponible de la lluvia.

Se han realizado algunos estudios en China, donde se controla la intensidad
del riego en C. revoluta en pote, para regular el tamafio de la planta y obtener
curvaturas en las hojas que las hacen ser mas llamativas y aumentar el precio para
el consumidor (Dong et al. 1999).

2.5 Principales problemas en etapa de semillero

Entre los principales problemas que se pueden encontrar en las camas de
germinaciéon estd un padecimiento conocido como mal de talluelo (Figura 7), se
presenta una lesion en la parte central del tallo, impidiendo la translocacion de

nutrientes de la raiz hacia la parte aérea y viceversa.

Fuente: Sanchez 2014

Figura 40. Mal del talluelo, se refiere al estrangulamiento del tallo de plantulas de C.
revoluta en semillero.

También se encontraron sintomas de chasparria, afectando las puntas de los
foliolos, como se observa en la Figura 8. La enfermedad se propaga rapidamente
debido a la densidad de siembra de las camas de germinacién, permite la

diseminacion de esporas de hongos.



Fuente: Sénchez 2014
Figura 41. Principales sintomas de chasparria encontrados en las hojas de plantulas en
semillero de C. revoluta.

2.6 Trasplante a campo

El trasplante es programado transcurridos desde seis a doce meses después
de la siembra en dependencia del manejo del cultivo; se realiza a raiz desnuda, con
el cascaréon de la semilla adherido, también es posible removerlo. Es necesario
gue desde el semillero la planta se encuentre sana, sin presencia de
enfermedades, debido a que si es trasplantada enferma, es posible que muera,
retarde el crecimiento o que sea una fuente de indculo para la diseminacion de
alguna enfermedad, como en el caso de la
chasparria (Guzméan 2012).

2.7 Densidad de siembra

Las plantas de C. revoluta se siembran en

camas o lomillos de 0,50 m de ancho, en donde

se distribuyen las plantas por medio del método

de siembra tres bolillo con doble hilera a 0,25 m

Fuente: Sanchez 2014

entre plantas y un metro de distancia entre lomillos, piFHan tctdl deMsEIadR plifas

. , siembra de C.
por hectarea aproximadamente.

2.8 Fertilizacion

A menudo se utiliza la misma fertilizacion aplicada en palmas, (Dehgan (1983)
y Pérez y Vovides (1997), recomiendan utilizar fertilizantes de lenta liberacion en
cultivos de ciclo largo. Broome (1997), sugiere la formula 18-6-8 con elementos
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menores, de liberacion continua, durante las primeras etapas de crecimiento, de
manera que una vez que las plantas pasen a crecimiento episédico por medio de
coronas de hojas, se recomiendan aplicaciones trimestrales de 24-7-8 mas
elementos menores, coincidiendo con los momentos de emision de hojas. Sin
embargo, la fertilizaciéon puede variar mucho segun el manejo; cada productor
define la formula que va a utilizar y el momento de aplicacion. Se carece de
estudios que propongan una fertilizacion ideal para el cultivo de C. revoluta.
Productores mencionan que formulas altas en nitrégeno no son necesarias debido
a que el sistema radical de la planta realiza fijacion de N por bacterias, de modo
gue lo que necesita es Mg. En la practica se han realizado aplicaciones de
magnesio tanto foliares como al suelo y ha obtenido excelentes resultados en la
planta, coloracién de las hojas e incluso mayor vigorosidad. Joiner (1981) indica
gue se puede utilizar formulas completas en relacion 3:2:1 (N:P,05:K;0) y que se

debe complementar con aplicaciones foliares para mejorar el aspecto del follaje.

2.9 Cosecha

Es importante recalcar que se debe promocionar y diversificar el mercado con
innovaciones como el cultivo de cicas en maceta, plantas decorativas tipo bonsai,
cicas bajo invernadero o venta de follaje y venderlo para arreglos florales.

De estos mercados dependera el tipo de cosecha que se realice. Sila cosecha
es de hojas, se conserva la planta madre y solamente se le extraen las hojas; esta
actividad se considera poco rentable, a menos que la extraccion de hojas se realice
como un subproducto, en donde se aprovechen las hojas que son cortadas al
cosechar el bulbo. Productores de follaje se vieron en problemas debido a que en
el 2005 hubo un brote de escama (Aulacaspis yasumatsui) la que acabd con
plantaciones importantes de productores de hojas de cicas.

Si el mercado abastecido es el de cicas en pote, las plantas de igual manera se
trasplantan a campo y se desarrollan alli hasta alcanzar el tamafio deseado para
desarrollarlas en pote. Para este tipo de actividad es necesario que se cuente con

infraestructura para ambiente protegido, en donde las plantas estén protegidas de
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condiciones de alta humedad y precipitaciones, debido a que estas condiciones las
hacen susceptibles a la chasparria o ser atacadas por escamas.

Cuando se cosecha el bulbo (principal actividad de la mayoria de productores),
la planta debe tener una edad aproximada de dos a tres afios y un diametro del
bulbo entre tres a seis pulgadas dependiendo del mercado de exportacion. La
cosecha se realiza graneada, midiendo el diametro en campo y extrayendo
Unicamente las plantas que cumplen con el tamafio deseado.

En el campo, el personal extrae el bulbo que se encuentra sembrado en el
lomillo, corta todas las hojas y elimina raices que se encuentren fuera de sitio,
luego es llevado a la planta de proceso en donde se lava en una pila (similar a la
utilizada para lavar raices y tubérculos) con un cepillo y abundante agua para
remover residuos de suelo (Figura 10). Seguidamente se sumergen los bulbos en
una solucién con insecticida para eliminar escamas (Aulacaspis yasumatsui) y
fungicida, las cuales se esconden debajo de la insercidén de la hoja en el tallo y son

una amenaza para la planta.

Fuente: Sanchez 2014.
Figura 43. Almacenamiento de bulbos para exportacion de C. revoluta. Bulbos

provenientes del campo, con restos de suelo, lavados con agua y
sumergidos en un insecticida (Terbufos®) para eliminar restos de A.
yasumatsui.

2.10 REPRODUCCION

2.10.1 Reproduccién asexual

Se da por medio de “hijos o hijuelos” (Figura 11), los cuales se extraen con
cuidado a medida que van emergiendo al lado de la planta madre (Burch 1981;
Popenoe 2005), es poco utilizado por productores ya que los hijuelos que se

obtienen son desuniformes y no es posible que se haga una planificacion de la

12
|



cosecha con plantas que presentan diferencias en crecimiento. EIl bulbo es otro
tipo de reproduccién asexual, se puede sembrar de cualquier edad, es el producto
principal de exportacion de productores de cicas, el cual debe cumplir con criterios
de calidad como su calibre determinado segun lo exijan los clientes. Sin embargo,
otra manera de reproducir la planta es en pote 0 maceta pero exige un mayor
control de enfermedades y estructuras de ambiente controlado. También se han
realizado estudios para propagar in vitro, pero no se han tenido resultados

satisfactorios (Rinaldi et al. 2005).

Fuente: Sdnchez 2014
Figura 44. Hijos basales de Cycas revoluta, ambos fueron sembrados en macetas con
suelo, el bulbo de la derecha no emiti6 raices, mientras que el de la
izquierda tardd 12 meses en emitir un brote de dos hojas.

C. revoluta, es una planta de lento crecimiento y dificil propagacién, la cual se
puede realizar de manera sexual o asexual. Al ser una planta dioica, las
estructuras reproductivas se encuentran en plantas separadas en la parte apical
del tallo y se les conoce como estrébilos (microstrébilo: masculino y megastroébilo:
femenino) (Figura 12) (Pérez y Vovides 1997).

2.10.2 Reproduccion sexual

En la Figura 12, se observa el dimorfismo sexual entre plantas de cicas macho
(Figura 12-A) y hembra (Figura 12-B), en donde claramente se muestra en el caso
del macho, un cono en la parte central, el cual sobresale, es de color amatrillo
cuando esta activo e impregnado de polen, y de color café cuando llega a la
senescencia. En el caso de la hembra, de igual manera muestra una estructura en
la parte central, pero esta contiene las semillas en desarrollo y muestra el follaje

con un angulo de mayor grado debido al megastrébilo que soporta en la parte
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central de la corona. Productores de cicas indican que una de las caracteristicas
gue puede diferenciar hembras de machos en etapas tempranas, es que el macho
muchas veces se bifurca en la parte superior y forma dos coronas de hojas por
aparte, ademas presenta el follaje con un &ngulo de menor grado.

La forma de reproducciéon principal de este tipo de plantas es por medio de
semillas (Figura 12-D), las cuales se recolectan en cierto periodo y se pueden
almacenar una vez abierto en un lugar fresco durante un periodo de cuatro a doce
meses para que se dé la maduracion (Poepenoe 2005); se puede acelerar el
proceso de maduracion, sometiendo a la semilla a un proceso de escarificacion. El
periodo de maduracion es determinado por la especie de cicas, a menudo deben
pasar largos periodos de maduracién del embrién para que se dé la germinacion.
Sumado a esto, la germinacién esperada no siempre se da, debido a que la semilla
generalmente tiene un bajo porcentaje de viabilidad (Burch 1981). Es posible
realizar una prueba de fertilidad en un balde con agua, las semillas que floten son
infértiles debido a que no fueron polinizadas y no pudo formarse el embrion (Pérez
y Vovides 1997).

No existe informacién suficiente en cuanto a procesos de produccion de
semilla, debido a que en Costa Rica no existen plantaciones comerciales dedicadas
a la produccion de semilla. Existen ciertas dificultades para producir la semilla,
debido a que la planta de C. revoluta tiende a diferenciarse sexualmente después
de largos periodos de afios, ademas de que la polinizacion se debe hacer manual,
colocando el polen procedente del cono del macho en la superficie de la flor de la
hembra; de manera que la semilla se formara aunque el embrién no exista; por otro
lado se debe recalcar que existe una viabilidad o germinacién muy baja comparada
con las semillas importadas, las cuales presentan diferencias de crecimiento y vigor
entre ellas; esto se puede deber a factores como el tiempo de reposo que debe
pasar la semilla antes de que sea sembrada, periodo requerido para que suceda el
almacenamiento de sustancias dentro de la semilla, las cuales van a nutrir al
embrién; a esto se le conoce como letargo por embridon no desarrollado (Perez y
Vovides 1997).
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i Fuente: Sanchez 2014
Figura 45. Organos reproductores de Cycas revoluta. microstrébilo: masculino (Ay C),
y megastrébilo: femenino (B y D).

3. Principales plagas

3.1 Cycad Aulacaspis Scale (CAS)

Es una escama, perteneciente al orden Hemiptera: Diaspididae, llamada
Aulacaspis yasumatsui, es una plaga especifica de las cicas a nivel mundial, es
conocida como Cycad aulacaspis scale (CAS), los dafios inician con puntos
cloréticos sobre las hojas (Figura 13). Esta escama se encuentra cubierta por una
armadura cerosa, la cual eventualmente cubrira la planta incluyendo las raices.
Las hojas se muestran desecas y se tornan color café y eventualmente la cica
muere (Marler y Moore 2010). EI SFE (2009), ademas de A. yasumatsui, reporta la
escama Chrysomphalus aonidum (Hemiptera: Diaspidae) como plaga en C. revoluta
cultivadas en Costa Rica.



Fuente: Sdnchez 2014
Figura 46. Plantas de C. revoluta infectadas por escamas Aulacaspis yasumatsui, vista
desde distintas perspectivas, nétese como envuelve el pedunculo y los
foliolos de la hoja hasta dejarlo color blanco.

Para el control de la escama, se pueden utilizar insecticidas con ingrediente
activo Imidaclopir y Thiamethoxam (son sistémicos), también esta Pyriproxifen que
actia como regulador de crecimiento, esteriliza las hembras, baja la viabilidad de
los huevos y actia sobre la metamorfosis. Sin embargo estos insecticidas son de
amplio espectro y son necesarias varias aplicaciones (Emshousen et al. 2004;
citados por Naranjo 2011). Se ha utilizado aceite agricola aplicado por medio de
aspersiones foliares, es efectivo y evita que la escama se establezca en la hoja;
también se utilizan mezclas entre aceite agricola y Dimetoato o Imidacloprid
(Weissling et al. 1999; citados por Naranjo 2011).

Se han utilizado insectos parasitoides como Coccobius fulvus (Hymenoptera:
Aphelinidae) y depredadores como Cybocephalus binotatus (Coleoptera:
Nitidulidae) (Hodges 2006; citado por Naranjo 2011).

3.2 Virus CSNV (Cycad Necrotic Stunt Virus)

Es el Unico virus caracterizado para las gimnospermas, es un Nepovirus del
subgrupo b, de la familia. Comoviridae (Han et al. 2002), fue aislado y
caracterizado en Japén en 1986, en unas plantas de Cycas revoluta con sintomas
de necrosis y corrugamiento de hojas nuevas y puntos necréticos en hojas
maduras (Luo 2012; Han et al. 2002). También se menciona en otras zonas del
mundo donde se cultivan cicas (Australia, Nueva Zelanda, Italia) dafios por el
CNSV, es transmitido por semilla, nematodos y propagacion vegetativa (Harris

2002; Luo 2012). Cicas es el unico género de plantas al que se le conoce como
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hospedero del CNSV, sin embargo puede ser transmitido a familias como
Aizoaceae, Amaranthaceae, y Chenopodiaceae (Kreith et al. 1994; Citado por Han
et al. 2002). Rodrigo Valverde, profesor virélogo de la Universidad Estatal de
Luisiana LSU, realiz6 extracciones de ARN a plantas de C. revoluta de jardines
internos de la Universidad, las cuales presentaban sintomatologias similares a la
chasparria (Figura 14) e inoculé en plantas indicadoras para verificar la existencia
de virus. No se obtuvieron resultados positivos, a la fecha, este virus no ha sido
reportado en Estados Unidos.

Fuente: Valverde 2014
Figura 47. Lesiones encontradas en jardines de Luisiana State University (LSU), ambas
lesiones fueron analizadas con extraccion de ARN e inoculadas en plantas
indicadoras por Valverde 2014. Sin embargo no se encontr6 relacion con el
CNSV.

3.3 Deficiencia de elementos como Mn y relacion Fe:Mn.

Es muy comun que se presenten manchas cloréticas y necroticas a nivel foliar
en plantas de Cycas revoluta en regiones tropicales del mundo. Deghan et al.
(1994), estudiaron la posible relacién existente entre los sintomas presentados a
nivel foliar y las deficiencias o desbalances nutricionales en el suelo debido a
relacion Fe:Mn (r?= 0,61); determinaron que en suelos deficientes en Mn, es
necesaria la aplicacién de micronutrientes para suplir las necesidades de la planta,
debido a que el Mn es un elemento de poca movilidad; ademas indicaron que la
sintomatologia de la clorosis puede variar debido a la variacion genética de plantas.

Generalmente se da un cambio en la coloracion que va desde amarillo hasta

café, incluso en casos severos, mas de la mitad o la planta entera se decolora y
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muere (Popenoe 2005). En regiones donde existen pH basicos es generalmente
donde ocurren este tipo de desérdenes nutricionales ya que en pH acidos mas bien

existe toxicidad por elementos como el Hierro.

3.4 Necrosis foliar o chasparria

En muchas zonas donde se cultivan cicas se han observado sintomas de
necrosis y clorosis en el tejido foliar, esto puede provocar la muerte de la planta y
retarda el llenado del bulbo. Este problema no ha sido metédicamente estudiado,
ademas no se ha logrado encontrar alguna respuesta relacionada a los posibles
agentes causales (Deghan et al. 1994). Muchos productores en Costa Rica han
abandonado la actividad debido al difici manejo de esta enfermedad,
especialmente cuando se dedican a la comercializacién de follaje y cica en pote o
maceta.

La chasparria puede ser causada por un complejo de patdgenos de manera
gue unos actuan como patdégenos primarios y otros como secundarios, se puede
presentar la infeccion en plantas de cualquier edad, tanto en campo como en
camas de germinaciéon (Guzméan 2012), en la Figura 8 se observa que la
enfermedad afecta la parte media o extrema de los foliolos y si el ataque es muy

severo afecta la totalidad de la hoja.

—
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Fuente: Sanchez 2013
Figura 48. (A) Tejido joven en campo afectado por chasparria. (B) Planta en
condiciones de campo con tres hojas afectadas completamente por
chasparria . (C) Plantas en semillero con los extremos lesionados.

Existen enfermedades reportadas para C. revoluta que se pueden asociar a la

patologia presentada a nivel foliar, entre las mas destacadas se encuentran:
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Alternaria sp., Fusarium oxysporum, Pestalotia cycadis, Gloeosporium sp.
Cercospora sp., Rhizoctonia sp. (MAG 2009); otras como Chaetomella cycadina,
Sphaeropsis sp., Ascochyta sp., Cladosporium sp. (Rao y Baheker 1964),
Colletotrichum spp., Cilindrocladium sp.; todos los microorganismos mencionados
anteriormente producen conidios, dafian el tejido foliar, provocan pérdidas en la
cosecha y bajos rendimientos.

Sanchez (2015) describié la sintomatologia asociada a cuatro principales
hongos que se presentan en las lesiones de la necrosis foliar: Colletotrichum
proteae, Fusarium sp., Nigrospora sphaerica, Pestalotiopsis foedans y Sclerotium
sp, entre otros. Ademas de establecer una metodologia para las inoculaciones bajo
ambiente controlado, determin6é que el agente causal de la necrosis foliar o
chasparria, es C. proteae, después de haber sido comparadas fenotipicamente la
colonia y la forma de los conidios, comprobando asi, los postulados de Koch. Las
inoculaciones realizadas con los demas patdégenos, no fueron efectivas, esto se
debio posiblemente a la dureza de la cuticula de la planta y la forma de penetracion
del patdégeno; es posible que sean oportunistas y penetren ya una vez establecida
la colonia de C. proteae.

Sanchez en el 2015, realizé una categorizacién de los sintomas presentados
por la chasparria en Cycas revoluta (Figura 16), en donde se muestran los
sintomas mas comunes observados en campo, la descripcién y el posible agente
causal aislado de dichas lesiones. Solamente fueron comprobados por medio de

los Postulados de Koch, los sintomas ocasionados por C. proteae.
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Sintomas presentados por chasparria en campo

llustracion

Caracterizacion

Patégeno presente en lesién

Se presenta como una desecacion repentina o acelerada de
foliolos jovenes que avanza desde el apice hacia la base del
mismo. A diferencia del sintoma B, el tejido dafiado tiende a
corrugarse y puede haber absicion de la totalidad o pate del
mismo. Aligual que en By en G, se observa en el tejido seco
la formacidn de estructuras (cuerpos fructiferos del hongo)
que semejan puntos negros.

Fusarium sp.
Colletotrichum proteae
Nigrospora sphaerica

Lesion de apariencia seca, que inicia desde el extremo apical
del foliolo y va avanzando hacia la base del mismo hasta
secarlo por completo. Eltejido se endurece, se tuestay se
observa la formacion de estructuras (cuerpos fructiferos del
hongo) que semejan puntos negros .

Nigrospora sphaerica
Colletotrichum proteae
Aspergillus sp.

La lesién inicia como un punto decolorado en la parte central
0 borde del foliolo. Con el tiempo un halo clorético envuelve
la lesion la cual al crecer causa deformacion del tejido hacia
el borde del foliolo. La lesion crece hasta unos 0,5 cm, su
parte interna se seca y se hunde hasta que se forma una
zona de tejido muerto. En otros casos se da la deformacion
del tejido hacia el borde del foliolo, puede tratarse de
infecciones latentes o que han sido parcialmente controladas
por aplicaciones de fungicidas.

Cochliobolus geniculatus
Fusarium sp.
Nigrospora sphaerica

Consiste en un desecamiento del foliolo que va avanzando
desde la punta hacia el peciolo, tiene color rojo - cobrizo y no
necesariamente los foliolos afectados se encuentran
cercanos entre si.

Pestalotiopsis foedans

Lesiones redondeadas color café-marron o cobre, dispersos
de la parte media del foliolo hacia el &pice del mismo. No hay
deformacion de los foliolos y provocan una despigmentacion
gradual del foliolo o de la hoja entera.

Pestalotiopsis foedans
Davidiella tassiana




Al principio la lesién es de color grisaceo, de apariencia
himeda, luego se torna café claro en los bordes y gris claro
en su parte central y se forman ciculos concéntricos con
puntos negros en la superficie. Las lesiones se ubican
principalmente en la parte media de los foliolos, secando su
parte apical, la cual luego se dobla o returce y pueden llegar a
desprenderse de la hoja. En caso de absicién una parte de la
hoja y encrespamiento del extremo, puede ser similiar al
sintoma A.

Inoculado: Colletotrichum
proteae

Se presenta una lesion incial en el raquis de la hoja, creando
una especie de herida. También se da la deformacién de la
hoja por medio de un encorbamiento, ya sea hacia abajo,
hacia arriba 0 a un lado y por ultimo el raquis se quiebra en la
lesién. Luego se desencadenan los sintomas presentados por
el sintoma G.

Inoculado: Colletotrichum
proteae

Deformacién y despigmentacion verde claro de la parte media
de un grupo de foliolos consecutivos de la hoja. Primero se
deforma una parte del foliolo y luego va perdiendo la
coloracion verde oscuro. Se puede dar naturalmente el
proceso de absicion del foliolo en la parte afectada. Es
posible que este sintoma esté relacionado con desérdenes
nutricionales.

Posiblemente infeccion
contrarestada por
fungicidas, desorden
nutricional o virus.

Despigmentacion y leve deformacion de la parte central de los
foliolos de la hoja sin presencia de necrosis. Es probable que
este sintoma esté relacionado con el I.

Posiblemente infeccion
contrarestada por
fungicidas, desorden
nutricional o virus.

Decolaracion y secamiento del tejido que incia en la base del
foliolo y avanza hacia el pice del mismo. La lesién se seca,
el tejido se mantiene firme y no hay presencia de puntos
negros como en la lesién A, By G. Se le atribuye a un
desorden fisiolégico o producto de un efecto fungicida y no a
una patologia como tal.

Posiblemente infeccion
contrarestada por
fungicidas o de caracter
fisiolégico.

Se presenta una fuerte despigmentacion amarillo claro en
partes de los foliolos a manera de manchas o rayas
transversales. Algunas veces puede haber deformacién, este
sintoma se ha observado en plantas en semillero y adultas.

Posiblemente desorden
fisiolégico o virus

Fuente: Sanchez 2015

Figura 49. Sintomatologia correspondiente a la “chasparria” en Cycas revoluta,
presentados a nivel de campo.




Sanchez 2015 realiz6 un estudio para describir la sintomatologia asociada a
cuatro principales hongos que se presentan en las lesiones de la chasparria:
Colletotrichum proteae, Fusarium sp., Nigrospora sphaerica. Pestalotiopsis foedans
y Sclerotium sp, entre otros. Ademas de establecer una metodologia para las
inoculaciones bajo ambiente controlado, determind que el agente causal de la
necrosis foliar o chasparria, es C. proteae, después de haber sido comparadas
fenotipicamente la colonia y la forma de los conidios, comprobando asi, los
postulados de Koch. Las inoculaciones realizadas con los demas patégenos, no
fueron efectivas, esto se debié posiblemente a la dureza de la cuticula de la planta
y la forma de penetraciéon del patégeno; es posible que sean oportunistas y
penetren ya una vez establecida la colonia de C. proteae. Durante las
inoculaciones con C. proteae, se comprobd si existia alguna relacién entre la
severidad y la etapa de desarrollo de la planta, en donde se pudo observar (Figura
17) una mayor severidad en las etapas V2 y V3, pero de igual manera termina

atacando todas las etapas de emision foliar, solamente que lo hace lentamente.

Fuente: Sanchez 2015
Figura 50. Fase de desarrollo mas susceptible al ataque de la chasparria en Cycas

revoluta. Plantas fueron inoculadas en: Etapa V1 Infantil, Etapa V2
Formacion, Etapa V3 Juvenil y Etapa V4 Madurez. Las fases mas
susceptibles son la V2 y V3. Foto tomada 15 — 24 dias después de haber inoculado.
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3.4.1 Desarrollo de la enfermedad

Sanchez 2014 realiz6 inoculaciones controladas con del agente causal de la
necrosis foliar o chasparria en cicas para observar los sintomas de la enfermedad,
periodo de incubacion y latencia, en la Figura 22 se observa el avance de la
enfermedad desde los dos dias post inoculacion, en donde a los tres dias se da la
aparicion del primer sintoma, lo quiere decir se ha dado la penetracion del
haustorio en el tejido vegetal, esto se refleja en la lesién necrética ocasionada; a
los cuatro y cinco dias se pueden observar estructuras reproductivas del hongo
como los acérvulos de color negro, que reflejaria un inéculo secundario de la
enfermedad, por lo que se ha cumplido el ciclo reproductivo de C. proteae; a los
ocho dias se puede observar que inicia una despigmentacién del foliolo bajo la
lesién inicial, se da el proceso necrdtico pero esta vez presentando otro tipo de
sintoma. La enfermedad es policiclica y de rapida diseminacién, los conidios
pueden viajar en gotas de agua Yy contagiar tejido ceracano e incluso hojas nuevas

en cualquier etapa.
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Figura 51. Orden cronolégico del avance de una de las lesiones provocada por
inoculaciones con C. proteae en plantas de Cycas revoluta, desde el
segundo dia post inoculacién (DPI), hasta los quince dias.



4. Estrategias para el manejo de la chasparria

Agrios (2005), recomienda una integracion de tacticas de control de
enfermedades en donde se aplique control quimico, cultural y fisico para una
disminucién del inéculo de enfermedades fungosas. Asi mismo es importante el
monitoreo en esta clase de enfermedades fungicas, debido a que puede existir
variabilidad entre los patégenos presentes, por ello es necesario el conocimiento
del ciclo de vida y el comportamiento del agente causal, asi como su capacidad de
respuesta ante las condiciones del medio en el que se desarrolla, es decir la
biologia, etiologia y epidemiolodia del patégeno.

Sanchez 2015, disefié una escala diagramatica de severidad para el monitoreo
en campo de la chasparria en C. revoluta, en la Figura 19 se observa la escala
compuesta por 8 grados, los cuales corresponden a un porcentaje de tejido
afectado en una hoja. Gracias a dicha escala, fue posible la evaluacién en campo
de dos estrategias (fertilizacion y fungicidas) para el manejo de la chasparria.

Las escalas diagramaticas son representaciones ilustradas, que muestran
sintomas de diferentes niveles de severidad (Bergamin y Amorim 1996, citados por
Godoy et al. 2006), son utilizadas para facilitar la evaluacion y dar mayor precision
en la medicion de la enfermedad (Berger 1980, citado por Godoy et al. 2006). El
disefio de una escala diagramética, es utilizada para la evaluaciéon de la severidad
en enfermedades, esto reduce la subjetividad con la que pueden ser evaluadas;
estas escalas han sido utilizadas para una gran cantidad de patosistemas (Godoy
et al. 1997; Leite y Amorim, 2002; Martins et al., 2004; Godoy et al. 2006).
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Escala diagramatica para evaluar la severidad de la chasparria en Cycas revoluta
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Figura 52. Escala diagramatica para la evaluacion de la severidad de chasparria en Cycas revoluta.
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4.1 Fertilizacion

Los métodos de control cultural ayudan a mejorar la resistencia del
hospedante por medio de practicas que generen un buen funcionamiento del
sistema de la planta. La nutricion mineral de la planta juega un papel muy
importante en la resistencia ante enfermedades fungicas. Una adecuada
fertilizacion, puede tener efectos sobre la pared celular, produccién de
sustancias de defensa, enzimas y energia para el funcionamiento de los
procesos celulares que son afectados durante el desarrollo de una enfermedad
(Agrios 2005).

Calcio (Ca)

Se ha demostrado que el calcio brinda dureza y estabilidad a la
membrana, ademas genera un aumento en la rigidez del tejido, de manera que
se hace mas resistente ante la degradacién y entrada de estructuras como el
apresorio por parte del hongo (Delgado et al. 2006). La presencia de
compuestos que no son facilmente degradados por la accién enzimatica del
hongo hace que la planta adquiera un tipo de resistencia ante la enfermedad.
Entre los compuestos complejos mencionados estan los cationes
monovalentes como el calcio o magnesio asi como pectinas y proteinas
(Agrios 2005).

Uno de los aspectos importantes que provoca una adecuada nutricién con
calcio, es que se activa la division y elongacion celular con paredes fuertes y
rigidas. Se debe recalcar que el calcio es un elemento poco moévil dentro de la
planta, por ello es necesario prestar atencion a las deficiencias presentadas,
para suplir las necesidades con anticipacion para que esté disponible para la
planta cuando lo necesite (Wild 1992).
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Magnesio (Mg)

Es un elemento de importancia en regiones humedas debido a que tiende
a lixiviarse; en suelos acidos es el segundo en importancia en cuanto a
cantidad presente en la materia seca después del calcio. Es importante
recordar que elementos como el Ca, Mg y K deben estar balanceados en el
suelo debido a que es posible que se presente el bloqueo de posiciones de
intercambio catidnico, debido a que tienen un efecto antagonico si existe
abundancia de uno respecto a otro; asi mismo el exceso de K puede ocasionar
carencias de Mg, debido a la competencia entre cationes por acaparar las
posiciones de intercambio para entrar a la raiz de la planta (Wild 1992).

El magnesio juega un papel importante en reacciones enzimaticas y de
transferencia de energia, es el elemento central de la molécula de clorofila,
ademas dentro de la célula tiende a unirse con moléculas organicas para
formar compuestos importantes como el acido malico. Entre los sintomas mas
comunes de la deficiencia de magnesio esta la clorosis intervenal en hojas
viejas inicialmente y luego se da un descenso en la fotosintesis (Wild 1992).
La deficiencia de Mg es muy comun en suelos ultisoles; esto se debe
principalmente a la escasa aplicacién de fertilizantes que contienen Mg y la

excesiva utilizacion de fertilizantes altos en K y Nitrogenados (Molina 1998).

Silicio (Si)

Es un elemento abundante en la litosfera (27,7%) y suelo (60%), en forma
soluble como &cido salicilico (Epstein 1999; Fauteux et al. 2005). Epstein
(1999), indica que el Silicio no es clasificado como un elemento esencial, no se
incluye en la formulacion de dosis de fertilizantes; sin embargo, se ha
confirmado la importancia a través de numerosos estudios; es absorbido como
acido silicico (H,SiO3), es almacenado dentro del tejido de la planta, se aplica
como fertilizante en la forma oxidada SiO,. de manera, que se da la siguiente

reaccion al entrar en contacto con el agua: SiO, + H,O = H,SiO3z (Wild 1992)
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sin embargo Jones y Handreck (1976) citados por Kordorferr y Datnoff (1996),
afirman que el Si es absorbido como &cido monosilicico Si(OH),. Se ha
comprobado que la falta de Silicio hace mas propensas a las plantas ante el
ataque de patoégenos, por la debilidad en la pared celular (Epstein 1999;
Hodson et al. 2005, citados por Aguirre et al. 2007). Es bien sabido que el
grosor de la pared celular en una planta es fundamental para prevenir ataques
de patogenos ya que interfiere en la penetracion del hongo, hace que esta sea
dificil o imposible (Agrios 2005).

Ha sido demostrado que la fertilizacion con Silicio, hace que la planta
aumente la acumulacion de fitoalexinas, compuestos fendlicos y lignina (Chérif
y Belanger 1992, citado por Aguirre et al. 2007), esto genera una mayor
resistencia ante el ataque de patdogenos. Fauteux et al. (2005), defienden la
propiedad de bioactivador del Silicio, afirman que dicha propiedad se debe a
que se forman enlaces proteinicos que interfieren con cofactores catiénicos de
enzimas que se relacionan con la patogenicidad.

En algunas plantas como gramineas y cucurbitaceas, se da un aumento en
la sintesis de peroxidasa, polifenoloxidasa, glucanasas y quitinasas; esto
provoca lignificacion del tejido. El Silicio es depositado en el reticulo
endoplasmatico de las células y espacios intercelulares en la forma hidratada
SiO,; nH,0, aungque también es depositado en células especializadas llamadas
células siliceas, las cuales forman una capa gruesa bajo la cuticula de la hoja
(Wild 1992; Fihlo et al. 2000).

Por otro lado el silicio y el calcio, actian en conjunto favoreciendo la
rigidez de las paredes celulares y brindan resistencia ante ciertos patdbgenos
(Delgado 2006). Ha sido demostrado que el Silicio incrementa la tolerancia
ante suelos acidos y con altos contenidos de Al, Fe y Mn; esto se debe a que
aumenta el intercambio cationico vy torna ligeramente béasico el pH (Chérif y
Belanger, 1992, citado por Delgado et al. 2006), ademas Kordorferr y Datnoff
(1996) mencionan que el Si actua reduciendo los niveles de Fe y Mn en suelos

con niveles altos en estos elementos.

28



4.2 Poda sanitaria

Este tipo de control se refiere a actividades como la poda sanitaria que
ayuda a proteger a las plantas del in6culo del secundario de la enfermedad
gque se encuentra en el campo; se considera como una actividad de
saneamiento, la cual es capaz de disminuir la cantidad de in6culo presente y el
grado de la enfermedad en la plantacion afectada (Agrios 2005).

Agrios (2005), recomienda realizar este tipo de practica, debido a que es
importante extraer el inéculo de las zonas cercanas a la plantacion, para evitar
gue se contagien hojas sanas y se siga propagando la enfermedad. EI hecho
de excluir el in6culo primario o secundario presente en el campo hace que
disminuya la presién de la enfermedad y lo convierte en una practica eficaz
para patégenos monociclicos y policiclicos. Ademas menciona que es
importante que éste método se acompafie del control quimico y que ayude a la
disminucién de la infecciébn. En la Figura 20 se muestra la poda sanitaria

realizada a una planta de Cycas revoluta en el campo.

Fuente: Sanchez 2014.

Figura 53. Efecto de la poda sanitaria sobre plantas afectadas de C. revoluta. (A)
Planta afectada por la chasparria. (B) Planta después de realizada la
poda sanitaria. (C) Recoleccion del inéculo en sacos para no distribuir
el patégeno en el campo, luego se queman los restos y se les da un
tratamiento con cal.



4.3 Acido acético

Es posible disminuir el in6culo secundario por medio de aplicaciones de
sustancias con poder anti-esporulante como el acido acético, esto genera un
efecto similar a la poda ya que elimina la fuente de inéculo y es de bajo costo
comparado con la mano de obra requerida para realizar la poda de hojas
enfermas.

Se ha demostrado el efecto fungicida sobre los esclerocios de
Phymatotrichopsis omnivora en concentraciones de 8,3 y 83,4 pg ml™* de &cido
acético y concentraciones de 1,7 a 8,3 ug ml™* de acido acético tienen un
efecto fungistatico; el mismo autor afirma que el &cido acético induce a la
muerte apoptidtica de las células al afectar la permeabilidad de la membrana
cuando se asocia a las histonas (Samaniego et al. 2008).

En un estudio realizado evaluando acido acético como antiesporulante en
lesiones de Micosphaerella fijiensis en banano (Gomez 2013), publico
resultados que este compuesto inhibid la esporulacion en mas de 85% incluso
hasta nueve dias después de la aplicacién. Este mismo compuesto logro
reducir los peritecios en Giberella zeae (98% - 100%). Segun indica
Samaniego et al. (2008), se da una disminucion en la permeabilidada de la
pared celular del hongo, induce la apoptosis (Pefialva y Arst 2002, Ribeiro et
al. 2006). El acido acético pertenece a los AGV Acidos Grasos Volatiles de
cadena corta y algunas veces en cantidades pequefias pueden servir mas bien
como nutrimento, pero también capaz de penetrar y acidificar el citosol de las
células de la membrana (Uhre y Arneborg 1988).

Sanchez (2014), realiz6 unas pruebas en laboratorio en donde preparé dos
suspensiones de conidios de Colletotrichum proteae; una con agua
desionizada estéril y otra en una solucién con acido acético al 5%. En la
Figura 21 se observa el crecimiento de micelio en el tratamiento sin acido
acético, mientras que en el tratamiento con acido acético al 5% existiéo baja

viabilidad de los conidios. Samandiego et al. (2008) y Sousa et al. (2012)
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afirman que el acido acético induce a la muerte apoptética de las células, lo
que quiere decir que puede conllevar a la muerte celular programada (Gewies
2003) o necrosis programada como se le suele llamar en algunos casos
(Kromer et al. 2009) y esté focalizada en el punto en donde sufre la lesion por
parte del patégeno. Segun Agrios (2005), la mayoria de plantas poseen
estructuras de defensa que son provocadas como respuesta a la infeccién
patogénica, esto lo hacen para contrarrestar la invasion posterior, estas
estructuras pueden ser provocadas por un proceso al que se le denomina
reaccién necrética o de hipersensibilidad, en donde el nucleo de las células
invadidas recibe una sefial de muerte programada y tiene como funcién aislar

el patdgeno de sustancias que necesita para el desarrollo.

Figura 54. A los dos dias de la Siembra de suspension de conidios de
Colletotrichum proteae en PDA+Agrimycin 46 WP, A. Suspension con
50 ml de acido acético/L de agua estéril, B. Con agua estéril.
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4.4 Fungicidas

La pared celular de los hongos esta compuesta por polisacéridos (quitina,
glucano y manano) Yy proteinas (unidas a polisacaridos, formando
glicopoteinas); es una capa que protege la integridad de la membrana celular y
genera resistencia mecanica, ademas es la primera estructura que entra en
contacto con el hospedero; se considera el talon de Aquiles de los hongos,
debido a que un dafio causado en la pared celular puede causar la muerte del
hongo (Pontén, 2008).

Entre los fungicidas utilizados para el control de chasparria en cicas, se
pueden clasificar por su mecanismo de accion, entre ellos los inhibidores de
procesos enzimaticos relacionados con la biosintesis del esterol, el cual brinda
estabilidad y permeabilidad a la pared de la membrana del hongo, entre ellos
estan los grupos quimicos: triazoles e imidazoles, los cuales son inhibidores
de la dimethylacion DMI’s (C14- demethylasa) (Orozco 2008).

Los dithiocatbamatos y triazoles son organosintéticos si son clasificados
por su naturaleza quimica. Los triazoles son curativos pero no eliminan las
lesiones ya visibles. Fungicidas como el Clorotalonil y mancozeb son
multisitio, es mas dificil crear una resistencia ante este tipo de moléculas
(FRAC 2014). Los fungicidas cupricos, contienen iones Cu2+ que son fijados
por grupos quimicos como imidazoles, carboxilos, fosfatos, sulfhidrilos, aminas
o hidroxilos; la accion del cobre provoca una acumulacion letal para las células
presentes en bacterias y hongos, entre los principales procesos que afecta se
identifican: el bloqueo del proceso respiratorio, inhibicion de sintesis de
proteinas, disminuciéon en actividades de transporte de membrana (IQV AGRO
2011).

Cada clase quimica se caracteriza por tener un patron de
comportamiento de la resistencia. Clases de fungicidas como cobres,
ftalamidas y ditiocarbamatos nunca se ha encontrado resistencia practica. En

cambio clases como benzimidazoles, fenilamidas y dicarboxiamidas, han
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mostrado problemas de resistencia 2-10 afios después de su introduccion; en
caso de fungicida de nuevo grupos que no han sido investigados se puede

basar en la especificidad de su accion (Orozco 2008).

Protectantes

Forman una capa protectora en la cuticula de la planta para impedir que el
hongo germine sobre el tejido vegetal, de esta manera se requieren
aplicaciones preventivas por medio de fungicidas de contacto para evitar
infecciones futuras debido a la colonizacion del hongo en tejido que no se
encuentre protegido (Orozco 2008). Es importante mencionar que con la
rapida diseminacion de las enfermedades resulta dificil aplicar fungicidas
protectantes que ejerzan un control anticipadamente, debido a que la
enfermedad por lo general se encuentra afectando la planta y necesita mas

bien algan producto curativo o sistémico que controle el in6culo.

Sistémicos

Actlan sobre las enfermedades ya establecidas, eliminan o controlan la
diseminacion del hongo por otras plantas, ademas ejercen efecto sobre la
germinacion, penetracion, crecimiento y reproduccion del patbgeno como por
ejemplo los fungicidas del tipo antiesporulantes (Orozco 2008).

Se han realizado estudios en los que se ha determinado la sensibilidad de
especies de Colletotrichum ante compuestos cupricos como dithiocarbamatos,
benzimidazoles y traizoles; asi como a fungicidas entre los cuales estan
clorotalonil, imidazoles y prochloraz (Waller et al. 1993, Citado por Phoulivong
2011).

Por otro lado, también se ha encontrado en especies de Colletotrichum
que afectan frutos, alta efectividad ante fungicidas como estrobilurinas, sin
embargo rapidamente pueden ejercer resistencia ante ciertos compuestos
(Wharton & Deiguez-Uribeondo 2004). Citado por Phoulivong 2011. Sin
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emabrgo, son frecuentes las aplicaciones con fungicidas como mancozeb,
carbendazina, difenoconazole, dicolad y benomil (Phoulivong 2011).

En una investigacion (Haddad et al. 2003; citado por Batisrta et al. 2009)
en la que se realizaron analisis de sensibilidad a fungicidas en la germinacion
de conidios del hongo C. gloesporioides, se determiné que el clorotalonil fue el
que obtuvo el mejor desempefio en todas las concetraciones testadas, esto
demuestra una alta eficiencia ante la germinacion de esporas y fue
categorizado como fungicida de Alta sensibilidad. Kososki et al. (2001), obtuvo
resultados semejantes para la especie C. acutatum, pero diferentes de los
obtenidos por Tavares & Souza (2005), quienes lograron una germinaciéon de
70,4% en conidios de C. gloesporioides a una concentracion de 1 mg/L, sin
embargo en las concentraciones de 50-100 mg/L la inhibicién fue del 100%.
De igual manera el mancozeb fue el ingrediente activo que present6 la menor
eficacia en la germinacion de esporas y coinciden con los que obtuvo Ferreira
et al. (2005).

En un estudio realizado por Sanchez (2015), al evaluar diez ingredientes
activos de fungicidas sistémicos y protectantes fueron categorizados segun la
concentracion efectiva para inhibir el 50% de crecimiento micelial (CE50)
propuesta por Edington (1971) en alta sensibilidad (AS) <1 mgL™ (prochloraz,
difenoconazole y propineb), Media Sensibilidad 1 - 10 mgL™ (pyrimethanil),
Baja Sensibilidad 10 - 50 mgL™® (metiram) e Insensibilidad >50 mgL™
(clorotalonil, azoxistrobin, boscalid, mancozeb y mancozeb + oxicloruro de
Cobre); entre los protectantes que ejercieron un mayor porcentaje de
inhibicion mayor al 50% de la colonia fueron: propineb, metiram y clorotalonil;

mientras que los sistémicos fueron prochloraz, difenoconazole y pyrimethanil.
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5. Galeria
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6. Las cicas en el mundo

Montgomery Botanical Center (MBC) MBt%

Montgomery Botanical Center, conocido como MBC por sus siglas, ubicado
en Miami, Florida; naci6 gracias a una pareja americana amante de las
plantas, antiguamente era la casa de campo durante el invierno de Eleanor y
Robert Montgomery llamada “Coconut Grove Palmetum”, actualmente
mantiene la mas grande y fina coleccion del mundo de palmas (365 especies)
y cicas (234 especies distintas hasta el 2012), cultivadas en casi 50 hectéareas;
el centro botanico se dedica a la educacién, investigacién, conservacion y
manejo horticola de estas plantas; por otro lado se realizan colectas de
semillas por todo el mundo para germinarlas en los viveros y luego
incorporarlas al jardin, después de tres o cuatro afios segun el tipo de planta.
Es posible obtener acceso a documentacion cientifica sobre las especies que
se encuentran en el jardin botanico por medio de una base de datos, la cual
esta disponible para cientificos, educadores y estudiantes que se encentren
interesados (MBC 2013).

The Cycad Society (TCS)

Fue fundada por el Dr. Walter Hartman de Louisiana State University, LSU
en 1977; es un grupo de personas dedicadas a la conservacion de cicas para
la educacién e investigacion; para los miembros cuentan con un banco de
semillas y ademas fasciculos informativos periédicos sobre las cicas y
practicas horticolas utilizadas. En la pagina web de TCS estan disponibles una
serie vinculos para accesar a informacién acerca de investigaciones que se
han realizado sobre cicas en el mundo, desde libros hasta articulos cientificos
(TCS 2012).
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Cycad Specialist Group (UICN) cmn

Forma parte de los grupos especializados de la UICN para la conservacion
de especies de cicas del mundo en peligro de extincion. Realizan expediciones
y patrocinan investigaciones en conjunto con MBC y TCS. Cuentan con una
base de datos de las especies alrededor del mundo, estudian aspectos como
combate de plagas, conservacion ex situ, polinizacién de cicas por medio de
insectos, explotacidon sostenible y taxonomia ente otros temas (UICN/CSG
2013).

La comunidad cientifica dedicada al estudio de las cicas organiza la
llamada “International Conference on Cycad Biology”, es realizada cada 3 afios
desde 1987, cada una se lleva a cabo en un lugar distinto en el mundo,
organizado por Montgomery Botanical Center (USA), New York Botanical
Garden (USA), IUCN Cycad Specialist Group; la proxima serd la décima
conferencia llamada CYCAD 2015 en Medellin, Colombia (UICN/CSG 2013).

250 .
Convenci6n CITES ﬁ%g.t

Es la Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, se encarga de regular el comercio
de este tipo de especies que generalmente tiene un precio elevado; también se
otorgan los permisos de explotacion y exportacion a productores de las
distintas regiones del mundo. La especie CITES de exportacion de mayor peso
en Costa Rica es Cycas revoluta (CCAD 2010).
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