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Resumen

Para determinar el momento inicial de infeccién por Dothiorella sp.
(Teleomorfo: Botryosphaeria dothidea) en frutos del guayabo (Psidium guajava
L.) y la aparicién de los sintomas de la enfermedad, se instald tres veces un
ensayo en campo (entre diciembre 1999 y julio 2000). Para ello, durante 16
semanas, se establecieron semanalmente los siguientes tratamientos: 40 frutos
cubiertos e inoculados (FCI) con 3 ml/fruto de una suspensién de conidios, 40
frutos sin cubrir y sin inoculacién artificial (FSCSI) y 40 frutos cubiertos sin
inocular (FCSI), este Gltimo como tratamiento control. Siete dias luego de la
inoculacion, 20 frutos de cada tratamiento se desinfectaron superficialmente,
el pericarpio cortado en pequenos segmentos, sembrados en agar-jugo-V8 e in-
cubados durante un mes. Los 20 frutos restantes de cada tratamiento, fueron
dejados en la planta hasta el final del ensayo para observar el desarrollo de los
sintomas de la enfermedad. Se encontraron diferencias significativas (P<0,01),
en cuanto a infeccion, entre los tratamientos y entre las edades del fruto. El
inicio de la infeccién se observ) a la semana 7 de edad del fruto, cuando se
obtuvo 2,39% de infeccién en FCI y 19,05% en FSCSI. La infeccion se incrementd
progresivamente hasta un 100% (FCI) y un 42,46% (F'SCSI), en la semana 10.
En el tratamiento control (FCSI) se obtuvo un bajo nivel de infecciéon (4,7 a
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7,2%), durante todo el ensayo, debido a contaminacién. Los primeros sintomas
se observaron en la semana 11, en FCI (20%) y en la semana 12 en FSCSI (15%)
y FCSI (56%), incrementandose en las semanas siguientes. Los resultados de-
muestran las etapas criticas en el desarrollo de los frutos y del patégeno en las
cuales deben realizarse las practicas de prevencién de la enfermedad.

Palabras clave: Edad de infeccién, sintomas macroscopicos, Botryosphaeria

dothidea.

Introduccion

La pudricién apical, o podre-
dumbre marrén, causada por el hon-
go Dothiorella sp. (Teleomorfo:
Botryosphaeria dothidea) es una de
las enfermedades mas importantes
del fruto del guayabo (Psidium
guajava L.) (7, 18).

En el guayabo, el hongo produ-
ce un sintoma inicial que consiste en
una mancha marrén rojiza en la zona
apical del fruto, alrededor de los res-
tos florales, que avanza hasta cubrir-
lo completamente. En los tejidos
muertos, se producen picnidios ne-
gros, globosos, que contienen
macroconidios hialinos (7, 18).

La produccion de picnidios y
picnidiosporas en frutos del guayabo
enfermos con la pudricién apical, se
favorece con temperaturas entre 28 y
32°C, humedad relativa entre 55 y
100% y con periodos de 12 horas de
luz y oscuridad (7) o luz fluorescente
continua (4). Asi mismo, estas condi-
ciones han sido sefialadas como 6pti-
mas para B. dothidea (13, 17).

En manzana y durazno, los sin-
tomas de la enfermedad causada por
B. dothidea se han observado 72 ho-
ras después de la inoculacién (5),
mientras que en vid, tres meses des-
pués. Los frutos de manzana son sus-
ceptibles a este hongo siete semanas
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después de la caida de los pétalos, pero
requiere de 1 — 1,5 meses, luego de la
infeccidn, para la manifestacién de los
sintomas (17).

En estudios realizados por
Sitterly y Shay (20) se detecté que la
resistencia al dafno de pudricién blan-
ca en frutos inmaduros de manzana,
causado por B. dothidea, se debi6 a
un factor fisiolégico o a factores indu-
cidos a medida que el fruto se aproxi-
maba a la maduracién. Por otra par-
te, Kohn y Hendrix (13), determina-
ron que en manzana no se producian
niveles apreciables de la enfermedad
hasta las 6 a 8 semanas antes de la
cosecha. Drake (9), por otra parte,
determiné que en este cultivo, algu-
nas infecciones son vistas inicialmen-
te después que el fruto esta formado.

Igualmente, se ha determinado
que los frutos de manzana son mas
susceptibles a B. dothidea a medida
que aumenta el contenido de aztcar
en el fruto (11). En forma similar, se
determindé que los sintomas de
pudricién causados por este hongo se
manifestaron cuando los niveles de
s6lidos solubles totales estaban alre-
dedor del 10,5%, pudiendo llegar los
niveles de incidencia de la enferme-
dad al 100% cuando los niveles de so6-
lidos llegaron al 13,8% (13). En gua-



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2005, 22: 395-376

yabo, frutos en estado de madurez fi-
siolégica (98 dias), alcanzan valores
de sélidos solubles totales entre 11,83
y 15,74 °Brix, (3, 14).

En los frutos del guayabo la
pudriciéon apical es una enfermedad
ampliamente distribuida en la regio-
nes productoras del cultivo en Vene-
zuela, la cual disminuye la produccién
y productividad, asi como la calidad
de la fruta; lo que provoca el rechazo
de ésta, tanto para consumo fresco
como para uso industrial. En la ac-
tualidad, las estimaciones de pérdida
por esta enfermedad, ademaéas de la
muerte regresiva causada por
Meloidogyne incognita (8), son muy
elevadas y han ocasionado la desapa-
ricion de gran numero de plantacio-
nes en la regién.

Las investigaciones de campo y

laboratorio no han sido suficiente para
reducir la enfermedad, por lo que se
requiere que, ademas del conocimien-
to sobre el cultivo, el comportamiento
climatolégico en la zona, las practicas
de manejo y la identificacién del agen-
te causante, se genere mayor informa-
cién sobre la epidemiologia de la en-
fermedad y sobre la etapa de desarro-
1lo del fruto en la cual ocurre la infec-
cién inicial, para asi poder establecer
pautas racionales de manejo de la
enfermedad (4). Dentro de este mar-
co de conocimiento, se llev) a cabo la
presente investigacion para determi-
nar la edad del fruto del guayabo en
la cual ocurre la infeccién inicial por
Dothiorella sp., asi como el momento
de aparicion de los sintomas de la en-
fermedad.

Materiales y métodos

Localizacion del ensayo: El
estudio se llevé a cabo en la unidad
de produccién fruticola comercial "San
Onofre de la Margaritas" ubicada en
el Km 12, del sector "Nueva Lucha"
del municipio Mara, estado Zulia, Ve-
nezuela. Para ello, se seleccion6 de la
superficie sembrada con P. guajava,
un lote de plantas de 6 afios de edad,
con un marco de siembra de 7m x 7m.

Caracteristicas climaticas:
El municipio Mara se encuentra ubi-
cado en la altiplanicie de Maracaibo,
estado Zulia, zona que se caracteriza
por presentar una temperatura pro-
medio anual de 28°C, la
evapotranspiracién potencial alcanza
valores de 2000 a 2200 mm anuales y
humedad relativa de 75% (18). En
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esta zona, los recursos hidricos y de
suelo son limitantes para la produc-
cién, por lo que tradicionalmente se
ha utilizado el agua subterranea con
fines de riego (15). La precipitacién
es de 500 a 600 mm, con un régimen
de distribucién de lluvias irregular,
del tipo bimodal, cuyos picos de maxi-
ma precipitacién ocurren en los me-
ses de mayo y octubre y la precipita-
ci6n minima en los periodos diciem-
bre — enero y julio — agosto (15).
Preparacion de inéculo: Para
la preparacion de inéculo de
Dothiorella sp. se seleccionaron fru-
tos con sintomas de la pudricién
apical, se lavaron superficialmente
por 3 min con agua de chorro y se cor-
taron secciones de tejido enfermo, los
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cuales se desinfectaron por inmersién
en hipoclorito de sodio al 0,525% (pH
neutro) por 1 min, posteriormente se
lavaron tres veces en agua destilada
estéril por 1 min y se secaron con pa-
pel absorbente estéril.

El tejido enfermo se aislé en pla-
cas de Petri contentivas de medio nu-
tritivo agar-jugo-V8 (JV8) clarificado
y acidificado con acido lactico (pH-4)
al 25% (JV8-CA) (14). Luego, las pla-
cas se incubaron a 27 + 1°C, 55% hr y
luz fluorescente continua por tres se-
manas (4). Las placas se llenaron con
10 mL de agua destilada estéril y se
us6 una espatula para raspar la su-
perficie del cultivo y asi obtener una
suspensién de micelio/conidios, la cual
fue procesada por el método de Cobb
modificado (21). La solucién resultan-
te se filtré a través de cuatro capas
de gasa estéril para remover los frag-
mentos de micelio.

La concentracién de esporas de
la solucién se determiné con una ca-
mara de Neubauer y se ajust6 a la
concentraciéon de 1x10° conidios por
mL con agua destilada estéril (4, 10).

Inoculaciéon: Para determinar
el momento inicial de la infeccién de
Dothiorella sp. en frutos de guayabo,
se seleccionaron 30 arboles de 6 afos
de edad, en los cuales, transcurridas
dos semanas luego de la diferencia-
cién de las yemas (prefloracién) (2, 6,
14), se procedié a seleccionar al mis-
mo tiempo, con base a su apariencia
y tamano uniforme, 150 yemas
reproductivas por arbol, para un to-
tal de 4500 yemas, debido al alto por-
centaje (62%) de caida de frutos (14),
distribuidos en los cuatro cuadrantes
de la planta (norte, sur, este y oeste).
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Del total de yemas reproduc-
tivas seleccionadas, 100 fueron cu-
biertas al azar (2 yemas por bolsa) con
bolsas dobles de papel blanco las cua-
les se sujetaron fuertemente a la rama
en su parte superior con cinta de hilo
y cuya unién se sellé con Parafilm®.
Las bolsas se abrieron en su parte
inferior para facilitar el proceso de
inoculacién y posteriormente se dobla-
ron y engraparon hasta el momento
de la cosecha (figura 1). Las 50 yemas
restantes se marcaron pero no se co-
locaron dentro de las bolsas.

Se establecieron tres tratamien-
tos distribuidos de la siguiente mane-
ra: frutos cubiertos e inoculados (FCI),
frutos cubiertos sin inocular (FCSI),
frutos sin cubrir e inoculados natural-
mente (FSCSI). Los tratamientos fue-
ron iniciados en la semana 2 y aplica-
dos cada semana de edad de los fru-
tos, hasta el final de su desarrollo (16
semanas). Luego de cubiertos, en el
tratamiento FCI se inocularon sema-
nalmente aproximadamente 40 frutos
(20 bolsas) con 3 mL/fruto de la sus-
pensién de conidios preparada, utili-
zando un atomizador manual, poste-
riormente, las bolsas fueron cerradas.
Asimismo, se seleccionaron 40 frutos
sin inocular (FCSI) y 40 frutos sin
cubrir sin inoculacién artificial
(FSCSI).

Siete dias después de cada ino-
culacion se colectaron 20 yemas o fru-
tos de cada uno de los tratamientos.
Igual ntimero de frutos por tratamien-
to fueron dejados en la planta hasta el
final del experimento (semana 16),
para establecer el momento de apari-
ci6én de los sintomas de la enfermedad.
Este procedimiento se llevo a cabo se-
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Figura 1. Técnica del embolsado de frutos de guayabo utilizada para
la determinacién del inicio de la infecciéon por Dothiorella
sp. Detalle de embolsado (cobertura) e inoculacién de los

frutos.

manalmente hasta cumplirse el ciclo
de crecimiento del fruto (119 — 120
dias) (2). El ensayo se instal6 tres ve-
ces (entre diciembre 1999 y julio 2000).
Debido al agotamiento de la cantidad
de frutos, el primer ensayo se condujo
hasta la semana 7, el segundo ensayo
hasta la semana 11 y el tercero se con-
dujo hasta la semana 16.

Los frutos colectados cada sema-
na, fueron trasladados al laboratorio
debidamente refrigerados, donde se
lavaron con agua de chorro por 5 min
y se desinfectaron, siguiendo el pro-
cedimiento antes descrito. Luego, se
procedid a colocar secciones de frutos
en placas de Petri con agar JV8 clari-
ficado y estas se incubaron por un mes
bajo las mismas condiciones anterio-
res, hasta la deteccion del crecimien-
to del micelio y la esporulacion.

Los frutos dejados en la planta
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durante cada semana, fueron colecta-
dos en su totalidad al final del experi-
mento, teniendo frutos de una sema-
na hasta dieciséis semanas de inocu-
lacién. Estos, igualmente fueron tras-
ladados al laboratorio, donde se pro-
cedi6 a identificar la sintomatologia
caracteristica producida por
Dothiorella sp. En aquellos frutos
donde aun no se observaban los sin-
tomas, se desinfectaron de acuerdo al
procedimiento descrito anteriormen-
te y se colocaron en camara himeda
para inducir la manifestaciéon de los
sintomas y asi descartar algtn error
en los resultados.

Evaluacion y analisis esta-
distico: El experimento se planifico
bajo un disefio de muestreo totalmen-
te al azar, cuya unidad experimental
estuvo representada por el fruto.

Se evalud el momento de inicio
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de la infeccién (dias) y de aparicién
de los sintomas (dias). Se realizé el
analisis de la varianza para estable-
cer la significancia de los tratamien-
tos y de la edad de los frutos, utili-
zando el procedimiento GLM del SAS
(19). Asi mismo, se realizé la prueba

de comparacién de medias por el mé-
todo de Duncan.

Igualmente, para la informacién
de la edad de aparicién de los sinto-
mas, se hizo un analisis de frecuencia
y se compararon los tratamientos
mediante la pruebas de chi-cuadrado.

Resultados y discusion

Momento de inicio de la in-
feccidon de los frutos

Todos los frutos de guayabo ino-
culados con Dothiorella sp. mostraron
los sintomas de la pudricién apical (fi-
gura 2). Los ensayos instalados en las
tres fechas tuvieron resultados simi-
lares en cuanto al momento de inicio
de la infeccion. Los datos de la segun-
da y tercera fecha de instalacién fue-
ron combinados hasta la semana 11y
sometidos al analisis estadistico. El
analisis de varianza mostré diferen-
cias significativas (P<0,01) entre tra-
tamientos, edad del fruto y la
interaccion tratamiento por edad,
pero no para la interaccién tratamien-
to por repeticién (cuadro 1). La com-
paracién de medias de tratamientos
mostré una infecciéon significativa-
mente mayor para los frutos cubier-
tos e inoculados, seguido por frutos sin
cubrir y sin inoculacién artificial (cua-
dro 2).

Al analizar la infeccién en las
diferentes edades del fruto, combinan-
do los tratamientos, se encontrd que
la infeccién se inici6 en la semana 5
en los frutos cubiertos, en un porcen-
taje muy bajo (1,6%) y estadistica-
mente igual a las semanas anteriores;
debido probablemente al microclima
creado dentro de la bolsa, en las que
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inevitablemente se incluyeron hojas
y pequefnas ramas, las cuales pudie-
ron tener, en forma epifitica, conidios
de Dothiorella que infectaron los fru-
tos. Esto se confirma debido al bajo
porcentaje de infeccién observado. Es
en la semana 7, cuando la infeccién
se eleva (8%) y se hace estadistica-
mente diferente, incrementandose en
las siguientes semanas hasta alcan-
zar un 52,4% (cuadro 3).

Por otra parte, también se ob-
servo una mayor incidencia de frutos
infectados, en los cubiertos inocula-
dos; llegando a alcanzar valores de
100%, debido a la mayor concentra-
cién de inoculo utilizado, en compa-
racion con el inéculo natural en los no
cubiertos, en los cuales se encontrd un
maximo de incidencia de la enferme-
dad de 55%. En cuanto a los frutos
cubiertos sin inocular, la infeccién se
mantuvo baja durante todo el perio-
do de estudio, hasta un maximo de
14% en la semana 11.

En el cuadro 4 se muestra el
analisis de infecci6on por edad para
cada uno de los tratamientos. Se ob-
serva que en los frutos cubiertos, ino-
culados y sin inocular, la infeccién se
inici6 en la quinta y sexta semana,
respectivamente; mientras que en los
frutos expuestos al aire y sin inocular
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Figura 2. Infeccion por Dothiorella sp. de frutos de guayabo (Psidium

Suajava L.) bajo tres tratamientos.

Cuadro 1. Analisis de varianza para la edad del fruto del guayabo
(Psidium guajava L.) y el momento de infeccién con
Dothiorella sp., combinando los resultados de dos

experimentos hasta la semana 11.

Fuente de variacion G. de L. S. C. C.M F Pr>F
Tratamiento? 2 7734,37 3867,18 68 0,0001
Edad 8 32272,44 4284,05 75,33 0,0001
Tratam. x Edad 16 13281,89 830,11 14,59 0,0001
Error 54 3071,20 56,87

Error 80

I'Tratamientos: frutos cubiertos e inoculados; frutos cubiertos sin indculo; frutos sin cubrir

y sin inocular.

Cuadro 2. Porcentaje de infeccion de frutos de guayabo (Psidium
guajava L.) inoculados con Dothiorella sp. para tres los

tratamientos.
Tratamientos Infeccion(%)
Frutos cubiertos e inoculados 42,62
Frutos cubiertos sin inocular 19¢
Frutos sin cubrir y sin inocular 31,3

Medias con diferentes letras difieren estadisticamente (P<0,01)
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Cuadro 3. Infeccion de frutos del guayabo (Psidium guajava L.) por
Dothiorella sp., combinando los tratamientos frutos
cubiertos e inoculados, frutos cubiertos sin inocular y frutos
sin cubrir y sin inocular.

Edad (Semanas) Infeccién(%)

02
02
1,62
1,62
8b

28¢

52,44

501

4714

—
H O © 030 0tk W

—

Medias con diferentes letras difieren estadisticamente (P<0,01)

artificialmente, la infeccién se inici6é en la séptima semana de desarrollo
en la semana 7. del fruto, lo cual se corresponde con

Estos resultados indican que la la etapa I de la curva de desarrollo
infeccién por Dothiorella sp. se inicid del fruto descrita por Laguado et al.

Cuadro 4. Infeccion de frutos del guayabo (Psidium guajava L.) por
Dothiorella sp., sometidos a tres tratamientos, en diferentes

edades.
Tratamiento
Edad del Fruto FCI FCSI FSCSI
(Semanas) % de Infeccion

3 0,00 0,00 0,00

4 0,00 0,00 0,00

5 4,77 0,00 0,00

6 0,00 4,77 0,00

7 2,39 2,39 19,05

8 38,10 4,77 40,43

9 92,86 9,53 54,77
10 100,00 7,15 42,46
11 85,72 14,29 40,48

FCI: Frutos cubiertos e inoculados, FCSI: Frutos cubiertos sin inocular
FSCSI: Frutos sin cubrir y sin inocular
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(14), Araujo et al. (2) y Caraballo (6).

Resultados similares fueron en-
contrados por Kohn y Hendrix (13) al
utilizar diferentes niveles de inéculo
de Botryosphaeria dothidea sobre
manzana, determinando que el pro-
medio de lesiones fue mas alto (2,2)
en el mayor nivel de in6culo utilizado
(10° conidios/ml) y mas bajo (1,37) en
el menor nivel de inéculo (5x10?
conidios/ml). A diferencia de estos re-
sultados, Moraes et al. (16) no encon-
traron diferencias en cuanto a inci-
dencia y sintomas de la gomosis en
ramas de tres especies de citricas, ino-
culadas en forma natural y artificial
con Dothiorella gregaria.

Momento de aparicion de los
sintomas

La prueba de x? mostro diferen-
cias significativas (P<0,01), tanto
para tratamientos como para edad de
los frutos (cuadro 5). Los sintomas co-
menzaron a manifestarse a partir de
la semana 11, es decir, siete semanas
después de la primera infecciéon detec-
tada en el 20% de los frutos inocula-
dos y cubiertos; en la semana 12 en el
15% de los frutos sin cubrir y sin ino-
cular artificialmente, y en el 5% de
los cubiertos sin inocular (figura 3).
La manifestacion de los sintomas fue
incrementandose en las semanas sub-
siguientes (figura 3) hasta alcanzar
65% para frutos cubiertos e inocula-
dos, 35% para frutos sin cubrir y sin
inocular artificialmente y un 15%
para frutos cubiertos sin inocular.

Esto demuestra que el patégeno
infect6 el fruto y se mantuvo latente
hasta la semana 14, cuando las con-
diciones ambientales fueron favora-
bles, o el fruto se encontraba en una
etapa de madurez que permitiera el
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desarrollo de los sintomas (1).

Resultados similares fueron se-
nalados por Brown y Britton (5), quie-
nes observaron la manifestacion de
sintomas causados por B. dothidea
sobre frutos de manzana y durazno,
72 horas luego de la inoculacién, mien-
tras que en vid lo observaron tres
meses después. Asi mismo, Parker y
Sutton (17) y Kim et al., (12) senala-
ron que frutos de manzana inocula-
dos con B. dothidea pueden infectar-
se dentro de las siete semanas des-
pués de la caida de los pétalos, y que
requieren de 1 a 1,5 meses luego de la
infeccidn, para el desarrollo de los sin-
tomas. Kohn y Hendrix (13), determi-
naron que en manzana no se produ-
cian niveles apreciables de
Botryosphaeria dothidea hasta que el
fruto estaba en una edad entre 6 y 8
semanas antes de la cosecha. Igual-
mente determinaron que en manza-
nas var. Red Delicious inoculadas con
B. dothidea, el 75% de los frutos se
infectaron trece semanas después de
la caida de los pétalos. Asi, el pico de
produccion de esporas del patdégeno
coincidia con la etapa cercana a la
maduraciéon del fruto, en la cual éste
era mas susceptible al hongo B.
dothidea. Similarmente, Moraes et al.
(16) detectaron los sintomas de
gomosis en citricas causadas por
Dothiorella gregaria, 56 dias después
de la inoculacién.

La semana 14 (98 dias) corres-
ponde con la etapa III del desarrollo
del fruto del guayabo, donde el conte-
nido de sélidos solubles totales alcan-
za valores entre 11,83 y 15,74 °Brix,
compuesto principalmente por saca-
rosa, la cual se forma a expensas de
la glucosa (3, 14). En frutos de man-
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Cuadro 5. Valores de %> para manifestacion de sintomas de la
enfermedad causada por Dothiorella sp., respecto a la edad
de los frutos del guayabo (Psidium guajava L.) y los

tratamientos utilizados.

x> Probabilidad
Tratamientos 26,44 0,001
Edad 211,40 0,001
70

60
50
40
30
20
10

Sintomas de Pudricion Apical (%)

7
Edad del Fruto (Semanas)

8

——&—— Sintoma (%) Cubierto + in6culo
— - & - — Sintoma (%) Cubierto sin inéculo
— —&— — Sintoma (%) Descubiertos sin in6culo

9

10

Figura 3. Momento de aparicion de sintomas de la pudricién apical
causada por Dothiorella sp. en frutos de guayabo (Psidium

Suajava L.).

zana, se encontré que los sintomas de
pudricion causada por B. dothidea se
manifestaron cuando los niveles de
s6lidos solubles totales estaban alre-
dedor de 10,5%, pudiendo llegar los
niveles de incidencia de la enferme-
dad hasta el 100%, cuando los sélidos
solubles totales llegaron al 13,8% (13).

El aumento de aztcares durante
la maduracién causa una disminucién
de la firmeza de los frutos, como conse-
cuencia de cambios en la estructura y
composicién de las paredes celulares
(17), 1o cual incrementa la susceptibili-
dad de los frutos al ataque del hongo y
la manifestacién de los sintomas (11, 18).

Conclusiones

La infeccién de frutos de guaya-
bo (P. guajava L.) con Dothiorella sp.
seinicia en la séptima semana de edad
del fruto, correspondiente a la etapa
I de la curva de desarrollo del fruto.

Los sintomas de la pudricién apical
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bajo condiciones de campo, se manifies-
tan a las 14 semanas de edad presen-
tando un largo periodo de incubacién
(siete semanas), lo que pudiera estar
influenciado por la etapa de maduracién
del fruto (etapa III, 91-119 dias).
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