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Resumen

El dafio a la lenticela es una afectacién que limita la produccién de aguacate cv. Hass. Dafos de lenticela
severos afectan la calidad del fruto y disminuyen su valor. Existe escasa informacién acerca de la
causalidad de esta afectacién y la que esté disponible es inconsistente. Este estudio tuvo como objetivo
caracterizar los microorganismos cultivables asociados a lenticelas sintomaticas con el fin de evaluar su
participacion en el desarrollo del dafio de la lenticela de aguacate cv. Hass. En el estudio, 63
microrganismos fueron aislados a partir de frutos con sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes
de dos unidades productivas pertenecientes al grupo Cartama y con prevalencias diferenciales del dafio.
Estos microrganismos fueron identificados molecularmente y su potencial patogénico evaluado en frutos
sanos. No se evidenciaron diferencias entre los aislados provenientes de las dos unidades productivas los
cuales estuvieron enriquecidos en Colletotrichum spp. capaces de generar afectaciones en frutos sanos.
Muchos de los géneros aislados ya habian sido asociados al dafio de la lenticela, sin embargo, otros como
Phyllosticta y Nigrospora no habian sido reportados. El potencial patogénico de Phyllosticta fue
corroborado. A pesar de que no se logré agente causal del dafio de la lenticela pues el dafio no pudo ser
replicado in vitro, los resultados de este estudio aportan al entendimiento del dafio de la lenticela de
aguacate cv Hass y da pie a futuras evaluaciones.

Palabras clave: Persea americana Mill., Fitopatogenos, Agente causal.

CHARACTERIZATION OF MICROORGANISMS ASSOCIATED WITH THE LENTICELLE
DAMAGE OF THE CV. HASS AVOCADO FRUIT IN COLOMBIAN PLANTATIONS

Abstract

Damage to lenticels is an affectation that limits the production of Hass avocado. Severe lenticel damage
affects the quality of the fruit and reduces its value. There is little information about the causality of this
affectation and what is available is inconsistent. The objective of this work was to characterize the cultivable
microorganisms associated with symptomatic lenticels to evaluate their participation in the development of
damage to Hass avocado lenticels. At work, 63 microorganisms were isolated from fruits with typical
symptoms of lenticel damage from two farms belonging to the Cartama group and with differential
prevalence of damage. These microorganisms were identified molecularly, and their pathogenic potential
evaluated in healthy fruits of. There were no differences between the isolates from the two farms, which
were enriched in Colletotrichum spp. capable of causing damage to healthy fruits. Many of the isolated
genera had already been associated with lenticel damage, however, others such as Phyllosticta and
Nigrospora had not been reported. The pathogenic potential of Phyllosticta was corroborated. Although the
causal agent of the lenticel damage was not achieved since the damage could not be replicated in vitro, the
results of this work contribute to the understanding of the damage of the Hass avocado lenticel and give
rise to future evaluations.

Key words: Persea americana Mill., Phytopathogens, Causal agent.
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Introduccioén

Colombia cuenta con casi 15.5 mil ha cultivadas de Persea americana cv. Hass que producen
cerca de 95.3 mil t de fruta al afio. Gran parte de esta fruta se exporta a paises como Canada,
Estados Unidos, paises de la Unién Europea, Rusia, entre otros. A pesar de su reciente apogeo,
este cultivo no alcanza su potencial productivo en el pais. El rendimiento de estos cultivos se
estima es alrededor de 9.0 t hal, el cual es bajo, considerando que el rendimiento potencial de

P. americana cv. Hass es cercano a las 30 t ha! (Mesa, 2020).

Mudltiples factores son determinantes para los rendimientos y la calidad de la fruta en los cultivos
de P. americana cv. Hass. La produccion de P. americana cv. Hass es favorecida por climas frios
moderados tipicos de los pisos térmicos que se encuentran entre los 1800 a 2600 msnm en el
pais (Bernal y Diaz, 2020). Los manejos a que se someten los arboles también son determinantes
pues unos buenos manejos resultan en un mayor nimero de frutos que satisfacen los estandares
de calidad para exportacion (Bernal y Diaz, 2020). Por el contrario, las enfermedades vy
afectaciones que impactan los frutos durante la postcosecha son factores limitantes. Entre estas
enfermedades y afectaciones, el dafio de la lenticela se destaca, este se caracteriza por la
aparicion de manchas de color café oscuro o negro bien definidas con diametros entre 1 mmy 5
mm que se desarrollan alrededor de la lenticela y se limita al exocarpo del fruto (Everett et al.,
2008).

Para P. americana cv. Hass, las pérdidas derivadas del dafio de la lenticela se estiman cercanas
a USD 4.8 por Ton, un valor superior a las pérdidas causadas por otros factores como dafios
producidos por acaros, quemaduras solares y golpes (Ramirez-Gil et al., 2020). Las causas del
dafio de la lenticela no son claras, actualmente, el estrés mecanico sufrido por el fruto durante
la cosecha y la postcosecha es una de las causas mas aceptadas. Se hipotetiza que la necrosis
observada en las lenticelas resulta de la oxidacién de polifenoles que son liberados por células
que mueren a causa del estrés mecanico (Zamora- Magdaleno et al., 2001). Otra posible causa

son las infecciones causadas por hongos fitopatégenos.

Con el fin de esclarecer las causas del dafio de la lenticela, el presente estudio evalud la
participacion de microorganismos fitopatbgenos en esta afectacion. Especificamente, se
determinaron cuales son los microorganismos cultivables asociados al dafio de la lenticela en
dos unidades productivas de aguacate cv. Hass ubicadas en dos regiones diferentes de

Colombia y se evalud su capacidad de reproducir el dafio.
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Materiales y Métodos

Descripcién de las unidades productivas y toma de muestras

Se seleccionaron para el estudio dos unidades productivas (UP) del grupo Cartama con diferentes
condiciones agroclimaticas y niveles de afectacion del dafio de la lenticela (Cuadro 1). Se
seleccionaron al azar para cada UP 25 frutos maduros (materia seca 24 %) con sintomas tipicos
del dafio de la lenticela y necrosis del pedunculo de la cosecha principal del 2019. Estos frutos
fueron cosechados con sus peddnculos, sumergidos en una solucion de Timorex Gold ®
(Stockton, Israel) a 2 ml L' y transportados a la universidad EAFIT en donde se almacenaron por

21 dias a 6 °C simulando las condiciones a las que son sometidos los frutos de exportacion.

Cuadro 1. Descripcién de las condiciones geograficas, climéticas y el nivel de afectacion del dafio
de la lenticela de frutos de aguacate ‘Hass’ para las dos unidades productivas del grupo Cartama.

Unidad Altura Precipitacién Temperatura Ubicacién Humedad Dafo
productiva (msnm) anual anual relativa lenticela
(mm) promedio (°C) anual
promedio
Sinai 2000 1670 14.5 Anserma, 87 % Alto
Caldas

Coordenadas: 5°16' 57.12" N 75° 47' 59.23" O

Escondida 2200 2248 16 Rionegro, 85 % Bajo
Antioquia

Coordenadas: 6° 5'58.274" N 75°26'30.48" 0O

Aislamiento de los microorganismos asociados al dafio de la lenticela

Para cada UP, se tomaron muestras de alrededor 25 mm? de area y 3 mm de profundidad con
tejido sano y sintomatico del exocarpo, y del pedunculo de 20 frutos para los aislamientos
fungicos. Los 5 frutos restantes se emplearon para los aislamientos bacterianos. En estos frutos
se tomaron muestras similares, pero solo del exocarpo. Para los aislamientos fungicos, las
muestras de exocarpo o de peddnculo fueron sembradas en cajas Petri con PDA (agar de papa
y dextrosa marca Oxoid) al 50 % y se incubaron a 30 °C hasta observar crecimiento micelial. El
micelio resultante fue sometido a multiples pases en PDA al 50 % hasta la obtencion de colonias
puras las cuales fueron almacenadas en glicerol al 20 % a —80 °C y activadas en PDA al 50 %
por 8 dias a 30 °C para su caracterizacion. Para los aislamientos bacterianos, se emplearon
muestras compuestas que constituian en 4 muestras de exocarpo provenientes de un mismo

fruto. Estas muestras compuestas se pasaron a un Erlenmeyer de 250 con 50 ml de buffer fosfato
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(1.0 M, pH: 7) e incubaron por 24 horas a 120 rpm y 30 °C. El sobrenadante se recuper6 y
centrifugo a 4500 rpm por 15 minutos, y el pellet resultante se sembr6 en cajas Petri con agar
tripticasa de soya al 50 % por agotamiento. Las cajas fueron incubadas a 30 °C por 48 horas,

tiempo a partir del cual se evidenciaron las colonias bacterianas.

Caracterizacion e identificacion de los microorganismos asociados al dafio de la lenticela
La caracterizacion morfologica de las colonias de los aislados se hizo visualmente a partir de
colonias fangicas crecidas en PDA y colonias bacterianas crecidas en TSA. Para las cepas
fungicas se caracteriz6 la morfologia del micelio y de estructuras reproductivas. Para las cepas

bacterianas, las células se tifieron con la tincion Gram y se caracterizé su morfologia.

En el caso de los hongos, la homogenizacion del micelio se hizo con nitrégeno liquido y fuerza
mecanica y la extraccion de DNA se hizo con el DNeasy powersoil kit siguiendo las indicaciones
del fabricante. Para las bacterias, la extraccion de DNA se hizo empleando el protocolo de
Dellaporta et al. (1983).

Para la identificacion molecular de los aislados fungicos se extrajo DNA gendmico de la biomasa
obtenida a partir de cultivos de 48 horas en caldo Sabroud (Merck, Alemania) o en TSB para los
bacterianos. Un volumen de 2.5 pl del DNA gendmico extraido se emple6 en reacciones de PCR
de 25 pl de GoTag® Green Master (Promega, Madison, WI) segun las instrucciones del
fabricante. Las amplificaciones resultantes fueron enviadas a Macrogen (Corea del sur) para su
secuenciamiento en ambas direcciones (forward y reverse) con el método Sanger empleando
como primers de secuenciamiento los mismos primers empleados para la amplificacion en la
PCR.

Para la asignacién taxonémica, los electroferogramas de las dos secuencias obtenidas (forward
y reverse) fueron visualizadas y los extremos de las secuencias trimados manualmente teniendo
la calidad de la secuencia como criterio. Estas secuencias fueron alineadas empleando un
alineamiento global con free end gaps y un costo de matriz con el 65 % de similaridad en
Geneious Prime (version 2020.2.4) para obtener una secuencia consenso por organismo. En los
casos en los que no se contaba con ambas secuencias, es decir, cuando la calidad de una de

ellas no era confiable, se empled una Unica secuencia en lugar de la secuencia consenso.
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Para los aislados bacterianos, la asignacion se hizo comparando las secuencias de cada aislado
con otras secuencias reportadas en el GenBank empleando la herramienta Nucleotid Basic Local
Aligment Search Tool (Altschul et al., 1990). Para los aislados fungicos, un alineamiento similar
al empleado para obtener las secuencias consenso se realizé incluyendo las secuencias de los
aislados y secuencias de cepas tipo de organismos asociados a patologias de aguacate. El
alineamiento obtenido se empled para la construccién de un arbol filogenético por medio del
método estadistico maximum likelihood en MEGA (Version X-64). Este andlisis empleé una
sustitucién tipo nucleotidica con el modelo kimura2-parameter y un tratamiento de gaps de
deleciébn completa y el método filogenético empleado fue remuestreo (“botstrap”) con 100
réplicas. La agrupacion del arbol filogenético obtenido fue empleada para la asignacion

taxondmica de los aislados fangicos.

La prueba exacta de Fisher se empleé para evaluar diferencias entre los aislados fungicos
procedentes de las dos UP y de los dos tejidos de aislamiento (exocarpo y pedunculo). Para el
analisis se utilizé el programa R Core Team, 2020, del cual se usoé la funcion ‘fisher.test’ del
paquete Stats versidén 4.04. usando un nivel de confianza del 95% en el andlisis de los datos. Por
su parte, la diversidad alfa de las comunidades fangicas aisladas se calcul6 empleando la funcién

‘Diversity’ del paquete Vegan versiéon 2.5.7 (Oksanen et al., 2020).

Ensayos de patogenicidad
Para la preparacion de los inéculos para los ensayos de patogenicidad, los aislados fueron
activados en PDA al 50 % o en TSA al 50 % y crecidos en tubos falcén de 15 ml con 10 ml de

caldo Sabroud para los aislados fungicos y TSB para los bacterianos.

Se realizaron dos ensayos de patogenicidad de tamizaje con el fin de identificar los aislados con
potencial patogénico. Estas evaluaciones incluyeron todos los aislados fungicos y bacterianos, y
fueron seguidas por una tercera evaluacion la cual solo incluyo los aislados con potencial

patogénico.

Resultados y Discusion

Se obtuvo un total de 63 aislados a partir del exocarpo y del pedunculo de frutos de aguacate cv.
Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela (Cuadro 2). El 82.5 % de los aislados (52)
fueron fungicos y los demés (11) bacterianos. De los aislados fungicos, 30 provenian de frutos

de la UP El Sinai, correspondientes a 16 aislados del pedunculo y 14 del exocarpo del fruto. Los
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22 restantes provenian de frutos de la UP La Escondida, con 6 aislados del pedunculo y 16 del
exocarpo del fruto. En el caso de los aislados bacterianos, 4 provenian del exocarpo de frutos de
la UP El Sinaiy 7 del exocarpo de frutos de la UP La Escondida. Estas evaluaciones no incluyeron

aislados bacterianos provenientes del peddnculo.

Cuadro 2. Microorganismos aislados a partir lenticelas sintomaticas y pedinculos necrosados de frutos
de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela discriminados segun la
procedencia.

Unidad productiva
Sinai Escondida Total
Tejido Vegetal
Pedinculo Fruto Pedlnculo Fruto

Microrganismo

Hongos 16 14 6 16 52

Bacterias NA 4 NA 7 11
Aislados con asignhacidn taxondmica

Hongos 8 11 6 11 36

Bacterias 4 6 10

NA: No aislados

Caracterizacion morfoldgica de los aislados

Todos los aislados fungicos presentaron micelio septado y en su mayoria colonias algodonosas
y filamentosas, con patrones de colores y texturas variables (Figura 1A-H). Los aislados se
clasificaron en 8 grupos morfolégicos definidos con base en las morfologias de colonias
predominantes observadas (Figura 1 B-H). Los grupos 1 y 2 contenian el mayor nimero de
aislamientos con el 22.6 % (12 aislados) y el 21.0 % (11 aislados). Seguido por el grupo 3 con el
13.2 % (7 aislados), el grupo 4 y 5 con el 9.4 % (5 aislados), cada uno, el grupo 6 con el 5.6 % (4
aislados) y el grupo 7 con un 3.8 % (2 aislados). Los demas aislados (7 aislados) no fueron
incluidos en los grupos morfolégicos pues tenian una morfologia de colonia distintiva o la
morfologia no fue caracterizada pues estos perdieron viabilidad durante el proceso de
almacenamiento (16 aislados). Algunos aislados desarrollaron estructuras reproductivas bajo las
condiciones evaluadas. Tres tipos de estructuras fueron observados (Figura 1 I-K). Las
estructuras mas comunes fueron esporas unicelulares, cilindricas y hialinas (Figura 1 1)
observadas para la mayoria de los asilados del grupo morfolégico 2 (9 aislados) y tres aislados
del grupo morfolégico 4. Dos aislados de los grupos morfologicos 4 y 5 presentaron esporas
semicilindricas y melanizadas con septos horizontales y verticales (Figura 1 J) y un aislado del

grupo 3 presento estructuras melaniazadas circulares (Figura 1 K).
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Figura 1. Caracterizacién morfoldgica de los aislados fungicos obtenidos a partir lenticelas sintométicas y
pedinculos necrosados de frutos de aguacate cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela
provenientes de las unidades productivas El Sinai y La Escondida. A) Imagen representativa del micelio
septado. B-H) Fotos representativa de los ocho grupos morfolégicos. J-K) Imagenes de las estructuras
reproductivas formadas por los aislados fungicos. Las fotos corresponden a cultivos de 8 dias en PDA al
50 %.

En el caso de los aislados bacterianos, todos fueron cocobacilos Gram negativos y solo dos
morfologias de colonia fueron evidenciadas. Estas morfologias de colonias se emplearon para
dividir los aislados bacterianos en dos grupos morfologicos (Figura 2) en donde el grupo

morfoldégico A fue predominante con el 72.2 % de los aislados (8 aislados).

Asignacion taxonomica de los aislados

La asignacion a nivel de genero se logré para 36 aislados fungicos (69.2 %) a través de técnicas
moleculares. Entre los 16 aislados que no fueron identificados estaban aquellos que perdieron
viabilidad durante el proceso de almacenamiento (15 aislados) o aislados con electroferogramas
de baja calidad que imposibilitaron la asignacién taxonémica (1 aislado). El género Colletotrichum
fue predominante con 13 aislados (36.1 %). Otros géneros observados fueron Neuroespora, con
seis aislados (16.6 %), Nigrospora, Diaporthe y Phyllosticta, cada uno con 3 aislados (8.3 %),
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Bipolaris con 2 aislados (5.5 %), Daldinia y Entoanema, con un aislado cada uno (2.7 %). Cuatro
aislados (11.1 %) recibieron una asignacién preliminar entre los géneros Cytospora y Diaporthe.
La composicién de las comunidades fangicas aisladas no diferia de una UP a la otra con un nivel
de confianza del 95 % segun la prueba de Fisher (Figura 3A, P=0.074). Aunque, la comunidad
aislada de El Sinai fue ligeramente mas diversa segun la probabilidad de Simpson (0.78
comparada a 0.75 para La Escondida). Mientras que los géneros Colletotrichum, Bipolaris,
Nigrospora, Neuroespora, Cytospora y Diaporthe fueron aislados de ambas UP, géneros como
Entoanema y Phyllosticta fueron exclusivos del Sinai y Daldinia de La Escondida.

Figura 2. Caracterizacion morfoldgica de los aislados bacterianos obtenidos a partir de lenticelas
sintométicas de frutos de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela
provenientes de las unidades productivas El Sinai y La Escondida. A y C) Imagenes representativa de los
dos grupos morfoldgicos. B-D) Imagenes representativas de las tinciones de Gram. Las fotos
corresponden a cultivos de 4 dias en TSA.

Contrario a lo observado para las UP, las comunidades fungicas aisladas provenientes del
exocarpo del fruto difirieron a las provenientes del pedunculo (Figura 3B, P<0.001), siendo la
comunidad del pedunculo mas diversa (probabilidad de Simpson de 0.82 comparada a 0.64 para
el exocarpo del fruto). Colletotrichum fue el género prevalente en el exocarpo del fruto
representando el 52.2 % de aislados provenientes de este tejido, respectivamente. En el
pedunculo, los géneros dominantes fueron Neurospora, representando el 30.8 % de los aislados
(4 aislados), y Nigrospora, representando el 23.1 % (3 aislados).
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Figura 3. Comunidades fungicas aisladas a partir de lenticelas sintoméaticas y pedunculos necrosados de
frutos de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela discriminados segun A)
la unidad productiva (El Sinai y La Escondida) y B) el tejido de aislamiento (fruto y pedinculo).

La diversidad en los aislados bacterianos fue baja observandose un género dominante (Pantoea)
asignado al 60.0 % de los aislado (6 aislados). Los demas aislados fueron asignados a los

géneros Paenibacillus, Pseudomona, Bacillus, y la familia Enterobacteriaceae.

Ensayos de Patogenicidad

El 30.1 % de los aislados fungicos (16 aislados) generaron alguna afectacion al ser inoculados
en frutos sanos de aguacate cv. Hass en los ensayos de tamizaje. Cuatro tipos de afectaciones
fueron identificadas (Figura 4): Aumento del nimero o tamafio de las lenticelas necrosadas
(Figura 4A), crecimiento micelial, (Figura 4B), pudricion del fruto (Figura 4C) y aparicion de islas
verdes (Figura 4D). Todas estas afectaciones coincidieron con el sitio de inoculacion y fueron
independiente del tipo de inoculacion. Los aislados bacterianos también fueron incluidos en estas
evaluaciones, sin embargo, ninguno causé afectaciones por lo que fueron considerados como

aislados sin potencial patogénico.
Entre los aislados mas patogénicos se encontr6 Colletotrichum, que fue recurrente con cinco

aislados pertenecientes a este género, Neurospora (1 aislado), Bipolaris (1 aislado), Phyllosticta

(1 aislado) y Cytospora (1 aislado).
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Figura 4. Afectaciones observadas en frutos sanos de Persea americana cv. Hass inoculados con los
aislados flingicos obtenidos a partir de lenticelas sintomaticas y pedunculos necrosados de frutos de
Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes de las unidades
productivas El Sinai y La Escondida. Imagenes tipicas de, A) el aumento en las lenticelas, B) el
crecimiento micelial en el exocarpo del fruto, C) la pudricion del fruto alrededor de la inoculacién, y D)
desarrollo de islas verdes.

Muchas de las cepas flngicas encontradas pertenecian a géneros como Colletotrichum y
Diaporthe que ya habian sido reportados como géneros asociados al dafio de la lenticela de P.
americana cv. Hass en trabajos similares (Darvas, Jozsef, 1982; Tamayo Molano, 2007). Sin
embargo, otros géneros como Phyllosticta y Nigrospora, que también fueron aislados, no habian
sido reportados. Independiente de haber sido asociados al dafio de la lenticela, la mayoria de los
géneros aislados han sido reconocidos por incluir hongos fitopatégenos capaces de producir
sintomas como chancros, antracnosis, manchas negras y tizon en diversos cultivos (Baayen et
al., 2002; Fang et al., 2020).

Un ndmero limitado de trabajos han evaluado la relacién entre el dafio de la lenticela y
fitopatdgenos bacterianos (Scortichini, 2010; Smith, 1925). En particular, Smith (1925) atribuye el
dafo de la lenticela del aguacate a Bacterium citriputeale, actualmente, Pseudomonas syringae
pv. syringae. Entre los aislados bacterianos, solo un aislado pertenecia al género Pseudomonas,
pero este no mostrdé potencial patogénico. Pantoea, que fue el género mas comun, también
incluye algunos fitopatégenos capaces de causar chancros en citricos y tizon en arroz (Sherafati
et al., 2014). Sin embargo, este no ha sido reportado como fitopatégeno de aguacate lo que es

consecuente con nuestras observaciones de que ninguno de nuestros aislados causo dafio en P.
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americana cv. Hass. Entre nuestros aislados bacterianos también observamos Bacillus sp.,
Paenibacillus sp. Enterobacteriaceae sin embargo estos tampoco han sido reportados como

patdgenos de aguacate y no generaron sintomas.

En este trabajo, no encontramos evidencia de que las diferentes severidades del dafio de la
lenticela observado para las UP este asociado a diferencias en la composicion y la diversidad de
las comunidades fungicas. Las comunidades aisladas no fueron diferentes entre las UP a un nivel
de confianza del 95 %, aunque vale mencionar que si se observaron diferencias a un nivel de
confianza del 90 %. Otra observacion importante es que algunos géneros estuvieron limitados a
una UP especifica. Por ejemplo, Phyllosticta spp. y Entoanema spp. solo fueron aislados del Sinai
y Daldinia spp de La Escondida. Por el contrario, Colletotrichum spp., Bipolaris spp., Nigrospora
spp, Neurospora spp. y Cytospora/Diaporthe spp. fueron aislados de ambas UP. Esto es
importante porque, mientras que estos géneros comunes podrian ser considerados como parte
de la microflora tipica del cultivo de P. americana cv. Hass., aquellos no comunes podrian ser

pensados como géneros variables que dependen de las condiciones agroclimaticas de la UP.

Durante el estudio no se logré completar los postulados de Koch, por lo que no podemos asegurar
que el agente causal del dafio de la lenticela este entre los microrganismos aislados, sin embargo,
los resultados son de importancia pues aportan al entendimiento del dafio de la lenticela de
aguacate cv Hass. Nuevos géneros con potencial patogénico fueron encontrados ademas de los
comunmente asociados con este dafio. Esto reafirma lo observado por estudios previos y aporta
conocimiento nuevo. Este estudio da pie a futuros estudios en los que se evallen algunas de las
preguntas que surgieron durante este ¢ Existe una microflora comuin del cultivo de aguacate cv.
Hass y otra variable que depende de las condiciones agroclimaticas de cada cultivo? ¢Qué
implicaciones tienen esta microflora variable? ¢ Existe una fase de latencia en el ciclo de vida del
agente causal del dafio de la lenticela que dificulta la replicacién del dafo in vitro? Futuras
evaluaciones que incluyan mas sitios de muestreo y evaluaciones de patogenicidad en campo

permitiran dar respuesta a algunas de estas preguntas.
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