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Control preventivo quimico o biolégico en la aparicion y avance de la
Pudricidn del tallo en plantas de melina clonal (Gmelina arborea
Roxb.)

RESUMEN GENERAL

El proceso desarrollado en un vivero de reproduccion vegetativa constituye un eslabén
fundamental en el éxito de la produccion clonal intensiva. Las técnicas y procedimientos
desarrollados necesariamente estan sujetos a cambios continuos, vinculados con la
generacion de conocimiento cientifico que cubra los vacios de informacion existentes
en la actualidad. Una de las areas que debe abordarse es la de las patologias que
podrian registrar efectos negativos sobre la produccion; las cuales, incluso desde antes
de que se presenten, deben considerarse amenazas y, por ende, es imperioso el
desarrollo de medidas eficientes, tanto a nivel preventivo como curativo. Debido a lo
anterior, la finalidad de este trabajo fue determinar el agente de control mas eficiente en
prevenir la aparicion o detener el avance de la enfermedad aqui denominada Pudricion
del tallo, en plantas de melina clonal producidas en el vivero La Amapola del INISEFOR
— UNA. Para esto, primero se desarrollé6 una escala mediante la que se pudiese evaluar
el estado de avance de la patologia en mencién, la que se validé al aplicarse durante el
ciclo de produccion de plantas de nueve distintos genotipos (1, 2, 3, 6, 8, 9, 12, 15y
16). Posteriormente, se evaluo la efectividad de control de cinco tratamientos: un testigo
absoluto, tres agentes de control quimico y uno de control biolégico (T, Benomil,
Azoxystrobin, Caldo Bordelés y Trichoderma sp, respectivamente). Las variables
utilizadas para determinar la efectividad fueron la incidencia y severidad de la
enfermedad a lo largo de todo el proceso de reproduccién vegetativa, asi como la
mortalidad de plantas. Se realizaron Andlisis de Varianza y Prueba de Medias de Tukey
entre tratamientos para identificar las diferencias estadisticas (a=0,05). La escala
desarrollada para esta enfermedad indica que sus primeros indicios son puntos, estrias
o0 manchas en la base del tallo que evolucionan hasta comprometerlo hasta que se
quiebra y la planta muere. La escala tiene tres niveles de severidad, inicia en 0, una
planta sana sin sintomas visibles de la enfermedad y finaliza en nivel 3 cuando la base

del tallo se ha podrido, se quiebra y muere. Los clones 16 y 8, asi como el 15y 1,



registraron la menor y mayor susceptibilidad respectivamente. El ensayo para el control
de la patologia registr6 una mortalidad total de 4,53 %, el tratamiento testigo presento
un valor significativamente mayor a los tratamientos de control, por otra parte, Q3 y B
fueron los de menor mortalidad. De la misma manera, T registrod los mayores valores en
cuanto a incidencia y severidad de la patologia a lo largo de todas las etapas del
proceso de reproduccion vegetativa. Se identifica a Q2 y Q1 (Azoxystrobin y Benomil,
respectivamente) como los agentes de mejor control, tanto en la aparicibn como en el
avance de la enfermedad. EI comportamiento del tratamiento B (Trichoderma sp.)
sugiere la posibilidad de implantar un control de la enfermedad alternado entre este
agente bioldgico con los quimicos seleccionados y con esto disminuir la carga quimica

del proceso productivo.

Palabras clave: Severidad e incidencia de la patologia, reproduccion vegetativa,

enfermedades forestales, Costa Rica.

ABSTRACT

The process developed in a vegetative reproduction nursery constitutes a fundamental
link in the success of intensive clonal production; the techniques and procedures
developed in it are necessarily subject to continuous changes, linked to the generation
of scientific knowledge that covers the current information gaps. Without a doubt, one of
the areas that must be addressed is the pathologies that could have adverse effects on
production, which, even before they occur, should be considered as threats and,
therefore, it is imperative to develop efficient measures, both preventive and curative.
For this reason, the purpose of this work was to determine the most efficient control
agent in preventing the appearance or stopping the advance of the disease here called
“Stem rot” in clonal melina plants produced in the La Amapola nursery from INISEFOR -
UNA. For this, we first developed a scale by which the state of progress of the disease
in question could be evaluated, which was validated when applied during the production
cycle of plants of nine different genotypes. Subsequently, the effectiveness of five
treatments to control the disease was evaluated: absolute control, three chemical control
agents, and one biological control (T, Benomil, Azoxystrobin, Caldo Bordelés and



Trichoderma sp). The variables used to determine the effectiveness were the incidence
and severity of the disease throughout the entire vegetative reproduction process and
plant mortality. Analysis of Variance and Tukey's Test of Means were performed
between treatments to identify statistical differences (a = 0.05). The scale developed for
this disease indicates that its first signs are spots, striae, and spots at the base of the
stem that evolve to compromise the stem, which breaks, and the plant dies. The scale
has three levels of severity, starting at “0”, for a healthy plant without visible symptoms
of the disease, and ends at level “3” when the base of the stem has rotted, cracks, and
finally dies. Clones 16 and 8 and 15 and 1 registered the lowest and highest
susceptibility, respectively. The test for the control of the pathology registered a total
mortality of 4.53%, the Control treatment presented a significantly higher value than the
control treatments, while Q3 and B were the ones with the lowest mortality. In the same
way, T registered the highest values in terms of incidence and severity of the pathology
throughout all stages of the vegetative reproduction process. Q2 and Q1 (Azoxistrobina
and / or Benomil, respectively) were identified as the most effective agents to control the
onset and progression of the disease. The observed behavior of treatment B
(Trichoderma sp.) suggests that implementing a disease control that alternates this
biological agent with the selected chemicals, can reduce the chemical load of the

production process.

Keywords: Severity and incidence of the disease, vegetative reproduction, forest
diseases, Costa Rica.

INTRODUCCION GENERAL

Gmelina arborea (melina) es una especie nativa del sureste asiatico, de gran
importancia comercial y considerada como una de las mejores y mas confiables
maderas en la zona (Singh, Kumar, Senthilkumar & Singh, 2006; Singh & Ansari, 2014).
Se utiliza como materia prima para productos de construccién, embalaje, artesania,
fabricacion de papel y forraje, entre otros (Kumar, 2007). De la misma manera, ha sido
estudiada ampliamente y tomada en cuenta en los programas de mejoramiento

genético gracias a su rendimiento productivo y econémico (Lauridsen & Kjaer, 2002).



En Costa Rica, la melina es la segunda especie mas utilizada en la reforestacion con
fines de produccion forestal, superada Unicamente por la teca (INEC, 2015), asi como
una de las de mayor progreso en los programas de mejoramiento genético. Todo el
conocimiento generado sobre esta ha maximizado la produccion por unidad de
superficie (Avila, Murillo, Murillo y Sandoval, 2015a), hasta el punto de ocupar un rol
fundamental como generadora de materia prima para la industria forestal. Esto
principalmente en productos de embalaje para el sector agroexportador y en la industria
de construccion (Avila, Murillo, Murillo y Sandoval 2015b; Murillo, Salas, Murillo y Avila,
2016).

A pesar de sus bondades, ninguna inversion esta exenta de amenazas vy la silvicultura
clonal no es la excepcion (Burdon, 2006). Segun la Coordinacion General de
Conservacion y Restauracion (2010) y Aparicio-Renteria Viveros-Viveros y Rebolledo-
Camacho (2013) el éxito de la reforestacion clonal depende principalmente de la
composicion genética y el vigor del material reproducido en vivero. Por esto, las
actividades silviculturales en el vivero deben aplicarse, de manera estricta e intensiva
(Chacén y Murillo, 2005). Un aspecto adicional por tomar en cuenta es que la baja
variabilidad genética del material reproducido en el vivero clonal lo expone a un riesgo
latente de la aparicion de nuevos microorganismos que atentan contra la integridad
sanitaria del vivero y, de esa manera, puede afectar a uno o varios de los genotipos
reproducidos (Bishir y Roberds, 1997; Burley, 2001; Agrios, 2008).

La gestion adecuada de tales riegos depende de un profundo conocimiento y
comprension de estos (Burdon, 2006). La herramienta mas sencilla y utilizada en la
patologia forestal para comprender ciertos problemas es el triangulo de la enfermedad,
cuyos vértices estan conformados por tres factores: un hospedero susceptible, el
patogeno y un ambiente favorable. Este ultimo elemento influye directamente en el nivel
de impacto en la incidencia y severidad de cada patologia (Cobb y Metz, 2017).
Adicionalmente, Riley, Williamson y Maloy (2002) y Bock, Poole, Parker y Gottwald
(2010) recalcan la necesidad de tener un criterio solido para determinar un desvio de la
normalidad en detrimento de la salud. Lo anterior, porque una evaluacion imprecisa e

inexacta implica acciones incorrectas y, por ende, un mal manejo de enfermedades



cuyo efecto se reflejara en la calidad de las plantas al no cumplir con los estandares del

mercado (Acosta, Murace y Aprea, 2010; Acosta, 2018).

Por otra parte, Anggraeni y Mindawati (2011) recalcan la importancia de conocer los
tipos y niveles de ataque de las enfermedades y con esto el desarrollo de medidas
preventivas o curativas, de manera efectiva y eficiente. Si a lo anterior se suma el alto
costo que representa la produccion de plantas para el proceso de reforestacion
(Navarro y Rodriguez, 1985), surge la necesidad de implantar metodologias de control
de plagas y enfermedades. No obstante, estas practicas han variado a través de los
afos debido al desarrollo del conocimiento cientifico (Garber, Hudson, Norcini, Jones,
Chase y Bondari, 1996).

En los dltimos afios, el control quimico ha sido el método mas empleado para el
combate de enfermedades, debido a su efectividad en interferir en las funciones vitales
de los microorganismos patdégenos (Ripanti Calderén, Viloria y Perrin, 2006; Solano-
Bonilla y Brenes-Chacoén, 2012). No obstante, esta practica genera impactos negativos,
tanto en la salud humana como en el ambiente (Pérez et al., 2010; Castillo et al., 2012;
Tao et al., 2020). En consecuencia, ha surgido como metodologia alternativa el uso de
agentes biologicos en los que microorganismos antagonistas erradican aquellos
patégenos perjudiciales con una eficacia similar a los productos quimicos sin el dafio

gue estos causan (Molina Mercader et al., 2006; Herndndez-Lauzardo et al., 2007).

Académicos responsables del vivero La Amapola, del Instituto de Investigacion y
Servicios Forestales de la Universidad Nacional de Costa Rica (INISEFOR-UNA), han
desarrollado un paquete tecnol6gico exitoso para la reproduccidén vegetativa de nueve
genotipos de melina. El estricto protocolo aplicado ha permitido identificar una
patologia, provocada por un hongo, sobre las plantas producidas que se denomind
Pudricion del tallo, pero mantuvo el nivel de dafio entre el 5 % a maximo 8 % de todos
los individuos, a lo largo de los dltimos ciclos productivos. A pesar de que se considera
un valor relativamente bajo, representa una amenaza sanitaria que podria comprometer
la integridad del vivero, como ha sucedido en otros dedicados a la misma actividad. Es
por todo lo que se planted, que esta investigacion se propuso como objetivo determinar

el agente controlador mas eficiente en prevenir la aparicion y avance de la pudricién del



tallo en plantas de melina clonal de Gmelina arborea (Roxb.), producidas en el vivero La
Amapola del INISEFOR - UNA gue se convierta en un insumo para la tecnificacion del
paquete de reproduccién vegetativa aplicado y que permita minimizar la mortalidad y

maximizar la productividad.

Para lograrlo se plante6 la necesidad de contar con dos capitulos; el primero elabor6
una escala diagramética de facil aplicacion para determinar la severidad del ataque de
la enfermedad y mediante esta identificar diferencias entre clones en cuanto a la
incidencia y severidad, es decir, su susceptibilidad a la enfermedad. Con esos insumos
se determin6 el efecto preventivo de controladores quimicos y biologicos sobre la
pudricion del tallo, en el proceso de reproduccion vegetativa de esta coleccion de

clones de melina.
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ARTICULOS COMPLETOS DE REVISTA

Severidad de la “Pudricion del tallo” en vivero sobre una coleccion genética de

Gmelina arborea Roxb.

Severity of “Stem rot” in a genetic collection of nursery seedlings of Gmelina
arborea Roxb.

Andrés Carvajal-Ruiz

Resumen

El objetivo del estudio fue determinar el nivel de susceptibilidad de nueve genotipos de
Gmelina arborea Roxb. a la aparicion de la enfermedad denominada Pudricion del tallo.
Para esto, se desarroll6 una escala diagramética con la cual medir la severidad del
ataque de esta enfermedad en plantulas reproducidas vegetativamente. Se revisaron
4000 plantas en busca de los primeros sintomas y se les dio seguimiento para entender
el desarrollo de la patologia. Como validacion, se aplico la escala diagraméatica a 100
plantas de cada uno de los nueve clones, producidos para tal fin. Los primeros indicios
de la enfermedad son puntos, estrias o manchas, por lo general en la base del tallo, los
cuales evolucionan hasta pudrirlo y quebrarlo y la planta muere. La escala diagramatica
propuesta consta de tres grados de severidad del dafio, parte de un nivel O donde no
hay sintomas visibles y culmina en el grado 3, cuando el tallo del individuo se ha
podrido y se produce su muerte. El andlisis estadistico identificé diferencias entre
genotipos, lo que sugiere un efecto genético en cuanto a la susceptibilidad de la
aparicion de la patologia. Se identifica a los clones 16 y 8, asi como al 15y 1, como los
de susceptibilidad baja y alta a la enfermedad respectivamente. A pesar de registrarse
valores de incidencia y severidad relativamente bajos, se deben tomar acciones para

evitar su aparicion o, en su defecto, controlarlo.

Palabras clave: Severidad e incidencia de la patologia, reproduccion vegetativa,

clones, Costa Rica, enfermedad
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Abstract

The objective of this research was to determine the level of susceptibility of nine
genotypes of Gmelina arborea Roxb. to the appearance of the disease called here
“Stem rot.” A diagrammatic scale was developed to measure the severity of the attack of
the pathogen on vegetatively propagated seedlings. For this purpose, four thousand
plants were checked and monitored for the first symptoms of the disease to understand
the development of the pathology. The scale was applied to 100 plants of each of the
nine clones produced to validate it. Statistical analysis was then used to determine the
differences between genotypes. The first signs of the disease are spots, stretch marks
and/or small necrotic areas usually at the base of the stem. These evolve until the stem
rots, compromises its rigidity, breaks, and the plant dies. Based on this, the proposed
diagrammatic scale consists of three degrees of severity of damage, i.e., starts from “0”,
a plant free of visible symptoms, and culminates in “3”, which is when the stem has
rotted and the plant died. Statistical analyses suggest a genetic effect in terms of the
susceptibility of the manifestation of the pathology, by identifying clones 16 and 8, and
15 and 1, as those with low and high susceptibility to the disease, respectively. In spite
of registering relatively low incidence and severity values, actions must be taken to

prevent its occurrence, or otherwise, to control it.

Keywords: Severity and incidence of the disease, vegetative reproduction, clones,

Costa Rica, disease

Introduccion

A partir de los afios noventa se han implementado en Costa Rica diversas iniciativas
ligadas al mejoramiento genético de especies forestales. Este proceso inici6 con
huertos semilleros para después enfocar esfuerzos en una silvicultura clonal
actualizada y sistematizada en paquetes tecnoldgicos para el establecimiento y manejo
intensivo de sistemas de produccion forestal [1, 2, 3]. Lo anterior en funcién tanto del
uso como de la conservacion de los genotipos mejor adaptados a condiciones
especificas de sitio o resistentes a enfermedades. Asi, los distintos sistemas pueden
registrar indicadores productivos y financieros lo suficientemente atractivos que

incentiven su uso en una escala comercial [4, 5, 6].
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Distintos autores han generado un amplio espectro de conocimiento cientifico acerca de
la especie Gmelina arborea Roxb., desde técnicas de propagacion hasta sistemas
novedosos para su cultivo intensivo en sitios especificos [7, 8, 3, 9, 10, 11]. A partir de
esto se ha logrado la reduccion de costos de produccién y se garantiza material clonal
de la calidad y cantidad requeridas para el mercado [12, 13, 14]. Asi como la
determinacion de periodos 6ptimos de enraizamiento de la especie, tomando en cuenta
diametro y altura de los esquejes [15] y la evaluacion del area foliar adecuada para

maximizar el enraizamiento de la melina [16].

A pesar de estos esfuerzos, todavia existen vacios de conocimiento en la reproduccion
clonal vegetativa de la especie. Por ejemplo, la seleccion de genotipos resistentes a
enfermedades, variabilidad genética y seleccion de controladores quimicos o biolégicos
eficaces para distintas enfermedades [15]. Estas carencias adquieren importancia en la
estandarizacion del proceso, maxime ante el rol que ha asumido para la industria de la

multiplicacion de plantas de alta calidad.

En Costa Rica, G. arborea se ha convertido en una de las especies forestales que mas
se establece con fines comerciales debido a su rapido crecimiento, gran adaptabilidad a
diferentes sitios y madera muy versatil para la elaboracion de productos primarios y
secundarios [17, 18, 19, 20]. No obstante, ningun proceso tendiente a generar altos

rendimientos esta exento de riesgos, Yy la silvicultura clonal no es la excepcion.

Por ejemplo, los problemas fitosanitarios, causados por patégenos inherentes o los que
puedan desarrollar la capacidad de infectarla, son parte de los riesgos que pueden
causar la muerte parcial o total del individuo o afectar la calidad del producto [20, 21,
22]. La propagacion asexual a partir de brotes tiernos o estacas predispone a las
especies a presentar problemas fitopatoldgicos [23]. La etapa de plantula es la mas
delicada y es cuando se reportan la mayor parte de los ataques por hongos [8]. No
obstante, la incidencia de plagas y enfermedades estd mas influenciada por las
condiciones del vivero, el comportamiento del insecto o patégeno, las condiciones
ambientales e incluso la excesiva cantidad de plantas en cada bandeja o contenedor,
gue propiamente si el material proviene de semilla (sexual) o reproducido mediante

estacas [25].
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Sin embargo, el desarrollo de problemas fitosanitarios en viveros de melina que
parecen haber ocasionado serios dafios en plantacién se han incrementado con el uso
de la reproduccién vegetativa. Es decir, un material salido de vivero endeble, afectado
por alteraciones morfolégicas y fisiolégicas como lesiones acuosas, clorosis,
marchitamiento y podredumbre, causadas por agentes patdgenos, impactaria
negativamente el desempefo de la plantacion forestal [26, 20, 22]. Ademas, propiciaria
gue gquede expuesto al ataque de otros patdbgenos como Nectria sp. una vez

establecido en campo [27, 28].

Para atender lo anterior es trascendental tener claro que la administracion de riesgos
depende de conocerlos y comprenderlos [29]. Para el caso en estudio, una vez
identificado un problema fitosanitario, se debe entender y cuantificar con la mayor
prontitud posible para después controlarlo, de manera que no haya una interferencia
significativa en el crecimiento de los individuos. Lo anterior se debe aplicar tanto en
vivero como en campo, por lo que se puede recurrir ya sea a agentes de control
guimico o biolégico [30] o de ser posible mediante un manejo integrado de la situacion.
Adicionalmente, la susceptibilidad o tolerancia de los distintos genotipos hacia agentes
patégenos debe tomarse en cuenta como un aspecto primordial en el mejoramiento de

los procesos.

El Instituto de Investigacion y Servicios Forestales de la Universidad Nacional
(INISEFOR) posee y multiplica una coleccion de nueve genotipos de melina. En los
ultimos ciclos de produccién vegetativa se han registrado entre un 5 % y 10 % de las
plantas que presentan una pudricion en la base del tallo, precedida por distintos
sintomas y signos que se considera necesario registrar e identificar cuanto antes. Se
debe tomar en cuenta el peligro que representan las enfermedades fungosas en vivero
[31], principalmente si se identifican materiales genéticos mas sensibles que podrian

llegar a ser devastados.

Es por lo anterior que el presente trabajo se planteo el objetivo de determinar si existen
diferencias entre genotipos de melina en cuanto a su tolerancia o susceptibilidad al
ataque de la enfermedad denominada Pudricién del tallo, registrada en plantulas de

melina clonal en fase de vivero. Los resultados de este estudio servirdn como un
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insumo para el mejoramiento del paquete de reproduccion clonal vegetativa aplicado a
la especie, el cual debe evolucionar permanentemente en la basqueda de producir

material vegetal de alta calidad y sanidad.

Materiales y métodos

Area de estudio y material evaluado

La investigacién se desarroll6 en el vivero de reproduccién vegetativa La Amapola del
INISEFOR, ubicado en la provincia Puntarenas, cantén Golfito, distrito Puerto Jiménez y
localidad La Palma (coordenadas geograficas N 8°36'49” y W 83°26°107). La
precipitacion media anual del sitio varia entre 3500 mm y 4000 mm, se encuentra en el
piso basal tropical, con una temperatura media anual que varia entre 24 °C y 28 °C [32]

y en la zona de vida Bosque muy humedo premontano transicion a basal [33].

Las plantas evaluadas en la presente investigacion se reprodujeron a partir de la
coleccion clonal de melina del INISEFOR, la cual consta de nueve genotipos utilizados
en el establecimiento de sistemas de produccion forestal y agroforestal. Los individuos

se evaluaron en dos etapas, segun la metodologia requerida en cada uno.
Construccion de la escala diagramatica

Se evaluaron 4000 plantas provenientes de tres producciones distintas de material
clonal; todas en la etapa del proceso de reproduccion vegetativa denominada
aclimatacién, es decir, inmediatamente después de salir de los tuneles de
enraizamiento y antes de la etapa de endurecimiento para salir a campo. En este
momento las plantas se encuentran en sustrato de turba fina (Jiffy) colocadas en
bandejas en el suelo, a 3 m sobre ellas tienen un saran de 75 % de sombra que filtra la
luz que penetra el plastico del invernadero y una altura promedio de 10 cm por encima

del sustrato.

Se revisaron todas las plantas y se seleccionaron aquellas que presentaron algun
posible sintoma del inicio de la enfermedad. Posteriormente, se clasificaron y agruparon
segun sintomas y grado de afectacion similar. Finalmente, se dejaron en grupos de al
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menos 15 plantas por indicio temprano y grado de afectacion de la enfermedad. De la
misma manera, se seleccionaron 5 grupos de plantas que no registraron ningun

sintoma, en apariencia sana, como testigo del ensayo experimental.

Todo el material se coloc6 en bandejas separadas y se dio seguimiento diario a la
evolucion de los eventuales sintomas iniciales identificados. Con esto se determiné
cual se desencadenaba en la etapa final de la enfermedad, que necesariamente debia
corresponder al tope maximo de la posible escala diagramatica. Es decir, la pudricion

del tallo y consecuente muerte del individuo.

La Figura 1 presenta tres distintas imagenes que corresponden a ese grado final de la
enfermedad. Se trata de un patbgeno que se caracteriza por presentar sintomas
necroticos [22, 34]. Con base en la evolucion de los sintomas iniciales identificados se

genero la escala, mediante la cual se determina el nivel de afectacion que registra cada

individuo que se evalda.

Figura 1. Sintomas del estado avanzado de la enfermedad pudricién del tallo

Figure 1. Advanced stage symptoms of stem rot

Determinacion del indice de Incidencia y Severidad entre genotipos del conjunto

genético evaluado.

Una vez generada la escala, se reprodujeron y evaluaron 100 plantas de cada uno de
los nueve clones que comprenden la coleccion genética. El total de 900 plantas se
coloco en 10 bloques de 90 individuos cada uno, que corresponden a 10 plantas de
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cada genotipo. La evaluacién sobre cada rameto se baso6 en las siguientes variables

dependientes:

1- indice de Incidencia (l.I. %): corresponde a la presencia o ausencia de la enfermedad
(valorado con 1 o O, respectivamente), a partir de lo que se obtendra el porcentaje de
plantas que registraron sintomas por cada clon, similar a la metodologia empleada por

[10] (ver Ecuacion 1).

L1%=(—2—— ) * 100 (1)

Y 00000 000000000000

2- indice de Severidad (I.S.): se determiné a partir de la aplicacion de la escala
desarrollada y mediante una modificacion a la formula [10]. Con base en esta variable,
se evidenciaron las posibles diferencias entre genotipos en cuanto al dafio provocado
por la enfermedad (ver Ecuacién 2). Para facilidad de andlisis e interpretacion, el valor
obtenido por medio de la escala (valores absolutos entre 0 y 3) se transformara en una

escala porcentual positiva de 0 a 100 (ver Ecuacion 3).

(X000 1+Y 001243, 111243+, [1113%4
1.5.= S )@

1-LS.

1.5.%= —1x (%) 100 (3)

Donde:

Y. 1] = es la sumatoria del valor de severidad de cada uno de los grados de severidad

|.S.= es el resultado arrojado por el indice de severidad

Estas variables se evaluaron al finalizar la etapa de endurecimiento, es decir,
aproximadamente a la semana seis después de haberse colocado el material en el
tunel de enraizamiento, justo cuando estan listas para ir a campo. En esa etapa las
plantas reciben toda la luz que penetra el plastico del invernadero, tienen riego
restringido segun el protocolo para generar cierto nivel de estrés que las prepare para

las posibles condiciones de campo y registran una altura promedio entre 15 cm y 20
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cm. Es en este momento que se clasificaron los clones en tolerancia alta, media y baja

a la enfermedad.

Finalmente, con la informacion recopilada sobre incidencia y severidad por clon
(variables dependientes) se llevo a cabo un Andlisis de Varianza y Prueba de Medias
de Tuckey mediante el software InfoStat/L [35], con base en las cuales se identificaron

las diferencias estadisticamente significativas entre genotipos (p<0,05).

Resultados y discusion

Sistematizar la informacién obtenida de la evaluacién de las plantas de melina clonal
permiti6 organizar secuencialmente la sintomatologia de la enfermedad, para
posteriormente esquematizarla en la escala de severidad propuesta. En términos
generales, el 7 % (280) de las 4000 plantas evaluadas para la construccion de la escala
diagramatica present6 alguno de los sintomas iniciales de la enfermedad. El valor de
incidencia se considera bajo si se compara con el 30 % reportado [25] para la
enfermedad de ruptura de la base del tallo en melina clonal asociada con Sclerotium sp.
en la India. Se registré el porcentaje de aparicion de cada uno de los indicios de la

enfermedad, solo o combinados (Figura 2).

Puntos/Estrias/M

has: 20/ Manchas/Estrias;
anchas; 2%

13%

Puntos/Manchas;
2%

Puntos/Estrias;
5%

Puntos;
11%

Estrias; 42% Manchas ; 25%
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Figura 2. Porcentaje de los sintomas de la enfermedad presentados en las plantas
enfermas de la poblacion evaluada de Gmelina arborea Roxb.

Figure 2. Percentage of disease symptoms presented in sick plants of the
evaluated population of Gmelina arborea Roxb.

En esas 280 plantas el sintoma que mas se repitié fue la presencia de estrias,
seguido por manchas de color marron claro a oscuro y puntos de diversos
tamafios (42 %, 24 % y 11 %, respectivamente). Asimismo, se presentd la
combinacion de sintomas, 13 % de las plantas registraron estrias y manchas de
color marrén, 4 % puntos y estrias y, finalmente, un 2 % con la aparicion de los
tres principales sintomas (puntos-estrias-manchas). Estos sintomas concuerdan
con lo reportado por [8] para la enfermedad del cuello de la raiz en plantas entre
uno y dos meses de edad, ademas, para un tipo de antracnosis en individuos de

cuatro meses, ambas en melina y en vivero.

A partir de lo observado, la evolucion sintomatologica parte de cambios en la
coloracion del tejido epidérmico, asi como puntuaciones o estrias longitudinales.
La Figura 3 presenta la escala diagramatica para determinar el grado de avance
de la enfermedad y la severidad en cada individuo evaluado. En la mayoria de las
plantas los sintomas inicialmente aparecen en los primeros 2 cm por debajo de la
parte superior del jiffy. Esto evidencia la necesidad de revisar el tallo de la planta
incluso por debajo del sustrato para asegurar que no haya sintomas. Por otra
parte, en sus inicios, la afectacion del patdgeno es superficial, por lo que en su

primera etapa no compromete la rigidez del tallo.
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Figura 3. Escala diagramatica del avance de la Pudricion del tallo en plantulas de

melina (Gmelina arborea) clonal en el vivero del INISEFOR en La Palma de Puerto

Jiménez, Pacifico Sur de Costa Rica

Figure 3. Diagrammatic scale of the progress of Stem Rot in clonal melina
seedlings at the INISEFOR nursery in La Palma, Puerto Jiménez, South Pacific of

Costa Rica

Segun la escala de la Figura 3, en la primera etapa de afectacion (Grado 1), las
manchas tienen una forma asimétrica de coloracion café claro que no cubre mas
de un tercio de la circunferencia del tallo. Por lo general, en este primer nivel
todavia no se presentan estrias, ya sean longitudinales o forma de punto. No
obstante, en caso de presentarse, estas tienden a ser de un color oscuro y no mas
largas a 0,5 cm. La estria longitudinal abarca un tamafio que no supera mas de un
tercio de la circunferencia del tallo. Las estrias con forma de punto tienden a ser

muy pequefias, con un diametro igual o inferior a 0,1 cm. En caso de presentarse

22



alguna de las estrias descritas, estas no tienen secrecion de liquidos a simple

vista o con lupa (30x).

El Grado 2 de la enfermedad se caracteriza por una zona de afectacion que se
extiende hasta abarcar dos terceras partes de la circunferencia del tallo y las
zonas necrosadas pueden avanzar, tanto en sentido longitudinal como radial. En
este punto no se encuentran indicios aislados, sino que aparecen combinaciones
de dos o incluso los tres sintomas reportados. Asimismo, en la zona afectada se
puede observar la secrecion de un liquido claro como respuesta del arbol ante las
heridas sufridas, las cuales registran una mayor profundidad del dafio y causan la

afectacion en la rigidez del tallo.

En la etapa final (Grado 3), la infeccion compromete en su totalidad la zona basal
del tallo, por lo que cede y se quiebra, con lo que finalmente se genera el deceso
de la planta. La coloracion de la zona varia entre marron oscuro a negro. Los
individuos infectados no presentaron en ninguna de las fases anotadas dafios o
cambios en la composicion, coloracion o estructura, tanto de las hojas como de las
raices, incluso en este ultimo nivel. Este resultado sugiere la necesidad de no
basar la evaluacion de sanidad de plantas de melina clonal en solo la apariencia
de su follaje, con lo que resulta indispensable revisarlas en la base de los tallos y
un poco mas abajo, antes de colocarlas en las cajas en las que se transportaran al

sitio de plantacion.

El Cuadro 1 presenta los distintos niveles de la enfermedad, sistematizados
mediante la escala diagramética generada en la evaluacion de 4000 plantulas de
melina clonal. El Grado O correspondié a un esqueje completamente sano, es
decir, sin ningun tipo de evidencia de dafio, mientras que el Grado 3 corresponde

a una plantula con el tallo podrido totalmente, lo que produce la ruptura y muerte.
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Cuadro 1. Escala diagramatica para categorizar la severidad de la pudricién del

tallo en plantulas de melina (Gmelina arborea) clonal

Table 1. Diagrammatic scale to categorize the severity of stem rot in clonal melina

(Gmelina arborea) seedlings

Grado de
severidad

Sintomas asociados

0

Una planta sana, no hay evidencia de sintomas visibles.

Planta con estria longitudinal o conjunto de ellas. Tienen en la
mayoria de las ocasiones una extension de hasta 0,5 cm. Este
indicio puede presentarse en una combinacion con una mancha
de coloracion café que las envuelve.

Planta con mancha que presenta forma asimétrica de coloracion,
desde café claro hasta café oscuro y que puede presentar casos
con una combinacion con estria en esta fase inicial.

La zona de afectacion se extiende hasta abarcar las dos terceras
parte de la zona basal del individuo, extendiéndose, tanto en
sentido longitudinal como radial, lo que afecta la rigidez del tallo.
Tiene una predominancia de estrias agrupadas de un tamafo
mayor o igual a 0,5 cm. Con una mancha envolvente de color
café oscuro. Evidencia secrecién de liquido en la zona afectada.

La infeccibn compromete en su totalidad la zona basal del tallo,
el cual, lo deja sin rigidez y por lo tanto, cede y quiebra y produce
el deceso. La coloracion de la zona es entre marr6n oscuro a
negro.

Al proponer una escala, esta debe coincidir sintomatolégicamente con las

caracteristicas expresadas por la enfermedad [10], ademas, debe ser obijetiva,

funcional y facil de utilizar. Al respecto, la generada en esta investigacion logra

registrar y entender el progreso de la enfermedad y con esto evaluar el grado de

severidad que provoca la pudricion del tallo en plantulas de melina clonal.

Ademds, en principio, la aplicacion de la escala no depende del paquete
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tecnoldgico empleado en la reproduccidn vegetativa de la especie, el cual puede

ser tecnificado o artesanal, con lo que su ambito de uso seria muy amplio.

Una vez verificada la empleabilidad de la escala, se procedi6 a aplicarla sobre 100
plantas de cada uno de los nueve clones multiplicados por el INISEFOR. Las
diferencias en susceptibilidad en la aparicién de la enfermedad entre genotipos se
presentan en el Cuadro 2. En este se muestra que 8 de los 9 clones evaluados
registraron la presencia de sintomas iniciales de la enfermedad (incidencia) en

menos del 30 % de sus plantas, unicamente el clon 1 presentd un valor superior.

Cuadro 2. indices de Incidencia y Severidad de la pudricién del tallo por genotipo
en plantas de melina clonal, evaluados en el vivero La Amapola, La Palma, Puerto
Jiménez, Costa Rica

Table 2. Incidence and Severity indicexes of stem rot per genotype in clonal

melina plants, evaluated at the La Amapola nursery, La Palma, Puerto Jiménez,

Costa Rica
Severidad Incidencia indice indice
* -1
Clones (glant;is glonB) (%) Severidad Severidad (%)
16 90 10 0 O 10 a 1,10 25a
8 90 9 1 O 10 a 1,10 3,0 ab
12 86 14 0 O 14 ab 1,14 3,5ab
2 85 14 1 O 15 ab 1,19 4.8 ab
9 83 16 1 O 17 ab 1,18 45 ab
6 81 18 1 O 19 ab 1,20 5,0 ab
3 79 17 3 1 21 abc 1,26 6,5 ab
15 71 26 3 O 29 bc 1,32 8,0 bc
1 62 32 2 4 38¢c 1,48 120c
Promedio 81 17 1 0,5 19 1,21 55

Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas (a=0,05)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la susceptibilidad de
la aparicion de la enfermedad entre clones. Los resultados sugieren 3 grupos que
se podrian catalogar como de baja, media y alta incidencia. Los clones 16 y 8

registraron los porcentajes menores de incidencia (10 % cada uno), ademas de
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solo presentar plantas en los niveles 0 y 1 de la escala, por lo que se podrian

denominar como de baja susceptibilidad a la aparicion de la enfermedad.

Por el contrario, el 15 y 1 presentaron la mayor presencia de la enfermedad, con
incidencia de 29 % y 38 %, respectivamente. Por este motivo, son
estadisticamente diferentes al 16 y 8 y se catalogan como de alta susceptibilidad.
Los 5 genotipos restantes (12, 2, 9, 6 y 3) registraron valores de incidencia muy
similares entre si, por lo que se agrupan como de susceptibilidad media. El
resultado anterior es importante al identificar que solo los clones 1 y 3 registraron
plantas en el grado 3 de la escala, lo que apunta a dos posibilidades: la primera
seria tener mayores cuidados y atencion sobre su reproduccion vegetativa vy, la
segunda, eliminarlos (al menos momentaneamente) de la coleccion clonal que se

multiplica con fines de reforestacion comercial.

Al respecto, se apuntan la necesidad de ser muy cuidadosos con la produccién de
plantas que seran utilizadas en sistemas de produccion forestal [29], ya que es un
posible foco en campo para que se esparzan distintos tipos de enfermedades. Por
lo tanto, es indispensable entender mejor los microorganismos, las posibles

causas de patologias y su manejo.

Como es de esperar en un proceso patoldgico, la mayor parte de las plantulas que
presentaron sintomas correspondientes a la presencia de la enfermedad se
encontraron en el grado de severidad 1 en el que resalta la aparicién de estrias,
puntos o0 manchas que envuelven menos de un tercio de la circunferencia del tallo.
A pesar de encontrarse plantas de seis clones catalogadas como de grado 2,
fueron hasta un maximo de 3 individuos por cada 100 plantas evaluadas, lo que

brinda posibilidades de actuar antes de que migren a grado 3.

El comportamiento mostrado en el ensayo es normal [36, 31], al obtener un
porcentaje de incidencia general para la poblacién de 19 %, lo que se cataloga
como relativamente bajo. Lo anterior se ratifica al comparar este resultado con el

30 % de incidencia del patdégeno Sclerotium sp [25]. Esto por ser altamente

26



resistente a condiciones desfavorables, con lo que consigue persistir en

determinados momentos para desarrollar posteriormente la enfermedad [24]

Situacion similar a la registrada en incidencia se present6 en la evaluacion de la
severidad (Cuadro 2). Los clones con el menor valor, es decir, el resultado mas
favorable, son el 16, 8 y 12. Lo contrario sucede para el 15 y 1, lo que es
congruente con la incidencia descrita. Los restantes 4 genotipos registraron
valores muy cercanos al promedio poblacional, lo que representa una ventana

abierta de posibilidades para manejar esta situacion.

Se deben tomar decisiones cuanto antes con estos clones para que no se
presente un 60 % de severidad del ataque del hongo Sclerotium sp. sobre material
clonal en vivero [26]. El hecho de que se registraran resultados similares entre
clones, tanto en la incidencia como en la severidad, fortalece la investigacion,
principalmente en el aspecto del conocimiento generado para la toma de
decisiones con base en datos obtenidos cientificamente. Una correcta
identificacion del patdgeno, asi como la determinacion de la naturaleza e
intensidad del dafio es esencial para adoptar estrategias de manejo adecuadas,
con el fin de evitar un aumento en el precio, como consecuencia de la pérdida de

plantas en vivero [37].

Conclusiones y recomendaciones

La escala diagramatica desarrollada resulté efectiva para identificar y categorizar
desde los rasgos iniciales de la enfermedad (puntos, manchas y estrias) hasta su
evolucion final con la quebradura del tallo como consecuencia de su pudricion. Lo
anterior se ratifico en la validacién, al aplicarla sobre los nueve genotipos. A pesar
de registrarse valores de incidencia y severidad relativamente bajos, se debe
identificar el patégeno para determinar formas de evitar su aparicion o en su

defecto controlarlo.

Los andlisis estadisticos sugieren un efecto genético en cuanto a la susceptibilidad
de la aparicion de la patologia. Se identifica, por un lado, a los clones 16 y 8 y, por
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el otro, al 15 y 1 como los de susceptibilidad baja y alta a la enfermedad,
respectivamente. Por lo tanto, no se recomienda multiplicar el clon 1 para
establecimiento de sistemas de produccion, al menos hasta que se identifique el

agente causante de la enfermedad y su mecanismo de control.
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Control de aparicion y avance de la “Pudricion del tallo” en viveros clonales
de Gmelina arborea Roxb.

Control of occurrence and advancement of “Stem Rot” in clonal nurseries of
Gmelina arborea Roxb.

Andrés Carvajal-Ruiz
Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el agente quimico o
biol6égico més efectivo en el control de la aparicion y avance de la enfermedad
denominada Pudricién del tallo en vivero clonal. El disefio estadistico de Bloques
Completos al Azar incluyé cinco tratamientos: un testigo absoluto (T), un agente
biolégico (B) y tres quimicos (Q1, Q2 y Q3). Ademas, se utilizaron tres genotipos
identificados en ensayos previos como susceptibles a esta enfermedad. Los
tratamientos se aplicaron en la hidratacion del jiffy, antes de colocar el material en
los microtuneles de enraizamiento y en el momento de ingresar las plantas a la
etapa de aclimatacion. Las plantas se evaluaron al salir de los microtuneles, al
terminar la aclimatacion y al finalizar su endurecimiento. El tratamiento T registro
la mayor mortalidad mientras que Q3 y B la menor. T siempre registré los mayores
valores en cuanto a incidencia y severidad de la patologia. Se identifica a Q2 y Q1
como los agentes que presentaron el mejor control, tanto en la aparicion como en
el avance de la enfermedad. EI comportamiento de B (Trichoderma sp.) deja
latente la posibilidad de un control de la enfermedad que alterne este agente
biolégico con los quimicos seleccionados y con esto la disminucién de la carga
guimica del proceso productivo.

Palabras clave: enfermedades forestales, control quimico, control biologico,

reproduccién vegetativa, Costa Rica

Abstract

The objective of the present investigation was to determine the most effective
chemical and / or biological agent in the control of the appearance and advance of

the disease called Stem rot in clonal nursery. The randomized Complete Blocks
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statistical design used, included five treatments: an absolute control (T), a
biological agent (B) and three chemicals (Q1, Q2 and Q3); In addition, three
genotypes identified in previous tests as susceptible to this disease were used.
The treatments were applied in the hydration of the jiffy, before placing the material
in the micro-rooting tunnels and at the moment of entering the plants to the
acclimatization stage. The plants were evaluated when leaving the micro-tunnels,
at the end of acclimatization and at the end of their hardening. Treatment T
registered the highest mortality while Q3 and B the lowest. T always registered the
highest values in terms of incidence and severity of the pathology. Q2 and Q1 were
identified as the agents that presented the best control both in the onset and
progression of the disease. The behavior of B (Trichoderma sp.) leaves latent the
possibility of a disease control that alternates this biological agent with the selected
chemicals and with it the reduction of the chemical load of the production process.

Keywords: forest diseases, chemical control, biological control, vegetative

reproduction, Costa Rica

Introduccioén

Un vivero de reproduccion vegetativa es un sistema de produccion intensivo de
escala comercial (Chacén y Murillo 2005). Los procesos que en este se llevan a
cabo influyen directamente en la calidad de la plantacion forestal (para este caso
en particular) y en la cantidad y calidad del producto final (O’'Reilly et al. 2002,
Abarran-Alvarado et al. 2012). Un retraso en la produccion de las plantas
provocaria pérdidas econdmicas a lo largo de toda la cadena de produccién y
valor agregado. Sin embargo, si se trata de dafos en los individuos debido a
plagas o enfermedades, las consecuencias serian mas graves. Por esto, los
paquetes tecnoldgicos y procesos en general, deben ser objeto de mejoras
constantes que anticipen todo tipo de contratiempos, incluyendo problemas
fitosanitarios (Chacon y Murillo 2005, Pildain y Errasti 2012).

Los riesgos de todo sistema de produccién deben identificarse y comprenderse.

Uno de estos riesgos corresponde a las enfermedades, entendidas como
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alteraciones morfolégicas o fisiologicas desfavorables y progresivas de un
individuo, hasta el punto de que producen manifestaciones visibles como
consecuencia de la accion del agente externo (Gonzélez 1976). Para que una
alteracion cualquiera se considere una enfermedad se necesita conocer la
normalidad de una planta, es decir, tasa de crecimiento, colores, apariencia y
senescencia, entre otros aspectos, para tener un criterio solido e identificar una

desviacion en detrimento de lo normal (Riley et al. 2002).

Adicionalmente, para que una enfermedad suceda, se necesita de la interaccion
de tres factores que se denominan: el triangulo de la enfermedad. Este incluye las
tres aristas de un hospedero susceptible, el patdogeno virulento y un ambiente
favorable o conducente. La ausencia de uno bastaria para que no se desarrolle
una enfermedad o patologia (Obregdn 2017) o al menos minimizaria la incidencia
o severidad (Moreno-Vega 2017). Para minimizar los riesgos de aparicién de
enfermedades en el proceso de reproduccion vegetativa la clave es no permitir

gue se complete el triAngulo mencionado.

Segun agente causal, las enfermedades pueden presentar sintomatologias
variadas, aparecer en una etapa especifica o estadio de la vida del huésped o
atacar cualquier estructura de la planta (Florido y Batalon 2002, Ripanti et al. 2006,
Juérez-Becerra et al. 2010, Obregon 2016). Al respecto, Agrios (1997) y Callan
(2001) destacan a los hongos como los patégenos de mayor importancia, esto
porque permanecen dentro del huésped por periodos prolongados o incluso de
manera permanente y desarrollan sintomatologia en cualquier momento. Lo
anterior podria implicar a plantas endebles que no cumplen con la calidad
necesaria para el suministro del mercado y con esto se produce un efecto negativo

sobre el ciclo restante de produccion forestal (Acosta et al. 2010, Acosta 2018).

El uso de productos preventivos y las practicas de desinfeccion e inocuidad
durante el proceso son factores determinantes para la sanidad y, por consiguiente,
el éxito de una técnica como la propagacion vegetativa (Dirr y Heuser 2006, Mora
2017). Distintos agentes de origen quimico o biologico han sido estudiados como

protectores del atague de hongos, tanto a nivel preventivo como curativo. El

35



método mas usado es el control quimico, cuyas sustancias generalmente
interfieren con las funciones respiratorias del patdogeno (Ripanti et al. 2006, Okigbo
y Odurukwe 2013, Okigbo et al. 2015).

No obstante, el uso de controladores quimicos o biolégicos se vuelve poco
efectivo en el tiempo, debido a la resistencia que los patégenos adquieren como
consecuencia de la constante exposicion a estos productos (Pérez 2004, Olivera 'y
Rodriguez 2014). Aunado a lo anterior, distintos autores reportan que los clones
son mas susceptibles al ataque de patdgenos en viveros, en especial aquellos
generadores de podredumbre del tallo, como consecuencia de las condiciones de
humedad, de su rapido crecimiento dentro del vivero (lo que produce gran
competencia) y de la baja diversidad genética del material clonal (Bishir y Roberds
1997, Okigbo y Odurukwe 2013). Esto genera la necesidad de modificar y adaptar
las medidas para la administracion del riesgo de ataque de estos microorganismos

dentro del sistema productivo de un vivero clonal.

Gmelina arborea no esta exenta del ataque de distintas plagas o enfermedades, a
pesar de ser una especie con propdésitos comerciales, gracias a caracteristicas
deseables como adaptabilidad a diferentes condiciones de sitio, crecimiento
sobresaliente, facil aserrio y versatilidad de usos (Rojas Rodriguez et al. 2013,
Fonafifo 2010). Algunos de los patdégenos que han sido reportados para melina
son Diaporthe sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Nectria sp.; mientras que
Aratinga canicularia, Basiliscus basiliscos, Dasypus novemcintus, Apatelodes sp.,
Hylesia sp., son parte de los vertebrados e insectos que atacan a esta especie
forestal (Arguedas 2004).

Ravishankar-Rai y Mamatha (2015) recalcan el peligro que representan las
enfermedades fungosas en vivero, a las que se les debe brindar especial atencion.
A pesar de esto, es muy poca o nula la informacién que se encuentra en la
literatura respecto a agentes de control quimico o biolégico que permitan
minimizar el impacto de una enfermedad en este sistema de produccion. Los

productos que se aplican corresponden al intento de adaptar lo que se utiliza en la
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agricultura, con el inconveniente de que cada especie responde distinto a los

distintos estimulos y agentes externos.

Otro aspecto que se debe tomar en cuenta es lo reportado por ONF (2019), quien
apunta que la industria de la madera se encuentra en crisis, o que la obliga a
reducir los costos a lo largo de toda la cadena de produccion forestal para poder
mantenerse en el mercado. Por otra parte, Navarro y Rodriguez (1985) afirman
gue la produccion de plantas representa un alto costo en el proceso de
reforestacién y que su eficiencia no solo se debe medir en términos productivos,
sino en el costo que este proceso implique. Es decir, se debe contar con
informacion cientificamente robusta para tomar decisiones en el vivero clonal que
incrementen la eficiencia y relacion beneficio-costo de la reproduccion vegetativa

de la melina.

Diez afios en el pasado, el Instituto de Investigacién y Servicios Forestales de la
Universidad Nacional (INISEFOR) inici6 la investigacion y multiplicacién de un
conjunto de clones de G. arborea. Se ha creado un paquete tecnoldgico que
contiene las acciones por llevar a cabo antes, durante y después del
establecimiento del sistema de produccion con la especie (no publicado).
Adicionalmente, se cred un estricto protocolo para la reproduccion vegetativa de la

melina a partir de plantas madre.

En los ultimos afios, en otros viveros de Costa Rica en los que también se
reproduce vegetativamente la especie se ha evidenciado la aparicién de un hongo
cuyo ataque es fulminante si no se toman las medidas adecuadas. En 2018, la
mortalidad de plantas en el vivero del INISEFOR compatibles con esta patologia
fue de 10 %, sin tener la seguridad de que se trate del mismo patdégeno. Esta cifra
justifica llevar a cabo un estudio al respecto para brindar soluciones a corto plazo
a los problemas que se puedan presentar e incrementar en el futuro en cualquier

vivero de produccion clonal de Costa Rica.

Con base en lo que se planted, esta investigacion pretendié determinar el agente

de control mas eficaz en la aparicion y avance de la enfermedad denominada
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Pudricion del tallo, como un insumo en la mejora de la eficiencia en la produccién
clonal al mitigar posibles impactos que genere en el proceso de produccion del
vivero. Al incorporar agentes de controles quimicos y bioldgicos, mediante esta
investigacién se podrian sentar las bases de un manejo integrado de la patologia
gue contribuya a minimizar la carga quimica en el proceso de reproduccion

vegetativa de la melina.

Materiales y métodos

Ubicacién del estudio y material evaluado

La investigacion se desarrolld en el vivero de reproduccion vegetativa La Amapola
del INISEFOR, ubicado en la provincia Puntarenas, canton Golfito, distrito Puerto
Jiménez y localidad La Palma (coordenadas geograficas N 8°36’49” y W
83°26°10”). La precipitacion media anual del sitio varia entre 3500 mm y 4000 mm,
se encuentra en el piso basal tropical de 0 a 500 m.s.n.m. y registra una
temperatura media anual en un rango de 24 °C a 28 °C (Ecosistemas del Area de
Conservacion Osa 2003). Se ubica en la zona de vida bosque muy humedo

premontano transicion a basal (omh-P6) (Holdridge 1978).

Los genotipos estudiados corresponden a la coleccion clonal de Gmelina arborea,
propiedad del INISEFOR, quienes la multiplican para el establecimiento de
sistemas de produccion forestal y agroforestal. Las plantas utilizadas en la
presente investigacion se produjeron especificamente para tal fin y se evaluaron al
finalizar las tres etapas que comprende el protocolo de reproduccion vegetativa
aplicado en el vivero La Amapola, es decir, enraizamiento, aclimatacion y

endurecimiento.
Descripcion del disefio experimental

El ensayo se establecid6 mediante un disefio estadistico de bloques completos al
azar (BCA), con 5 bloques (repeticiones) en el que cada uno contenia los 5
tratamientos evaluados (Cuadro 1). En una investigacion previa, Carvajal et al.

(2020) identificaron los genotipos mas susceptibles al ataque de esta enfermedad
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(1, 3 y 15). Con base en este, se evaluaran 10 plantas de cada uno de estos
clones por tratamiento para un total de 750 plantas en el ensayo. Ademas, se
evaluaran 5 bloques, 5 tratamientos por bloque, 10 plantas por cada tratamiento y

3 clones.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados para el control de la pudriciéon del tallo

Table 1. Treatments evaluated to control stem rot

Tratamiento Descripcion Método de accion

T Testigo absoluto: sin agentes de

control biolégico o quimico

B Agente de control biolégico:

Trichoderma sp.

Q1 Agente de control quimico #1: Sistémico

Ingrediente activo Benomil

Q2 Agente de control quimico #2: Sistémico

Ingrediente activo Azoxystrobin

Q3 Agente de control quimico #3:
_ _ i} Contacto
Ingrediente activo Caldo Bordelés

Como agente de control biologico, se aplicé un consorcio de varias especies del
género Trichoderma, las cuales se multiplican en el Laboratorio de
Biocontroladores del Tecnoldgico de Costa Rica, Sede Santa Clara de San Carlos.
Antes de esta investigacion, se han realizado estudios exploratorios entre este
laboratorio y el INISEFOR, por lo que se tenia una idea del potencial de la
Trichoderma sp. en el control de hongos patégenos que afectan a la melina

(Solano-Jiménez et al. 2015).
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Los tres agentes quimicos se seleccionaron a partir del criterio experto de la
encargada del Laboratorio de Biocontroladores del TEC (coautora de esta
investigacion), quien tiene amplia experiencia en la efectividad de distintos
fungicidas. Ademas, se demostré la efectividad de estos ingredientes activos (Diaz
2018, Mozombite 2012, Kurioka et al. 2013). En el Cuadro 2 se presenta la dosis

empleada para los diferentes tratamientos.

Cuadro 2. Dosis de producto formulado aplicada para cada uno de los
tratamientos.

Table 2. Dose of formulated product applied for each of the treatments.

Tratamiento Dosis del producto formulado
T Solamente agua sin ningun agente de control
B 3,1 L en 27 litros de agua
Q1 54 g en 27 litros agua
Q2 54 g en 27 litros de agua
Q3 135 g en 27 litros de agua

Los cinco tratamientos se aplicaron en tres distintos momentos durante el
desarrollo del ensayo. El primero fue al hidratar los jiffys, los que se introdujeron
en una cubeta que contenia ya fuera solo agua, agua con el agente biolégico o
agua con cada uno de los productos quimicos, segun correspondiera.
Posteriormente, los esquejes cosechados del jardin de multiplicacion clonal se
colocaron en estos. Las siguientes dos aplicaciones se hicieron por medio de
aspersores manuales de un litro (dosis adecuada a ese volumen de agua) y
directamente en la zona basal del esqueje en la que, segun Carvajal et al. (2020),

aparecen los primeros sintomas de la enfermedad en la mayoria de los casos.

Posteriormente, se realizaron dos bombeos completos en lados opuestos de la
seccion basal de los esquejes. La primera de esas dos aplicaciones se llevo a
cabo cuando las plantas estaban listas en las bandejas para ingresar a los
microtuneles de enraizamiento. La segunda, inmediatamente después de salir de

los microtuneles, es decir, al pasar a la etapa de aclimatacion.
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Variables evaluadas

Las 750 plantas que comprendian el estudio completo se evaluaron al finalizar
cada una de las tres etapas que son parte del protocolo de reproducciéon
vegetativa. Es decir, enraizamiento al salir del microttnel, al cumplir el periodo de
aclimatacién y endurecimiento al estar listas para ir a campo. Las variables
dependientes que se determinaron en cada planta y sobre las cuales se baso el

analisis de resultados y conclusiones fueron:

1- Incidencia (%): presencia o0 ausencia de la enfermedad (1 o O,
respectivamente), a partir de lo que se obtendrd el porcentaje de plantas por
tratamiento y clon, adaptado de la metodologia empleada por (Salas-Rodriguez et
al. 2016) (Ecuacion 1).

Y. 00000000
>, 00000 000000000001

1.1%=( )+ 100 (1)

2- Severidad: para tal fin se aplico la escala diagramética desarrollada por Carvajal
et al. (2020) (Ecuacion 2). Para facilitar el analisis e interpretacion el valor obtenido
por medio de la escala (valores absolutos entre 0 y 3) se transformoé en una escala
porcentual positiva de 0 a 100 (Ecuacion 3).

> sv0+) sv1#2+Y sv2x 3+ sv3*4) (2)
> 0000000 oooooooooo

1.5.=(

1.5 (%) = =1+ () « 100 (3)
Donde:

Y. U = es la sumatoria del valor de severidad de cada uno de los grados de

severidad
|.S.= es el resultado arrojado por el indice de severidad

Se le dio seguimiento a la incidencia y severidad en las tres distintas etapas del

protocolo. Lo anterior, con el propésito de identificar el tratamiento mas efectivo en
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la prevenciéon de la enfermedad y el que lograba continuar el proceso de
reproduccién vegetativa con menor incidencia y severidad a pesar de que la planta
presentara sintomas iniciales. Una vez identificado el(los) agente(s) de control
mas efectivo(s), se extrajo la informacion de incidencia y severidad para los tres
clones evaluados para determinar si la aplicacion compensaria la susceptibilidad

genética a la enfermedad..
Analisis de datos

A los datos recopilados sobre incidencia y severidad (variables dependientes) por
tratamiento y clon (variables independientes) se les aplicé un Analisis de Varianza
y Prueba de Medias de Tukey para identificar posibles diferencias estadisticas
para las variables independientes (0=0,05). Lo anterior mediante el uso del

software estadistico InfoStat/L (Di Rienzo et al. 2008).

Resultados y discusion

El ensayo registr6 una mortalidad total de 4,53 % (34 plantas), considerada baja,
ya que es menor a la mitad de la presentada en promedio en 2018 en el vivero La
Amapola. La etapa de aclimatacidon registré6 una mortalidad mayor que las de
enraizamiento y endurecimiento, quienes obtuvieron valores muy bajos y similares
entre ellas (Figura 1 A). Lo anterior denota que, durante el proceso de
reproduccién vegetativa, se debe tener especial cuidado y atencidon sobre las

plantas una vez que salen de los tuneles de enraizamiento.

Por otra parte, de la mortalidad total registrada, el 2,54 % se atribuy6 al clon 1,
seguidos por el clon 15 y el 3 con porcentajes pequefios y similares entre si
(Figura 1 B). Esa mayor cantidad de plantas muertas en este clon coincide con la
tendencia habitual del genotipo 1 presentada en cada ciclo de produccion del

vivero la Amapola?! (informacién no presentada ni publicada).

1 Alvarado, W. 30 junio 2020. Mortalidad en vivero la Amapola. (Conversacion telefénica). Heredia,
Costa Rica.
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Enraizamiento
0,54%

Endurecimiento Clon 15
0,41% 1.18%

Aclimatacion
3,58% A

Figura 1. Porcentaje de mortalidad segun etapa productiva (A) y clon (B)
Figure 1. Mortality percentage according to production stage (A) and clone (B)

En lo que respecta a la mortalidad registrada para cada uno de los tratamientos
evaluados, se presento el siguiente orden: T>Q1>Q2>Q3=B,con14,7,5,4y
4 individuos muertos, respectivamente (Figura 2). El tratamiento testigo resultd
significativamente superior a los cuatro que incluyeron algun agente de control, de
manera que si el valor de mortalidad registrado para T se excluyera, el ensayo
habria registrado tan solo 2,67 % de individuos muertos. Lo anterior establece la
importancia de incluir la aplicacién de alguno de estos tratamientos como parte del
protocolo de reproduccion vegetativa, con lo que se obtendria un valor promedio

de mortalidad 75 % inferior al registrado en 2018.

El otro aspecto por resaltar es que el agente de control biolégico presenté6 el
menor valor de mortalidad, el que fue igual al agente de control quimico Q3
(Figura 2). Este resultado sugiere la posibilidad de encontrar alternativas que
contribuyan a minimizar la carga quimica del proceso de reproduccion vegetativa
gue se hace en el vivero La Amapola.
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Q3; 0,54%

Q2; 0,68%

T; 1,86%

Q1;0,91%

T~_B:0,54%

Figura 2. Porcentaje de mortalidad registrado en los tratamientos evaluados

Figure 2. Mortality (%) registered in the evaluated treatments

Aunque determinar la mortalidad final de plantas, tanto por tratamiento como por
clon, es necesario para una correcta toma de decisiones. De igual forma, el
estudiar el efecto del uso de distintos agentes de control en la aparicién y el
avance en el tiempo de la enfermedad, resulta igualmente crucial. En la Figura 3
se presentan los valores promedio de incidencia (A) y severidad (B), en cada una
de las etapas del proceso de reproduccién vegetativa, por efecto de los

tratamientos evaluados.

La evaluacion realizada a las plantas después de su salida de los microtineles de
enraizamiento evidencié dos aspectos importantes. En primer lugar, los cuatro
agentes de control estudiados tuvieron practicamente el mismo efecto conteniendo
la aparicion de la enfermedad, con presencia de sintomas en un 2,5 % de las
plantas. En segundo lugar, el tratamiento testigo (T) registré un valor de incidencia
(4 %) significativamente superior a los demds, y esto se mantendrd en todas las
evaluaciones realizadas a lo largo del ciclo de reproduccion vegetativa (Figura 3
A). En la etapa de aclimatacién, T registrd la mayor incidencia de plantas con

sintomas de la patologia (10,7 %). Las plantas sometidas a los agentes de control
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presentaron una incidencia maxima de 8,4 % para B y Q3, y Q2 registro la

incidencia menor (6,2 %).

El orden anterior de los tratamientos, en cuanto a la incidencia registrada de la
enfermedad, se mantuvo en la evaluacién al finalizar la etapa de endurecimiento.
Es decir, cuando las plantas estuvieron listas para ir a campo. El tratamiento T se
aleja de los demas al registrar el mayor valor. Por otra parte, los resultados para
Q1 y Q2 sugieren un efecto residual mayor y mas efectivo en controlar el avance
de la enfermedad, ya que ambos registran valores de incidencia por debajo del 10
%. En la evaluacion realizada en la etapa de endurecimiento, T, B y Q3 registraron
una tendencia exponencial-logaritmica, la cual se caracteriza por el aumento
progresivo de la enfermedad en los primeros estadios de una epidemia (LOpez,
2000). ElI mismo autor apunta que esta tendencia sugiere que no hubo ningun
efecto de estos tratamientos sobre la incidencia de la enfermedad en los
individuos evaluados. A pesar de que los valores de incidencia registrados por T,
B y Q3 se consideran altos en comparacion con Q1 y Q2, se encontraron
significativamente por debajo del 30 % de incidencia registrado por Rahayu (2010)
en la evaluacion realizada a la enfermedad de ruptura de la base del tallo en

melina clonal, asociada con Sclerotium sp. en la India.
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Las letras mayusculas corresponden a las etapas de la reproduccion vegetativa: A- Cosecha, B-
Enraizamiento, C- Aclimatacion y D- Endurecimiento. Letras minlUsculas corresponden a diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos, prueba de medias de Tukey (a=0,05).
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Figura 3. Incidencia (A) y Severidad (B) de la pudricion del tallo por etapa
productiva y tratamiento en plantas de melina clonal, evaluados en el vivero La
Amapola, La Palma, Puerto Jiménez, Costa Rica

Figure 3. Incidence (A) and Severity (B) of stem rot by productive stage and
treatment in clonal melina plants, evaluated in the La Amapola nursery, La Palma,
Puerto Jiménez, Costa Rica

Los resultados sobre el avance la severidad en el tiempo para los tratamientos,
presentan el mismo patron que en las etapas de enraizamiento y aclimatacion. Es
decir, el tratamiento T registrd los valores mas altos en cuanto a la severidad.
Caso contrario, al aplicar cualquiera de los agentes de control estudiados las

plantas presentaron una menor severidad del ataque de la enfermedad.

Por otra parte, Q2 y B registraron los valores menores en ambas etapas, hasta el
punto de ser los unicos con menos de 10 % al finalizar la aclimatacion. Este
resultado sugiere que ambos tratamientos lograron minimizar la aparicion de la
enfermedad, y su avance en el tiempo. Lo anterior resulta de gran importancia al
sugerir que en el futuro se podria llevar a cabo un manejo de la que disminuya la

carga quimica, al recurrir a este agente bioldgico.

En la etapa de endurecimiento T y Q2 se mantienen como los de mayor y menor
valor de severidad con 20,2 % y 8,5 %, respectivamente, con una diferencia de
casi tres veces. Los tratamientos T y Q3 presentaron el mismo comportamiento
exponencial-logaritmico, lo que implica que la tasa de afeccion sobre los
individuos no ha decrecido (Lépez 2000). A pesar de que T registré un valor que
se considera muy alto en comparacién con Q2, este es apenas una tercera parte
del 60 % de severidad reportado por Rahayu (2010) producto del ataque de
Sclerotium sp., causante de la ruptura de la base del tallo, en melina clonal

estudiada en India.

El tratamiento Q2 logré disminuir la pendiente del incremento, por lo que se
identifica como el mas significativo en cuanto al control del avance de la patologia
evaluada, ya que es el anico en mantener un valor menor al 10 %. Por otra parte,

se deben resaltar los resultados para Q1 y B para el primero sugieren tener un
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efecto residual significativo, debido a que en esta Ultima etapa se identifica como

el segundo mejor agente en minimizar la severidad.

Lo anterior es lo opuesto a lo registrado para el tratamiento B que, hasta la etapa
de aclimatacién, era capaz de disminuir la severidad igual que el mejor agente
guimico. En esta etapa se disparé hasta llegar a un valor de 15,3 %, lo que lo
coloca como el tercer mejor agente de control. Si se toma en cuenta que no se
llevé a cabo una aplicacion de los distintos agentes de control al pasar de
aclimatacién a endurecimiento, el resultado sugiere que el efecto residual de la
Trichoderma sp. es muy limitado en el tiempo. Entonces, para obtener mejores
resultados se deben llevar a cabo aplicaciones mas constantes a lo largo del

proceso de reproduccion vegetativa.

Los resultados en la etapa de endurecimiento, indican que Unicamente los
tratamientos Q2 y QL1 registraron valores por debajo del promedio general, tanto
para incidencia como para severidad (Cuadro 3). Por otra parte, el andlisis de
varianza ratifica que el patron presentado por Q2 (AMISTAR 50 WG) en la Figura
3, resulté estadisticamente distinto de Q3 y T. Pese de no poder diferenciarse Q2
de Q1 en incidencia y de Q1 y B en cuanto a la severidad, el peso del efecto de
este tratamiento en el control de la patologia estudiada lo identifican como el

agente mas efectivo en la aparicion y avance de la pudricion del tallo.

Como se menciono, se resalta el efecto obtenido por el tratamiento Q1 (AFUNGIL
50WG).por tener un control aceptable de la patologia. El cual permite contar con
un segundo agente quimico para llevar a cabo una rotacibn adecuada de
productos y con esto disminuir la posibilidad de que el patégeno causante logre
crear resistencia. Por otra parte, los resultados obtenidos hasta la etapa de
aclimatacion sugieren que el tratamiento B (Trichoderma sp.) puede lograr un
control aceptable. Este es un importante hallazgo en el proceso que debe
continuarse para que eventualmente pueda implementarse en un manejo de la

enfermedad que no dependa solo de agentes quimicos.
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Cuadro 3 Incidencia y Severidad de la pudricion del tallo por tratamiento en
plantas de melina clonal, evaluados en ultima etapa productiva del vivero La
Amapola, La Palma, Puerto Jiménez, Costa Rica

Table 3. Incidence and Severity of stem rot by treatment in clonal melina plants,
evaluated in the last productive stage of the La Amapola nursery, La Palma, Puerto
Jiménez, Costa Rica

. Incide*ncia 1 Incidencia  Severidad
Tratamiento (plantas * clon™) (%) (%)
0 1 2 3

Q2 77 59 9 5 8,2a 8,5a

Q1 76 63 6 5 9,8 ab 12,2 ab

B 70 66 8 6 16,2 bc 16,7 ab

Q3 73 60 5 12 17,1c 17,7b

T 64 64 8 14 19,3 ¢ 20,2 b
Promedio 72 63 7 8 14,1 14,8

Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas, prueba medias Tukey
(a=0,05)

Fuente: Carvajal et al. (2020).

Figura 4. Escala diagramatica del avance de la pudricion del tallo en plantulas de
Gmelina arborea clonal en el vivero del INISEFOR en La Palma de Puerto
Jiménez, Pacifico Sur de Costa Rica
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Figure 4. Diagrammatic scale of the progress of Stem Rot in clonal melina
seedlings at the INISEFOR nursery in La Palma, Puerto Jiménez, South Pacific of
Costa Rica

Adicionalmente, la mayoria de los individuos evaluados en los tratamientos Q2, Q1
y B se encontraron en los grados 0 y 1 de la enfermedad (Cuadro 3) (Figura 4),
segun la escala descrita por Carvajal et al. (2020), lo que sustenta su selecciéon
como los mas adecuados para su control. Los sintomas en estas plantas se
limitaron a pequefios puntos y estrias, asi como manchas superficiales que no
superan el 33 % de la superficie de la circunferencia del tallo. Por otra parte, los
tratamientos Q3 y T fueron los que registraron un nimero de plantas evaluadas en

los grados 2 y 3 (Figura 4) de la enfermedad superior al promedio (Cuadro 3).

En una investigacion previa desarrollada por Carvajal et al. (2020), los tres clones
utilizados en la presente investigacion se identificaron como de alta susceptibilidad
genética a la enfermedad. Por este motivo, se intentd identificar el efecto que
causaron los dos agentes de control quimico (Q2 y Q1) sobre estos genotipos, que
son los que ejercieron un mejor control de la enfermedad. Tanto en incidencia
como para severidad se registré6 el mismo patrén, los clones 1 y 3 presentaron
valores inferiores al promedio general, mientras que el 15 obtuvo valores
superiores a la media de ambas variables evaluadas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Incidencia y Severidad de la pudricién del tallo por genotipo en plantas
de melina clonal, evaluados en el vivero La Amapola, La Palma, Puerto Jiménez,

Costa Rica

Table 4. Incidence and Severity of stem rot per genotype in clonal melina plants,
evaluated in the La Amapola nursery, La Palma, Puerto Jiménez, Costa Rica

Clon Incidencia (%) Severidad (%)
1 15,0 6,9
3 16,7 6,1
15 23,0 10,0
Promedio 18,2 7,7

El sombreado en el cuadro identifica el clon que registré valores superiores al promedio general.
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Los resultados sugieren que, a pesar de que los clones 1 y 3 presentaron
susceptibilidad genética a la aparicion y avance de la enfermedad, la aplicacion de
Amistar 50WG o Afungil 50WG la compensaria hasta el punto de registrar valores
de severidad considerados como bajos (Cuadro 4). Chacon y Murillo (2005)
apuntan que actividades culturales en el vivero que demuestren su beneficio en
maximizar la eficiencia del proceso deben aplicarse de manera estricta e intensiva.
Mejorar estos primeros eslabones de la cadena de produccion forestal podria
amortiguar el impacto negativo que sufre la industria de la madera recientemente
(ONF 2019). Sin embargo, en el futuro se debe cuantificar el verdadero efecto de

estos avances.

Aunque los valores presentados por el clon 15 en ambas variables se consideran
altos, no superan los reportados por Rahayu (2010) producto del ataque de
Sclerotium sp. en material clonal en India. Lo anterior refuerza la tesis de que
ninguno de los genotipos deberia eliminarse de la base genética, eventualmente

podrian utilizarse para objetivos o necesidades en el futuro.

Conclusiones y recomendaciones

En total se registré una mortalidad de 34 plantas y la mayor parte correspondio al
tratamiento Testigo (41 %), mientras que los tratamientos Q3 y B (Caldo Bordelés
y Trichoderma sp., respectivamente) presentaron tan solo un 12 % cada uno. A lo
largo de todas las etapas del proceso de reproduccidn vegetativa evaluadas, T
siempre registro los valores mayores, en cuanto a incidencia y severidad de la
patologia, comparado con los cuatro agentes de control. Hasta la etapa de
aclimataciéon, los tratamientos B y Q2 presentaron los valores menores de
severidad. No obstante, en la etapa de endurecimiento, B se ubicé como la tercera
mejor alternativa para el control, lo que sugiere que este agente biolégico tiene un

efecto residual limitado y deben darse aplicaciones mas frecuentes.

Se identific6 a Q2 y Q1 (Azoxystrobin y Benomil, respectivamente) como los
agentes que presentaron el mejor control, tanto en la aparicibn como en el avance

de la enfermedad.. Esto resulta fundamental porque permitiria la rotacion de los
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productos, disminuyendo la posibilidad de que el patégeno desarrolle resistencia

para alguno de estos plaguicidas

El comportamiento observado del tratamiento B (Trichoderma sp) en las etapas de
enraizamiento y aclimataciéon, con respecto a Q2 (Azoxystrobin), quien fue el de
mejor rendimiento en el control de la enfermedad; sugiere la posibilidad de
implantar un control preventivo que alterne este agente bioldgico con los quimicos
seleccionados, previa evaluacion. Esto puede crear las bases de un manejo
integrado de la enfermedad pudricién del tallo y con esto disminuir la carga

guimica del proceso productivo.
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CONCLUSIONES GENERALES

La escala diagramética desarrollada resulté efectiva para identificar y categorizar
desde los rasgos iniciales de la enfermedad (puntos, manchas y estrias) hasta su
evolucion final con la quebradura del tallo como consecuencia de su pudricion. Lo
anterior se ratificé al aplicarla sobre los nueve genotipos. A pesar de registrarse
valores de incidencia y severidad relativamente bajos, se debe poner énfasis en
identificar el patdogeno para determinar formas de evitar su aparicion o, en su

defecto, controlarlo.

A lo largo de todas las etapas del proceso de reproduccion vegetativa evaluadas,
T siempre registré los mayores valores en cuanto a incidencia y severidad de la
patologia, comparado con los cuatro agentes de control. Hasta la etapa de
aclimataciéon, los tratamientos B y Q2 presentaron los valores menores de
severidad. No obstante, en la etapa de endurecimiento, B se ubicé como la tercera
mejor alternativa para el control, lo que sugiere que este agente biolégico tiene un

efecto residual limitado y deben darse aplicaciones mas frecuentes.

Se identifica a Q2 y Q1 (Azoxystrobin y Benomil, respectivamente) como los
agentes que presentaron el mejor control, tanto en la aparicion como en el avance
de la enfermedad. Esto es fundamental en la rotacion de productos que minimice

la posibilidad de que el patdgeno desarrolle resistencia.

El comportamiento observado del tratamiento B (Trichoderma sp.) sugiere la
posibilidad de implantar un control de la enfermedad que alterne este agente
biolégico con los quimicos seleccionados, previa evaluacion. Esto puede crear las
bases de un manejo integrado de la enfermedad pudricion del tallo y con esto la

disminucién de la carga quimica del proceso productivo.
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