PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
FACULTAD DE AGRONOMIA

AREA DE FRUTICULTURA

A

N U
\C) FIDES ET LABOR A?L

TALLER DE LICENCIATURA

ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE TRISTEZA DEL PALTO
(Phytophthora cinnamomi) Y CANCROSIS DE RAMILLAS
(Fusicoccum aesculi) EN PLANTAS DE PALTO var. HASS.

IVANNA MURIEL ROJAS JAMETT

QUILLOTA CHILE

2004



iINDICE DE MATERIAS

1. INTRODUCCON

2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Phytophthora cinnamomi
2.1.1. Taxonomia

.2. Morfologia

.3. Rango de hospederos

4. Sintomatologia

.5. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia
.6. Factores predisponentes
.6.1. Humedad del suelo

.6.2. Temperatura

2.1.6.3. Aireacién

2.1.6.4. Interacciones en el suelo
2.2. Fusicoccum aesculi

2.2.1. Taxonomia

2.2.2. Morfologia

2.2.3. Rango de hospederos
2.2.4. Sintomatologia

2.2.5. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia
2.2.6. Factores predisponentes
2.2.6.1. Humedad relativa
2.2.6.2. Temperatura

2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1

3. MATERIAL Y METODO

3.1. Aislamiento para hongos
3.1.1. Phytophthora cinnamomi
3.1.2. Fusicoccum aesculi

3.2. ldentificacion

3.2.1. Phytophthora cinnamomi
3.2.2. Fusicoccum aesculi

3.3. Conservacién de cepas obtenidas de los aislamientos
3.4. Inoculacién

3.4.1. Phytophthora cinnamomi
3.4.2. Fusicoccum aesculi

3.5. Disefio experimental

3.6. Evaluacion de los resultados



4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS
4.1. ldentificacion de patdégenos

4.1.1. Phytophthora cinnamomi

4.1.2. Fusicoccum aesculi

4.2. Evaluacion de los tratamientos

4.2.1. Incremento del crecimiento en la altura de plantas
4.2.2. Numero de hojas

4.2.3. Area foliar total

4.2.4. Largo de cancro

5. CONCLUSIONES

6. RESUMEN

7. ABSTRACT

8. LITERATURA CITADA
ANEXOS

31
31
31
32
33
33
37
39
42

47

48

49

50



1. INTRODUCCION

En la especie Persea americana Mill, la pudricién de raicillas ocasionada por
Phytophthora cinnamomi Rands, corresponde a la enfermedad mas
importante y mas ampliamente distribuida en esta especie frutal, tanto en
Chile como en el mundo.

En Chile es particularmente grave, debido a que gran parte de la zona
cultivada con esta especie se encuentra en suelos pesados o arcillosos, los
que al acumular una excesiva humedad se ven afectados por este patégeno
(ARENAS, 1998).

La tristeza se caracteriza por un progresivo decaimiento de los arboles
enfermos, los que inicialmente presentan hojas flaccidas, pequefias, con
clorosis leve o moderada. Existe defoliacion y eventualmente muerte parcial
o total de los arboles enfermos. EIl crecimiento vegetativo se detiene y la
produccién se reduce progresivamente, tanto en cantidad como en calidad
(LATORRE, DE ANDRACA y BESOAIN, 1998).

En Chile, sélo se han descrito como enfermedades econémicamente
importantes la tristeza del palto y verticilosis causada por Verticillium dahliae,
sin embargo en 1986 un grupo de investigacién del INIA reporté a Dothiorella
sp. como el agente causante de cancrosis en ramas de palto. BESOAIN et
al. (2003) describieron la fase sexual de Dothiorella sp. (Botryosphaeria
berengeriana) afectando a ramillas y frutos de palto.



Su sintomatologia caracteristica incluye cancros en ramas, acompanados de
exudacién de savia, que se solidifica y adquiere apariencia salina, debido a
su color blanco y consistencia sélida. En frutos produce una pudricién de
color gris (PINTO, ALVAREZ y TOBAR, 1986).

Fusicoccum aesculi, es un hongo polifago de aparicion frecuente en las
regiones templadas y tropicales, donde ha sido relacionado con céancer y
muerte regresiva de ramas, troncos, con podredumbres de raices y frutos. Ha
sido reportada como causa de podredumbre en frutos de palto, citricos,
duraznero, guayabo, manzano y pistacho (MICHAILIDES, 1991; KUNIMOTO
y KO, 1984; RITTENBURG y HENDRIX, 1983).

El dafio en las raices alimenticias debido a la pudriciébn causada por
Phytophthora cinnamomi, provoca un estrés hidrico en las plantas de palto,
por otra parte, el estrés hidrico es uno de los factores predisponentes para la
cancrosis de ramillas provocada por Fusicoccum aesculi, por lo tanto se
puede inferir que ambas enfermedades podrian interactuar en el arbol.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el posible sinergismo
existente entre la tristeza del palto y la cancrosis de ramillas, ambas
enfermedades que afectan al cultivo del paito.

Objetivos especificos, incluyen la obtencion de aislados de Phytophthora
cinnamomi a partir de raices de palto y de Fusicoccum aesculi desde cancros



en ramillas de palto. Ademas de determinar la virulencia de las cepas de
Fusicoccum aesculi.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Phytophthora y Pythium son géneros de la familia Pythiaceae. La forma
correcta de distincidbn entre ambos géneros estd en la germinacion
esporangial, pues las zoosporas de Pythium se diferencian en una vesicula
formada en el extremo del esporangio, en cambio en Phytophthora se
producen y diferencian en el esporangio, sin formar vesicula
(ALEXOUPOLUS y MIMS, 1979).

2.1. Phytophthora cinnamomi:

2.1.1. Taxonomia

Phytophthora cinnamomi Rands pertenece a la Divisibn Mastigomycota,
subdivisién Dipiomastigomycotina, clase Oomycetes, orden Peronosporales y
familia Pythiaceae (AGRIOS, 1985; ALEXOUPOLUS y MIMS, 1979;
RIBEIRO, 1978).

2.1.2. Morfologia

El micelio no presenta septos y su principal caracteristica que sirve para
diferenciarla de otras especies de Phytophthora, la constituyen sus hifas con
hinchazones, las que adquieren un aspecto botrioso a coraliforme (ERWIN y
RIBEIRO, 1996).



Se caracteriza, ademas, por ser hialino, ligero o profusamente ramificado,
cenocitico, pero en la medida que el tiempo transcurre, se pueden apreciar
carentes de protoplasma y a veces aparecen septos (RIBEIRO, 1978;
WATERHOUSE, 1963).

El esporangiéforo es indiferenciable de las hifas (RIBEIRO, 1978;
WATERHOUSE, 1963). Los esporangios son no papilados de forma ovoide,
piriforme o elipsoidal a elongado-elipsoidal con un apice compacto, no
sobresaliente. Se estrechan o redondean hacia la base (ERWIN y RIBEIRO,
1996). Miden en promedio 75 um de largo y 40 ym de ancho, aunque esto
uitimo es variable (HO y ZENTMYER, 1977).

Los esporangios se producen a potenciales matricos del suelo de entre -10
mb y -2500 mb a 15-35°C (con un 6ptimo a 24°C, pH 5,5). La temperatura,
potencial matrico y pH del suelo, también influyen en que los esporangios
germinen directamente o liberen zoosporas moéviles (SMITH et al., 1992).
Son incoloros o de color amarillo leve en algunas especies se produce
proliferacién, en donde el nuevo esporangio crece desde la base de un
esporangio vacio. Las proliferaciones pueden ser internas o externas y el
esporangio puede ser caduco o deciduo. El contenido interior se divide en un
numero indefinido de zoosporas reniformes y biflageladas (RIBEIRO, 1978;
WATERHOUSE, 1963), con una marcada habilidad para sintetizar una pared
celular enquistada en pocos minutos (BARTNICKI-GARCIA y WANG, 1983).

Posee clamidiosporas apapiladas en posicion terminal o intercalada, y su
forma varia de esférica a ovoide (RIBEIRO, 1978; WATERHOUSE, 1963).



Son estructuras de sobrevivencia que se forman abundantemente en cultivos
y tejidos infectados, poseen un diametro promedio de 41 um (ERWIN y
RIBEIRO, 1996). Son globosas y de paredes delgadas (ZENTMYER, 1980).
Estas estructuras son eventualmente liberadas en el suelo, donde persisten
por periodos prolongados y germinan a través de varios tubos germinativos
(COFFEY, 1991).

Esta especie es heterotélica, las oosporas se forman cuando los tipos A1y
A2 se aparean (ZENTMYER, KLURE y POND, 1979; GALINDO vy
ZENTMYER, 1964; HAASIS y NELSON, 1963). Las oosporas se pueden
formar sin fertilizacion en cultivos del tipo A2, cuando es incubado en
extractos de raices (ZAKI et al., 1983; ZENTMYER, 1952) 0 en granos de
avena. Los oogonios son redondos y a menudo con una base estrechada,
de pared lisa, hialina, cuyo diametro promedia 40 um (ROYLE y HICKMAN,
1964). Las oosporas son redondas, hialinas a amarillas-cafesosas y su
didametro promedio depende del medio de cuitivo, aunque va en un rango de
20-40 pm (RIBEIRO, ERWIN y ZENTMYER, 1975).

El patégeno puede sobrevivir en suelos himedos por muchos afios, ya sea
en raices alimenticias muertas, como micelio inactivo, clamidiosporas u
oosporas. Las oosporas se forman en presencia de raices de palto, pero no
se encuentran en tejidos naturaimente infectados (ZENTMYER vy
MIRCETICH, 1966). El agua libre no es esencial para la produccion de
clamidiosporas y oosporas de Phytophthora cinnamomi, aunque estas
esporas pueden ser producidas en medio liquido (MIRCETICH vy
ZENTMYER, 1967).



2.1.3. Rango de hospederos

Phytophthora cinnamomi fue descrita por primera vez por Rands en 1922, y
desde ese tiempo se ha constatado que causa pudricidn de raices y/o
cancros en aproximadamente 1000 especies diferentes, en unos 70 paises
(COFFEY, 1991).

Phytophthora cinnamomi ataca a mas de 950 especies y cultivares,
principaimente de plantas lefiosas, muchas de éstas se cultivan en Europa
como arboles y arbustos ornamentales o como arboles para madera o fruta.
Entre ellos se destacan los siguientes géneros. Acacia, Acer, Arbutus,
Azalea, Betula, Calluna, Camellia, Castanea,  Chamaecyparis,
Cupressocyparis, Cupressus, Erica, Eucalyptus, Fagus, Hebe, Hibiscus,
Juglans, Juniperus, Larix, Lavandula, Laurus, Magnolia, Malus, Morus,
Myrtus, Nothofagus, Olea, Persea, Picea, Pinus, Platanus, Prunus, Pyrus,
Quercus, Rhododendron, Robinia, Syringa, Taxus, Ulex, Vaccinium, Vitis
(ZENTMYER, 1980).

Gran nimero de especies nativas de Australia son hospederos, al igual que
las especies provenientes de climas tropicales y subtropicales (ZENTMYER,
1983; ZENTMYER, 1980; DOMSCH, GAMS y TRAUTE-HEIDI, 1980; PINTO
y ENGLISH, 1972; ROTH, 1963; THORN y ZENTMYER, 1952).



2.1.4. Sintomatologia

Los primeros sintomas que presenta un arbol enfermo son: la pérdida del
brillo de las hojas y el marchitamiento parcial al medio dia, adn cuando los
niveles de agua en el suelo sean adecuados (WHILEY et al., 1986).

La pudricion de raices puede atacar arboles de todas las edades, incluyendo
arboles jovenes de vivero sobre portainjertos tolerantes. El dafio mas severo
se produce en suelos pesados 0 suelos arenosos y ligeros con
impedimentos de drenaje causados por arcilla o rocas en el subsuelo
(COFFEY, 1991; BEKEY, 1987).

En los primeros estadios de la enfermedad, es comin que los arboles
presenten mayor carga frutal, producto probablemente de la acumulacién de
carbohidratos en la parte superior del arbol, siendo un efecto atribuido a la
muerte de raices (ZENTMYER, 1980). Al respecto, BESOAIN (1990) sefala
que las raices no actuan como "sink" de absorcidén de nutrientes, por lo que
éstos quedarian en la parte alta del arbol, provocando un aumento de la
produccion al primer afio de la infeccidon con el hongo. Posteriormente,
desde el segundo afio, los sintomas propios de la enfermedad en la parte
aérea se muestran progresivamente, aumentando la severidad en forma
sostenida.

Arboles con sintomas mas avanzados presentan necrosis de raices, fuerte
caida de hojas, muerte de ramas pequenas, las hojas se tornan color verde
palido o amarillo, de menor tamafo y apariencia marchita (WHILEY et al.,



1986). Posteriormente, se produce una defoliacién y muerte de ramas hasta
causar la muerte del arbol (COFFEY, 1991; WHITE, 1989; BEKEY, 1987,
WHILEY et al., 1986; ZENTMYER, 1980; VERGARA, 1957).

Es caracteristico en arboles con un estado avanzado de la enfermedad, que
carezcan de nuevos crecimientos y ademas que presenten una carga
abundante y de bajo calibre (COFFEY, 1991; ZENTMYER, 1980).

En algunos casos, cuando la infeccion es muy severa, se puede observar en
la base del tronco la formaciéon de cancros con presencia de exudaciones
azucaradas y apariencia blanquecina (COFFEY, 1991; ZENTMYER, 1980).

Los sintomas aéreos son producto de la infeccion a nivel de las raicillas
absorbentes (1-3 mm de didmetro), las que presentan una pudriciéon negra y
firme, que puede progresar en longitud (COFFEY, 1991; ZENTMYER, 1980).

La absorcion de agua y su transporte ascendente se reduce y éste es el
origen de los sintomas en el follaje, incluso, los arboles con tristeza tienen
mas agua a su alrededor que los arboles sanos, debido a que esa agua no
es absorbida por las raices. Cuando el arbol pierde mas agua por
transpiracién que la absorbida por un sistema radical podrido, empieza a
mostrar los sintomas de marchitamiento de hojas. La falta de agua también
reduce la capacidad de las hojas para formar clorofila y ésto es causa de
clorosis. Las hormonas que controlan la caida de las hojas también se
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afectan por el déficit de agua y causa la caida prematura de las hojas
(ZENTMYER, 1980).

LABANAUSKAS, STOLZY y ZENTMYER (1975), sefialan que la nutricién
también se afecta, el nitrégeno se incrementa, se detiene el movimiento del
fésforo hacia los tejidos y se afecta la absorcién de manganeso, cobre y
fierro. Estos problemas nutricionales causan amarillamiento, follaje escaso y
aborto de flores y frutitos.

La infeccién que ataca a las raices, estd determinada por una atraccién
positiva del tubo germinativo de las zoosporas moéviles, producto de la
liberacién de ciertos exudados radicales a nivel de la zona de elongacién,
correspondientes a aminoacidos (ZENTMYER, 1966).

El fruto de palto también puede ser colonizado por Phytophthora cinnamomi
produciendo una pudricién firme, de color café. Sin embargo, este sintoma
no es muy comun bajo condiciones de campo (ZENTMYER, 1980).

2.1.5. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Phytophthora cinnamomi puede ser diseminado de varias maneras,
incluyendo movimiento del suelo en el vivero, por el agua, la que puede llevar
zoosporas, otros propagulos e infectar trozos de raices y muy
ocasionalmente, por semillas provenientes de frutos infectados (ZENTMYER,
MENGE y OHR, 1994). Otras vias de diseminacién consisten en el



11

transporte de cualquier tipo de material vegetal, equipos de cultivo, zapatos,
botas 0 animales que lleven suelo y la comercializacion de plantas enfermas
(ZENTMYER, 1980).

La pudricién radical es mas severa y se desarrolla rapidamente en suelos
con pobre drenaje, sobrerriego o lluvias excesivas. El indéculo se puede
incrementar, desde niveles practicamente indetectables a altos niveles en
pocos dias, debido a que produce generaciones en corto tiempo y a la alta
capacidad reproductiva. Este aumento en cantidad de indculo, se produce
principalmente cuando aumenta la temperatura y la humedad del suelo,
ademas debe estar bien aireado y en presencia de gran cantidad de raicillas
alimenticias (ZENTMYER, MENGE y OHR, 1994).

El patégeno sobrevive en el suelo, primeramente como clamidiosporas en las
raices alimenticias débiles, estas esporas eventuaimente son liberadas en el
suelo donde persisten por largos periodos. Las clamidiosporas germinan
produciendo tubos germinativos. La produccién de clamidiosporas y
esporangios ocurre en el suelo cuando la temperatura varia entre 24°C y
28°C (COFFEY, 1991). La humedad del suelo incrementa la produccién de
esporangios y favorece las condiciones de liberacion de las zoosporas
(KHEW y ZENTMYER, 1973). Cuando el esporangio germina libera entre
10-30 zoosporas moviles, que en contacto con la superficie sélida de las
raicillas del hospedero, se enquistan (COFFEY, 1991).

La produccién de zoosporas puede ocurrir en menos de 48 horas, y a partir
de éstas, el hongo tiene la capacidad de producir millones de esporas en un
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corto periodo de tiempo. Las zoosporas son las responsables de la rapida
colonizacién del patégeno, estas zoosporas son fragiles y s6lo se mueven en
el suelo por periodos de tiempo que varian entre pocos minutos a horas,
dependiendo de su energia de reserva y de los factores que inducen el
enquistamiento (KHEW y ZENTMYER, 1973).

La liberacidbn de exudados radiculares (aspargina y glutamina), crea un
gradiente quimiotaxico que atrae un gran nimero de zoosporas hacia la zona
de elongacion de las raices (COFFEY, 1991; KHEW y ZENTMYER, 1973).
Los quistes esféricos germinan e infectan las raices alimenticias del
hospedero, invadiendo intercelularmente el cortex de la raiz, causando
pudricién en el tejido de la raiz. La infeccidn ocurre rapidamente y en pocos
dias se forman clamidiosporas y esporangios en las raices débiles. Las
clamidiosporas con su doble pared y lipidos de reserva sobreviven por largos
periodos de tiempo en restos de raices y suelo. Las oosporas también
pueden sobrevivir por largos periodos de tiempo dentro o fuera del
hospedero, es poco frecuente y probablemente no juega ningin rol
importante en el ciclo de la enfermedad (ZENTMYER, MENGE y OHR, 1994;
COFFEY, 1991).

2.1.6. Factores predisponentes
2.1.6.1. Humedad del suelo
La humedad del suelo, es un factor ambiental primario que influye en el

desarrollo de la pudricién de raices causada por Phytophthora cinnamomi, en
cuanto a: crecimiento, esporulacion y proceso de infeccidn resultante. La alta
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humedad del suelo aumenta la infeccién, principalmente, debido al
incremento de la formaciéon de esporangios y las condiciones apropiadas
para la liberaciéon de zoosporas, movilidad y movimiento al sitio de infeccidén
(ZENTMYER, MENGE y OHR, 1994).

La condicidn de exceso de humedad se puede presentar por una mala
practica de riego, por presencia de niveles freaticos altos, o bien por el uso
de suelos de textura pesada, con drenaje deficiente (COFFEY, 1991,
BEKEY, 1987; MORALES y MORENO, 1986; MORALES, 1985; ZENTMYER,
1980; PINTO y ENGLISH, 1972). Al respecto, DU PLESSIS (1991) sefiala
gue en suelos pesados siempre existe peligro de sobresaturar las primeras
estratas, cuyas condiciones fisicas y quimicas empeoran con el tiempo,
afectando la zona donde se encuentra el mayor nimero de raices. Esto
reduce el suministro de oxigeno e incrementa la susceptibilidad a ataques de
Phytophthora cinnamomi.

STERNE, ZENTMYER y KAUFMANN (1977) indican que las condiciones de
alta humedad, -10 ¢cb 0 mayores, incrementan la incidencia de pudricion de
raices en paltos. Por otra parte, COFFEY (1991) sefiala que el déficit hidrico
reduce el vigor radical, y con ello decrece su resistencia fisioldgica al ataque
de Phytophthora cinnamomi, el exceso de humedad como el déficit hidrico,
pueden acelerar los sintomas de ftristeza. Phytophthora cinnamomi solo
forma esporangios en cultivos liquidos, tal como extractos de suelo
(MEHRLICH, 1935), en soluciéon salina (CHEN y ZENTMYER, 1970) y en
raices enfermas en agua.
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2.1.6.2. Temperatura

La especie Phytophthora cinnamomi tiene un rango angosto de temperatura
en la cual puede formar esporangios, 1o que limita su actividad patogénica a
ciertas estaciones del afio (ZENTMYER, 1980).

En invierno, las bajas temperaturas del suelo reducen la actividad del hongo
(GARDIAZABAL y ROSENBERG, 1991; WHILEY, CHAPMAN y SARANAH,
1988). El mayor dafio es causado en los meses de verano, donde se dan las
mejores condiciones para el desarrollo del patégeno, con una gran
abundancia de raices finas absorbentes, susceptibles a la infeccién por el
hongo (ZENTMYER, 1980).

Las temperaturas Optimas para la infeccidn de Phytophthora cinnamomi
flucttan entre 21-30°C, mientras que hay poca o nula infeccién a 33°C o
entre 9-12°C. Estas temperaturas coinciden con la curva de crecimiento del
hongo. La respuesta de crecimiento de plantulas de palto a temperaturas de
suelo, es casi similar a aquellas del desarrollo de la enfermedad vy
crecimiento del hongo, con la excepcidn de los paltos que crecen bien a 33°C
(ZENTMYER, MENGE y OHR, 1994).

El micelio de Phytophthora cinnamomi en agar cornmeal y clamidiosporas en
suelo naturalmente infestado, son inactivadas a temperaturas bajo 0°C. La
velocidad de inactivacion esté directamente relacionada al nimero de grados
bajo cero. La inactivacién del micelio ocurre en 2, 6 6 16 dias a -6,7, -3,8 y -
1,4°C respectivamente (BENSON, 1982).
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2.1.6.3. Aireacion

La aireacion, en conjunto con la humedad, es un factor importante en la
formacién de esporangios (ZENTMYER, 1980). MITCHELL y ZENTMYER
(1971) reportaron que la producciéon de esporangios de varias especies de
Phytophthora es inhibida por bajas concentraciones de oxigeno (O;) y
también por altas concentraciones de anhidrido carbénico (CO2). Sin
embargo, Phytophthora cinnamomi no es favorecida por ninguno de los
tratamientos, debido a que necesita un medio liquido para la formacién de
esporangios.

El rango de tolerancia de Phytophthora cinnamomi a niveles de O, y CO;, es
amplio y algunos datos indican que es un hongo menos aerébico que los
demas patdgenos comunes del suelo como Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii y Phytophthora cactorum (DURBIN, 1959).

Phytophthora cinnamomi invade raices de palto mas activa y efectivamente
en solucion de nutrientes cuando éstas son burbujeadas con aire, que
cuando se usa una mezcla nitrogeno/aire para proveer bajas concentraciones
de oxigeno. Reduciendo el contenido de O de la solucidn aireada se reduce
la velocidad de desarrollo de la enfermedad. El ataque mas rapido del
hongo ocurre a altos niveles de O, (6,8-7,2 ppm 0 15-16% O,). A este nivel
la pudricibn de raices ocurre en dos dias. Una larga exposicion a
concentraciones muy bajas de O; (0,05-0,5 ppm) resulta en muerte de las
plantulas, lo que indica la inutilizaciéon de estas concentraciones como control
de Phytophthora cinnamomi en paltos afectados. Al existir una baja
proporcidn de oxigeno en el suelo, se produce asfixia radicular. Este
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determina una respiraciéon anaerobia intramolecular en tejidos radicales, que
promueve la formacion de productos como anhidrido carbénico, aldehido
acético, alcohol etilico, acido lactico y otros, que resultan téxicos para las
propias raices (DURAN, 1976).

2.1.6.4. Interacciones en el suelo

La interaccién entre la humedad del suelo, temperatura de éste y la aireacidén
ejercen una gran influencia sobre la patogenicidad de Phytophthora
cinnamomi. La humedad del suelo, es el primer factor que influencia el
desarrollo de este patégeno y también temperaturas del suelo del orden de
16°C hasta 30°C (rango donde crece activamente), las que favorecen la
infeccién y su desarrollo, siendo el rango de temperatura éptima entre 21°C y
24°C, todo ésto acompafiado de una buena aireacién (15-16%), pues se trata
de un hongo aerdbico (COFFEY, 1991; ZENTMYER, 1980; CURTIS y
ZENTMYER, 1949). En relacion al pH, se favorece con suelos neutros a
acidos. Cuando éste fluctia entre 5,5 y 6,0 es ideal para la infeccion y
desarrollo del hongo (ZENTMYER, 1980).

2.2. Fusicoccum aesculi:

2.2.1. Taxonomia

Botryosphaeria berengeriana De Not (sin Botryosphaeria dothidea (Moug. ex
Fr) Ces. & De Not; Botryosphaeria ribis Grossenb. & Dugg) pertenece a la

familia Botryosphaereaceae, orden Dothideales y a la clase Ascomycete. La
fase asexual del hongo se denomina Fusicoccum aesculi (sin Dothiorella
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gregaria Sacc.). Su fase sexual forma ascocarpos que contienen ascas
bitunicadas vy filiformes con ocho ascosporas hialinas y ovoides en su interior.
Su anamorfo forma picnidios que producen conidias hialinas y fusiformes, es
la forma en que se encuentra con mayor frecuencia en la naturaleza
(MICHAILIDES, 1991; SUTTON y ARAUZ, 1991; SUTTON, 1980).

Generalmente la cancrosis causada por Dothiorella se ha atribuido al
anamorfo de Botryosphaeria berengeriana De Not (sin Botryosphaeria
dothidea (Moug. ex Fr) Ces. & De Not; Botryosphaeria ribis Grossenb. &
Dugg), que alguna vez fue considerado como Dothiorella gregaria Sacc. y
que ha sido nombrado por JONHSON (1994) como Fusicoccum aesculi
Corda.

2.2.2. Morfologia

Cuando el hongo es aislado en agar papa dextrosa a 22°C, produce un
micelio blanco algodonoso que se torna gris, verde olivaceo y finalmente
negro, junto con la aparicién de numerosos picnidios aislados o estromaticos
(RAMOS, 1991).

Fusicoccum se caracteriza por presentar picnidios globosos o en forma de
botella, erumpentes, con dimensiones de 238-442 um x 525-574 ym que
contienen una pared simple de conidi6éforos hialinos que miden 7-8 x 1-2 ym
y que forman conidias hialinas, elipsoides a fusiformes y aseptadas, pero que
ocasionalmente forman uno o dos septos cuando envejecen (ENGLISH,
DAVIS y DE VAY, 1975). Estas conidias miden aproximadamente 21,5 ym
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de largo x 5,9 ym de ancho (OGAWA y ENGLISH, 1991). SUTTON (1980)
sefiala que las medidas de las conidias fluctGan entre 18-25 pym de largo x 4-
4,5 um de ancho.

Presenta micelio inmerso, ramificado y septado; conidiomata estromatico,
que mide sobre 1000 um de diametro, inmerso, subepidermal, café oscuro a
negro, multiloculado (SUTTON, 1980).

2.2.3. Rango de hospederos

Segin SMITH (1934), este hongo es patogénico para 50 especies de plantas
representativas de 34 géneros y 20 familias, incluyendo arboles
ornamentales, forestales, frutales y frutales menores existentes en regiones
de clima templado y tropical, demostrando el alto grado de polifagia que
posee este patégeno.

Dentro de las especies frutales, se ha descrito que afecta a: nogal (Juglans
regia) (RUMBOS, 1987), duraznero (Prunus persica) (WEAVER, 1974),
Rubus spp. (MAAS y UECKER, 1984), manzano (Malus pumila) (LATORRE y
TOLEDO, 1984; BROWN y HENDRIX, 1981), almendro (Prunus amygdalus)
(ENGLISH, DAVIS y DE VAY, 1975) arandano (Vaccinium corymbosum)
(MILHOLLAND, 1972), kiwi (Actinidia deliciosa) (PENNYCOOK y SAMUELS,
1985), Vitis vinifera (BESOAIN y LATORRE, 1986), paito (Persea americana)
(PINTO, ALVAREZ y TOBAR, 1986) y nispero (Eriobotrya japonica)
reportada por BESOAIN y FUENTES (1988), entre otras especies.
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2.2.4. Sintomatologia

La sintomatologia‘ caracteristica de Fusicoccum aesculi en paltos incluye
cancros en ramas, acompafados de exudacidon de savia, que se solidifica y
adquiere apariencia salina, debido a su color blanco y consistencia sélida. Al
extraer la corteza afectada, se observa que los tejidos internos, incluso
xilema, también comprometidos, adquieren una coloracién café oscura, con
una zona de avance muy definida (PINTO, ALVAREZ y TOBAR, 1986).

Inicialmente se presentan sobre las ramas lesiones pequefias (de uno o
varios mm) de color café brillante. Aumentan de tamario rapidamente hasta
coalecer y formar areas grandes de textura lisa y color negro, que se
desarrollan hacia ambos lados de la lesion inicial, en ramas con diametro
mayor a tres centimetros. Cortes transversales de las ramas afectadas
muestran una pudricidbn que avanza de la regién necrética hacia el cilindro
central, el cual es posteriormente rodeado por un anillo rojizo. Cuando todo
el corte se afecta ya se ha iniciado una pudricién en la periferia tornandose
todo el tejido necrético. El sintoma foliar, ademas del color café oscuro de
las ramas, es marchitamiento y defoliacion (MARTINEZ, 1977, citado por
TELIZ, 2000).

Los sintomas como la reduccién en el tamaiio de las hojas, el acortamiento
de los entrenudos vy la pérdida de dominancia apical, se asocian a la falta de
presién hidrica sobre los tejidos durante la fase de crecimiento, producto del
taponamiento y la muerte de los conductos vasculares (JOHNSON, 1994).
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BESOAIN et al. (2003) observaron ramillas que a simple vista presentaban
puntuaciones grisaceas con exudaciones salinas y sobresalientes en la
corteza, que corresponden a peritecios que en su interior contienen ascas.

En frutos las lesiones al comienzo son rojizas o castafias y luego se vuelven
color negro-grisiceo (DARVAS y KOTZE, 1987; PINTO, ALVAREZ vy
TOBAR, 1986). Estas lesiones solo se desarrollan cuando la fruta madura
luego de la cosecha. La pudricién de los frutos produce manchas pequefias
que pueden ser visibles cuando tienen un diametro aproximado de 3 mm.
Las manchas pequeiias tienen un color ambar suave poco definido y a
medida que se vuelven mas visibles se oscurecen ligeramente. Luego las
manchas se extienden rapidamente, y la piel se hunde ya que la pudricion
acuosa se extiende lentamente en la pulpa del fruto, finalmente la superficie
firme del fruto se marchita completamente y se oscurece (DARVAS vy
KOTZE, 1987).

2.2.5. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Las conidias se dispersan principalmente por el agua de lluvia (salpicado y
arrastre superficial producida por éstas), siendo un factor importante la
duraciéon y cantidad de agua caida. La fase sexual de Bofryosphaeria
dothidea no es muy frecuente, pero en este caso, las ascosporas se
dispersan basicamente por el aire en las horas del dia en que hay una baja
humedad relativa, temperatura elevada y la velocidad del viento es mayor en
relacién a las condiciones nocturnas (PUSEY, 1989).
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La comercializacién de plantas contaminadas o enfermas puede ser una
forma de diseminacién importante si no se toman los cuidados necesarios
(LATORRE, 1992).

Fusicoccum aesculi es un sapréfito comin que crece en hojas muertas, en
los margenes quemados de hojas 0 en ramas muertas (ZENTMYER, 1992).
El amplio rango de hospederos de este patdgeno, hace pensar que mas de
alguno puede estar ubicado en la periferia de los huertos como fuente
importante de inéculo (OGAWA y ENGLISH, 1991).

Botryosphaeria dothidea se considera un parasito de heridas, lo que significa
que su penetracién ocurre principalmente por heridas de poda o dafios
producidos por condiciones climaticas extremas como frio o calor (DARVAS y
KOTZE, 1987; ENGLISH, DAVIS y DE VAY, 1975). EIl hongo penetra en la
fruta mientras se encuentra aun en el arbol, pero la pudriciéon no se desarrolla
hasta que la fruta comienza a madurar. El cv. Fuerte y las variedades de piel
delgada y verde son particularmente susceptibles (BESOAIN et al., 2003;
ZENTMYER, 1992).

CORNEJO (1993) estudid especies de Botryosphaeria en nispero (Eriobotrya
japonica) en la zona de Quillota, y observd que la produccién de conidias se
produce desde fines de invierno hasta fines de primavera, periodo en que se
presentan las condiciones adecuadas para la esporulacion.
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Una vez que germinan las esporas, las hifas invaden las células del
parénquima cortical, floema, vasos xilematicos y del parénquima medular, lo
que resulta en una rapida destruccion de la corteza. Luego que el hongo
invade el tejido vascular, el micelio se mueve verticalmente, por lo tanto la
muerte de los brotes se debe a la oclusién parcial o total de los vasos
xilematicos por el desarrollo de tilosas y al propio crecimiento micelial que
impide o restringe el flujo hidrico (MILHOLLAND, 1972).

2.2.6. Factores predisponentes

Segun estudios, dafios por frio, sequias, estrés por defoliacién y pobre
nutricién, son asociados con un aumento de la infeccion y severidad de
cancros de Botryosphaeria dothidea (ZENTMYER, 1992; JONES vy
ALDWINCKLE, 1991; SCHOENEWEISS, 1981; BROWN y HENDRIX, 1981).

2.2.6.1. Humedad relativa

Las especies de Botryosphaeria necesitan agua libre para la liberacion de
conidias y ascosporas, ademas el agua libre es necesaria para la dispersion
y germinacion de las conidias en el arbol (SUTTON, 1981).

SUTTON y ARAUZ (1991), sefalan que muy pocas conidias de
Botryosphaeria dothidea son capaces de germinar bien en ausencia de agua
libre (100% HR), y la germinacién disminuyé a la mitad con 99% de humedad
relativa (HR) y fue menor al 5% con 95% HR.
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2.2.6.2. Temperatura

La germinacién de Botryosphaeria dothidea se ve favorecida por tiempo
cdldo y humedo. WEAVER (1974), al estudiar aislamientos desde
durazneros, reportd que la temperatura oOptima para la germinacion y
crecimiento de conidias in vitro son 25-35°C y 30°C respectivamente; y para
el crecimientd de micelio es 28°C, existiendo buen crecimiento a 36°C, pero
que declina a 38°C, para ser nulo a los 40°C.

En general, se puede considerar como factores predisponentes abundantes
precipitaciones y temperatura relativamente altas en primavera y verano, las
que favorecen la liberacion y diseminacién de esporas (LATORRE Yy
TOLEDO, 1984).
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3. MATERIAL Y METODO

Esta investigacién se realizd en el Laboratorio y sombreadero de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso, ubicada en la provincia de Quillota, V Regién, entre
septiembre del 2003 y mayo del 2004.

La observacion de los sintomas de campo y la recoleccién de muestras se
efectud la Estacién Experimental La Palma. Las plantas utilizadas en este
ensayo fueron donadas por el Vivero de la Estacién Experimental La Palma.

3.1. Aislamientos para hongos:

3.1.1. Aislados de Phytophthora cinnamomi

Las muestras de raicillas enfermas se obtuvieron a partir de paltos variedad
Hass sobre portainjerto Mexicola, que presentaban sintomas de decaimiento
y amarillamiento de las hojas. Se utilizd una pala para extraer las muestras
que contenian trozos de raicillas que presentaban una pudricion firme de
color café negruzco y algunas zonas de color blanquecino que limitan con la
zona de avance.

Desde la zona de avance de la lesién se obtuvieron 10 trozos de raicillas de
1 cm de largo aproximadamente, que fueron lavadas tres veces en agua
destilada estéril (ADE) y se dejaron secar sobre papel absorbente. Una vez
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secos fueron transferidos a placas con un medio selectivo para Phytophthora
o P1oPV que contenia agar harina de maiz (17 g/l), piramicina (10 mg/l),
vancomicina (200 mg/l) y pentacloronitrobenceno 20% (500mg/l) y fueron
incubadas en oscuridad a una temperatura promedio de 22°C por 7 dias. El
crecimiento micelial obtenido fue escogido y subcultivado en P1oPV para
obtener colonias puras del hongo.

3.1.2. Aislados de Fusicoccum aesculi

Se recolectaron muestras de ramillas de paltos que presentaron cancros y
exudacion salina solidificada. Desde la zona de avance del cancro se
cortaron trozos de 1 cm? fueron lavados en agua destilada estéril y se
dejaron secar en papel absorbente, luego fueron transferidos a placas con
agar papa dextrosa acidificado con 1 ml de acido lactico (APDA) e incubados
en oscuridad durante siete dias a 22°C. A partir del crecimiento activo del
micelio se obtuvieron trozos de micelio-agar que fueron subcultivados en
APDA para obtener cultivos puros del hongo.

3.2. |dentificacién:
3.2.1. Phytophthora cinnamomi

Trozos de micelio-agar fueron sumergidos en jugo de zanahoria durante 48
horas y expuestos a luz para obtener esporangios, luego se eliminé el jugo y
se lavaron los trozos de micelio-agar con ADE y se colocaron durante tres
minutos en una solucion salina que contenia: 2,36 g/l de nitrato de calcio
(CaNO3); 0,5 g/l de nitrato de potasio (KNO3); 1,0 g/l de sulfato de magnesio
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(MgSQy); 13 g/l de EDTA, 7,5 g/l hidréxido de potasio (KOH) y 24,5 g/l de
sulfato de fierro (FeSO4). Posteriormente se lavaron los trozos de micelio-
agar con ADE y se dejaron 48 horas mas en extracto de suelo. EIl extracto
de suelo, se prepard poniendo en un matraz de Erlenmeyer un poco de suelo
con suficiente cantidad de microorganismos y materia organica, agregandole
agua destilada y dejandolo reposar por 24 horas, para luego filtrar esta
solucién en papel filtro. De los trozos de micelio-agar, se obtuvo una muestra
de micelio algodonoso que se observé en el microscopio 6ptico, donde se
identificaron hifas de aspecto coraloide y esporangios caracteristicos de
Phytophthora cinnamomi, que ademas fueron medidos a 400x, con un
micrémetro (Krauss).

3.2.2. Fusicoccum aesculi

Las placas con cultivos puros del hongo fueron colocadas en luz negra de
320 nm (cercana a ultravioleta) durante aproximadamente tres semanas (20
dias) para inducir el desarrollo de picnidios, y a partir de estas estructuras se
obtuvieron elementos reproductivos, en este caso conidias caracteristicas del
anamorfo de Botryosphaeria berengeriana, que fueron observadas y medidas
bajo microscopio 6ptico.

3.3. Conservacién de cepas obtenidas de los aislamientos:

Una vez identificadas las cepas puras de ambos hongos, Phytophthora
cinnamomi y Fusicoccum aesculi, éstas fueron subcultivadas y desde el
margen de las colonias en activo crecimiento se obtuvieron 20 trocitos de 5
mm de didmetro, que fueron traspasados a un tubo de ensayo con tapa rosca
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que contenia 5 ml de agua destilada estéril. El tubo fue cerrado y sellado con
parafilm, y se llevé a una estufa a 22°C durante cinco dias. Posteriormente,
los tubos que contenian Phytophthora cinnamomi se guardaron a
temperatura ambiente, y los que contenian Fusicoccum aesculi fueron
trasladados a un refrigerador a 5°C +/- 1°C, para su posterior conservacion.

3.4. Inoculacién:
3.4.1. Phytophthora cinnamomi

La preparacion del inéculo se realizé subcultivando el hongo desde placas
gue ya contenian cada una de las cepas a utilizar, llegando a obtener 30
placas. Luego de siete dias de incubaciéon en una estufa a 22°C, el micelio
cubri6 completamente el diametro de la placa, fue raspado desde la
superficie de la placa y cada cepa se colocé en 3,0 | de agua destilada
estéril, y se fragmentd la solucién en un agitador mecéanico durante cinco
minutos. Se midio6 la concentracién de propagulos con un hematocimetro y se
obtuvo 1*10° propagulos por ml.

La inoculacion se realizd a fines de diciembre del 2003 y la suspension se
adicion6 directamente al sustrato, recibiendo cada planta 200 ml de solucién.
Los testigos recibieron 200 ml de agua destilada estérii. Una semana
después de la inoculacion las plantas fueron inundadas por 48 horas. Para
mantener este periodo de inundacion, las plantas fueron colocadas en
macetas plumavit de mayor capacidad (8 I) las cuales se llenaron con agua
hasta 2 cm sobre el nivel del cuello de la planta. Transcurridas las 48 horas,
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las plantas o unidades experimentales fueron extraidas de las macetas de
plumavit y se dispusieron aleatoriamente en un sombreadero.

3.4.2. Fusicoccum aesculi

Para la preparacién del inéculo de Fusicoccum aesculi, se subcultivaron las
cepas puras a utilizar en agar papa dextrosa (APDA), y luego de siete dias el
micelio cubri6 completamente la placa y desde el margen de fa colonia en
activo crecimiento, se obtuvieron 15 discos de micelio-agar de 5 mm de
diametro por cada cepa a utilizar (2).

Las zonas a inocular tenian en promedio 1 cm de diametro del tronco, se
desinfecté la superficie con alcohol al 70% y se realizd un corte de
aproximadamente 5 mm de largo con un bisturi previamente esterilizado,
luego se colocaron los discos de agar, poniendo en contacto el micelio con la
herida y se cubrié con parafiim para evitar contaminaciones ajenas a la
prueba de patogenicidad. Luego de siete dias se removié el parafilm.

3.5. Diseifio experimental:

Se realizd un disefio completamente al azar (DCA) con nueve tratamientos y
cinco repeticiones por tratamiento, ademas se realizé un arreglo factorial 2x3
con el propésito de observar el efecto de la interacciéon entre ambos factores.



29

Los factores correspondian a Fusicoccum aesculi y Phytophthora cinnamomi

y los niveles de ambos factores fueron: planta sin inocular, cepa 1 y cepa 2,

gue en el caso de Fusicoccum aesculi correspondian a la cepa F.A.1 (cepa

1) y F.A.2 (cepa 2) y para Phytophthora cinnamomi correspondian a la cepa

P.C.1 (cepa 1) y P.C.2 (cepa 2).

tratamientos aplicados.

El Cuadro 1 indica el orden de los

CUADRO 1. Tratamientos aplicados en plantas de paltos var. Hass,
correspondientes a las combinaciones entre dos cepas de
Phytophthora cinnamomi y dos cepas de Fusicoccum
aesculi, mas los respectivos testigos.
Inoculadas con F. aesculi
Sin inocular Cepa F.A. Cepa F.A.2
Sin inocular TO T1 T2
Inoculadas Cepa P.C.1 T3 T4 T5
con
P. CepaP.C.2 T6 T7 T8
cinnamomi

Las diferencias significativas existentes, se analizaron mediante una prueba

de comparacién multiple de Duncan a P=0,05. En aquellas variables donde

no hubo interaccidn se analizé el factor significativo mediante una prueba de

t-student de dos niveles.




30

3.6. Evaluacion de los resultados:

Se midieron las siguientes variables: incremento del crecimiento en la altura
de plantas, numero de hojas, area foliar y largo del cancro. Variables como
materia fresca, materia seca y pudricibn de raicillas no pudieron ser
obtenidas, ya que las plantas fueron conservadas para una posterior
medicién en primavera.

E! area foliar se determiné usando la féormula de la elipse, debido a la
similitud de esta figura con una lamina foliar, la cual es:

AF = %*(E*e™n)

Donde: AF = Area foliar (cm?)
E = Largo de la hoja (cm)
e = ancho de la hoja (cm)
n = 3,1416

Para conocer el area foliar por planta, se multiplicé este valor por el nimero
de hojas por planta.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. ldentificacién de patégenos:

4.1.1. Phytophthora cinnamomi

Las cepas de Phytophthora cinnamomi Rands, fueron identificadas a través
de la caracterizacion de sus estructuras reproductivas y somaticas mediante
mediciones macro y microscopicas.

Las colonias de Phytophthora cinnamomi cultivadas en medio PPV
presentaron un micelio blanquecino. Los esporangios de las dos cepas
utilizadas en este ensayo fueron medidos al microscopio 6ptico, encontrando
un promedio de 67,1 ym de largo y 38,4 ym de ancho. Estas medidas
promedio se encuentran dentro del rango definido por ARENAS (1998) quien
trabajé en la caracterizacion de cuatro aislados de Phytophthora cinnamomi
de Chile y varian entre 40-86 um de longitud y 24-50 ym de diametro.
ZENTMYER, MENGE y OHR (1994) definieron un rango que fluctia entre
43-75 um de largo y 24-47 ym de ancho. Las medidas efectuadas a 40
esporangios de las dos cepas se encuentran en el Anexo 1.

Los esporangios presentaron una forma alargada-elipsoidal, no papilados y
con zoosporas moviles que se diferenciaban en el esporangio antes de ser
liberadas. Al observar el micelio de las cepas se encontraron las siguientes
caracteristicas morfologicas: cenocitico, hialino, muy ramificado, con
ramificaciones en angulo recto, de aspecto coraloide debido a la presencia
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de hyphal swellings o hinchazones de las hifas, tipicos de Phytophthora
cinnamomi.

4.1.2. Fusicoccum aesculi

Fusicoccum aesculi Corda, fue aislado consistentemente desde tejido
proveniente de arboles de palto naturaimente infectados.

Al cultivarlo en placas con APDA, el hongo cubrié el diametro total de Ia placa
en siete dias a 22°C. Comenz6 con un crecimiento micelial semiaéreo,
blanco algodonoso, que se fue tornando gris, verde olivaceo, y después de
20 dias expuesto a luz negra, el micelio se tornd oscuro o negro y con
presencia de numerosos picnidios grises 0 negros.

Los picnidios observados eran globosos, estromaticos o aislados y
multiloculados. Los conidibéforos eran hialinos, simples, raramente septados
y daban origen a conidias hialinas, unicelulares, fusiformes, de apice obtuso
y base distinguiblemente truncada, que median en promedio 19,5 ym de
largo por 5,5 ym de ancho. Estas medidas difieren levemente de las
observadas por PINTO, ALVAREZ y TOBAR (1986), donde el largo
promedio de las conidias fue 26,5 um y 8,2 um de ancho, sin embargo,
coinciden con lo sefalado por SUTTON (1980) para Fusicoccum aesculi y
por WEAVER (1974) para el anamorfo de Botryosphaeria dothidea. Las
medidas de las 40 conidias correspondientes a dos cepas de Fusicoccum
aesculi utilizadas en el ensayo se encuentran en el Anexo 1.
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4.2. Evaluacion de los tratamientos:

El ensayo fue realizado durante seis meses, con el propésito de evaluar un
posible sinergismo entre dos enfermedades que afectan al cultivo del palto
como son la tristeza del palto, descrita como una enfermedad de primera
importancia en los paises productores de este cultivo, y cancrosis de
ramillas, que sélo ha sido descrita como eventual para el cultivo del palto.

Las variables medidas fueron analizadas mediante un arreglo factorial, y se
obtuvo una interaccion significativa entre los factores Fusicoccum aesculi y
Phytophthora cinnamomi Unicamente para el largo del cancro. Las otras
variables medidas no presentaron diferencias significativas entre los factores.
Las separaciones de medias presentaron pocas diferencias significativas
entre ellas.

4.2.1. Incremento del crecimiento en la altura de plantas

El arregio factorial resulté no significativo para la interaccién entre los
factores, ademas soélo el factor Fusicoccum aesculi fue significativo.

El test de separacion de medias segin Duncan al 5%, indicé que existen
diferencias significativas entre tratamientos. Al realizar un test de student al
5% entre ambos factores (Phytophthora cinnamomi y Fusicoccum aesculi),
las diferencias resultaron no significativas.
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Las diferencias entre los tratamientos T6 (F. aesculi Cepa F.A.1/P.
cinnamomi Cepa P.C.2), T4 (P. cinnamomi Cepa P.C.2) y T1 (F. aesculi
Cepa F.A.1) indicarian que existid un efecto de la inoculacién con una
combinaciébn de Fusicoccum aesculi cepa F.A.1/Phytophthora cinnamomi
cepa P.C.2 que, contrario a la légica, produce un mayor incremento del
crecimiento en altura de las plantas, en relacién con tratamientos inoculados
en forma separada. Es decir, el efecto individual de ambas cepas resultd ser
mas detrimental para el crecimiento de las plantas, sin embargo estas
diferencias entre los tratamientos no tuvo significacion fitopatoldgica, porque
el testigo sin inoculaciébn (T0) no present6é diferencias significativas con
ningun tratamiento, por lo tanto no fue posible inferir el dafio que provocéd
Phytophthora cinnamomi o Fusicoccum aesculi en el crecimiento en altura de
las plantas. Este aspecto debe ser analizado nuevamente en posteriores
mediciones de este ensayo, ya que en la brotacién de primavera, es posible
que las diferencias se acentien o se pierdan.

Los resultados del test de student al 5%, indicaron que no existi6é diferencia
entre inocular con Phytophthora cinnamomi o Fusicoccum aesculi, ésto se
debe al alto coeficiente de variacién (59,77%), que indico la presencia de
material poco homogéneo y por lo mismo resultados poco concluyentes.
Estos datos se encuentran en el Cuadro 2 y 3. El analisis de datos para este
parametro se encuentra en el Anexo 2. La Figura 1 muestra las diferencias
entre el tratamiento T6 (F. aesculi Cepa F.A.1/P. cinnamomi Cepa P.C.2), T1
(F. aesculi Cepa F.A.1) y TO (Sin inocular).
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CUADRO 2. Incremento promedio del crecimiento en la altura de plantas de
pailto var. Hass, en tratamientos de inoculacién de dos cepas
de Phytophthora cinnamomi y dos cepas de Fusicoccum

aesculi.

Tratamiento

Incremento promedio
altura de plantas (%)

TO Sin inocular

19,73 ab

T1 F. aesculi Cepa F.A.1 758 b
T2 F. aesculi Cepa F.A.2 11,98 ab
T3 P. cinnamomi Cepa P.C.1 18,65 ab
T4 P. cinnamomi Cepa P.C.2 8,80 b
T5 F. aesculi Cepa F.A.1/P.cinnamomi Cepa P.C. 1 | 9,83 ab
T6 F. aesculi Cepa F.A.1/P. cinnamomi Cepa P.C.2 | 22,13 a
T7 F. aesculi Cepa F.A.2/P. cinnamomi Cepa P.C.1 | 17,82 ab
T8 F. aesculi Cepa F.A.2IP. cinnamomi Cepa P.C.2 | 12,55 ab

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas al nivel de probabilidad

P=0,05 segun test de Duncan.

CUADRO 3. Incremento promedio del crecimiento en la altura de plantas
de palto var. Hass inoculadas con Phytophthora cinnamomi y

con Fusicoccum aesculi.

Tratamiento Phytophthora cinnamomi

Fusicoccum aesculi

Incremento promedio 15,73 a

altura de plantas (%)

13,10 a

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas al 5% segun t de

student.
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FIGURA 1. De izquierda a derecha, planta testigo sin inocular (TO),
tratamiento inoculado con Fusicoccum aesculi cepa F.A1y
Phytophthora cinnamomi cepa P.C.2 (T6), en comparacion
con tratamiento en base soélo a Fusicoccum aesculi cepa F.A.1
(T 1y
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4.2.2. Numero de hojas

Para la variable numero de hojas por planta, el arreglo factorial resulté no
significativo para la interaccion entre los factores (Phytophthora cinnamomi y
Fusicoccum aesculi), s6lo el factor Phytophthora cinnamomi fue significativo.

La separacion de medias segun test de Duncan ai 5%, indicé que existian
diferencias significativas entre tratamientos. El test de student resulté no
significativo para los factores Phytophthora cinnamomi'y Fusicoccum aescull,
por o tanto las medias son estadisticamente iguales.

La variable nimero de hojas, al igual que la variable incremento del
crecimiento de la altura de plantas, indicé que existieron diferencias entre
tratamientos, pero al establecer comparaciones con el testigo sin inocular, no
se pudo inferir el efecto de los patégenos en el nimero de hojas.

Los resultados obtenidos para esta variable no coinciden con los obtenidos
por ARENAS (1998), donde todos los tratamientos inoculados con
Phytophthora cinnamomi presentaron una disminucién del nimero de hojas.

En el Cuadro 4 y § se encuentra lo expuesto anteriormente. El Anexo 3
muestra el andlisis de datos para esta variable.
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CUADRO 4. Nuamero de hojas promedio por planta de palto var. Hass, en
tratamiento de inoculacion con dos cepas de Phytophthora
cinnamomi y dos cepas de Fusicoccum aesculi.

Tratamiento Numero de hojas
TO Sin inocular 43,2 ab

T1 F. aesculi Cepa F.P.1 382 b

T2 F. aesculi Cepa F.A.2 44 ab

T3 P. cinnamomi Cepa P.C.1 58,4 ab

T4 P. cinnamomi Cepa P.C.2 516 ab

T5 F. aesculi Cepa F.A.1/P.cinnamomi Cepa P.C. 1 | 63

T6 F. aesculi Cepa F.P.1/P. cinnamomi CepaP.C.2 [318 b

T7 F. aesculi Cepa F.P.2/P. cinnamomi Cepa P.C.1 | 42 ab

T8 F. aesculi Cepa F.P.2/P. cinnamomi Cepa P.C.2 | 38 b

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas al nivel de probabilidad

P=0,05 segun test de Duncan.

CUADRO 5. Numero promedio de hojas de palto var. Hass inoculados con
Phytophthora cinnamomi'y con Fusicoccum aesculi.

Tratamiento Phytophthora cinnamomi Fusicoccum aesculi
Numero promedio 499 a 41,8 a
de hojas

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas al 5% segun t de

student.
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4.2.3. Area foliar total

El andlisis factorial para esta variable, resultd no significativo para la
interaccién entre los factores evaluados y de ambos factores sélo el factor
Phytophthora cinnamomi fue significativo.

La separacion de medias segin Duncan al 5%, indicé que existian
diferencias significativas entre los promedios de los tratamientos.

Para esta variable existe una diferencia significativa entre el tratamiento TO
(sin inoculacién) y el tratamiento T6 (F. aesculi Cepa F.P.1/P. cinnamomi
Cepa P.C.2), por lo tanto, ademas de las diferencias estadisticas que
presentaron, hubo un efecto patoldégico evidente del tratamiento T6 (F.
aesculi Cepa F.P.1/P. cinnamomi Cepa P.C.2) en la reduccién del area foliar
de las plantas. ARENAS (1998) obtuvo una disminucion del area foliar en
todos los tratamientos inoculados con Phytophthora cinnamomi, sin embargo
en este estudio una de las cepas de Phytophthora cinnamomi (P.C.1),
produjo mayor area foliar, estadisticamente igual al testigo sin inocular,
segin ZENTMYER (1980) ésto se deberia a que cepas aisladas de una
misma especie pueden poseer distinto grado de virulencia.

El tratamiento inoculado con Phytophthora cinnamomi cepa P.C.2 y con
Fusicoccum aesculi cepa F.A.1 (T6) resultd el mas detrimental, es decir,
tienen en promedio una menor cantidad de hojas y menor area foliar, esta
correlacion directa no se presenta en los otros tratamientos conjuntos,
posiblemente las cepas escogidas no tenian el mismo grado de virulencia,
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produciendo una pudricion mayor de raicillas que afecta la superficie de
captacién de agua y nutrientes necesarios para su metabolismo normal. Esta
disminucién del area radicular se vi6 reflejada en una menor cantidad y
tamafo de las hojas, sintoma caracteristico de la enfermedad tristeza del
palto. Ademas el micelio de Fusicoccum aesculi se mueve verticalmente,
provocando la oclusién parcial o total de los vasos xilematicos por el
desarrollo de tilosas y del crecimiento micelial que impide o restringe el flujo
hidrico (JOHNSON, 1994; MILHOLLAND, 1972).

Se analiz6 el factor significativo con un test de student al 5%, y al igual que
en las variables analizadas anteriormente, no se encontré diferencia
significativa. El calculo del area foliar se encuentra en el Anexo 4.

El Cuadro 6 presenta los resultados del test de Duncan y el Cuadro 7 los
resultados del test de student para dos medias. El analisis estadistico se
encuentra en el Anexo 5.
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CUADRO 6. Promedio del area foliar total de plantas de palto de var. Hass
para los tratamientos inoculados con dos cepas de
Phytophthora cinnamomi 'y dos cepas de Fusicoccum aesculi.

Tratamiento Promedio éarea foliar
total (cm?)
TO Sin inocular 7637,2 ab
T1 F. aesculi Cepa F.A.1 5902,7 bc
T2 F. aesculi Cepa F.A.2 6286,2 abc
T3 P. cinnamomi Cepa P.C.1 9088,7 a
T4 P. cinnamomi Cepa P.C.2 6019,8 bc
T5 F. aesculi Cepa F.A.1/P.cinnamomi Cepa P.C. 1 | 6227,6 abc
T6 F. aesculi Cepa F.P.1/P. cinnamomi Cepa P.C.2 | 4339,6 ¢
T7 F. aesculi Cepa F.A.2/P. cinnamomi Cepa P.C.1 | 5294,6 bc
T8 F. aesculi Cepa F.A.2/P. cinnamomi Cepa P.C.2 | 4977,3 bc

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas al nivel de probabilidad

P=0,05 segun test de Duncan.

CUADRO 7. Area foliar promedio de plantas de palto var. Hass inoculadas
con Phytophthora cinnamomi 'y Fusicoccum aesculi.

Tratamiento Phytophthora cinnamomi Fusicoccum aesculi
Area foliar 7581,9 a 6608,7 a
promedio

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas al 5% segun t de

student.
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4.2.4. Largo de cancro

Esta variable fue la Unica que resultd significativa para la interaccién de los
factores Phytophthora cinnamomi y Fusicoccum aesculi en el arreglo
factorial, por lo tanto el largo del cancro se ve afectado en forma conjunta por
ambos patdégenos, sin embargo la interaccidn de ambos patégenos en la
planta, no provocé el mayor largo de cancro, sino por el contrario, una de las
combinaciones de Phytophthora cinnamomi (cepa P.C.2) y Fusicoccum
aesculi (cepa F.A.1) presentd el tamario de lesion mas pequeiio (Cuadro 8).

El largo promedio del cancro fue el Unico parametro que resulté significativo
para la interaccion entre ambos patégenos, no obstante en la separacién de
medias, el tratamiento inoculado sélo con Fusicoccum aesculi cepa F.A.1
(T1) presenté el promedio de cancro mas largo, por lo tanto seria la cepa
mas virulenta. Esto coincide con los resultados obtenidos anteriormente para
el area foliar y nimero de hojas, ya que ambos tratamientos tenian en comun
la cepa F.A.1 de Fusicoccum aesculi y presenté la mayor disminucion de las
variables evaluadas.

Para este parametro no fue necesario realizar un test de student, ya que los
factores no actuaron de manera independiente.

En el Anexo 6 se encuentra el analisis estadistico para este parametro. Los
datos de todas ias variables evaluadas se encuentran en el Anexo 7. En la
Figura 2 se puede apreciar el tipo de lesidn provocada por Fusicoccum
aesculi en plantas de palto var. Hass de dos afios de edad.
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FIGURA 2. Detalle de cancro causado por Fusicoccum aesculi cepa F.A.1
en palto var. Hass, obsérvese la presencia de exudacion blanca
de aspecto salino.
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CUADRO 8. Largo promedio del cancro en plantas de palto var. Hass
inoculadas con dos cepas de Phytophthora cinnamomi y dos
cepas de Fusicoccum aesculi.

Tratamiento Largo promedio del
cancro (cm)

TO Sin inocular 0 c
T1 F. aesculi Cepa F.A.1 3,82 a
T2 F. aesculi Cepa F.A.2 - (328 ab
T3 P. cinnamomi Cepa P.C.1 0 c
T4 P. cinnamomi Cepa P.C.2 0 c

T5 F. aesculi Cepa F.A.1/P.cinnamomi Cepa P.C. 1 | 3,4 ab

T6 F. aesculi Cepa F.A.1/P. cinnamomiCepaP.C.2 {194 b

T7 F. aesculi Cepa F.A.2/P. cinnamomi Cepa P.C.1 | 2,76 ab

T8 F. aesculi Cepa F.A.2/P. cinnamomi Cepa P.C.2 | 264 ab

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas al nivel de probabilidad
P=0,05 segun test de Duncan.

La mayoria de las variables evaluadas en este ensayo resultaron no
significativos para la interaccion entre Phytophthora cinnamomi y Fusicoccum
aesculi, por lo tanto su accién como patdégenos podria ser independiente en
la planta.

El comportamiento poco concluyente que mostraron las unidades
experimentales ante los tratamientos, es atribuible al uso del portainjerto
Mexicola, que al provenir de semilla presenta una alta variabilidad genética,
por lo tanto el material es poco homogéneo e induce a errores al momento de
evaluar.
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Es importante resaltar que el tratamiento compuesto por la cepa F.A.1 de
Fusicoccum aesculi y la cepa P.C.2 de Phytophthora cinnamomi (T6) indujo
un mayor incremento en la altura de las plantas y menor largo del cancro, en
comparacion a las mismas cepas actuando en forma separada, por lo tanto
es posible inferir un efecto de resistencia inducida, aspecto que debe ser
analizado en mediciones posteriores.

En el analisis realizado para medir las diferencias entre Phytophthora
cinnamomi y Fusicoccum aesculi a través de un test de student, demostro
que ambos patdégenos eran capaces de provocar el mismo efecto sobre las
variables incremento del crecimiento en altura de planta, area foliar y nimero
de hojas, probablemente porque ambos hongos, independientes del dafio
especifico que provocan, tienen un efecto en el transporte de agua y
nutrientes desde las raices, lo que se manifiesta en una reduccidn
principalmente del area foliar.

La interaccién entre ambos hongos en la planta, que fue el objetivo principal
de este estudio, no resulté significativa para las variables evaluadas mas
importantes como: el incremento en la altura de planta, area foliar y numero
de hojas. Esto puede explicarse porque durante el tiempo de evaluacién de
este ensayo la planta no se encontraba en un periodo de crecimiento activo,
por lo tanto los requerimientos metabdlicos eran minimos y las plantas fueron
capaces de mantenerse durante este tiempo. Al respecto PLOETZ y
PARRADO (1988) plantean que las plantas de palto pueden tolerar un cierto
grado de pudricion radicular sin que existan efectos evidentes en la parte
aérea de la planta. Sin embargo se puede detectar una reduccién de la
fotosintesis, transpiracién y de la conductancia estomatal en plantas que
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tienen pudricién de raices, antes de que los sintomas de la enfermedad sean
evidentes (PLOETZ y SCHAFFER, 1989; WHILEY et al., 1986; STERNE,
KAUFMANN y ZENTMYER, 1978).

Por este motivo, se decidié conservar las plantas del ensayo hasta primavera
y volver a evaluar las variables: incremento en la altura de planta, nimero de
hojas y area foliar, ademas de evaluar nuevas variables como la pudricién de
raicillas, materia fresca y materia seca. Se espera que la interacciéon entre
Phytophthora cinnamomi y Fusicoccum aesculi, sea evidente y significativa
cuando la planta esté sometida a altos requerimientos metabdlicos debido a
los flujos de crecimiento que presentan ios paltos durante la primavera.

Los resultados obtenidos en este ensayo, principalmente respecto a
Fusicoccum aesculi no son aplicables a condiciones de campo con plantas
gue puedan ser contaminadas naturaimente, ya que las plantas utilizadas
corresponden a plantas de un afo de crecimiento del injerto y poseen aun
una rama principal donde fue inoculado el hongo, por lo tanto el stress hidrico
provocado por la obstruccion del xilema es mayor.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se puede concluir:

o Existe interaccién entre Phytophthora cinnamomi y Fusicoccum‘ aesculi
solo en el largo del cancro, pero se manifiesta en una lesion de menor
tamaiio, por lo tanto, menos detrimental para la planta. Sin embargo las
otras variables evaluadas: area foliar, nimero de hojas e incremento en la
altura de plantas no presentaron interaccion.

e La cepa F.A.1 de Fusicoccum aesculi es la mas virulenta, provocando una
lesion sobre la corteza de la planta, mayor incluso, que los tratamientos de
inoculacion conjunta entre ambos patégenos.
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6. RESUMEN

La enfermedad mas importante que presenta el palto es la tristeza del palto
(Phytophthora cinnamomi Rands), mientras que la cancrosis de ramilla
(Fusicoccum aesculi Corda) ha sido descrita como una enfermedad
secundaria. El estrés provocado por Phytophthora cinnamomi puede ser un
factor importante para el desarrollo de Fusicoccum aesculi. Por este motivo
se realizé un ensayo que consistié en inocular plantas de palto de dos afios
de edad con dos cepas de Phytophthora cinnamomi, dos cepas de
Fusicoccum aesculi y con una combinacién de ambos patégenos y sus
respectivas cepas, con el propésito de evaluar variables como el incremento
en la altura de plantas, area foliar, nimero de hojas y largo del cancro.

Las cepas de Phytophthora y de Fusicoccum se obtuvieron de arboles que
presentaban sintomas evidentes de la enfermedad y se aislaron e
identificaron en el laboratorio. Se preparé una solucién que contenia 1*10°
propagulos/ml de micelioc de Phytophthora cinnamomi, 200 ml de esta
soluciéon fueron inoculadas al sustrato. Fusicoccum aesculi se inoculd
directamente sobre las ramillas con discos de micelio-agar de 5 mm de
diametro. Luego de una semana, todas las plantas fueron sometidas a un
periodo de inundacién de 48 horas.

Cada 30 dias se fueron evaluando las variables y luego de seis meses se
realiz6 un analisis factorial, donde soélo hubo interacciébn entre ambos
patégenos para la variable largo de cancro. La separacién de medias
realizada segun Duncan con P=0,05 resultd significativa para una
combinacién entre Phytophthora cinnamomi 'y Fusicoccum aesculi, que
produjo una disminucién del numero de hojas y area foliar.

Los factores que no presentaron interaccion fueron sometidos a un test de
student P=0,05 y resultaron no significativos en todos las variables
evaluadas, por lo tanto Phytophthora cinnamomi y Fusicoccum aesculi
provocaron el mismo efecto en el area foliar y nimero de hojas.

Debido a ésto, las variables serdan nuevamente evaluadas en primavera
cuando los paltos requieran una alta demanda metabdlica debido al flush de
crecimiento.
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7. ABSTRACT

The most important disease that avocado presents is Phytophthora
cinnamomi Rands and Fusicoccum aesculi Corda has been described as a
secondary disease, which caused cankers on branches. The stress caused
by Phytophthora cinnamomi can be an important factor for the development
of Fusicoccum aesculi. 1t was realized a test that consisted to inoculate
avocado plants of two years-old with two isolates of Phytophthora cinnamomi,
two isolates of Fusicoccum aesculi and with a combination of both pathogens
and their respective isolates, with the purpose of evaluating variables as the
increment in the plant height, folial area, number of leaves and cankers
length.

The isolates of Phytophthora cinnamomi and Fusicoccum aesculi were
obtained of trees that presented evident symptoms of the diseases, and they
were isolated and identified correctly in the laboratory. It was prepared a
solution that contained 1*10° propagules/mi of mycelium of Phytophthora
cinnamomi, 200 ml of this solution were inoculated to soil. Fusicoccum
aesculi was inoculated directly on the branches with mycelium-agar disk of
five mm of diameter. After one week, all the plants were subjected to
inundation period of 48 hours.

Every 30 days the variables were evaluated, after six months of evaluations,
these variables were subjected to a factorial analysis, where only there was
interaction between both pathogens for the variable cankers length. The
average separation realized according Duncan P=0,05, was significant for the
combination between Phytophthora cinnamomi and Fusicoccum aesculi, that
produced a decrease of the number of leaves and folial area.

The factors that didn't present interaction were subjected to student test with
P=0,05 and they were not significant in all the evaluated variables. Therefore
Phytophthora cinnamomi and Fusicoccum aesculi caused the same effect in
the folial area and number of leaves.

Owing to this, the variables will be evaluated again in spring when avocados
require high metabolic demands due to the growth flush.
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ANEXOS



ANEXO 1. Tamario de los esporangios de Phytophthora cinnamomiy de las
conidias de Fusicoccum aesculi, utilizadas en la inoculacion,
medidas en micras.

Phytophthora cinnamomi Fusicoccum aesculi
CepaP.C.3 CepaP.C.2 CepaF.P.2 CepaF.P.3
64x46 46x30 24x6 20x6
58x36 56x32 18x4 24x10
64x40 46x30 18x4 24x8
84x52 58x34 20x4 20x4
44x28 78x30 20x6 22x4
66x40 60x36 18x6 18x4
64x38 68x38 18x4 16x6
72x40 62x40 22x8 22x6
88x42 68x44 16x4 16x4
68x44 70x40 20x4 20x4
90x48 66x44 16x4 18x8
60x36 64x36 20x6 18x6
92x50 70x40 22x6 20x4
72x40 60x38 22x4 18x6
96x44 54x36 18x4 18x4
76x40 52x32 18x4 20x6
82x40 56x30 20x6 18x6
90x38 60x40 18x6 16x4
84x36 60x34 18x6 22x8
76x42 40x30 18x6 24x8
Promedio: 74,5x41 Promedio: 67,1x38,7 | Promedio: 19,2x5,1 Promedio: 19,7x5,9
Promedio total: 67,1x38,4 Promedio total: 19,5x5,5




ANEXO 2. Andlisis de varianza (ANDEVA) y test de student para la variable
incremento en la altura de plantas.

ANDEVA
Fte variacién GL SC CM Fc Ft
Total 44 3747,41
T™MT 8 1047,56 | 130,94
Phytophthora A 2 213,44 106,72 1,42 3,26
Fusicoccum B 2 727,14 363,57 4,84 3,26
Interaccién A*B 4 106,98 26,75 0,36 2,63
Error 36 2699,85 74,99
TEST DE STUDENT

Variable A Variable B
Media 15,7253039  13,09888466
Varianza 69,1893568  74,9267209
Observaciones 15 15
Coeficiente de correlacion de Pearson  0,144102391
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 0,9156827279
P(T<=t) una cola 0,187631681
Valor critico de t (una cola) 1,76130925
P(T<=t) dos colas 0,375263362

Valor critico de t (dos colas) 2,144788596




ANEXO 3. Andlisis de varianza (ANDEVA) y test de student para la variable
ndmero de hojas.

ANDEVA

Fte variacién GL SC CM Fc Ft
Total 44 13406,58

TMT 8 3730,18 | 466,27

Phytophthora A 2 3021,51 | 1510,76 5,62 3,26
Fusicoccum B 2 227,38 113,69 0,42 3,26
Interacciéon A*B 4 481,29 120,32 0,44 2,63
Error 36 9676,4 268,79
TEST DE STUDENT

Variable A Variable B

Media 49,8666667 41,8
Varianza 269,838095 165,457143
Observaciones 15 15
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,68812924

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 14

Estadistico t 2,59904006

P(T<=t) una cola 0,01050828

Valor critico de t (una cola) 1,76130925

P(T<=t) dos colas 0,02101656

Valor critico de t (dos colas) 2,1447886




ANEXO 4. Anélisis de varianza (ANDEVA) y test de student para la variable

area foliar.

ANDEVA

Fte variacion GL SC CM Fc Ft
Total 44 2,42*10°

TMT 8 8,16*10" | 1,02*10’

Phytophthora A 2 4,15*10" | 2,07*10" | 4,64 3,26
Fusicoccum B 2 1,54*10" | 7683994 | 1,72 3,26
Interaccion A*B 4 2,47*10" | 6177348 1,38 2,63
Error 36 1,61*10° | 4467038
TEST DE STUDENT

Variable A Variable B

Media 7581,91884 6608,73653
Varianza 7784954,77 6207325,15
Observaciones 15 15
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,59783947

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 14

Estadistico t 1,58141979

P(T<=t) una cola 0,06805227

Valor critico de t (una cola) 1,76130925

P(T<=t) dos colas 0,13610454

Valor critico de t (dos colas) 2,1447886




ANEXO 5. Andlisis de varianza (ANDEVA) para la variable largo del cancro.

ANDEVA
Fte variacion GL SC CM Fc Ft
Total 44 138,21
T™MT 8 97,57 12,2
Phytophthora A 2 14,58 7,29 6,46 3,26
Fusicoccum B 2 42,07 21,03 18,64 3,26
Interaccion A*B 4 40,92 10,23 9,06 2,63
Error 36 40,63 1,13




ANEXO 6. Calculo del area foliar total de cada unidad experimental.

TMT | Largo hoja (cm) | Ancho de hoja (cm) | Area foliar (cmz) N° hojas Area foliar total (cmZ)
TOR1 15,3 6,3 151,409412 75 11355,7059
TOR2 17,52 63 173,3786208 34 5894,873107
TOR3 19,56 7,4 227,3638752 52 11822,92151
TOR4 14,56 5,64 128,9915827 30 3869,747482
TORS 18,44 7,24 209,7105965 25 5242,764912
T1R1 18,5 6,42 186,563916 32 5970,045312
T1R2 18,28 6,5 186,642456 48 8958,837888
T1R3 16,52 6,48 168,1535117 30 5044 60535
T1R4 17,34 5,62 153,0757166 36 5510,725799
T1R5 12,84 4,44 89,55067968 45 4029,780586
T2R1 14,08 56 123,8544384 44 5449,59529
T2R2 18,3 6,86 197,1950904 45 8873,779068
T2R3 15,32 5,84 140,537591 49 6886,341961
T2R4 17,24 6,14 166,2748349 30 4988,245046
T2R5 12,18 5,26 100,6361294 52 5233,078731
T3R1 17,22 7,72 208,8196387 52 10858,62121
T3R2 17,28 5,84 158,5175962 60 9511,056577
T3R3 14,3 6,1 137,020884 37 5069,772708
T3R4 15,94 6,62 165,7552142 70 11602,865
T3R5 16,1 6,04 152,7508752 55 8401,298136
T4R1 16,94 5,88 156,4629898 39 6102,056601
T4R2 12 48 90,47808 77 6966,81216
T4R3 11,64 43 78,6216816 58 4560,057533
T4R4 16,18 6,14 156,0514402 34 5305,748965
T4R5 16,06 5,68 143,2896326 50 7164,481632
TSR1 13,32 5,34 111,729119 54 6033,372428
T5R2 16,4 6,28 161,7798336 34 5500,514342
T5R3 10,36 3,38 55,00438944 87 4785,381881
T5R4 10,68 41 68,7821904 80 5502,5675232
T5R5 15,74 6,28 155,2691818 60 9316,150906
T6R1 17,22 7,38 199,6229189 3 6188,310485
T6R2 15,14 6,52 155,0580662 15 2325,870994
T6R3 13,2 4,74 98,2818144 25 2457,04536
T6R4 12,88 5,8 117,3450432 60 7040,702592
T6RS 13,26 6,32 131,6380666 28 3685,865864
T7R1 15,86 6 149,477328 26 3886,410528
T7IR2 14,92 6,08 142,4929229 31 4417,280609
T7R3 11,74 49 90,3618408 57 5150,624926
T7R4 17,98 7,66 216,3412574 26 5624,872693
T7R5 13,08 5,14 105,606769 70 7392,473827
T8R1 13,18 518 107,2422859 46 4933,1451562
T8R2 15,16 5,88 140,0223686 3 4340,693428
T8R3 12,5 6,56 128,8056 55 7084,308
T8R4 14,68 5,72 131,8994477 46 6067,374593
T8R5 18,76 6,96 205,0987277 12 2461,184732




ANEXO 7. Variables evaluadas en los tratamientos de inoculacién con
Fusicoccum aesculi'y Phytophthora cinnamomi.

TMT | Largo brote 1 {(cm) | Largo brote 2 (cm) | %incremento | N® hojas | Area foliar {em?) | Largo cancro (cm)
TOR1 63,1 76,2 20,76 75 11355,7 0,0
TOR2 58 65 12,07 34 5894,9 0,0
TOR3 58 74 4 28,28 52 11822,9 0,0
TOR4 41 50,8 23,90 30 3869,7 0,0
TOR5 79,2 90 13,64 25 5242,8 0,0
T1R1 50,9 57,2 12,38 32 5970,0 2,7
T1R2 62,6 72 15,02 48 8958,8 4,7
T1R3 67,2 70,8 5,36 30 50446 43
T1R4 68,3 68,3 0,00 36 5510,7 35
T1R5S 60 63,1 5,17 45 4029,8 39
T2R1 70 74,4 6,29 44 5449,6 31
T2R2 51 59 15,69 45 8873,8 33
T2R3 71,4 80,4 12,61 49 6886,3 55
T2R4 62,4 62,8 0,64 30 4988,2 1,8
T2R5 59,1 73,7 24,70 52 5233,1 2,7
T3R1 56,6 72,3 27,74 52 10858,6 0,0
T3R2 63,7 73 14,60 60 95111 0,0
T3R3 66,6 78,2 17,42 37 5069,8 0,0
T3R4 70,4 88,5 25,71 70 11602,9 0,0
T3R5 69,5 74,9 7,77 55 8401,3 0,0
T4R1 59,2 62,8 6,08 39 61021 0,0
T4R2 75 76,8 2,40 77 6966,8 0,0
T4R3 60,4 70 15,89 58 4560,1 0,0
T4R4 44 50,5 14,77 34 5305,7 0,0
T4R5 74,2 77,8 4,85 50 7164,5 0,0
T5R1 66 73,8 11,82 54 60334 1,7
T5R2 61,9 69,3 11,95 34 5500,5 5,5
T5R3 72 72,3 0,42 87 47854 44
T5R4 71,3 80,4 12,76 80 5502,6 3,2
T5R5 82 92 12,20 60 9316,2 2,2
T6R1 52,5 76 44,76 31 6188,3 0,8
T6R2 41,3 45,8 10,90 15 2325.9 11
T6R3 55,7 60 7,72 25 24570 1,9
T6R4 61,6 81,3 31,98 60 7040,7 48
T6R5 477 55 15,30 28 3685,9 1,1
T7R1 52 58,4 12,31 26 38864 2,2
T7R2 60,2 68,2 13,29 3 44173 24
T7R3 53,1 63,8 20,15 57 5150,6 4,7
T7R4 60,8 74 21,71 26 5624,9 2,0
T7R5 70,7 86 2164 70 7392,5 2,5
T8R1 64,1 71,2 11,08 46 4933,1 1,1
T8R2 474 494 4,22 3 4340,7 3.2
T8R3 58,5 69,1 18,12 55 70843 1,4
T8R4 71,5 74,6 4,34 46 6067 4 5,7
T8R5 376 47 25,00 12 24612 1,8




