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COMPENDIO

Botryosphaeria ribis (Tode ex Fr.) Gross y Dug (= Botryodiplo-

dia ribis) Pat, y su relacidn con el Ruezno Pegado en Nogal Pe
canero (Carya illinoensis Wang K. Koch), en General Cepeda, -
Coah.

POR

ROBERTO FLORES ROMERO

MAESTRIA
PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIC NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. MAYO DE 1988.

Ing. M.C. Abiel Sanchez Arizpe - Asesor -

Palabras clave: Ruezno pegado, nogal pecanero, Botryosphae-
ria, Botryodiplodia

El presente estudio se realizé con el propdsito de -
identificar al agente causal del ruezno pegado en nogal peca-

nero (Carya illinoensis Koch), se hicieron trabajos de aisla-

mientos e identificacidn del patégeno de Enero de 1986 a Oc-
tubre de 1987. Los trabajos se realizaron en La Huerta "Vi-
lla Verde", Municipio de General Cepeda, Coahuila y en el La-
boratorio de Parasitologfa Agricola de la U.A,A.A.N, en Bue-
navista, Saltillo, Coah., los aislamientos se hicieron a par-

tir de fragmento de tallos y frutos, utilizando P.D.A. y -
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Agar - Agua. Se identificd a Botryodiplodia ribis (Pat) a -

través de sus picnidios y conidios, asi como su estado perfec-

to Botryosphaeria ribis (Tode ex Fr.) Gross y Dug, mediante -

la observacidn de sus peritecios, ascas y ascosporas. Las -
pruebas de patogenicidad resultaron satisfactorias. Asimismo,
se realizaron bioensayos in vitro para probar la efectividad
inhibitoria contra el patbégeno, utiliz&ndose un Thiabendazole,
Triadimefon, Zineb y Dinocab, mostrando mayor eficiencia és-

tos dos Ultimos sobre el patdgeno.
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ABSTRACT

Botryosphaeria ribis (Tode ex Fr.) Gross y Dug (= Botryodip

dia ribis) Pat, relation ship of sticky shuck in pecan nut

rya illinoensis Wang K. Koch), in General Cepeda, Coahuila.
BY

ROBERTO FLORES ROMERO

MASTER OF SCIENCE
PLANT PROTECTION
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. MAY, 1988.

Ing. M.C. Abiel Sanchez Arizpe - Adviser -

Key words: sticky shuck, pecan nut, Botryospvhaeria, Botryo
diplodia.

A study was conducted to identify a funges responsi

ble of "sticky shuck" in pecan nut (Carya illinoensis Koch)

Isolation and identification work of pathogen were initiate
in January 1986 to October 1987, This work was carried out
in "villa Verde" orchard and Plant Protection Laboratory of
the Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro. Isolates -
were made from cut leaves and fruits, using PDA and Water -

Agar. Botryodiplodia ribis (Pat), was identified by means

of pycnidia and conidia. The sexual state of Botryosphaeri
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ribis (Tode ex Fr.) Gross y Dug, was observed through pheri-
tecium, ascus and ascospores. The pathogenicity tests were
satisfactory. Tests in vitro were also performed to show -
the effectivity against the pathogen, using Thiabendazole, -
Triadimefon, Zineb y Dinocab. The last two products were -

the most efficient.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El nogal pecanero (Carya illinoensis Wang X. Koch) -

es originario de Amé&rica, especificamente del Norte de Méxi-
co y Sureste de los Estados Unidos.

Los tres estados mas importantes productores de nuez
pecanero en México son: Coahuila, Chihuahua y Nuevo Ledn.

El cultivo del nogal estd considerado como una de -
las empresas agricolas mas permanentes y es una de las espe-
cies frutales gue mas auge estd cobrando en las regiones fru
ticolas de la Repiiblica Mexicana.

Desde las decadas de los.60's y 70's se ha registrado
un incremento notable en la superficie cultivada con esta es-
pecie; para 1976 se registraron 38,000 ha, considerando &rbo-
les nativos y mejorados; para 1984 hubo un registro de 27,000
ha de arboles plantados, dando un total de 65,000 ha cultiva-
das en la Repliblica Mexicana*.

Considerando lo mencionado anteriormente y debido a la
creciente importancia gue estd adquiriendo la produccidn co-

mercial del nogal pecanero en el pais y a las enormes poten-

cialidades que ofrece el cultivo tecnificado, es de gran -

importancia para el nogalero conocer el enorme perjuicio gque

*CONAFRUT
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vienen ocasionando las enfermedades a este cultivo, dafho que
repercute tanto sobre el volumen de la cosecha, como sobre -
la calidad del fruto, afectando muy seriamente en ambos ca -
sos la economfa del productor nogalero y frustrando seriamen
te sus esfuerzos e inversiones.

En los Gltimos afios, se han llevado a cabo estudios
sobre la importancia econdmica que representa este rengldn
habiéndose considerado que el dafo por enfermedades puede -
representar hasta un 100 por ciento de pérdidds en la cose-
cha.

Dentro de &stas el "ruezno pegado", es un problema
que ha estado adquiriendo gran importancia, tanto en Estados
Unidos como en la Repﬁblica Mexicana, principalmente en el -
Norte de México vy especificamente en el Estado de Coahuila.

Como un hecho sumamente importante de lo devastadora
gue puede ser esta enfermedad, hemos de mencionar que en la
huerta denominada "El Tunal”, Municipio'de Pendn Blanco, y
que se encuentra en el érea de influencia de la Comarca La-
gunera, tuvo un 100 por ciento de p&rdidas en la cosecha de
bido aveste problema del "ruezno pegado".

Johnson (1975) menciona que el problema del "ruezno
pegado", puede ser causado por un desorden fisiolbgico y un
agente patolbgico, trabajo que concuerda con Booth y Sha -
nnon (1982). Debido a esto, el problema fundamental es que no
se tiene informacibn exacta sobre el papel que desempefia el

hongo Bdtr?oSphaeria-ribis (Tode ex Fr.) Gross y Dug, en di-

cha enfermedad. Por lo tanto, con la realizacidn de este -

trabajo se pretende generar informacibn respecto al problema

.
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en cuestidén, que por consiguiente traerd beneficios a las
regiones nogaleras del Norte de México.

Por lo anterior los objetivos de este trabajo son:

1) Deteccidn del agente causal del "ruezno pegadc
2) Evaluacidn de cuatro productos quimicos para e€
control del patdgeno mediante bioensayos in vi

tro.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA
Sintomas .

Segln Saharan (1974) el hongo causante del ruezno -

pegado fue aislado e identificado comO'Botrydséﬁaeria ribis,

donde realizd varios estudios sobre el problema y define -
los sintomas del patégeno como pequenasinfecciones circulare
e irregulares, manchas cafés obscuras necrdticas y hundidas
sobre el ruezno, que forman una serie de lesiones ovoiformes

El eje longitudinal de cada una de las lesiones, es paralelo

al eje de la céscara de la nuez; estas lesiones se unen y fi

nalmente cubren el ruezno entero; las lesiones desarrollas
se agrietan sobre el rueéno y la infeccidn penetra a través
de la céscara, conforme el hongo avanza, pasa directo a la
almendra atacéndola finalmente, deshidratdndola y ocasionén-

dole un sabor desagradable; ademé&s hay indicios de que apa -

rentemente es el primer escrito de B. ribis, causando pudri

ciones en las nueces del nogal pecanero. Sin embargo, una es

pecie de B. berengeriana ha sido senalada causando la muer-

te regresiva de arboles plantados en el Sureste de Georgia v

Noreste de Florida en los Estados Unidos.
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Halliwel y Johnson'(197é) concluyeron que la reac-
cidn que causa la caida del fruto podria estimularse con apli-
caciones externas de etileno, o detenerse con biéxido de car-
bono en la misma forma. Adem&s, encontraron que éplicaciones
de Benomyl o Du-ter en otono reducian éste fendmeno que ocu-
rre en Agosto pero, no tenian efecto sobre una caida tardia.

Se descubrid que la enfermedad del ruezno (Shuck di-
sease) en realidad eran dos problemas diferentes. La verdade-
ra enfermedad del ruezno (Shuck disease), es causada por una
reaccidn fisioldgica y transmitida genéticamente; la otra co-
nocida como ruezno pegado (Sticky shuck).

Se utiliza el término Stem end blight (tizdn de la -
punta de la rama) y Johnson prefiere emplearlo como Sticky -
Shuck (ruezno pegado), pues parece ser el mas adecuado.

El ruezno pegado (Sticky shuck) aparece cuando la nuez
estd en estado acuoso o en periodo del endospermo liquido, el
cual indica que la enfermedad es mis severa en ramas tiernas -
o débiles y enfermas, esto no debe confundirse con la caida =~
normal de nueces, en que la flor hembra y el grano de polen -
fallan al unirse. Estas nueces son més chicas cuando se com-
paranvcon la enfermedad.

Johnson (1979) indica gque Bortyodiplodia ribis Pat,

es el estado imperfecto (asexual) de Botryosphaeria ribis y

su infeccidn se desarrolla en los tallos causando asf la -
muerte con tumorcillos que llegan a alcanzar 1.6 rm en el -

tamano y que cuando hay rupturas de éstos, forman pequehas -

Benlate
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lesiones elongadas o extendidas y de color negro en su in -
terior, la lesidn continfa creciendo y eventualmente llega
ser de 3.1 a 6.2 mm en tamafio y un poco planas. No se cono

ce el papel exacto de Botryodiplodia dentro del ciclo de 1la

enfermedad del ruezno pegado (Sticky shuck), pero supuesta
mente el hongo se encuentra invernando dentro de las partes
dannadas. No obstante, &stas observaciones han sido limita
das y hay algunos cultivares de reaccibn diferente a Botryo

éhaeria (= Bétrzédiplédié).

‘Otros ‘Estudios

Stein y McEachern (1983) mencionan que los sintomas
constan de un enegrecimiento del ruezno, el cual se inicia
de la punta de la nuez hacia la base, siguiendo la linea de
unidn del ruezno. Sin embargo, esta caracteristica varia
con la latitud en que se encuentran los nogales, ya que més
al Este de los Estados Unidos, las manchas se localizan al
centro del ruezno.

Malstrom y Kaufman (1984) reportan que la necrosis
del ruezno es un término usado para describir a unas pfistu
las negras y anormales sobre el ruezno. Esta anormalidad s
inicia © comienza durante el desarrollo del estado acuoso y
puede continuar hasta su estado masoso o de llenado. Obser
vandose dos o mas pistulas que usualmente son encontradas -
sobre el ruezno en cierta medida, pero suele ser mis pronun
ciada a lo largo de la sutura. Las mancha$ negras son usua

mente ligeras y brillantes, pero no necesariamente, pues
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varia con el cultivar, y puede ser definido o indefinido -
su limite entre un tejido afectado y otro no afectado. Ei
muchos casos las nueces caen prematuramente, y en otros ca
sos permanece adherido al &rbol, causando tambié&n una conc
cidn de pegado. Algunas veces la necrosis del ruezno pud:
ra ser confundida con un obscurecimiento normal de los ruc
nos a lo largo de las suturas, el cual muchas veces indic
una maduracidn o el final del ciclo del cultivo. La caus
o causas de la necrosis del ruezno ain no han sido determi
nada; muchos intentos se han realizado para aislar un orge
nismo causal de daho a estos rueznos; pero no se conocen ¢
ganismos patog&nicos que hayan sido identificados. La nec
sis del ruezno puede ser confundida con el tizbdn de la pur
de la rama (Stem end blight) y enfermedad del ruezno (Shuc
disease), que son algunas enfermedades que se han reportac
en otros estados, donde se plante el cultivo del nogal.
Seglin Witcher y Clayton (1963) el sintomas més vis
ble del tiz6én del tallo del ardndano azul en el campo, es
una o mas ramas muertas mezcladas con las ramas normales.
En estado temprano de infeccidn las hojas se tornan amaril
o rojizas, pasando por un color café; las hojas permanecer
adheridas y después mueren; la infeccidn la produce Botryc

‘sphaeria ribis.

Seaver (1942) reporta que'biplodia”theobromae es 1

ponsable de considerables pérdidas al atacar el estado mas

de los tubérculos de Cassava (Manihot vtilisima)Pdil, el pic

fue encontrado en porciones de &reas muertas de los tallo:

asociados con el peritecio de Botryosphaeria ribis; sin
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embargo, los estudios de cultivo no re&elaron una conexién -
entre estos dos patdgenos.

Parmeter et al. (1960) mencionan que varios organis -
mos fueron asociados a la muerte.regresiva en los tallos de

Laurel (Calefania laurel), este sintoma fue mis severo en el

verano. La produccién de peritecios de Botryosphaeria, asi

como la de picnidios de Dotrhiorella Y‘Eoffybdiplodia indi -

can que hay una relacibn entre estos organismos, sin embargo,
no se han realizado intentos por determinar las especies.
Carey y Schoeneweiss (1975) mencionan que el abedul

blanco de Europa'(Betﬁia'éibé L.) es fuertemente danado, ya

que se forman cénceres en sus tallos y ramas y que por conse-
cuencia trae una defoliacibn; varios hongos forman sus cuer-
pos fructiferos en los cinceres donde comunmente se encuen -

tra, asociada la especie de Dothiorella, que es el estado

amorfo de'Bdﬁryosphaefia'dothidea (Morig. ex Fr.) Ces & De

Not. y'Botryosghaeria'ribis, que para los autores son sinbni-

mos estos dos organismos.
Eticlogia

Segln Connor (1967) el ciclo de BothOSphaeria ribis

en la fase de cincer en manzana es desconcida particularmen-
te con respecto a 15 penetracibétn del tiempo de infeccibn y =
formaci®n de cédnceres, pues es necesario un perfodo de un -

afio para la formacidn de estructuras reproductivas del hongo.
Intentos por demostrar la penetracién del patbgeno a la cor-

teza, mostraron que la conidia del hongo no germindé cuando -
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estuvo en contacto con la corteza del exterior, ya que ésta
tiene un efecto inhibitorio en la germinacidn conidial.
Shahin y Claflin (1980) reportan que en inoculacio-

nes preliminares los sintomas causados por Dothiorella sp -

eran similares a los observados en falsa truga (pino), y de

ramas infectadas, en-aislamientos se observaron Dothiorella,

fue identificado como un estado imperfecto de Botryosphaeria

dothidea. Uno o varios picnidios fueron obscuros, estromd-
ticos‘y mas tarde erupentes, globosos o subglobosos y de 215
a 537A{de espesor; la conidia fue hialina, clavada a elipsoi
dal, midiendo 18.0 a 28.0 x 4.3 a 7.27, las hifas fueron hia
linas, septadas de 4 mm de didmetro, en alglin tiempo fueron
cafés o negras en cultivo viejo.

Weaver (1974) menciona que(la gomosis del Durazno -

es causada por Botryosphaeria dothidea y que el picnidio es

negro y estroma ascdgeno; la enfermedad se estabiecié sobre
las lenticelas de la cubierta de &rboles de Durazno, también
fueron producidas en cultivo. E1l picnidio contiene conidias
hialinas, no septadas, fusiformes midiendo de 15.2 a 28.8L1
de longitud x 4.8 a 8.0/{de ancho., El peritecio de Boﬁryos-

phaeria dothidea contiene ascas clavadas con un promedio de

120 x 19J{y estas separadas por pseudoparafisis; cada asca

contiene ocho ascosporas, hialinas no septadas, fusiformes,

las cuales midieron 17.5 a 28.0 x'9.3 a 12.041q Las microco

nidias fueron producidas en los ldculos, contenidos en picni-

cios y estroma ascdgeno.
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Otros Estudios

Harley et al. (1975) realizaron aislamientos en tro:
cos y ramas de almendro de la variedad Non-Pareil, donde se
produjeron dos hongos clasificados en los géneros Dothiore -

lla (= Botryosphaeria) y Hendersonula. Donde: se produjeron

picnidios con picnidiosporas en su interior elipsoidales o
fusiformes, halinas, no septadas con un promedio de dimensit
nes de 21.5}(.(con rango de 12.5 a 33.7) x 5.97/(con rango
3.8 a 7;7}().

Witcher y Clayton (1963) mencionan gue el tamano re-

lativo de la conidia de varios aislamientos de Botryodiplid:

dothidea fueron obtenidos por medicidn de 100 conidios de c:
da islamiento. La conidia de 11 aislamientos de Botryodi -

plodia dothidea de ardndano y otros 11 aislamientos de otro:

hospederos fueron de 16 a 22t9}{de longitud yv 4.9 a 7.8 d
ancho. El promedio conidial para el ardndano fue ligeramen-
te mads pequeho a los otros hospederos.

Seaver (1942) indica’ que Botryosphacria ribis fue -

encontrada en porciones de &rea muerta de Cassava (Manihot

vitilisima) Pohl., el cual parece ser una nueva hospedera -

mds. Las medidas de las ascosporas fueron de 12.5 a 24.07/
de largo x 6.9 a 10ﬁ/de ancho.
Seglin Pesante (1951) la enfermedad del roble en Tu-

rin, Italia, es causado por Botryodiplodia sp, y que los si

tomas aparecieron a los 50 dias después de las inoculaciones
El patdgeno invade el cortex y muere el tejido. El picnidic

mididé de 200 a 3707y de didmetro, y la conidia de 25 a Bij
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de largo x 13.7 a 17.15€/de ancho.
- Millholand (1972) menciona que el "Stem blight" (ti-

2z6n del tallo) en el arandano (Vaccinum corbosum) es causa-

do por el hongo Botryosphaeria dothidea y que segin Witcher

y Clayton (1963) asemejan a B. dothidea con el hongo formal-

mente conocido como Botryosphaeria ribis ya que siempre se -

encuentran los dos al identificarlos. En los trabajos rela-
cionadosvcon la histopatologia de B. dothidea menciona que
los picnidios se formaron después de 14 dias de inoculados -
las plantas midiendo de 120 a 240{/ de di&metro, las conidia
_tuvieron dimensiones de 15.277/de largo x 6 a 97/de ancho, y
la hifa un promedio de 4f/de didmetro.

Segin Samuels y Singh (1986) el cincer del tallo en

el guisante palumbario (Cajanus cajan) es Botryosphaeria -

xanthocephala (= Fusicoccum cajani) Sydow y Butler, y que -

"ademds es el primer escrito de la enfermedad y conexidn de
éstos dos patdgenos en las islas Fijf al Sureste del Pacifi-
co. Los estudios Etioldgicos mostraron que los picnidios sc
subglobosos, negros y no papilados con dimensiones promedio
de 100¢/de largo x 150 a 2007/de ancho y las conidias de 6
a 15 de largo x 2 a 3¢/de ancho; el peritecio es globoso, ne
gro y papilado de 200 a 200§/de didmetro, con ascas de 20 a
267/'de ancho pof 80 a 133{yde largo y con ocho ascosporas €
su interior hialinas, unicelulares y de pared delgada con di

mensiones de 8.0 a 11.?7/de ancho por 20 a 257/de largo.
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Otros Estudios

Stevens (1941) indica que la mayoria de las especies

de Diplodia y Botryodiplodia son extremadamente semejantes -

uno del otro, por lo que probablemente constituyen un sélo
género, Yy que puede ser distinguida por la planta hospedera
en que se encuentran.

Webster'gg"gi. (1974) mencionan que una simple espore
0 colonia de hongos puede ser clasificada correctamente con
la literatura que se tiene disponible, asi como los medios -
de cultivo, temperatura y condiciones de luz y hospedero, -
donde se desarrolla el patbgeno. En 165 estudios de Diplodiec
indican que algunos investigadores distinguen al gé&nero sobre
las caracteristicas del picnidio, tal como si es picudo, ca-
bado, con estrias o suave, separado o agrupado, superficial
0 inmerso en el tejido del hospedero, presencia o ausencia -
del estroma y el tipo del ostiolo; para las caracteristicas
de las picnidiosporas se incluye el tamaho, ornamentacidn, -
presencia o ausencia de 1la constriccién del septum y si el
medio es himedo o seco. En muchos casos las caracteristicas
usadas por un autor para distinguir a un determinado gé&nero
son empleadas por otro autor para distinguir las especies de
un género.

Harley et al. (1975) mencionan en sus escritos que
algunos investigadores han reclasificado a los Pyrenomicetes

y reducen a'Boﬁrydsﬁﬁaeria'ribisvcomo sindnimo de Botryosphae

‘ria'dothidea.
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Estudibs de Patogenicidad

Segin Saharan (1974) en aislamiento de nuez danada -
en diferentes estados de infeccibn se encontr6 el hongo Bo -~

tryosphaeria ribis. Este patbgeno se sembrd en P.D.A. (Papa,

Dextrosa, Agar) y produjo un gran ntimero de conidias. Se hi-
cieron inoculaciones artificiales de nueces, habi&ndose en -
contrado multiplicacidn de conidias con o sin partes danadas;
las condiciones de humedad para el ruezno o envoltura de la
nuez fuerxon Alkatene, bolsas de papel y en el laboratorio -~
las muestras se pusieron en cajas petri con algoddén mojado
por 48 horas se mantuvo un control adecuado4en las inocula -
ciones y empezaron a presentar sintomas después de los tres
dias en brotes y nueces danadas. El progreso de la enferme~-
dad de 1la inoculacién fue similar al observado bajo condicio
nes de campo. En reaislamientos artificiales de infeccidn -
se conservd el mismo hongo, al igual que en todas las mues -
tras gque se observaron.

Weaver (1975) realizb6 estudios de patogenicidad eﬁ -

frutos y &rboles de Durazno, inoculando el hongo Botryosphae-

'ria 'dothidea, donde a los tres meses después se presentaron

los sintomas observados en los lenticelos del &rea de la cor-

teza enferma.

Harley'sg‘él. (1975) mencionan que las pruebas de pa-
togenicidad aportaron y ayudaron a la informacién de la rela-

cibn entre bofﬁiéfeiia'qp y Botryosphaeria dothidea, trabajos

realizados en &rboles de almendro de dos anos de edad de la

variedad Plus-ultra fueron inoculados en el cambium con dos
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aislamientos de Dothiorella sp y B. dothidea, donde ambos -

organismos fueron patogénicos y concluyeron que Dothiorella

sp en almendro es en realidad el estado imperfedto de Botry

phaeria dothidea.

Otros Estudios

En 1972, en plantaciones grandes del cultivo dé ave
llano al Oeste de Nigeria, llamd la atencidn una severa en
fermedad que causaba la muerte regresi?a en tallos'y flores
del Meri (avellano), el organismo fue aislado e identificad

como Lasiodiplodia (Pat.) (= Botryodiplodia theobromae Pat)

inoculaciones en el campo con micelio del hongo produjeron
los sintomas que indican que son los observados en natural,
del cual ei hongo fue aislado. Intentos para inducir la in
feccidn con las conidiaé del hongo han sido del todo negati
vo (Olunlovo y Esurvoso, 1975).

Millholand (1970) menciona que Botryosphaeria corti

(Demaree y Wilcox) Arx y Muller en tallos de frambueso pene
tra a través de los lenticelos y que la madurez del perite
cio fue observada un afno después de la infeccidn.

Fenner (1925) reporta a Botryosphaeria ribis como u

enfermedad muy importante que provoca cénceres en troncos y
ramas del manzano, causando considerables pérdidas a los pr

ductores en E.U.A.
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Epidemiologia

Johnson (1975) menciona en sus estudios del ruezn
pegado en nogal pecanero, que en una atmdsfera htGmeda, la
produccidn es riapida y, por lo tanto, la nuez al estar en
fase de endospermo liquido (estado acuoso). no llega a la
guiente fase de desarrollo, debido a la infeccidn con pud
ciones fuertes o serveras, el ruezno se adhiere fuertemen
la cdscara de la nuez. Los rueznos con pudriciones moder
empiezan a abrirse parcial o completamente antes}de la ma
racidn en el extremo distal. En tiempo seco, la enfermed
es restringida, pero al cambiar inmediatamente el tiempo
medo, la pudricién es severa, momifica el fruto y los res
duos caen o se adhieren al arbol; por lo tanto, esto ayud
la diseminacidn del hongo.

Seglin Lewis y Van Arsdel (1978) Botryodiplodia th

bromae produce cdnceres en las ramas del Sicomoro (Platan

occidentalis) a temperatura de 30 a 35°C en un 98 por cie

de los puntos inoculados a la planta. .

Shahin y Claflin (1980) mencionan. que el hongo Dot
rella crecid entre los 20 y 37°C y un leve crecimiento oc
rrié a los 40°C y el dptimo fue a-los 30°C. E1 hongo pro
micelio blanco algodonoso, que después con el tiempo se t
gris y éste de un color negro, esto fue en PDA. Se reali
ron varias pruebas in vivo e in vitro para producir el es

perfecto Botryosphaeria dothidea, pero los resultados fue

negativos. La no aparicidn del estado sexual de este hon
en Eejidos de hospederos infectados y en cultivo fueron r

tadas por varios investigadores.

€0



CAPITULO IIT

MATERIALES Y METODOS ‘

Ubicacibn

El presente trabajo se realizd en la huerta denomi-
1ada "Villa Verde", propiedad del Sr. Luis Siller, localiza-
la en el Municipio de General Cepeda, Coah., y forma parte -
lel programa de investigaciones del Departamento de Parasito-
.ogia Agricola de la Universidad Autbénoma Agraria "Antonio -
larro"

yituacidn Geografica*

Latitud 25° E 23! Norte
Longitud ' 101° 19 Oeste
Altitud 1514 msnm

‘aracteristicas climadtico-Edaficas

Precipitacidn media anual 396.9 mm

Temperatura media anual 19.2°C
’lima seco, semicdlido con invierno fresco, muy extremoso y
:scasa precipitacidn invernal; lluvias de verano y sequia -

rorta en la temprada.

*Depto. Agrometeorologia de la U.A.A.A.MN.
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El trabajo se desarrolld en arboles de nogal pecane-

ro (Carya illinoensis, Koch) utilizando plantas con caracte-

risticas similares de edad y vigor. Los cultivares emplea-
dos para este estudio fueron Western y Wichita, plantados en
1967.

Los pardmetros a realizar fueron los siguientes:

1. Estudios etioldgicos
2. Pruebas de patogenicidad
3. Estudios histoldgicos

4. Bioensayos con fungicidas
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Estudios Etiol6gicos

Para la identificacién vy aislamiento del microorganis-
mo se coiecté material vegetal enfermo de la huerta en cues-
£i6n Y en cdndiéiones de laboratorio se utilizb la técnica -
de vértido en placa, donde se aislafon en medios de P.D.A.
(Papa, Dextrosa, Agar) y’A.A. (Agar - Agua). Para la carac-
terizacidn del hongo se inoculd en los medios de cultivo men-
cionados y se sometib a condiciones de luz y obscuridad, asi
como de temperatura.

Para la induccibn del estado sexual de hongo, se ma-
nejaron condiciones adversas al microorganismo, se colocaron
en frascos partes de tejido vegetal (tallos y frutos) en re-
frigerador a una temperatura 2 a 7 °C, con la finalidad de
provocar la formacibn de estructuras sexuales del pat&geno.
Adem&as, bajo ellmicroscopio se midieron estructuras reproduc-
tivas, tanto del estado impérfecto como del. perfecto en mon -

tas permanentes.
Estudio de Patogenicidad

Una vez identificado el microorganismo se procedid a
aislarlo efectuando siembras puras con conidias y picnidios

correspondientes a 'Bot'rYOdiplodi‘a; asi mismo, se colocd en -

tubos inclinados con aceite mineral para su conservacidn.
Para la obtencibn de la suspensidn, se utilizaron las
capas puras del hongo que se preservaron en tubo inclinadoj;

posteriormente en una licuadora se colocaron las cepas del -
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hongo, agregéndole agua destilada para de ese modo ser 1li -
cuados y pasadas por un tamiz 325 con la finélidad de obte-
ner las conidias libres para su contéo, donde se utilizé -
una laminilla cuadriculada y un counter tipo H 102-4 donde -
finalmente se obtuvo una suspensibén en 150 ml con 6,908 coni-
dias ml.

Para las pruebas de campo se seleccionaron cuatro &r:
boles al azar, dos Wichita y dos Western, donde se tomaron -
cuaﬁro brotes de la parte media del &rbol y se asperjaron -
con un atomizador donde una suspensidén fue de agua destilada
estéril, utilizada como testigo v otra tanta que contenia la
suSpensién del hongo. Para cada uno de los cultivares fue -
tratado con testigo y suspensién. Una vez ya inoculados, se
procedié a cubrir los brotes con bolsas de cera, donde poste-
riormente se hicieron observaciones cada semana, hasta que -

aparecieron los sintomas tipicos de la enfermedad.
Estudios Histolbgicos

De las muestras colectadas se cortaron trozos de 1
cm de tejido enfermo y sano y se fijaron en una solucibn -
Graff III por un lapso de 20 dias, después se deshidrataron
en una serie de alcoholes y fueron embebidas en parafina, y

hacerse cortes de 10 a 15 y tefiirse con safranina y verde

répido FCF.
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Bioensayos con Fungicidas

Se evalud la efectividad e cuatro fungicidas para -

el combate de Botryosphaeria ribis (=Botryodiplodia ribis) -

in vitro.
Este trabajo se llevd a cabo en la cé@mara bioclimiti
ca nlmero siete del laboratorio del Departamento de Parasito

logia de la Universidad Autdnoma Agraria "Antonio Narro".

Anilisis Estadistico

Los resultados fueron evaluados a través de un dise-
o experimental completamente al azar con arreglo factorial
e igual nimero de repeticiones por tratamiento, utilizé&ndose
para la interpretaci6n de este andlisis la prueba de rango -
miltiple de Duncan, con nivel de significancia de 0.01 por -

ciento para cada factor analizado (Producto dosis).

Parimetro a Evaluar

En este trabajo finicamente se evalud el area de cre-

cimiento del hongo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Estudios Etiolbgicos

Este factor fue muy importante, ya que a través de un
gran nimero de pruebas de laboratorio, tanto de siembras de
tejido vegetal (frutos y tallos) en los medios de cultivo, -
asi como los cortes de los mismos, vistos al microscopio; se

logrd obtener e identificar a'Botryosphaeria‘ribis (= Botrvo-

'diplddia‘ribis)‘donde se contempld la presencia de los picni-

dios tipicos del estado amorfo (imperfecto) del orcanismo en

estﬁdio; caracterizéndose por su apariencia globosa y de co -
lor obscuro y acoraceo provista de una abertura circular, asi
mismo,vpara confirmar dicha identificacibn se procedi6 a ob -
servar los conidios que contenian en su interior los picnidio
para esto en un portaobjetos y con sumo cuidédo se reventaron
los cuerpos fructiferos (picnidios), donde se observaron coni
dios hialinos y de color café&, algunos unicelulares y otros -
tanto bicelulares; cabe mencionar que el tamano relativo de -
los picnidios y conidios fueron obtenidos por la medicién de

30 y 100 de ellos respectivamente,y que de acuerdo con Alexo
poulos (1966), asi como la ilustracibn de géneros de hongos -

imperfectos de Barnett y Hunter (1972) coinciden con la de -
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Los valores promedio micrométricos obtenidos de los
picnidios fueron de 4624{.de ancho x 5234{ de largo, para -
los conidios de 1011de ancho x 21.6,7de largo, (Figura 4.1)

Diferentes partes de tejido vegetal como tallos y
frutos se colocaron en frascos y puestos en refrigerador a
una temperatura de 2 a 7 °C con'el propbsito de inducir el -
estado sexual del hongo, donde cada 15 dias se sacaron peguse
nas muestras para su observacibn, no logréndose apreciar nil
guna estructura de resistencia.

En los meses de febrero y maréo de 1987, se presen-
taron frios intensos en toda la regibn Norte del pais, incl
sive en el &rea de General Cepeda, Coah., se registraron ter
peraturas abajo de los -4°C*, donde en los meses de Abril y
Mayo se trajeron muestras al laboratorio para ser procesa -
das, logré&ndose observar peritecios del tipo globoso que -
contenian ascas con ocho ascosporas en su interior unicelul:
res y hialinas a una tonalidad verde, el tamano relativo de
los periteéios, ascas y ascosporas fue obtenido de la medi -
cibn de 20, 50 y 100 de ellos- respectivamente, v que de -
acuerdo con el‘diagnéstico de las enfermedades de las plan -
tas de Rubert Streets (1978), asi como su revisibdn de liter:

tura coinciden con las de Botryosphaeria ribis. Los valo -

res promedio micrométricos obtenidos de los peritecios fue-
ron de 515A{de ancho x 6051{de largo; para las ascas de 117
ancho x 13211 de largo y ascosporas de dimensiones de 10;7
de ancho x 20.7 de largo, (Figura 4.2)

sy

*D.G.1%.MA. - S.A.R.H.
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FIGURA 4.1.

Botryodipiodia'ribis

340



FIGURA 4.2.

‘Botryosphaeria ribis
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Pruebas de Patogenicidad

Las inoculaciones en el campo se realizaron el 22 de
junio de 1987, y hubo de transcurrir un mes en que aparecie-
ran los sintomas tipicos del patbgeno, donde en el mes de -
Septiembre se procedib a reaislar al organismo, confirmando
asf una vez mis que el agente causal del "ruezno pegado" es

Botryosphaeria ribis (= Botryodiplodia ribis),

Estudios Histolbgicos

Para realizar esta prueba, hubo que esperar hasta un
periodo de dos meses, pues los trozos de 1 cm de tejido no
lograban fijarse en la solucibn. Una vez ya fijados, se pro-
cedid a su manipuleo, encontriandose  con la dificultad para
sus cortes al microtomo, pues el tejido del ruezno de la = -
nuez es muy poroso no logr&ndose'buenas muestras para su ob-
servaCién al microscopio ni su clara nitidez a la presencia
de estructuras fungosas que pudieran ser las del microorga -

nismo en cuestidbn.
Bioensayo con Fungicidas

En este apartado se presentan los resultados obteni-
dos, as; como las evaluaciones estadfsticas correspondientes.
En este trabajo se evalud el comportamiento de los productos
con Thiabendazole, Zineb, Triadimefon y Dinocab, sobre el -

hongo Botryosphaeria ribis (= Botryodiplodia ribis) expreséan-

e e Ve eV L n A mn ErrmmiAn AAT AncarrAnllA mani factado -
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por el micelio del hongo sobre PDA en sus respectivos tra-
tamientos como se observa en el Cuadro 4.1.

En la Figura 4.3 se puede ver claramente el compor
tamiento del crecimiento del micelio del hongo al final de
la prueba realizada con los cuatro diferentes fungicidas y
diferentes inteivalos de exposicidn. El crecimiento del hi

go se puede comparar con el testigo.

Evaluacidén Gridfica de la Inhibicidn del Crecimiento del

Micelio de los Cuatro Diferentes Productos

Los resultados de la inhibicidn del crecimiento de.

micelio del hongo Botryosphaeria ribis (=Botryodiplodia ri-

bis) por los productos: Thiabendazole, Zineb, Tridimefon y
Dinocab; los datos se tomaron de los cinco dfas de exposi-
cidn, al producto realizgédo un andlisis de varianza por -
dia, esto con el objeto de poder detectar estadisticamente
la efectividad de cada uno de éstos.

En las Figuras 4.4, 4,5, 4.6 .y 4.7 se puede obser-
var el comportamiento de los productos: Thiabendazole vs.
testigo; Zineb vs testigo; Tridimefon vs, testigo; y Dino -
cab vs. testigo. Como se puede observar, el crecimiento d¢
hongo en el testigo se tuvo un crecimiento mas réapido que «
de todos los tratamientos.

Estadisticamente en el transcurso de las primeras !

hrs el Zineb fue el producto que mejor se comportd en cuante
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CRECIMIENTO DEL MICELIO (cm)
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DIAS DE EXPOSICION

Figura 4.3 Comportamiento del crecimiento del hongo

Botryodiplodia ribis a la aplicacion de los

cuatro diferentes productos y a diferentes
intervalos, comparados con el testigo.
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Figura 4.4 Respuesta del hongo Botryodiplodia ribis a la
aplicacion del fungicida Thiabendazole® duran-

te un tiempo de exposicidn de cinco dias
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DIAS DE EXPOSICION

Figura 4.5 Comportamiento del crecimiento del hongo
Botryodiplodia ribis A la aplicacion del
fungicida Zineb® durante un tiempo de
exposicion de cinco dias
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DIAS DE EXPOSICION

igura 4.6 Comportamiento del crecimiento -del hongo

Botryodiplodia ribis con la aplicacidn del

fungicida Triadimefon durante un tiempo
de exposicion de 5 dias.
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Figura 4.7 Comportamiento del crecimiento del hongo

Botryodiplodia ribis con la ~aplicacion del

fungicida Dinocab* durante un tiempo de
exposicion de 5 dias
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a la inhibicibn del crecimiento del micelio, seguido de &ste
el Dinocab, Triadimefon y Thiabendazole. Al término de 48 hr
el mismo producto (Zineb) siguié'su mismo comportamiento de
inhibicibén de crecimiento del hongo, ya que su crecimiento -
fue de 0.037 cm como se puede observar en el Cuadro 4.1. Al
transcurso de las 72 hrs hubo un cambio notable en cuanto al
comportamiento de los productos; principalmente del Dinocab,
ya que éste comenzd a mostrar mejor accidn fungist&tica, com-
parado a ios demé&s productos.

En el lapso de las 72 a 120 hrs estadisticamente el -
Dinocab sigui®é comportdndose de una manera tal que fue el -

inico producto que durante todo el tiempo de exposicibdn si-
guid una tendencia mé&s homogénea.

Por otra parte, el Zineb durante las 72 y 96 hrs de
exposicidbn fue el siguiente mejor pfoducto en cuanto a la in-
hibicidn del crecimiento del micelio; pero hubo un cambio re-
pentino a las 120lrs de exposicidn a tal grado qﬁe el Triadi-
mefon mejord su accidn fungistdtica en ese lapso de exposi -
cibn. En tanto que el Zineb no fue capaz de inhibir lo sufi-

ciente en el crecimiento del micelio.
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CAPITULO V

DISCUSION

Estudios Etiolégicos

En relacidn con estos estudios, se pueae decir que
de acuerdo con Webster et al (1974) donde consiaera los ¢
terios para la identificacidén y clasificacidén de un determi
do género o especie y tomando en cuenta los valores micromé
tricos de las estructuras, tanto sexuales como asexuales de
patdgeno; se puede afirmar gque el agente'causal del "ruezno

pegado" en nogal pecanero es Botryosphaeria ribis (= Botryo

diplodia ribis), ya que asi lo demostraron los resultados o

tenidos en esta prueba; donde los valores promedios: obtenid
del estado perfecto fueron los siguientes: Peritecios de 60
de largo x 515 de ancho; Ascas de 132 de largo x 21 de
ancho; y Ascosporas de 20 de largo x 10 de ancho. Para -
el estado imperfecto: Picnidios de 523 de largo x 462 de
ancho‘y conidios de 21.6 de largo x 10 de ancho.
Lo anterior refleja una relacidn aceptable en cuant
a la semejanza de las estructuras en los trabajos realizédo
por los autores como Seaver (1942), donde menciona que las a

cosporas del hongo Botryosphaeria ribis midieron de 12.5 a

24.0 de largo x 6.9 a 10.0 de ancho. Witcher y Clayton
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(1963) obtienen para Botryosphaeria dothidea ascas de 101
l

de largo x 9.517 de ancho; asi mismo, obtienen picnidios qu

en su interior contenian conidios de 16 a,.22.97de largo x
4.9 a 7.8/{ de ancho. Harley et al. (1975) senala que los

picnidios de Dothiorella (= Botryosphaeria) midieron de 52

a 5741/ de largo x 258 a 4437 de ancho y los conidios de 12
a 33.74 de largo x 3.8 a 7.9«7de ancho.

Weaver (1974) obtiene para Botryosphaeria dothidea

ascas de 120// de largo x 197 de ancho y ascosporas de 17.5
28. 07 de largo x 9.3 a 12. Ofde ancho; asi mismo, obtiene
picnidios donde encuentra conidios con dimensiones de 15.2
7de largo x 6 a 9 7 de ancho.

Samuels y Singh (1986) mencionan para Botryosphaeri

cas de 80 a 1337de largo x 20 -a 26/7de ancho; ascosporas
20 a 267de largo x 8.0 a ll.Of de ancho; picnidios de 150
2007/ de di&metro y conidios de 17.0 a 27.8 7 de largo x 6.
9.07de ancho. '

De acuerdo a estos investigadorés, la proporcidn d
las medidas de las estructuras sexuales v asexuales del ho
go son muyv estn.:echas Yy considerando lo mencionado al inici
de este apartado, moti\}a a afirmar lo dicho por Saharan
(1974) y Johnson (1979) que el ageﬁte causal del "ruezno p

gado" en nogal pecanero es Botryosphaeria ribis (=Botryodi

plodia ribis).

SS0



Pruebas de Patogenicidad

Estas pruebas demostraron que el patdgeno sembrad
an P.D.A. (Papa, Dextrosa, Agar) produjo un gran niimero d
sstructuras reproductivas y que las inoculaciones artific
les en laboratorio y campo, fueron satisfactorias, ya que

an los reaislamientos se conservd el mismo hongo Botryosp

QO =
e —
ia-

hae-

ria ribis (= Botryodiplodia ribis) esto coincide con Saha

(1974) pero, difiére de la aparicidn de los sintomas en e
campo; ya que aqul tardaron cuatro semanas en aparecer, Y
an sus estudios indica finicamente tres dfas, sin embargo,

Yebster et al (1974) en sus trabajos con Botryosphaeria

ran
1 -
él

do-

thidea en Durazno, los sintomas tardaron hasta tres meses
aparecer después de las inoculaciones; se supone que esta

ferencia se deba posiblemente a la divergencia de las reg

ies, asi como las condiciones en que se efectuaron estos tabajos

Estudios Histoldgicos

En esta-prueba no se logrd observar con claridad
ana estructura reproductiva o efecto que pudiera ser la d
rganismo en estudio; se supone que la dificultad para fij
l tejido vegetal en la solucidn, asi como el problema par
>s cortes al micrdtomo debido a la porosidad del fruto no

3> 1llegd a definir al patdgeno en esta prueba,
Bioensayos con Fungicidas

Estadisticamente en el testigo se tuvo un crecimi

> micelial mds ré@pido que el de todos los tratamientos;

en

di-

io-

al-
el
ar
a -

en—

el
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cual nos indica la habilidad de desarrollo del patdgeno; 'y -
que al aplicar los productos en esta prueba fue inhibido en
diferentes periodos de tiempo por el Zineb y el Dinocab. Es-
toc nos demuestra que el uso de estos compuestos para inhibir
el desarrollo del patdgeno es correcto. La accidn del Thia-
bendazole fue pobre y el Triadimefon tardd en dar una res -
puesta satisfactoria para la inhibicidn del hongo; obsefvan—
do las pruebas estadisticas se puede asegurar que el Dinocab
fue el mejor de todos.

Para las pruebas de campo se reserva el coméntario de
la accidn de estos fungicidas, ya que posiblemente el compor-
tamiento de é&stos en esas condiciones pudieran variar con lo

obtenido en este experimento bajo condiciones in vitro.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El sintoma- patolbgico del "ruezno pegado" en nogal peca-

. nero es causado por el hongo Botryosphaeria ribis (= Bo-

tryodiplodia ribis).

El Zineb y Dinocab mostraron mayor efectividad inhibito -

ria in vitro contra el patbgeno.
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CAPITULO VII

RESUMEN

Los objetivos del presente trabajoﬁfueron'el de la
identificacibn del agente causal del "ruezno pegado" en no-

gal pecanero (Carya illinoensis Koch), asi como el de reali-

zar bioensayos in vitro, para probar la efectividad inhibito
ria contra el patogeno por cuatro fungicidas, &ste con el -
propbsito de encontrar alternativas de manejo’quimico de la

enfermedad.

El trabajo se realizd en la huerta "Villa Verde", mu
nicipio de General Cepeda, Coahuila, con drboles de 20 afios
de edad, donde se seleccionaron los cultivares Western y Wi-
chita. Se efectuaron trabajos de aislamientos e identifica-
cién de Enero de 1986 a Octubre de 1987.

Para la identificacibn y aislamiento del microorga -
nismo se colect6 el material vegetal enfermo»de la huerta y
en condiciones de laboratorio se utiliz8 la técnica de verti
do en placa, donde se aislaron en PDA (Papa, Dextrosa, Agar)

y AA (Agar - Agua).

Se logrd identificar a Brotyosphaefia'fibis (Tode ex

Fr.) Gross y Dug (=Botryodiplodia ribis) Pat, como agente -

causal del "ruezno pegado" en nogal pecanero. Una vez ident

ficado el microorganismo se procedié a aislarlo, efectuando

090



siembras puras en tubos inclinados agregéndole aceite mine
ral para su preservacibn, asi mismo, se examinaron las es
tructuras reproductivas del hongo, coincidiéndo con las de
mismo aqui estudiado.

Para complementar el trabajo, se realizaron las pn
‘bas de campo inoculando algunos brotes de los &rboles con .
suspensidn del hongo y otra con agua destilada estéril com
testigo, donde se mahifestaron los sintomas tipicos de 1a¢
fermedad, reaislando una vez mds en el laboratorio al orga
nismo causante del ruezno pegado.

Los productos utilizados en los bioensayos in vit:

para evaluar la efectividad en el control de Botryosphaeri.

ribis (=Botryodiplodia ribis) fueron los siguientes: .Thiab:

dazole, Zineb, Triadimefon y Dinocab. El Zineb y Dinocab
fueron los mejores productos en cuanto a la efectividad, m
sin embargo, el Dinocab fue el que tuvo un mejor efecto inl

bitorio sobre el desarrollo del patdgeno.

s w ..
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APENDICE A

NGmero de cénceres por brote y ano.

‘TABLA I

NGmero de ' Namero de Brote Brote
arbol brote 1985 1986
1 5 0

2 1 1

3 2 2

1 4 1 1
West 5 3 1
-7 1 1

8 1 0

1 1 2

2 1 1

3 2 1

: z : 3
Wichita 6 1 0
7 1 1

8 3 0

1 9 3

2 0 3

3 0 0

3 4 1 1
Western 5 1 1
6 1 1

7 0 0

8 4 2

1 4 0

2 1 0

3 1 0

4 1 1

4

. . 5 2 0
Wichita 6 0 0
7 0 0

8 1 0

A\
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«ee... continuacitn Tabla I

Nimero de NGmero de Brote Brote

arbol brote 1985 1986

1 3 0

2 0 0

- 3 0 0

5 4 0 0

Western 5 0 0

6 5 3

7 1l 2

8 1l 1

1 5 2

2 1l 0

6 3 2 >

Wichita 5 0 0

6 0 0

7 2 1

8 0. 0
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Nimero de cdnceres por brote y afo

TABLA II
Nimero de Nimero de Brote Borte
&rbol brote 1985 1986
1 10 0
2 2 1
3 0 0
1 4 1 0
Wichita 5 2 0
6 7 2
7 0 0
8 20 3
1 0 0
2 0 0
3 1 0
2 4 7 0
Western 5 1. 0
6 7 0
5 1 0
6 7 0
7 1 0
8 1 0
1 7 0
2 5 0
3 3 3
3
Wichita é 8 8
6 0 0
7 "1 0
8 3 0
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NGmero de Canceres por brote y ano

TABLLA III
NOmero de NGméro de Brote Brote
arbol brote 1985 1986
1 6 2
2 13 0
1 3 0 0
West 4 1 0
estern 5 1 0
6 0 0
7 2 1
8 1 0
1 1 2
2 0 0
3 1 0
oz : y 0
ichita 6 3 0
7 0 0
8 1 0
1 1 0
2 1 0
3 0 0
3 4 0 0
Western 5 1 0
6 0 0
7 1 1
8 2 0
1 7 2
2 2 0
3 0 0
4 1 0
4 5 0 0
Wichita 6 2 0
7 2 0
8 5 4
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. . . . continuacién Tabla III
NGmero de Namero de Brote Borte
&rbol brote 1985 1986

1 5 0

2 0 0

5 3 2 0
Western 4 0 0.

5 2 0

6 1 0

7 0 0

8 0 0

1 1 0

2 0 0

5. 1 T o

Wichita 5 3 1

6 0 0

7 3 0

8 0 0
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Nfimero de cénceres por brote y ano.

T£0

TABLA IV
Nimero de Namero de Brote » Brote
arbol brote 1985 1986 -
1 6 1
2 0 0
3 2 0
1 4 3 0
Wichita 5 1 0
6 1 0
7 1 0
8 3 1
1 4 7
2 2 2
3 0 0
2 4 0 1
Western 5 1 3
6 2 4
7 3 2
8 1 1
1 2 0
2 1 0
3 1 0
3
. . 4 0 0
Wichita 5 0 0
6 0 0
7 2 0
8 0 Y
1 11 0
2 0 1
3 4 0
4 4 4 0
Western 5 0 0
6 3 >
7 3 0
8 3 0



. 3 .

continuaci6én Tabla IV

Namero de Ndmero de Brote Brote
&rbol  brote 1985 1986
1 1 0
2 2 1
5 3 1 0
Western 4 2 0
5 0 0
6 0 0
7 6 0
8 . 0. 0
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APENDICE B

CONCENTRACION DE DATOS ORIGINALES, ANALISIS
DE VARIANZA Y PRUEBA DE DUNCAN DE LA INHIBI
CION DEL CRECIMIENTO DEL HONGO Botryosphae-
“'ria 'ribis (=Botryodiplodia ribis) In Vitro

CON CUATRO FUNGICIDAS A DIFERENTES INTERVA-
LOS DE TIEMPO.
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