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RESUMEN

La pudricién del cogollo (PC) es la enfermedad mas devastadora de la palma de aceite en
América Latina; en Ecuador ha causado pérdidas superiores a 150 millones de dolares. Para
la caracterizacion de los sintomas, determinacion de la incidencia y severidad; se realizaron
muestreos en las empresas palmeras: Palesema, PDA, Palpailon, Energy & Palma y
Alespalma. En laboratorio, se realizé la caracterizacion cultural, morfoldgica, bioguimica e
identificacion molecular de los agentes asociados con la PC. En San Lorenzo, provincia de
Esmeraldas, se observaron sintomas de clorosis en hojas jovenes, amarillamiento progresivo,
deformacién de foliolos, lesiones necrdticas, necrosis descendente y pudricion del cogollo.
La incidencia promedio fue del 66,75 %, mientras la intensidad de ataque promedio fue de
46 %. F. oxysporum, F. proljferatum, F. semitectum, F. solani y F. subglutinans causaron
lesiones necrdticas en la flecha, mientras solo F. oxysporum y F. proliferatum provocaron
pudricion descendente. Erwinia spp., no reprodujo sintomas de la pudricion del cogollo.
Finalmente se observd correspondencia entre los criterios culturales, morfolégicos y la
identificacion molecular sobre la base del porcentaje de homologia de las secuencias
correspondientes a la region ITS y del factor de elongacion 1a-TEF para todas las especies
de Fusarium aisladas. Con la identificacion de los agentes causales de la pudricion del
cogollo, se podréan disefiar alternativas de control para lograr un manejo integrado de la
enfermedad y disminuir las pérdidas ocasionadas en San Lorenzo, provincia de Esmeraldas,

Ecuador.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de Elaeis guineensis Jacg. y la comercializacion de su aceite, tienen una historia
de mas de 3 000 afios de antigiiedad. La palma de aceite es originaria de Africa ecuatorial
occidental; sus semillas fueron traidas a América por los barcos comerciantes que Ilegaban

desde Europa en el siglo xix (Bernal et al., 2006).

En la actualidad, Asia Suroriental se ha convertido en el mayor productor de aceite de palma.
Los aumentos mas significativos de la produccion durante los ultimos siete afios se han dado
en Malasia (8,5 % por afio), e Indonesia (16,9 % por afio). La produccion de ambos

representa el 80,0 % de la produccién mundial (Fairhust y Hardter, 2012).

En Ameérica Central y América del Sur, se prevé una considerable expansion para los
proximos 20 afos. El area mas extensa se encuentra en Colombia (29,0 %) donde la mayoria
de la superficie plantada se ubica en los Llanos Orientales, al este de los Andes. La segunda
y tercera areas mas grandes se encuentran en Ecuador (24,0 %) y Honduras (12,0 %),
respectivamente (ANCUPA, 2010).

Los primeros cultivos de la palma de aceite en Ecuador datan del afio 1953, cuando Roscoe
Scott inici6 una plantacién en el km. 37 de la via Santo Domingo-Quinindé, con material

Dura x Deli, procedente de Honduras (Mufioz, 2011).

Actualmente la palma de aceite es el segundo cultivo perenne mas extenso de Ecuador, con
mas de 280 000 hectareas plantadas, las cuales generan cerca de 150 000 empleos, tanto
directos como indirectos (ANCUPA, 2015). Entre las provincias de mayor produccion se
encuentran: Esmeraldas, Los Rios, Pichincha, Santo Domingo de los Tsachilas y las
provincias orientales de Sucumbios y Orellana (ANCUPA, 2011). La exportacion de aceite
en el afio 2014 alcanz6 mas de 183 000 toneladas (FEDAPAL, 2014).

Entre los principales problemas fitosanitarios que limitan el desarrollo del cultivo y por lo
tanto su rentabilidad, se encuentra la enfermedad denominada en Ecuador, Colombia y
Panaméa como pudricién del cogollo o PC. En Brasil se le conoce como amarillamiento fatal,

en Surinam spear rot y actualmente es denominada como complejo PC (Louise et al., 2007).
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La PC ha sido la enfermedad méas devastadora de la palma de aceite en América Latina
(Sarria, 2010). En Ecuador se informd por vez primera en 1976 en la zona del Pacifico
(Dzido et al., 1978); tres afios mas tarde se registro en la Amazonia, donde destruyé 10 000
hectareas entre los afios 1992 y 1993 (De Franqueville, 2003; Bernal, 2012). Esta
enfermedad ha provocado la pérdida de mas de 15 000 hectéreas de plantaciones en San
Lorenzo y 8 000 hectareas en Viche (AGROCALIDAD y ANCUPA, 2015) con afectaciones
economicas cercanas a 150 millones de dolares que incluyen 8 000 plazas de empleo directas
y 16 000 indirectas. (ANCUPA, 2014 a).

En la PC se reconocen dos formas: una forma letal que es predominante en Ecuador, la
Amazonia brasilefia y en ciertas zonas de Colombia y Surinam. Existe la forma no letal, con
una alta tasa de recuperacion, la cual se localiza en los Llanos colombianos (De Franqueville,
2003). Hasta ahora no se conoce si éstas son manifestaciones diferentes de la misma

enfermedad, o se trata de fendmenos patologicos o fisioldgicos diferentes.

Acorde con Elliott (2009), en Ecuador se han observado diferentes tipos de sintomas. En el
cantén San Lorenzo y en la Amazonia se distinguen dos tipos: 1) PC clasica, que afecta
rapidamente el cogollo de la palma y descompone el meristema apical, 2) PC cronica, la
enfermedad no se propaga con rapidez al cogollo, esto se traduce en un descenso lento y
progresivo que conduce a la improductividad del cultivo. En la provincia de Santo Domingo
de los Tsachilas, se observa un tercer tipo de PC, conocida como PC de recuperacion, la cual
es similar a la cronica, excepto que no inhibe permanentemente la division celular en el
meristema apical; lo que permite la produccién de nuevas hojas y flores en las plantas

afectadas.

La primera investigacion detallada y publicada sobre los microorganismos asociados con la
PC, se realizd en las plantaciones de Lever Brothers en el sureste de la Republica
Democratica del Congo (Zaire) (Dzido et al., 1978). Después de trabajos de campo y
laboratorio, se identificé a la bacteria Erwinia herbicola (L6hnis) Dye. como el agente

causal. Sin embargo, esta bacteria fue aislada de plantas sin sintomas (Laing, 2010).

Los investigadores colombianos (Nieto y Gomez, 1991), enfocaron su atencion en varias
especies de Fusarium, principalmente Fusarium solani (Martius) Appel. & Wollenweber

emend. Snyder & Hansen, pues su interés se concentrd en un complejo fangico, que

2
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comprendi6 a Fusarium sp., Pythium sp., y Thielaviopsis paradoxa (de Seynes H6hn) (Nieto,
1996). El resultado del equipo sugirié que T. paradoxa jug6é un papel importante en la

patogenesis (Gémez et al., 2000).

Los microorganismos aislados con mayor frecuencia a partir de las lesiones necréticas y del
raquis de palmas con sintomas de PC, han sido Erwinia y Fusarium. Estos son
probablemente habitantes del filoplano. Intentos por reproducir los sintomas de la pudricion
de la flecha mediante la inoculacién de los microorganismos aislados, no han tenido éxito.
Sin embargo, sintomas de la pudricion comun de la flecha, fueron obtenidos al inocular
Erwinia sp. en plantas de palma de aceite de 19 meses de edad en vivero (Monge et al.,
1993).

En los aislamientos realizados en la zona oriental de Colombia, se han encontrado diferentes
microorganismos, entre ellos el hongo T. paradoxa, varias especies de Fusarium,
Phytophthora, Pythium, y bacterias del género Erwinia, pero no existen evidencias claras de
que estos microorganismos sean los responsables de la enfermedad, ya que no ha sido posible
reproducirla (Buitrago y Nieto, 1995; Nieto, 1996; Martinez y Torres, 2007).

Debido a la manifestacién de multiples sintomas de la PC, la presencia de diferentes
microrganismos asociados, la ausencia de métodos de inoculacion reproducibles y el escaso
uso de herramientas moleculares, no se ha logrado identificar la etiologia de esta enfermedad
en San Lorenzo, provincia de Esmeraldas, Ecuador, lo cual no permite establecer medidas

de control.

Acorde con la situacion anterior, el presente trabajo define como PROBLEMA
CIENTIFICO a resolver: En San Lorenzo (provincia Esmeraldas, Ecuador), no se ha
caracterizado la sintomatologia ni se ha determinado la magnitud de los dafios ocasionados
por la pudricion del cogollo en la palma de aceite. Tampoco se han identificado los agentes
causales de esta enfermedad, ni se han caracterizado mediante criterios culturales,
morfoldgicos, bioquimicos, moleculares y patogénicos; lo cual limita el desarrollo de
alternativas para el manejo de esta enfermedad.

Sobre la base de esta problematica, se formuld la siguiente HIPOTESIS de trabajo:

Mediante la identificacion de los agentes causales de la pudricion del cogollo en la palma de

3
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aceite en San Lorenzo, provincia Esmeraldas, Ecuador, y su caracterizacion basada en
criterios culturales, morfologicos, bioquimicos, moleculares y patogénicos, se podrian

desarrollar alternativas de manejo de esta enfermedad.

Para comprobar esta hipétesis, se plantean los objetivos siguientes:

Objetivo general:

Caracterizar la sintomatologia e identificar los agentes causales de la pudricion del cogollo
de la palma de aceite (Elaeis guineensis Jacg.) en San Lorenzo, provincia de Esmeraldas,

Ecuador.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar la sintomatologia de la pudricién del cogollo de la palma de aceite y
determinar su incidencia y severidad en campo.

2. ldentificar mediante caracteres culturales, morfoldgicos, bioquimicos y moleculares los
agentes asociados con la pudricion del cogollo de la palma de aceite.

3. Evaluar la patogenicidad de los agentes asociados con la pudricion del cogollo en palma
de aceite.

La NOVEDAD CIENTIFICA de este trabajo, consistio en el esclarecimiento de la causa de
la pudricién del cogollo de la palma de aceite y la caracterizacién de la sintomatologia en
San Lorenzo, provincia de Esmeraldas, Ecuador. Por vez primera, se informa para Ecuador,
a las especies F. subglutinans, F. proliferatum y F. semitectum (Berkeley & Ravenel)

asociadas con plantas con sintomas de pudricion del cogollo.

Desde el punto de vista practico, con la identificacion del agente causal de la pudricion del
cogollo de la palma de aceite, se contribuira a desarrollar alternativas de control que podrian
formar parte del manejo integrado de la enfermedad. Con este resultado se podra apoyar a
los programas de mejoramiento genético para obtener variedades, hibridos resistentes
o tolerantes a la pudricién del cogollo de la palma de aceite en San Lorenzo, provincia de

Esmeraldas, Ecuador.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Lapalma de aceite. Requerimientos bioecoldgicos

Segun las investigaciones y datos historicos, la palma de aceite (E. guineensis) es originaria
de las costas del golfo de Guinea en el Africa Occidental, y se ha dispersado de forma natural
a lo largo de las méargenes de los rios. Desde tiempos remotos la planta crece de forma
silvestre, y su fruto es utilizado para la extraccion del aceite con vista al consumo humano
(Bernal, 2001).

La palma de aceite llegd a América tropical debido a los colonizadores y comerciantes de
esclavos portugueses; quienes utilizaron los frutos de la palma de aceite como alimento en
los viajes transatlanticos, segun la historia en el siglo xvi. De esta manera, la palma de aceite
se establecio por primera vez de forma antropica, detras de la linea costera, en la regién de

San Salvador, antigua capital de Brasil (Bernal, 2001).

Se cultiva en suelos francos a franco arcilloso, sueltos, profundos, bien drenados. Los suelos
de origen aluvial y volcanico, son los mas apropiados para el cultivo de palma de aceite.
Asimismo, se ha cultivado en muchas areas que no son Optimas para su desarrollo, debido a
que la palma se ha adaptado a un régimen climatico de lluvia de verano y sequia de invierno
(Corley y Tinker, 2003 a).

Entre los requerimientos del cultivo de la palma de aceite se destacan: 5,5 0 mas horas luz
por dia con intensidades iguales o superiores a 16 pJ.m?, 1 500 y 2 200 mm anuales y
mensuales mayor a 100 mm de precipitacion, humedad relativa 75-85 %, temperaturas
superiores a los 22 °C. En San Lorenzo la temperatura diaria varia de 23-32 °C, con
aproximadamente 3 100 mm anuales de precipitacion, 1 300 horas luz solar anuales y a una
altura inferior a los 300 msnm (ANCUPA, 2014).

2.1.1 Taxonomia

Botanicamente, la palma de aceite se conoce con el nombre de Elaeis guineensis. Este

nombre fue dado por Jacquin en 1763, basado en la palabra griega elota, de olivo, debido
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a sus frutos ricos en aceite, y guineensis que hace honor a la region de Guinea de donde se
considera originaria (CIRAD, 2009). Para la clasificacion taxondmica se siguio el sistema

propuesto por Cronquist (1981):

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: Arecales

Familia: Arecaceae
Subfamilia: Coryphoideae
Género: Elaeis

Especie: Elaeis guineensis (Jacquin, 1763)
2.1.2 Importancia economica y social del cultivo de la palma de aceite

La palma de aceite representa uno de los cultivos de mayor crecimiento en el agro
ecuatoriano (7 % anual en promedio en la Gltima década), con un total de 280 000 hectareas
plantadas y una produccién anual de 500 mil t de aceite crudo, de las cuales cerca de 300
mil t son exportables (25 % de este volumen se exporta con valor agregado). La exportacion
de aceite alcanz6 méas de 183 000 t en el afio 2014. Este cultivo representa el 15 % del PIB
agricolay el 1,8 % del PIB total del pais (FEDAPAL, 2014).

Los beneficios sociales, econémicos y ambientales que genera el cultivo de esta oleaginosa,
han sido factores fundamentales para que los agricultores del Ecuador hayan acogido a este
cultivo y se desarrolla en zonas que van desde la frontera norte de la provincia de
Esmeraldas, en la zona de San Lorenzo, hasta la provincia de EI Oro al sur del pais, al igual

que en las provincias de Sucumbios y Orellana en el Oriente ecuatoriano (ANCUPA, 2014b).
2.2 Principales cultivares e hibridos en Ecuador
Los tipos de palma de aceite mas relevantes se establecen segun el grosor del endocarpio

del fruto, caracteristica intimamente relacionada con la produccion de aceite. También

existe una clasificacion de esta palma acorde con el color de los frutos (Borrero, 2006).
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Pisifera (P X P): Son palmas cuyos frutos practicamente no tienen endocarpio, sino un
cartilago blando. Las plantas se caracterizan por tener un gran porte y una alta produccion
de flores femeninas, que generalmente no logran culminar la formacion de frutos. Carecen

de interés para cualquier cultivo comercial (Borrero, 2006).

Dura (D X D): Este tipo de palmas se cultivd comercialmente en el mundo hasta finales de
la década de los sesenta. Su principal caracteristica fue la presencia de un gran endocarpio
de dos a ocho milimetros de espesor en los frutos, en detrimento del porcentaje de pulpa, y
por tanto, del contenido de aceite. Aln quedan unas pocas areas en plantaciones comerciales
sembradas con este tipo de palmas, que son poco rentables y competitivas (Borrero, 2006).

Ténera (D X P): Por ser un hibrido proveniente del cruzamiento de dura por pisifera, el
endocarpio del fruto es delgado y la proporcién de pulpa bastante mayor. Por ende, el
contenido de aceite es significativamente mas abundante. Al hacer un corte transversal de
un fruto ténera, se observa un anillo de fibras oscuras adyacentes al endocarpio. Estas
caracteristicas facilitan la distincion entre duras y téneras, cuando el espesor del endocarpio
deja alguna duda. Las palmas de este tipo son las mas establecidas en plantaciones

comerciales a escala mundial (Borrero, 2006).
Hibrido interespecifico Coari x La Mé

Desde los afios setenta, varios paises desarrollaron hibridos entre la palma de aceite
americana, Elaeis oleifera (Kunth) Cortés., y la palma de aceite africana, Elaeis guineensis
Jacq. El resultado del cruce fue un hibrido interespecifico denominado O x G (Alvarado et
al., 2013).

Estos primeros cruzamientos se plantaron en varias plantaciones de Colombia, Ecuador e
Indonesia, sin conocerse su potencial productivo ni sus limitaciones. Esto fue un grave
error, pues pasado el tiempo se descubrié la baja productividad y pobre extraccidn de aceite;
situacion que disminuyd el interés de investigadores e inversionistas de este material
(Alvarado et al., 2013). No obstante, a pesar de estos resultados negativos se comprobd la
tolerancia de las palmas a la PC y a otras enfermedades y plagas. Se determino la calidad

especial de su aceite comparado con el de la Palma Africana (Alvarado et al., 2013).
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Este hibrido es una alternativa excelente a E. guineensis en el caso de los productores de
palma de aceite afectados por la denominada PC, ya que ha servido para atenuar la
repercusion de esta enfermedad en plantaciones de palma de aceite de Colombia y el
Ecuador (FAO, 2013; Barba y Baquero, 2013).

2.3 Enfermedades y plagas de la palma de aceite

El cultivo de la palma de aceite en América Latina es afectado por numerosas plagas y
enfermedades, que limitan seriamente la produccion y exportacion de aceite (De
Franqueville, 2003). Entre las principales enfermedades se encuentran: la enfermedad del
anillo rojo, causada por el nematodo del cocotero (Bursaphelenchus cocophilus Cobb.), la
marchitez sorpresiva causada por el protozoo flagelado Phytomonas staheli McGhee., la
pudricion basal del estipite (Ganoderma spp.) y la PC; esta ultima constituye una de las

mayores amenazas para el cultivo (ANCUPA, 2015).

Asimismo, dentro de las principales plagas insectiles que afectan la palma de aceite en
Ecuador se destacan: Rhynchophorus palmarum Linneo (conocido como picudo de la palma
de aceite, que causa dafio directo pues sus larvas cavan galerias en el tallo hasta alcanzar el
meristema central, y es el vector principal de la enfermedad Anillo rojo). Sagalassa valida
Walker. (Lepiddptera: Gryphipterigidae, la larva barrena y destruye el sistema radical y se
produce un cambio de coloracién o pudricidn de raices de la palma de aceite) (Corley y
Tinker, 2003b; ANCUPA, 2015).

2.3.1 Phytophthora palmivora (Butler)

La hipétesis de Phytophthora como causante de la PC fue propuesta por Renard y Quillec
(1984). El propésito del trabajo fue buscar los chromistas Phytophthora y Pythium, con el
uso de medios de cultivo especificos, asi como trampas o cebos elaborados a partir de la
introduccién de tejido infectado en frutos de manzana (Martinez et al., 2008 b). La
proporcion muy baja de aislados obtenidos, Ilevé a la conclusién de que estos oomycetes no
intervenian en la PC. Recientemente, se ha postulado que la lesion inicial de la PC es causada
por Phytophthora palmivora, que infecta el tejido de la planta inmadura en la yema apical
(Martinez et al., 2008 b).
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En palmas de vivero, las lesiones pequefias son visibles tres o cuatro dias después de la
infeccion inicial y, si las condiciones climaticas favorecen la infeccion, las hojas pueden
estar infectadas por el contacto fisico. La infeccion penetra a través de la yema y causa la
muerte de la proxima hoja emergente (Fairhust y Hérdter, 2012). Ensayos de proteccion con
Fosetil-Al (Aliette) y Metalaxil conducidos durante varios afios han resultado infructuosos
(De Franqueville, 2001).

2.3.2 La pudricion del cogollo. Historia

La enfermedad de la palma de aceite conocida como PC afecta a decenas de miles de
hectareas de palma de aceite en América del Sur y América Central. Esta enfermedad ha
destruido plantaciones completas en Panama, Colombia, Surinam, Brasil y Ecuador
(De Franqueville, 2001; 2003).

En Ecuador las primeras observaciones precisas sobre la fecha en la cual fue informada la
PC datan de 1976, pero es probable que la enfermedad haya estado presente durante varios
afios sin ser detectada (Dzido et al., 1978; Bernal, 2014).

Por mas de cuarenta afios, el agente causal de la PC no ha sido identificado. Segln
informacién del Centro de Investigacion de Palma de Aceite (CENIPALMA) de Colombia,
Phytophthora palmivora fue el agente causal de las primeras lesiones de esta enfermedad.
Ellos afirmaron que luego del ataque de P. palmivora, se observé la presencia de patdogenos
oportunistas como Fusarium spp., Colletotrichum sp., Thielaviopsis sp. y Rhizoctonia sp.,
asi como la presencia de bacterias de los géneros Pseudomonas y Erwinia. Durante el
proceso de la PC se ha observado la presencia de Rhynchophorus palmarum L. (Martinez et
al., 2010).

Segun datos de ANCUPA (2011), en la provincia de Esmeraldas en la zona de San Lorenzo,
con una superficie de 20 786 ha en el afio 2010, la PC provocé la pérdida de 4 000 ha. Esto
representa aproximadamente 572 000 plantas de palma de aceite que fueron afectadas, lo
cual demostr6 el gran potencial de dafio que representa esta enfermedad para el sector

palmicultor de Ecuador.
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ANCUPA informé que la disminucién en el volumen de fruta de palma producida en la zona
de San Lorenzo, causo el cierre de una de las cuatro extractoras de aceite en 2013. Por esa
causa, la produccion de fruta de palma de las plantaciones propias de las cuatro extractoras
de San Lorenzo pas6 de un volumen de 323 000 t en 2009 a 204 040 t en 2013. Se calcul6
una reduccién de la produccion de aceite aproximadamente en un 36,83 % (ANCUPA,
2014a). En San Lorenzo existen 144 palmicultores, entre pequefios, medianos y grandes,
“quienes han sido seriamente afectados por la PC en los ultimos 5 afios” (AGROCALIDAD,
ANCUPA, 2015).

2.3.2.1 Sintomatologia de la PC

Las palmas presentan una pudricion de la primera flecha en el peciolo con caida de este,
luego se extiende a todas las flechas, lo que ocasiona el retiro de las mismas con mucha
facilidad. Paralelamente ocurre un amarillamiento de las hojas jévenes, que avanza hasta las
hojas medias, que se necrosan y mueren. La pudricion es acuosa, de color blanco amarillento

y con olor desagradable (Figueroa et al., 1984).

Segun observaciones de Turner (1988), la sintomatologia de la palma se manifiesta por la
aparicion de parches necréticos acompariados de clorosis leve en los foliolos inferiores de
las hojas centrales. Posteriormente los foliolos de la flecha se necrosan; se observa clorosis

en las hojas centrales mas jovenes y pudricion fétida de la region meristematica.

El primer sintoma de la PC consiste en el desarrollo de parches cloréticos o de color pardo
en los foliolos basales de las hojas mas jovenes. Posteriormente se nota una clorosis en
algunas de las hojas desde la posicion 1 hasta la 10. La clorosis y la necrosis ocurren antes

de la pudricion de la base de la flecha y del cogollo (Chinchilla, 1989).

Jiménez (1991) indic6 que la primera manifestacion del dafio es la presencia de un
amarillamiento tenue de las hojas jovenes del tercio superior de la palma, sin presentarse aun
dafio aparente de las flechas o de otros érganos. A medida que los sintomas progresan, el
amarillamiento se hace mas intenso a nivel de las hojas y estas inician un secamiento en los
apices y margenes de los foliolos. En este estado, una o varias flechas pueden estar total o

parcialmente afectadas por una pudricion himeda de color crema o pardo, que invade los
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foliolos plegados y aun los tejidos internos peciolares. A consecuencia de esta pudricion,
una o varias flechas se doblan. En estados avanzados, la pudricion se extiende al meristema
apical, bases peciolares y primordios florales (ANCUPA y AGROCALIDAD, 2013).

En dependencia de las condiciones climaticas, edad y estado de desarrollo de la palma; esta
puede morir en un periodo que puede variar entre 4 a 8 meses después de observados los
primeros sintomas. Cuando la enfermedad ha avanzado, se presenta una pudricién
bacteriana, humeda y con mal olor, que coloniza los tejidos, desciende hasta el meristema y

puede provocar la muerte de la palma (Jiménez, 1991).

Para Nieto (1993), los sintomas de la PC varian en dependencia de las condiciones
climaticas, del suelo, la resistencia genética de la palma y del patdgeno involucrado. Los
sintomas externos mas comunes son: pudriciéon de flechas, clorosis, moteado,
amarillamiento, hoja quebrada y hoja pequefia o corta. No existe un sintoma inicial ni una
secuencia u ordenamiento en la aparicion de éstos; cada sintoma puede presentarse solo o

combinado con los demas, y no todos inducen la PC.

Pudricion de Flechas. En algunas palmas se observan manchas cafés con bordes amarillos
o cremas en el borde de los foliolos de las flechas, las cuales pueden alcanzar el raquis y por
éste llegan a las hojas en formacioén o al cogollo y causan su pudricién. Algunos foliolos se
necrosan, cambian de color y mantienen una consistencia dura hasta que se secan totalmente;
otros toman un aspecto acuoso, de color gris o crema y se quiebran a la menor presién que

se les aplique (Nieto, 1993).

Pudricion del cogollo. Este sintoma ha dado el nombre a la enfermedad. Puede ser de
consistencia seca o humeda. En el primer caso, los bordes de los foliolos son de color ladrillo,
adquieren tonalidades oscuras y los raquis y peciolos de las flechas en formacion presentan
manchas cafés brillantes, que se agrietan y dan el aspecto de corcho. En el segundo caso, el
tejido se descompone, reblandece y adquiere olores fétidos como a fermento, afiejo o un olor
tipico. Esta pudricion, en un corte horizontal, se observan manchas oscuras de consistencia
blanda. Si el cogollo se abre longitudinalmente, puede encontrarse el raquis y los foliolos
con coloracion rojiza o café, o una masa amorfa en casos de PC muy avanzados (Nieto,
1993).

11
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Amarillamiento.- Se presenta Gnicamente en las primeras tres o cuatro hojas jovenes a
medida que se forman las hojas nuevas, las anteriores cambian a verde. Cuando las palmas
afectadas no se tratan oportunamente, todas las hojas del primer anillo pueden amarillarse y
en este caso las puntas de los foliolos de algunas hojas se tornan rojizas y se secan (Nieto,
1993).

Moteado. No es un sintoma que caracterice la enfermedad y se presenta independientemente
de las pudriciones de flecha-cogollo; sin embargo, palmas con pudriciones de la flecha
acentlan el sintoma de moteado. Los moteados leves o moderados desaparecen con los
cambios de clima y buenas practicas agrondémicas (Nieto, 1993).

Clorosis. Es un sintoma dificil de valorar. En algunas palmas precede a los amarillamientos,
y en otras aparece y desaparece con las préacticas agronémicas y los cambios de clima (Nieto,
1993).

Hoja quebrada.- Puede presentarse en flechas u hojas, sola 0 acompariada de sintomas del
complejo. Aparentemente es un sintoma de debilitamiento y se desconoce si esta relacionado
con la enfermedad (Nieto, 1993).

Hojas cortas.- En palmas de 2 a 4 afios se presenta una reduccion progresiva del tamarfio de
las hojas del primer anillo, hasta que la Gltima en formarse alcanza sélo unos pocos
centimetros, en comparacion con los 3 0 4 m de las hojas normales. Por otra parte, cuando
una palma enferma empieza su recuperacion, las primeras hojas que se forman no alcanzan
la longitud normal, lo cual se logra cuando la recuperacion es completa; en este caso el

progreso del acortamiento es inverso al sintoma de PC en palmas jovenes (Nieto, 1993).

Zambrano (1991) indic6 que en casi todos los casos de ataque de la PC se ha observado un
quebramiento de la flecha que esta proxima a ser la hoja No 1. El doblamiento se observa a
nivel del tercio inferior cercano al cono cerrado de la palma y posteriormente alcanza las
demés flechas. Este sintoma se encuentra asociado con una pudricion interna de color

salmon, pero la pudricion no alcanza el meristema apical.
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El colapso de flechas se detecta en el nivel del tercio inferior que alcanza las demas flechas,
éstas a su vez se pudren rapidamente hasta que la palma pierde totalmente todas sus flechas
y Se encuentra asociada con una pudricion interna profunda y con un olor desagradable que
no alcanza a afectar el meristema. La hoja quebrada aparentemente es consecuencia del dafio

directo en la flecha o indirecto por un dafio previo en el cogollo (Nieto et al., 1996).

Cuando la enfermedad llega a este punto ocurre su muerte bioldgica, que es precedida por
lo que se conoce como muerte productiva. Se llama asi porque en ella se crean condiciones

que atraen insectos (R. palmarum) y agravan el problema (Nieto et al., 1996).

La PC se desarrolla mas rapidamente en las palmas jovenes que en las palmas mas viejas.
En muchos casos, la pudricion deja de avanzar antes de que alcance los meristemas. Siempre
que haya reemision de hojas, ella se caracteriza por la emision de nuevas hojas, pequefias y
deformadas y luego en la emision de hojas normales, lo cual lleva a una reemision total. El
mismo autor menciond que hay dos formas de PC: una forma letal, que es predominante en
el Ecuador, la Amazonia Brasilefia y en algunas zonas de Colombia, y una forma no letal
con una tasa alta de recuperacion de la palma que se encuentra principalmente en la zona
oriental de Colombia (De Franqueville, 2001; 2003).

Zambrano et al. (2004) reportaron que los sintomas comienzan con un amarillamiento de
hojas nuevas, las palmas muestran una clorosis leve de foliolos inferiores de una de las hojas
centrales, amarillamiento de las hojas jovenes y un colapso o caida de la flecha proxima a

ser la hoja nimero 1.

La PC avanza por el paquete central de hojas no diferenciadas hasta afectar la zona
meristematica, lo cual inhibe la emisién de nuevas hojas para continuar con el proceso de
desarrollo de una palma sana. Cuando hay recuperacion de las plantas se observa
inicialmente la emisién de hojas y foliolos cortos, y posteriormente comienzan a surgir hojas
normales. La PC, como se indicd previamente, conduce al colapso de las nuevas flechas, el
cual constituye el sintoma mas conocido de la enfermedad. La situacién mas critica se
presenta en la zona del cogollo. En esta parte de la palma se observa pudricion severa de los
tejidos mas tiernos, que pueden tener diferentes grados de severidad con recuperacion

relativamente répida del proceso de emision de nuevas flechas en los casos menos severos,
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hasta la formacion de un créater (causado por la muerte y descomposicion de los tejidos mas
tiernos), con la posibilidad de recuperacién en algunos casos (Martinez et al., 2007;
ANCUPA y AGROCALIDAD, 2013).

Otro sintoma asociado con la enfermedad, consiste en un secamiento de los foliolos en
palmas adultas, esto es el resultado del ataque del organismo que inicia el proceso de
infeccion. Cuando se desintegran los tejidos, ocurre lo que se denomina “mordisco”, el cual
se utiliza como método de diagndstico, porque se observa la pérdida del apice de los foliolos
(Martinez et al., 2007; ANCUPA y AGROCALIDAD, 2013).

Chinchilla (2008), sefial6 que las pudriciones y los secamientos de los tejidos que forman el
cogollo de las palmas (normalmente acompafiados de hojas jovenes parcialmente amarillas),
constituyen el problema fitosanitario mas importante de la palma de aceite en América
tropical.

Elliott (2009) indic6 que en Ecuador se distinguen tres tipos de PC, las cuales se conocen
como clasica, cronica y de recuperacion, cuya principal diferencia es la tasa de desarrollo de
la enfermedad y/o la capacidad de la palma para responder a la infeccion del potencial

patdgeno.

En la PC clasica, la enfermedad afecta rapidamente el cogollo de la palma y descompone el
meristema apical, probablemente porque la palma no tiene tiempo para producir defensas
contra el agente fitopatdgeno, o el medioambiente es muy favorable para el desarrollo de la
enfermedad. En la PC cronica, la enfermedad no se propaga con rapidez al cogollo, pero el
meristema apical cesa de producir nuevas hojas diferenciadas, a pesar de que el meristema
apical fisicamente no estd descompuesto. Esto provoca un descenso lento y la muerte
economica de la palma, pues la misma deja de producir. Finalmente, en la PC de
recuperacion, la enfermedad se desarrolla similar a la PC cronica; excepto que la division
celular en el meristema apical no se inhibe permanentemente, lo cual permite la produccion
de nuevas hojas y flores. Las nuevas hojas y flores a menudo son deformes, pero surgen otras
hojas normales en apariencia y la palma empieza a producir frutos nuevamente. Las palmas

afectadas se recuperan (desarrollo de inmunidad) (Elliott, 2009).
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2.3.2.2 Epifitiologia de laPC

Durante décadas (desde los afios veinte al menos), se han hecho esfuerzos para tratar de
asociar las pudriciones del cogollo con la accion de diversos organismos potencialmente
patogénicos que se han encontrado (0 no) en el tejido enfermo. Para controlar este agente
fitopatdgeno se han aplicado varios tipos de producto sobre las plantas afectadas, incluso
conpuestos con accion contra fitoplasmas, fungicidas, bactericidas, nematicidas, sin lograr

un control efectivo.

Todos los organismos aislados del tejido infectado, comparten algunas caracteristicas como:
1) todos son patdgenos débiles, oportunistas y presentes en casi cualquier ecosistema, 2) solo
prosperan en tejidos previamente debilitados por algun tipo de estrés y 3) atacan tejidos en
activo crecimiento. Estos organismos estan también presentes en los llamados ‘declines’, que
afectan varias especies forestales y otros cultivos. Pythium spp., Phythophtora spp.,
Fusarium spp., Thielaviopsis spp., y Erwinia spp., son algunos ejemplos de los

microorganismos que se encuentran asociados (Corley y Tinker, 2003b).

La relacion entre incidencia de la PC y las variedades de E. guineensis, no siempre ha sido
clara. En la historia de la PC en América tropical hay ejemplos de brotes devastadores en
varios paises y regiones en donde se habian plantado materiales genéticos de diferentes
origenes. Existe evidencia de que los progenitores maternos de Deli son susceptibles, y que
una de las variedades mas populares, Deli x Avros, puede ser severamente afectada. Hasta
el momento todas las variedades comerciales ‘guineensis' son susceptibles, pero algunas
presentan tolerancia, caracterizada por una combinacion de las caracteristicas siguientes: 1)
el desorden aparece mas tardiamente después del trasplante en el campo, 2) la tasa de
incremento del problema en el tiempo es menor, 3) los sintomas son menos severos, 4) la
recuperacion de los sintomas es mas rapida, 5) hay menor incidencia final, 6) los efectos
sobre el rendimiento son menores. Estas caracteristicas parecen estar presentes en algunas
poblaciones originadas en Bamenda, Tanzania, Mobai, Enthebe, Malawi y La Mé entre otras
(Chinchilla, 2010).

Por otro lado, la especie E. oleifera es una fuente importante de tolerancia a las pudriciones

del cogollo, y esta caracteristica puede ser combinada con los genes de E. guineensis para
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obtener los hibridos O x G, que han sido plantados en sitios previamente afectados por la PC

con un grado variable de éxito.

Las pudriciones del cogollo, en general se asocian con factores que afectan en forma negativa
el desarrollo radical (formacion de nuevas raices y deterioro de las ya formadas), y la
capacidad de la planta de defenderse de pat6genos oportunistas (balance energético
alterado). Estos son los factores de predisposicién, tales como una mala aireacion de los
suelos, un periodo de sequia prolongado, una alta carga de racimos (en particular en una
situacion posterior desfavorable para la fotosintesis), y una nutricion desequilibrada. El
efecto negativo de una sequia sobre el sistema radical es acentuado en suelos con una baja
capacidad de retencién de humedad y bajos contenidos de potasio. En general, cualquier
factor que afecte en forma negativa la formacion y longevidad del sistema radical, y el

balance energético de la planta, podria predisponerla a un ataque (Chinchillay Duran, 1999).

Desde el punto de vista nutricional, la PC tiende a alcanzar mayores incidencias en suelos
con bajos contenidos de potasio y fosforo, o donde existen desequilibrios entre las bases
(Mg, Cay K). Una combinacion potencialmente perjudicial, podria ser el uso de cantidades
excesivas de nitrogeno, donde el potasio esta en condiciones de deficiencia (0 desequilibrio
con las otras bases), y que ademas se presente un déficit hidrico severo en un suelo con baja
capacidad de retenciébn de humedad, seguido de anegamiento del suelo por altas

precipitaciones y baja radiacion solar.

Después que aparece la enfermedad, ésta progresa linealmente durante algunos afios y luego
se inicia la fase exponencial. En la amazonia ecuatoriana la fase linear como promedio dura
12 afios con una tasa de plantas afectadas del 1 % por afio. Los casos se diseminan al azar y
luego se observa la formacion de focos los cuales se unen con rapidez creciente. La curva de
progresion de la enfermedad al inicio es linear y luego le sigue la fase exponencial cuando

las pérdidas acumuladas alcanzan un 12-15 % (De Franqueville, 2003).

A su vez, van de Lande (1993) realizé un estudio epifitioldgico de la pudricion de la flecha
en palma de aceite durante 10 afios en Surinam. Este autor concluy6 que: a) existieron dos
modelos de dispersion que explicaron la dinamica de la enfermedad en campo, b) que las

fuentes de indculos provenian de fuera de la plantacion, c) que la enfermedad puede
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transmitirse por vectores, d) que la enfermedad aumenté de manera logistica y que la
dispersion de la enfermedad estuvo influenciada por el viento. Este autor recomendd que las

plantaciones deben abandonarse cuando se afecte el 40 % de las plantas de palma de aceite.

2.4 Caracterizacion de los agentes asociados con la pudricion del cogollo de la palma

de aceite

Existen registros de patogenos asociados con la PC desde 1928, cuando Reinking, citado por
Richardson (1995), descubrio6 la existencia de bacterias, hongos de los géneros Fusarium y
Phytophthora.

En plantaciones de palma de aceite de las zonas Occidental y Central de Colombia, se
estudiaron algunos hongos asociados con la PC como: Fusarium sp., Colletotrichum sp.,
Pestalotia sp., Rhizoctonia sp., Thielaviopsis sp., Nigrospora sp. Para el caso de bacterias,
las més frecuentes fueron Erwinia sp. y Pseudomonas sp. Asimismo, aislaron algunos
representantes del reino Straminipila (Phytophthora sp. y Pythium sp.) (Martinez et al., 2008
b).

En Ecuador, en la plantacion Palmeras del Ecuador (PDE) se estudio6 la microflora asociada
con sintomas de PC en la palma de aceite, y se encontraron principalmente hongos de los
géneros: Phoma, Cephalosporium, Pyrenochaeta, Pestalotia y Colletotrichum (Renard,
1991).

Santos (2010), relaté que los primeros registros de un patdégeno asociado con la PC datan de
1962. A partir de estas investigaciones, se formularon varias hipotesis sobre las posibles
causas, entre las cuales se destacaron: causas asociadas con desordenes fisioldgicos o
nutricionales de las plantas (abidticas), y causas asociadas con el atague de hongos, virus y

bacterias (biéticas).
Laing (2009), menciono que la PC es una enfermedad atribuible a deficiencias nutricionales

(calcio especificamente). Este autor sugiri6 que una vez que las plantas estuvieron

debilitadas, a consecuencia de esta deficiencia, se predisponen al ataque de microorganismos
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patdgenos débiles, presentes en la microflora de los cultivos tropicales y subtropicales,

asociados con la palma de aceite.

Segun Martinez et al. (2008 a), la PC es una enfermedad de origen bidtico causada por el
patdgeno P. palmivora. A este microorganismo se le considera el iniciador del proceso

infectivo.

En el afio 1996 se llevo a cabo una reunién con investigadores, cultivadores y procesadores
de palma de aceite, con el fin de conocer las investigaciones sobre el manejo y control de la
PC. CENIPALMA, informoé la existencia de diferentes microorganismos, los cuales fueron

aislados a partir de muestras con sintomas de PC (Santos, 2010).

Se identificaron representantes de los géneros Pythium, Fusarium y Thielaviopsis sp.
Pythium y Fusarium, asociados con dafios en la flecha, sin la existencia de un mal olor. Por
otra parte, Thielaviopsis se asocié con muestras de tejidos con mal olor, muy similar al de

plantas naturalmente afectadas (Santos, 2010).

Segun Bachy (1954) en Sibiti (Congo Belga) encontraron una fuerte asociacion entre la PC
y la presencia de bacterias, asi como hongos del género Fusarium, principalmente

F. oxysporum Klotz (Schlecht), F. solani y F. roseum.

Afios después, Duff (1963) aisl6 de los tejidos enfermos una bacteria del género Erwinia
(similar a E. herbicola), con la cual obtuvo los sintomas de la pudricién en plantas jovenes
de palma de aceite, después de haber inducido un estrés fisioldgico que provocd un retardo

en el crecimiento (De Franqueville, 2001).

Nieto et al. (1996), informaron que las pruebas realizadas por varios investigadores no han
logrado reproducir la enfermedad porque no se han utilizado métodos de inoculacién

adecuados, a pesar de que siempre se aislan practicamente los mismos patdgenos.
Perthuis (1990), indicé que el agente causal puede ser un virus o un micoplasma transmitido
por un insecto vector. En Ecuador se ha podido registrar a Fusarium spp., y Thielaviopsis

paradoxa (de Seynes), como causantes de la enfermedad.
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En Colombia, se han informado a Fusarium moniliforme var. subglutinans (Wollenw &
Reinking), F. solani y Thielaviopsis sp. (Nieto, 1993) como microorganismos asociados con
la PC.

Relacionado con la PC esta R. palmarum, que causa un dafio directo a la palma de aceite, y
puede provocar la muerte de las plantas. Este insecto, provoca dafio cuando se encuentra en
estado larval y se alimenta de las bases peciolares de la zona del cogollo. En estado adulto
este coleoptero es fuertemente atraido por el olor de palmas afectadas con PC, ya que es un
sitio Optimo para garantizar su reproduccion. En estados avanzados de pudricién, la
reproduccién de R. palmarum impide la recuperacion de la palma ya que ataca el meristema

y asi causa la muerte de la planta (Aldana et al., 2011).
2.4.1 Erwinia spp

En la zonas de Shushufindi y Huashito en 1995 (Allen et al., 1998) encontraron analogias
entre la PC y el fuego bacteriano de la pera y la manzana, causado por Erwinia amylovora
(Burril). Estos autores sugirieron que las dos enfermedades tenian en comdn una dispersion
que era visiblemente aérea, asociada con abejas, en el caso del fuego bacteriano (De
Franqueville, 2001).

Otros autores sugieren la presencia de una bacteria del género Erwinia que puede ser aislada
de los tejidos tiernos en proceso de desarrollo y en los cogollos, y que las dos enfermedades
eran influenciadas por los factores ambientales y el manejo cultural. Ademas, proponen que
un aislado poco agresivo proveniente de un area silvestre, pudo ganar agresividad durante
infecciones sucesivas, hasta adquirir mayor virulencia. Erwinia puede tener un habitat en el
suelo, o conservarse en los restos vegetales, y cuando es altamente agresiva, podria provocar

dafios en el replantio (De Franqueville, 2001).

Como en el caso del fuego bacteriano, la bacteria puede producir toxinas (amylovorina). La
enfermedad se desarrolla con dificultad en los arboles frutales, porque es necesario que
existan condiciones climaticas favorables, condiciones fisiologicas de las plantas, y las

poblaciones de vectores para que haya expresion de los sintomas (De Franqueville, 2001).
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En Ecuador Dollet (1991) inform la presencia de bacterias del género Erwinia (E. herbicola
y Erwinia spp.), asi como del género Pseudomonas, aisladas a partir de muestras de tejidos
con sintomas de PC, las cuales no reprodujeron sintomas en ensayos de inoculacion artificial

en plantaciones de Ecuador, asi como en invernaderos en Montpellier, Francia.

Erwinia como representante de la familia Enterobacteriaceae esta ampliamente distribuido
en la naturaleza. Varias especies de esta familia son de vida libre en numerosos nichos
ecoldgicos, tanto en ambientes terrestres como acuaticos. Otros estan asociados solamente
con plantas, animales e insectos. Son de gran significado en la salud humana, animal y de
las plantas, por lo que tienen numerosas aplicaciones en la agricultura como agentes
biocontroladores, produccion de proteinas recombinantes, control de enfermedades
infecciosas, produccion de agentes anticancerigenos, reciclaje de desechos y en la

biorremediacion (Octavia y Lan, 2014).
2.4.1.1 Clasificacion taxondmica

El género Erwinia ha estado sujeto a diversas propuestas de clasificacion (Schaad et al.,
2001). Erwinia puede dividirse en cuatro grupos: amylovora (causante de marchitamientos
no pectoliticos), carotovora (pudriciones blandas pectoliticas), herbicola (producen

pigmento amarillo), y el grupo de Erwinia atipicas (Dye, 1981; Schaad et al., 2001).
2.4.1.2 Caracteristicas morfolégicas

Erwinia carotovora (Jones) Bergey, las colonias desarrolladas en medio de cultivo Agar
Nutriente son de forma circular, borde liso, superficie convexa, color blanco cremoso,
crecimiento abundante y reflectancia a la luz oblicua. Presenta tincién Gram negativa y
flagelos peritricos. No crecen a 37 °C, el metabolismo de la glucosa se caracteriza por ser
oxidativo fermentativo, sin formar precipitado ya que no forma compuestos reductores a
partir de la sacarosa. Las cepas son positivas a la prueba de degradacion de pectatos (Schaad
et al., 2001).
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2.4.2 El género Fusarium

El género Fusarium contiene varias especies que son sapréfitos comunes del suelo asi como
fitopatdgenos y producen una amplia diversidad de metabolitos secundarios que pueden
ocasionar dafos en plantas, animales y en humanos. Dentro de los principales metabolitos
conocidos de Fusarium, se destacan: toxinas (micotoxinas y fitotoxinas), pigmentos,
antibioticos, esteroides, giberelinas, compuestos alifaticos, carotenoides, enzimas y

compuestos nitrogenados simples.

Las fitotoxinas de Fusarium pueden tener una gran importancia como factores de virulencia
en numerosas especies. En relacion con su importancia agricola encontramos: trichothecenes
(un grupo diverso de toxinas tipo sesquiterpenoides con una fuerte actividad inhibidora de
la sintesis de proteinas en las plantas) (Langevin et al., 2004), acido fusarico y acido
dehidrofusarico (inhibidores del crecimiento vegetal) (Bacon et al., 1996), enniantinas
(Logrieco et al., 1992), licomarasminas (Vesonder y Hesseltine, 1983), acido picolinico
(Vesonder y Hesseltine, 1983), fusaproliferinas (Shephard et al., 1999) y beauvericinas
(Logrieco et al., 1998a), entre otras.

F. oxysporum produce moniliforminas (Marasas et al., 1979; Abbas et al., 1989b, 1991,
Mirocha et al., 1989a; Chelkowski et al., 1990) y zearalenonas (Per, 1995; Pitt y Hocking,
2009). F. oxysporum no produce trichothecene (Tan y Niessen, 2003). Abbas y Mirocha
(1988) aseguraron que F. oxysporum produce wortmannina. Por otra parte, F. solani produce
acido fusarico (Bacon et al., 1996) y ciclosporina (Sugiura et al., 1999). F. subglutinans
(Wollenw & Reinking) Nelson, Tousson & Marasas produce pocas 0 casi ninguna
fumonisinas, pero si produce moniliforminas, beauvericinas, acido fusarico, y elevados

niveles de fusaproliferina. F. subglutinans no produce trichothecene.

F. proliferatum es una de las especies de mayor produccién de fumonisinas. Asimismo, esta
especie produce acido giberélico, beauvericina, fusaproliferina, acido fusarico, fusarinas y
moniliforminas. Finalmente, F. semitectum (Desjardins, 2006) produce zearalenonas (Leslie
y Summerell, 2006), toxina T-2, diacetoxyscirpenol, diacetoxyscirpenol nivalenol,

fusarenona-X y neosolaniol (Suzuki et al., 1981).
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Existen diversos trabajos en los que se estudio el posible agente causal de la PC. Bachy
(1954), citado por Martinez et al. (2008 a), encontrd una asociaciéon con F. oxysporum, F.
solani y F. roseum (Link), pero la inoculacion artificial de estos hongos no tuvo resultados

definitivos sobre el agente causal de la enfermedad.

Renard (citado por De Franqueville, 2001, 2003) realiz6 aislamientos de palmas afectadas
con PC, que muestraron el predominio de cepas de Fusarium (F. oxysporum y F. solani) y
bacterias en el tejido afectado; sin embargo, las pruebas de inoculacién no reprodujeron los

sintomas de la enfermedad.

El Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) de Ecuador, informé que F. solani ha

sido frecuentemente aislado a partir de plantas afectadas con PC (INIAP, 2011).
2.4.2.1 Clasificacion taxondmica
Segun Crous et al. (2004), Fusarium es un microorganismo perteneciente:

Dominio: Eucariota

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordaryomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

2.4.2.1.1 Caracteristicas culturales

En varios estudios se evaluan las siguientes caracteristicas de las colonias de Fusarium spp:
morfologia de las colonias, la textura, el color del anverso y del reverso de las colonias, la

pigmentacién y velocidad de crecimiento en PDA. Para obtener resultados confiables y

repetibles se require una rigurosa y cuidadosa preparacion del medio de cultivo.
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Para evaluar las caracteristicas culturales se deben preparar indculos e incubarlos mediante
el uso de procedimientos estandarizados. En ocasiones las caracteristicas culturales pueden
usarse con bastante exito como criterio en la clasificacion de algunas especies de Fusarium
(Leslie y Summerell, 2006).

Las colonias de F. oxysporum crecidas sobre PDA son altamente variables, pueden producir
pigmentaciones sobre agar desde incoloras, violeta palido, violeta oscuro 0 magenta oscuro.
Algunos aislados pueden producir esclerocios azules o azules-negros. La textura puede ser
flocosa, esparcida, en algunas ocasiones pueden mutar hacia colonias pionnotales o con la
presencia himeda del micelio el cual crece muy pegado al agar. El anverso de las colonias

varia desde el anaranjado hasta el violeta.

Las colonias de F. proliferatum sobre PDA son altamente variables con pigmentaciones que
varian desde: incoloras, violeta palido, violeta gris, gris anaranjado, violeta oscuro y magenta
oscuro. El micelio sobre este medio crece abundantemente al inicio y es de color blanco,

pero a medida que envejece el cultivo se torna violeta pdrpura.

Las colonias de F. semitectum sobre PDA producen abundante micelio de aspecto denso, al
inicio es blanco y luego con la edad de los cultivos cambia a beige o carmelita. Otras

muestran colores carmelita palido a pardo grasiento por el reverso.

Las colonias de F. solani sobre PDA producen pigmentaciones variables sobre el agar, desde
incoloras a blanco-crema, blanquecinos, violetas, carmelita palido, grisaceas a ligeramente
azuladas. La textura de las colonias generalmente es escaso o dispersa, constituida por

micelio de color blanco cremoso.

Las colonias de F. subglutinans crecidas en PDA presentan pigmentaciones sobre el agar
variables, desde incoloras, violeta palido, violeta gris, gris violeta, violeta, violeta oscuro,
magenta oscuro, purpura claro a casi negro. En este medio se produce abundante micelio

blanco al inicio y luego se convierte en violeta a medida que envejece el cultivo.
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2.4.2.1.2 Caracteristicas morfoldgicas

Las especies de Fusarium son variables en su composicion genética y en su respuesta
adaptativa al medioambiente, que puede causar cambios morfoldgicos. La base en la
identificacion de especies de Fusarium son los macroconidios (Toussoun et al., 1983). Los
macroconidios tienen forma de media luna o canoa y constan de una célula apical y una
célula basal. Hay cuatro formas de células apicales: obtusa, papilada, gancho y elongada. La
celula basal tiene cuatro formas: de pie, pie elongado, en forma de muesca y apenas
muescado. La célula basal es la menos curvada de todas las células en los conidios, si esta
es curvada el resto también. Los caracteres mas importantes son los relacionados con la

longitud y la forma de la célula (Leslie y Summerell, 2006).

No todas las especies de Fusarium producen microconidios, sin embargo esta es una
caracteristica importante. Son producidos en el micelio aéreo, nunca en esporodoquios
(Toussoun et al., 1983). Las células conidiogénicas en las cuales se forman, y su disposicion
alrededor de ellas son aspectos utilizados para el diagndstico. Por lo general, tienen de 0 0 1
septo, algunas especies tienen dos septos, pueden ser de forma oval, reniforme, truncada,

piriforme, globosa, napiforme, esférica y fusiforme (Leslie y Summerell, 2006).

Las clamidosporas son estructuras morfoldgicas importantes en la clasificacion de especies
de Fusarium. Las clamidosporas pueden estar formadas solas, en parejas, en grupo o0 en
cadenas. Estas estructuras se forman en aproximadamente seis semanas y pueden producirse
en poca cantidad. Se encuentran en micelio aéreo 0 embebidas en el agar; la ubicacion es

importante en la identificacion de especies (Leslie y Summerell, 2006).

2.5 Principales regiones del ADN utilizadas en el diagnostico molecular de hongos

fitopatdgenos
2.5.1 Espaciadores transcriptos internos (ITS)
Estos marcadores se refieren particularmente a dos secuencias no funcionales de ADNr,
intercaladas entre los genes ribosomicos, las que se presentan consecutivamente en maltiples

copias, que pueden ir desde cientos a miles en un arreglo en grupo y que codifican proteinas
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idénticas o casi idénticas. White et al. (1990) disefiaron y describieron iniciadores
especificos para amplificar y secuenciar varios segmentos del ADNr mitocondrial y nuclear
en hongos, lo que brinda la posibilidad de realizar estudios filogenéticos con estos genes
(Schoch et al., 2012).

La region ITS completa abarca 600 a 800 pares de base (pb); la misma puede amplificarse
facilmente con iniciadores universales. La naturaleza multicopia de las repeticiones del
ADNIr hace de esta region una secuencia facil de amplificar aun cuando se utilizan muestras
pequefias de ADN. Esto lo convierte en uno de los marcadores mas usados para llevar a cabo
inferencia filogenética a nivel genérico e intra genérico (Schoch et al., 2012).

Entre las ventajas de los ITS, se destaca su herencia bi-paterna, la cual permite revelar casos
de reticulacion, hibridacion y poliploidia. Asimismo su universalidad, amplia disponibilidad
de iniciadores para su amplificacion y su relativa abundancia, facil aislamiento y su amplia
variabilidad entre genomas diferentes, convierten a esta region en un excelente marcador
para realizar inferencia genética en diferentes niveles taxondmicos, desde especie hasta

familia.
2.5.2 Factor de elongacion de la traduccion eucariética 1-a TEF

El Factor de elongacion de la traduccion eucariotica 1-o TEF, es un gen que codifica una
proteina altamente conservada, que posee un importante papel en el ciclo de elongacion y
sintesis de la proteina en las células eucariotas. En eucariotas, el 1-a TEF es la segunda
proteina mas abundante después de la actina; la cual constituye del 1 al 2 % del total de

proteinas en el crecimiento normal de la célula (Condeelis, 1995).

Las bandas cargadas de moléculas de Acido ribonucleico total (ARNt), transportan hacia los
sitios receptores de los ribosomas adyacentes a una cadena polipeptidica en crecimiento. El
gen 1-a TEF, puede presentarse en multiples copias en algunos Ascomycota y Zygomycota;
una de las ventajas que presenta el uso del gen que amplifica para el 1-o TEF es su capacidad
para resolver relaciones filogenéticas a nivel de especie, asi como las divergencias mas

profundas en los hongos.
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La region del gen 1-o TEF que codifica para la traduccion del factor de elongacion de la
traduccion eucaridtica 1-a TEF, ha incluido el uso de diferentes oligos, aunque los mas

utilizados con mayor frecuencia son EF1 y EF2.
2.5.3 ldentificacion de especies de Fusarium mediante técnicas moleculares

Las aplicaciones actuales de las tecnologias disponibles para la identificacion de especies
del género Fusarium basadas en técnicas moleculares, utilizan regiones del ADN de gran

importancia para el diagndstico.

Las regiones ITS e IGS son secuenciadas en numerosas especies del género Fusarium, para
compararlas sobre la base del porcentaje de homologia (Mishra et al., 2003; Gagkaeva y Yli-
Mattila, 2004; Konstantinova y Yli-Mattila, 2004; Mirete et al., 2004; Yli-Mattila et al.,
2004).

El uso de la informacion de diferentes regiones gendmicas y de secuencias de diferentes
genes, les permite a los taxdnomos moleculares identificar con mayor precision a especies

fangicas tanto a nivel individual como poblacional.

El andlisis de la region 1-a TEF, ha sido muy utilizado para el diagnéstico de especies del
género Fusarium. Por ejemplo, Gurjar et al. (2009) utilizaron las secuencias de ésta region
para identificar a Fusarium proliferatum Matsushima (Nirenberg) y F. oxysporum, como dos

especies asociadas con la marchitez del garbanzo en la India.

Por otra parte, Lievens et al. (2007) desarrollaron la técnica de RAPD correspondientes a la
region 1-a TEF y distinguieron a F. oxysporum f.sp. cucumerinum y F. oxysporum f.sp.
radicis-cucumerinum en infecciones mixtas en pepino. Asimismo, Nicolaisen et al. (2009)
utilizaron pruebas de PCR para diferenciar a especies toxigénicas y no toxigénicas del género
Fusarium, al analizar la misma regién, mientras Kristensen et al. (2007) usaron un ensayo
cuantitativo basado en microarreglos del ADN correspondientes con el gen 1-a TEF para

identificar 15 especies de Fusarium productoras de tricotecenes y moniliformina.
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Otros autores han utilizado de modo conjunto las secuencias correspondientes al gen
la-TEF asi como los genes mitocondriales y del ADNr para clasificar especies del género
Fusarium, las cuales no habian sido identificadas anteriormente mediante informaciones de
una sola region (Baayen et al., 2000; Skovgaard et al., 2001). Esta estrategia de utilizar
varias regiones, le permitié a Gurjar et al. (2009) analizar filogénicamente mediante la region
TEF-1a a cuatro razas de F. oxysporum f.sp. ciceris, lo cual confirm6 que la raza 3 de este
patdgeno en realidad se trataba de Fusarium proliferatum y no de F. oxysporum como habia

sido considerada anteriormente.

En la clasificacion molecular de especies del género Fusarium, se dedican importantes
esfuerzos al desarrollo de marcadores moleculares para desarrollar un cddigo de barra,
mediante el uso de secuencias del ADN de diferentes regiones genomicas; entre las cuales

la region 1-a TEF ha sido utilizada exitosamente (Geiser et al. 2004).

Asimismo, otras regiones han sido utilizadas, como: ADN mitocondrial (Laday et al., 2004),
la B-tubulina (Gagkaeva y Yli-Mattila, 2004; Mach et al., 2004; Yli-Mattila et al., 2004b),
factor de elongacion y traslado eucariotico 1-o TEF (Knutsen and Holst-Jensen, 2004), y la
calmodulina (Mulé et al., 2004). Todas ellas han sido exitosamente usadas para identificar

especies del género Fusarium.

Sin embargo, otros autores utilizan genes relacionados con la biosintesis de micotoxinas para
el diagnostico de especies del género Fusarium (Niessen y Vogel 1998; Lee et al., 2001;
Gonzélez-Jaen et al., 2004; Nicholson et al., 2004; Bezuidenhout et al., 2006; Baird et al.,
2008), asimismo con esta region se puede distinguir entre especies productoras y no
productoras de micotoxinas, lo cual es de gran valor en la evaluacion de la inocuidad de

numerosos productos alimentarios para el consumo humano y animal.

El uso de la informacién de diferentes regiones y secuencias de genes, les permite a los
taxbnomos moleculares determinar con mayor precision no solo a una especie en particular,
sino también caracterizar poblaciones de especies mediante el uso de técnicas cualitativas y

cuantitativas.
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3. MATERIALES Y METODOS

Las actividades investigativas se realizaron en: laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad
de Recursos Naturales de la Escuela Politécnica Superior del Chimborazo (ESPOCH), el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Central "Marta Abreu” de las Villas, laboratorio de Genoémica Funcional de plantas del
Centro de Ingieneria Genética y Biotecnologia de la Habana (CIGB), el laboratorio del
Servicio Ecuatoriano de Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD),
Ecuador y el laboratorio de Fitopatologia y Entomologia de la Universidad de Estudios de

Sassari, en ltalia.

Recoleccion de muestras de palmas

En el mes de octubre de 2012 se realiz6 una primera coleccion de muestras de tejidos
afectados en las plantaciones de las empresas: Palesema, Palmeras de Los Andes, Palpailon,
Alespalma y Energy & Palma. Ademas, se colectaron plantas enfermas en vivero del hibrido
Coari x La Mé y E. guineensis, de las empresas Palmeras de Los Andes y Alespalma, las
cuales fueron trasladadas al laboratorio de Sanidad Vegetal de la Escuela Politécnica

Superior del Chimborazo (ESPOCH), para su posterior analisis.

En el mes de diciembre del mismo afio, se efectué una segunda recoleccion de tejidos de
plantas enfermas en las empresas: Palesema, Palmeras de Los Andes, Palpailon y
Energy & Palma. Las palmas seleccionadas fueron cortadas en la base del tallo, luego se
retiraron todas las hojas y se dejo el paquete central de flechas; se realiz6 un nuevo corte
transversal a la altura del Gltimo racimo de fruta y posteriormente se practicé un corte
longitudinal en esta seccion superior de la planta. Se recolect6 material de tejido sano y
enfermo de cogollos, flechas y raices. Los materiales colectados se colocaron en bolsas de
papel con su debida identificacion, para ser trasladados al laboratorio de Sanidad Vegetal de
la ESPOCH.

Registro de sintomas de plantas enfermas

Se registraron las manifestaciones sintomatoldgicas externas e internas de las plantas

atacadas por la PC a nivel de hojas, flechas, cogollo, zona del meristema y raices.
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Aislamiento de las muestras con la PC

El aislamiento de las muestras de tejido enfermo de la primera coleccién se realizo en el
laboratorio de la empresa Alespalma. En el laboratorio de Sanidad Vegetal de la ESPOCH,
se realizd el aislamiento de los organismos asociados de las plantas enfermas de vivero del
material hibrido Coari x La Mé y E. guineensis, asi como de las muestras de tejidos afectados
de la segunda coleccion en las plantaciones comerciales de las empresas palmicultoras

seleccionadas (figura 1).

Figura 1. Muestras de plantas de palma de aceite de vivero de 6 meses de edad (ay b) y de
campo con sintomas de clorosis alrededor de la flecha (a y c¢). Necrosis y pudricion

descendente de flecha y cogollo (b y d). Necrosis a nivel de raiz y base de raiz (e y f).

En el laboratorio se cortaron secciones pequefias de muestras de tejidos enfermos, las cuales
se lavaron en agua corriente por 15 min; luego se desinfectaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 min. Posteriormente se lavaron con agua destilada
estéril. Bajo la camara de flujo laminar las secciones de las muestras en estudio se secaron
en papel filtro estéril, y se les practicaron cortes pequefios, de 5 a 8 mm. Los fragmentos de

tejidos obtenidos se sembraron inicialmente en el medio de cultivo estéril Agar Agua al
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2 %, para promover el desarrollo microbiano, se incubaron las placas de Petria 25 °C + 1.
La flora fangica y bacteriana presente se transfirié a placas de Petri (90 mm @), que
contenian Papa Dextrosa Agar (PDA, Fluka ®) al 3,8 % y Agar Nutriente al 2,8 %

respectivamente. Las placas fueron incubadas a 25 °C + 1.

Posteriormente se hicieron reaislamientos de los agentes microbianos fungicos y bacterianos
para obtener cultivos puros, acorde con lo referido por Dhingra et al. (1995), Benson (1998)
y Agrios (2005). Los cultivos puros fueron registrados y almacenados en placas de Petri

debidamente selladas y conservadas en gabinetes a temperatura ambiente.
Procesamiento estadistico de los datos

El procesamiento estadistico de los datos de las variables evaluadas se realiz6 con el paquete

estadistico Statistic Package for Social Science (SPSS) version 21.0 para Windows.

3.1 Caracterizacion sintomatoldgica y determinacién de la incidencia e intensidad

de ataque de la pudricion del cogollo de la palma de aceite en San Lorenzo

Para evaluar la sintomatologia de la PC se establecié una escala de severidad sobre la base
de los sintomas observados; se asignd la valoracion en la escala segun el porcentaje de dafio
existente en el momento del estudio. Esto se realiz6 en el canton San Lorenzo, en cinco

empresas Palmeras (Palesema, PDA, Palpailon, Energy & Palma y Alespalma).

En el afio 2013 se evaluaron plantas de E. guineensis (con edades de 11 y 5 afos,
respectivamente) y plantas de 5 y 2 afios del hibrido interespecifico Coari x La Me,

respectivamente (tabla 1).

Se seleccionaron plantas sanas y enfermas, correspondientes a los materiales E. guineensis
y el hibrido interespecifico Coari x La Mé, y se tomo6 en consideracion la edad de los
materiales; en total se evaluaron 188 plantas, en un periodo de 2 meses (agosto-septiembre,
2013).
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Tabla 1. Numero de plantas evaluadas por empresa en la caracterizacion de la

sintomatologia de la enfermedad pudricion del cogollo.

Empresa E. guineensis Hibrido Coari x La Mé
Plantacion Plantacion Plantacion Plantacion
2002 2008 2008 2011
Alespalma 14 13 0 0
Energy & Palma 14 15 3 2
Palmeras de Los Andes 12 12 8 6
Palesema 12 14 10 10
Palpailon 16 15 6 6
Total 68 69 27 24

Las palmas seleccionadas fueron cortadas con una motosierra (STHIL, Modelo 051AVE)
por la base del tallo a 50 cm del suelo aproximadamente. Se retiraron las hojas, y se dejaron
libres el estipe y el paquete de flechas. La evaluacion interna se realiz6 mediante el corte
transversal y longitudinal del estipe (figura 2) a la altura del Gltimo racimo (seccion

superior).

Figura 2. Corte de las palmas seleccionadas. Corte en la base del tallo (a), corte transversal
a la altura del altimo fruto (b); corte longitudinal en la seccién superior (c).

De las plantas seleccionadas se midio la longitud desde la base de la planta hasta el &pice del
altimo fruto, y luego se midio la longitud desde la base de la planta hasta el meristema

(figura 3).
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Figura 3. Medicion de las alturas (m) de las plantas seleccionadas. Longitud (m) desde la
base de la planta hasta el ultimo racimo (a); longitud (m) desde la base de la planta hasta el

meristema (b).

Se contabilizé el namero total de hojas de cada planta seleccionada, mediante un contador

manual (figura 4).

Figura 4. Conteo del nimero total de hojas de cada planta de palma de aceite seleccionada

en San Lorenzo.
Para la evaluacion de las hojas clordticas, amarillas, cloroticas amarillas y necroticas se

elabor6 una escala de tonalidades (figura 5). De cada planta seleccionada, se contabilizé el

numero de hojas afectadas alrededor del cogollo (figura 6).
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Figura 5. Escala de tonalidades elaborada para la evaluacién de los sintomas en hojas

afectadas. Hoja clorética (a); hoja amarilla (b); hoja clorética amarilla (c); hoja necrética (d).

Figura 6. Conteo del numero de hojas afectadas alrededor del paquete de flechas ain no
abierto (cogollo). Hojas cloréticas (a); hojas amarillas (b); hojas cloréticas amarillas (c);

hojas necroticas (d).

En las plantas seleccionadas se marcaron las hojas 1, 2, 9, 10, 17, 18, 25, 26 y las hojas
restantes se eliminaron luego se midié el angulo de las hojas marcadas con la ayuda de una
escuadra: primero se coloco el nivel de burbuja en el lado horizontal de la escuadra y se
estaciond ésta (a nivel) en la axila de la hoja que topa con el estipe de la planta, luego se
midio el lado horizontal desde el angulo de 90° hasta el raquis de la hoja, y el lado vertical
desde el angulo de 90° hasta la axila de la hoja (catetos) (figura 7). Finalmente con la ayuda

de una formula trigonométrica se calculo el angulo de las hojas.
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Figura 7. Medicién de los angulos de las hojas. Marcado de las hojas 1, 2, 9, 10, 17, 18, 25
y 26 (a); eliminacion de las hojas restantes (b); hojas libres para la evaluacion (c); medicién

de los catetos (d).

De las plantas seleccionadas, se midio6 la longitud del paquete de flecha. Para determinar la
longitud del ataque, primero se midieron las tres flechas que componian la parte externa del
paquete, y luego las tres flechas restantes que formaron la parte interna del paquete (figura
8 a). El avance descendente de las plantas seleccionadas se midié desde el meristema hasta

donde llegd el ataque (figura 8 b).

Figura 8. Medicién de la longitud (m) del paquete de flecha y del ataque desde el meristema.

Longitud de la flecha (a); longitud del ataque (b).

Con la ayuda del calibrador digital se midieron las raices primarias, secundarias y terciarias

(10 raices de cada una) de las plantas seleccionadas (figura 9).
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Figura 9. Medicion del diametro (mm) de las raices. Colecta de diez raices (a); raices

primarias, secundarias Yy terciarias (b); medicién del diametro de las raices (c).

La medicion del ataque descendente se realizé acorde con lo ilustrado en la figura 10.

Figura 10. Medicion del avance descendente (m) de la pudricion del cogollo. Medicion del
ataque desde el meristema hacia arriba (a); medicion del ataque desde el meristema hacia
abajo (b).

Para realizar el calculo de la incidencia e intensidad de ataque de la PC en San Lorenzo, se
realizaron muestreos en las empresas: PDA, Palpailon, Palesema y Alespalma. En cada
empresa se muestrearon 5 lotes, y en cada lote se seleccionaron 10 muestras, compuestas
cada una por 10 plantas. Por cada empresa se muestred un total de 500 plantas. Para
seleccionar las muestras dentro de cada lote, se siguié el método de muestreo aleatorio

simple en forma de zig-zag, las plantas se seleccionaron aleatoriamente cada 10 hileras.
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Mediante la aplicacién de la férmula planteada por la Sociedad Inglesa de Micologia, se

realizé la evaluacion de la incidencia de la PC en el material E. guineensis.

(% N° de plantas afectadas 100
= X
(%) N° total de plantas

Ademas, con las incidencias acumuladas del material E. guineensis, correspondiente a los
afios 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, y 2013, se gener0 un modelo polinomial

para estimar la incidencia acumulada para el afio 2014.

La evaluacién de la intensidad de ataque de la PC se realiz6 en el material E. guineensis y
se procedio de modo similar a lo realizado para el calculo de la incidencia, solo que para
calcular esta variable se utilizé la formula planteada por Towsend y Heuberger (1943). En
cada lote se seleccionaron aleatoriamente 10 muestras, compuestas cada una por 10 plantas

cada una y se calculd la intensidad de ataque.

X(n X V)
IA(%) = GX—N X 100

| = Intensidad del Ataque

n = Numero de plantas por grado de la escala
v = Grado de ataque segun la escala

G = NUmero total de grados

N = Numero total de plantas observadas

3.2 ldentificacion sobre la base de caracteres culturales, morfoldgicos, bioquimicos y
moleculares de los agentes asociados con la pudricion del cogollo de la palma de

aceite

3.2.1 Caracterizacion de los hongos asociados

Previa a la caracterizacion, se realizo el aislamiento de los hongos asociados mediante
cultivos monosporicos, segun los criterios de Balmas et al. (2000). Se tomd una pequefia
porcion de micelio con esporas de las placas de Petri (90 mm @) con medio PDA vy se

suspendio en un tubo de ensayo estéril que contenia 10 mL de agua destilada estéril.
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Después de una agitacion manual, la suspension conidial se vertié en placas de Petri
(90 mm @) con Agar Agua 2 %, e inmediatamente se elimino el exceso de agua de las placas

por decantacion.

Posteriormente las placas fueron colocadas en posicion vertical y se incubaron a 25 °C, en
oscuridad durante 24 h. Con un estereoscopio (Meiji, modelo Enz-TR, Japon), se localizaron
conidios germinados y con una aguja se tomaron individualmente, los cuales fueron
transferidos a placas de Petri (90 mm @) que contenian 20 mL del medio de cultivo PDA, las

cuales fueron incubadas a 25 °C hasta la obtencion de colonias puras.

Caracterizacion cultural

La identificacion de los hongos aislados, inicialmente partio de las caracteristicas culturales
en donde se tomd en consideracion: el crecimiento micelial (diametro expresado en mm) de
los aislados, presencia de esporodoquios y esclerocios. Ademas, se describio el color del

anverso y del reverso de las colonias.

Caracterizacion morfologica

Para realizar la caracterizacion morfoldgica de los aislados flngicos, se indujo previamente
la formacion de conidios en los aislados monospoéricos, éstos fueron transferidos al medio
de cultivo Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) para facilitar la formacion de
macroconidios, y en ellos se incluyeron fragmentos de papel de filtro (Whatman™ N°1)
estéril. Asimismo, se usé el medio de cultivo CLA (Carnation Leaf Agar, equivalente a Agar
Hoja de Clavel) para inducir la formacion de esporodoquios, al cual se le colocaron

fragmentos de hojas de clavel estériles, antes que el medio gelificara.

Para la identificacion de los aislados fangicos se prepararon laminas portaobjeto, y se utilizé
una gota de lactofenol con azul de algodon la cual fue colocada sobre una porcion de micelio.

Se examinaron al microscopio las estructuras reproductivas de los diferentes aislados.

Para la evaluacion de las caracteristicas morfologicas en los aislados fungicos, se considerd
la forma de los macroconidios (caracteristicas de la célula apical, célula basal, pared dorsal

y pared ventral). Se observaron 100 macroconidios para determinar sus dimensiones y se
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definio el nimero de septos. Un total de 50 microconidios fueron medidos y también se
determind el nimero de septos y la forma de los microconidios (ovales, globosos,
reniformes, entre otros), la disposicion de los microconidios en el conidiéforo (aislado, en
falsas cabezas, en cadenas, entre otros) y el tipo de conidiéforo (monofialides y polifialides).

Para cada aislado se caracterizaron 10 clamidosporas en aquellos en los cuales se observaron.

Para la clasificacion de las especies de hongos segun los criterios morfolégicos, utilizamos
las siguientes claves: Gerlach y Nirenberg (1982), Nelson et al., (1983), Barnett y Hunter
(1998), Balmas et al., (2000) asi como Leslie y Summerell (2006).

3.2.2 Caracterizacion de las bacterias asociadas

La caracterizacion cultural, morfologica y bioquimica se realizd en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la UCLV. De las plantas
estudiadas en las diferentes empresas palmicultoras del cantén San Lorenzo, se obtuvieron
aislados bacterianos principalmente de muestras de tejido de la flecha y el meristema,
afectado por la PC. Las cepas bacterianas fueron cultivadas en Agar Nutriente enriquecido.
El primer criterio de seleccion fue la tincion de Gram, y se dejanron solamente los que fueron

Gram negativos.

Caracterizacion cultural

Las colonias bacterianas aisladas fueron crecidas en el medio de cultivo Agar Nutriente.
Bajo un microscopio estereoscopio se determinaron los siguientes caracteres culturales:
color, elevacion, caracteristicas de los bordes, brillo u opacidad, segin lo referido por
Benson (1998) y Schaad et al. (2001).

Caracterizacion morfologica

Para la determinacion de la morfologia de los aislados bacterianos, se siguieron los criterios
de Schaad et al. (2001).
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Caracterizacion bioguimica de las bacterias asociadas con la pudricion del cogollo

Para la caracterizacion bioquimica, los aislados bacterianos fueron cultivados en medio
King B (para identificar la presencia de pigmentos fluorescentes) segin King et al. (1954).
El metabolismo Oxidativo/Fermentativo (O/F), se determin6 segun lo referido por Hugh y
Leifson (1953). La hidrolisis de la gelatina, la formacion de compuestos reductores a partir
de la sacarosa y la actividad pectolitica se evaluaron acorde con lo indicado por Lelliott y
Stead (1987). La produccion de acidos a partir del medio Base Peptona Parpura (del inglés
Purple Peptone Base), se realizo segun Dye (1968). Finalmente las colonias bacterianas

fueron crecidas en medio Agar Nutriente a 36 °C durante 72 h.

3.2.3 Identificacidbn molecular de los agentes asociados de la pudricion del cogollo de

la palma de aceite

Para la identificacion molecular de los aislados fangicos, se utilizaron secuencias de los

genes correspondientes a las regiones ITS y 1-a TEF.

Identificacion molecular segun a la secuencia de la region ITS

Dos analisis moleculares se realizaron en el laboratorio de genémica funcional del CIGB de
la Habana y el resto fueron realizados en el laboratorio de Agrocalidad de Ecuador y en el
laboratorio de Fitopatologia y Entomologia de la Universidad de Estudios de Sazari, en
Italia. La extraccion del ADN gendmico total, se realizd mediante el kit de extraccién Trizol
ADN (Sigma-Aldrich Co., Mo, USA), acorde con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen). Las concentraciones de ADN se calcularon mediante la medicion de la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro (Ultrospec Plus Spectrophotometer

Pharmacia, LKB) segun lo referido por Sambrook et al. (1989).

La secuencia amplificada mediante PCR correspondio a la region ITS1-5.8S-1TS4 del ADNr
con una talla aproximada de 600 pb, mediante el uso de oligos universales ITS1 e ITS4,
segun lo referido por White et al. (1990). Las secuencias de los oligos para la region ITS1/4
fueron: (F: 5¢’-GAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3c y R: 5¢-
CCTCCGCTTATTGATATGC-3c), respectivamente (figura 11).
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Figura 11. Mapa de la region ITS donde se muestra la posicion de los oligos universales

ITS1 e ITS4 utilizados y la longitud aproximada de la region amplificada.

La mezcla de reaccion de PCR empleada tuvo un volumen final de 25 pL. La misma estuvo
compuesta por tampon PCR 10 X (tris-HCIl 10mM, KCI 50mM, MgCl, 1,5mM), dNTPs 200
uM, 100 ng de ADN, cebadores especificos ITS4f e ITS4r 10uM de cada uno y 1U de Taq
polimerasa (Amplicen). Las amplificaciones fueron desarrolladas en un termociclador (PTC-

100; M J Research, Inc), con el desarrollo del programa que aparece en la tabla 2.

Tabla 2. Programa utilizado para la amplificacion de la region ITS del ADNr.

FASE T°C Tiempo Ciclo
Desnaturalizacién Inicial 94 30s 1
Apareamiento 55 30s 35
Extension 72 1 min 32
Extension final 72 5 min 1

Los productos del PCR, fueron purificados mediante el Kit QIAquick® kit (QIAGEN,
Germany) acorde con las instrucciones del fabricante y secuenciados en ambas direcciones
en un secuenciador de ADN (ABI prisma automatizado, modelo 377 version 2.1.1; Applied
Biosystems Warrington, United Kingdom), con cebadores ITS4f e ITS4r. El anélisis de las
secuencias ITS fueron comparadas con secuencias depositadas en la base de datos GenBank,

mediante un analisis tipo BLAST.
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Identificacion molecular seguin a la secuencia la region 1-a TEF

La identificacion molecular se realizd a partir de ADN genomico. Para su extraccion se
procedio segun refirieron Aljanabi y Martinez (1997). Se dispensaron 400 pL del tampdn de
extraccion en un tubo Eppendorf estéril (1,5 mL), luego se transfirié el micelio (alrededor

de 50-100 mg), previamente homogenizado en un mortero.

Se afladieron 40 uL de SDS (20 %) y 8 uL de proteinasa K. Las muestras se incubaron a 60°
C durante 1 h. Después de la incubacion se afiadieron 300 pL de NaCl saturado (cerca de 5-

6 M) y se utilizd agitacién mediante Vortex durante 30 s a maxima velocidad.

La suspension obtenida se centrifugd durante 20 min a 10 000 g, se tomaron 500 uL del
sobrenadante y se transfirieron a un nuevo tubo esteéril de 1,5 mL. En cada tubo se afiadieron

500 pL de isopropanol y se mezcld bien mediante inversion.

La mezcla obtenida se incubd a -20 °C durante 1 h y luego se centrifug6 a 4 °C, durante 30
min a 17 000 g. El precipitado obtenido después de la eliminacién del sobrenadante, se lavé
con 100 pL de etanol al 70 % [v/v] y se centrifugd durante 4 min a 4 °C a maxima velocidad.
Después de la eliminacién del sobrenadante, el precipitado se dejé secar en una campana
estéril y se resuspendié en 50 pL de agua estéril (MilliQ). Una vez determinadas
espectrofotométricamente la concentracion y pureza del ADN obtenido para cada aislado

fangico, se diluy6 a una concentracion final aproximada de 50 ng/pL.
Amplificacion

Se utilizaron 50 ng/uL del ADN genémico para las reacciones de PCR. La reaccion de

amplificacion se realiz6 en un termociclador (BIORAD).

La mezcla de reaccion (50 uL total) incluyo las proporciones siguientes:
* 45 pL ®Platinum PCR SuperMix Invitrogen.

* 1 L Primers mix (concentracion final 200 nM).

1 uL ADN molde (50 ng.pL1).

* 3 L de agua (MilliQ) estéril.
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Se utilizaron los siguientes pares de cebadores correspondientes a la regién 1-a TEF
(Traslado del factor de elongacién): efl: ATGGGTAAGGARGACAAGAC, ef2:
GGARGTACCAGTSATCATGTT (figura 12).

EF1T
—
EF2T
lf—

Figura 12. Mapa de la region del gen 1-a TEF, que codifica para la traduccion del factor de

elongacién y posicion de los oligos utilizados.

Para la reacciones de amplificacion se utilizd el siguiente programa (tabla 3).

Tabla 3. Programa utilizado para la amplificacion de la region correspondiente al gen

1-a TEF que codifica para la traduccion del factor de elongacion.

FASE T°C Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion inicial 95 1 min 1
Desnaturalizacion 95 30 min 32
Apareamiento 53 45 min 32
Extension 72 1 min 32
Extension final 72 5 min 1

Las reacciones de secuenciacion del ADN se realizaron en un volumen de 10 pL con
0,5-2 pL de la mezcla de reaccion ABI BigDye version 3.1. Para la secuenciacion se usaron

50 ng de los amplicones limpios.

Las secuencias de datos fueron editadas y posteriormente alineadas con el programa
Sequencher version 4.1.2 (Gene Codes, Ann Arbor, MI), luego fueron exportados como
ficheros anexos. Los ficheros correspondientes fueron importados dentro del programa
DnaSP (Rozas et al., 2007), para luego ser exportados como ficheros FASTA; los mismos
fueron alineados mediante la herramienta CLUSTAL-X acorde con lo referido por Larkin et
al. (2007).
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3.3 Evaluacion de la patogenicidad de los agentes asociados a la pudricién del cogollo

en palma de aceite
Material vegetal
En el primer ensayo de inoculacion se utilizaron 250 plantas de E. guineensis de 4 meses de
edad procedentes de Quinindé lote 3-2013; y 250 plantas del hibrido Coari x La Mé de 4

meses, provenientes de la empresa Palmera de los Andes del canton San Lorenzo (tabla 4).

Tabla 4. Descripcion de los tratamientos utilizados en el primer ensayo de inoculacion en

vivero.
Genotipo Método de inoculacion Organo  Aislados NUmero
inoculado de plantas
E. guineensis  Aspersion Raiz 0112-hongo 15
E. guineensis  Aspersién Flecha 0112-hongo 15
E. guineensis  Aspersion + lesiones Raiz 0112-hongo 15
E. guineensis  Aspersion + Carborundum Flecha 0112-hongo 15
E. guineensis  Puncion Flecha 0112-hongo 15
E. guineensis  Aspersion Raiz 0712-hongo 15
E. guineensis  Aspersion Flecha 0712-hongo 15
E. guineensis  Aspersion + lesiones Raiz 0712-hongo 15
E. guineensis  Aspersién + Carborundum Flecha 0712-hongo 15
E. guineensis  Puncion Flecha 0712-hongo 15
E. guineensis  Aspersion Raiz Bacteria 15
E. guineensis  Aspersion Flecha Bacteria 15
E. guineensis  Aspersion + lesiones Raiz Bacteria 15
E. guineensis  Aspersién + Carborundum Flecha Bacteria 15
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E. guineensis

E. guineensis

E. guineensis

E. guineensis

E. guineensis

Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)

Hibrido (OxG)

Puncion

Aspersion + Agua estéril
Aspersion + Agua estéril
Puncién + Agua estéril
Puncion + Agua estéril
Control

Aspersion

Aspersion

Aspersion + lesiones
Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion

Aspersion

Aspersion + lesiones
Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion

Aspersion

Aspersién + lesiones
Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion + Agua estéril
Aspersién + Agua estéril

Puncion + Agua estéril

Flecha

Raiz

Flecha

Raiz

Flecha

Raiz

Flecha

Raiz

Flecha

Flecha

Raiz

Flecha

Raiz

Flecha

Flecha

Raiz

Flecha

Raiz

Flecha

Flecha

Raiz

Flecha

Raiz
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Bacteria

0112-hongo
0112-hongo
0112-hongo
0112-hongo
0112-hongo
0712-hongo
0712-hongo
0712-hongo
0712-hongo
0712-hongo
Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

15

5

5

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15
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Hibrido (OxG) Puncion + Agua estéril Flecha 5

Hibrido (OxG) Control 5

En el segundo ensayo de inoculacion se utilizaron 65 plantas de E. guineensis de 4 meses de
edad procedentes de Santo Domingo de los Tsachilas material ASD; y 65 plantas del hibrido
Coari x La Mé de 4 meses, provenientes de la empresa Palmera de los Andes del canton San
Lorenzo (tabla 5). Las condiciones fitosanitarias y vegetativas de las plantas fueron
certificadas por la empresa, segun sus estandares de calidad establecidos. Se utilizaron 5
plantas por tratamiento, para la primera repeticion del ensayo de patogenicidad y otras 5 para
el segundo ensayo.

Tabla 5. Descripcién de los tratamientos utilizados en el segundo ensayo de inoculacion en

vivero.

Genotipo Método de inoculacién Organo Aislados NUmero
inoculado (cddigos) de plantas

E. guineensis  Aspersion + Carborundum Flecha 0112-hongo 5

E. guineensis  Puncién Flecha 0112-hongo 5

E. guineensis  Aspersion + Carborundum Flecha 063-hongo 5

E. guineensis  Puncion Flecha 063-hongo 5

E. guineensis  Aspersion + Carborundum Flecha 0712-hongo 5

E. guineensis  Puncion Flecha 0712-hongo 5

E. guineensis  Aspersion + Carborundum Flecha 080-hongo 5

E. guineensis Puncién Flecha 080-hongo 5

E. guineensis  Aspersion + Carborundum Flecha X3-hongo 5

E. guineensis ~ Puncion Flecha X3-hongo 5

E. guineensis  Puncion + agua estéril Flecha - 5
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E. guineensis
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido (OxG)
Hibrido
Hibrido (OxG)

Hibrido (OxG)

Hibrido (OxG)

Aspersién + Carborundum-+
agua estéril

Control

Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion + Carborundum
Puncion

Aspersion + carborundum
Puncién + agua estéril

Aspersién + Carborundum-+
agua estéril

Control

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

Flecha

- )

5
0112-hongo 5
0112-hongo 5
063-hongo 5
063-hongo 5
0712-hongo 5
0712-hongo 5
080-hongo 5
080-hongo 5
X3-hongo 5
080-hongo 5
X3-hongo 5
- 5
- 5
- 5

Inoculos

Los agentes microbianos que fueron aislados con mayor frecuencia, se inocularon en plantas

sanas de palma de aceite y posteriormente se verificd el cumplimiento de los postulados de

Koch.

Estos aislados fueron inoculados sobre el hospedante mediante puncion en la flecha con

agujas estériles reforzadas (debido a la dureza del tejido); el indculo fue transferido a cada

perforacion con una jeringa hipodérmica esteéril, con la aplicacion de 1 mL del inéculo por
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punto. En el caso de las inoculaciones mediante aspersion a la flecha con dafio mecéanico, el
dafio fue ocasionado con un hisopo de algodon impregnado con carborundo, el cual fue
utilizado como objeto abrasivo sobre los tejidos superficiales de la flecha. Para las
aspersiones se usaron bombas atomizadoras manuales (Sprayer, modelo Minscraft), las
cuales fueron previamente calibradas. Se aplicaron 10 mL de los in6culos por planta de cada
tratamiento, tanto en las flechas lesionadas como en las sanas. Para inocular las raices con y

sin lesiones, se retiro el suelo y se inocularon 20 mL.

Los in6culos de los aislados fungicos que con mayor frecuencia aparecieron, se prepararon
a partir de colonias puras crecidas en el medio de cultivo PDA e incubadas a 25 °C durante
8 dias en oscuridad. La concentracion de indculo de los aislados fingicos fue de 10 7 conidios
mL -1, similar a la referida por Castellanos et al. (2011), mediante el uso de la camara de
Neubauer (Lumycite, Propper, Manufacturing Co. Inc. Long Islan, NY). En el caso de los
aislados bacterianos, éstos fueron crecidos en placas de Petri (90 mm @) que contenian 15
mL de Agar Nutriente. Posteriormente, fragmentos de las colonias fueron transferidos a
Erlenmeyer de 500 mL que contenian caldo nutriente y se incubaron a 25 °C durante 72 h.
Los in6culos bacterianos se prepararon a una concentracién aproximada de 10 8 ufc. mL™.
Tanto los inoculos fangicos como bacterianos fueron filtrados a través de 3 capas de gasa
estéril (modelo, KenAG, Ashland) y se llevaron a la concentracion antes mencionada con la
adicion de agua desionizada estéril.

En el caso del aislado bacteriano, la concentracion del inéculo fue de 1 x 10 7 ufc/ mL, acorde
con lo sugerido por Sanchez et al. (2002) mediante el método de diluciones decimales. El
in6culo fue mantenido a 10 °C dentro de recipientes previamente esterilizados y etiquetados,
los cuales fueron transportados en una nevera portatil. La suspension fue agitada antes de

ser utilizada.

Condiciones durante la inoculacion

Las plantas una vez inoculadas, fueron colocadas en condiciones de umbraculo con un
zaram. Se aplico un riego semanal por aspersion (cuando no llovid), durante 30 min. La
fertilizacion, se efectud acorde con lo recomendado para plantas de vivero. La temperatura
y precipitaciones (mm), fueron registradas en la estacion meterorologica de la empresa

Palmera de los Andes (ver anexo 1).
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Evaluaciones

La evolucion sintomatoldgica del ensayo se llevo a cabo quincenalmente, y llego a un total
de 12 evaluaciones. Los sintomas de clorosis, amarillamiento de las hojas cercanas a la
flecha, se referenciaron con la carta de colores Pantone (Ciarepro, 2013). Ademas, se
considerd la necrosis descendente a nivel de la flecha. Las plantas con los sintomas
anteriormente mencionados fueron fotografiadas y registradas en una base de datos. Las
plantas con sintomas asociados a la PC, se estudiaron en el laboratorio de la Facultad de
Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, y se tomaron
porciones de tejido de raiz, base de raiz, flecha y meristema, similar a lo descrito por Agrios
(2005). El traslado de las plantas se realiz6 en un vehiculo acorde con las recomendaciones
de AGROCALIDAD ESMERALDAS. La ruta de movilizacion fue: San Lorenzo, Lita,
Ibarra, Quito, Riobamba. Cada planta transportada fue etiquetada con su cddigo

correspondiente.

Para el analisis en laboratorio se retir¢ toda la tierra de las raices y se lavd con agua corriente.
El nimero de raices se contabilizd segun su condicion (sanas, necrosadas parcialmente y
necrosadas totalmente). De las raices necrosadas se tomo una porcion de tejido de interfase
(tejido sano y enfermo) con 2 cm de longitud; las muestras obtenidas de la base de raiz fueron
cortadas transversalmente entre el sitio de union de las raices y el tallo: se cort6 un disco de
aproximadamente 4 mm de espesor y se cortaron secciones finas de tejido de forma

rectangular.

La parte aérea de la planta (hojas) fue cortada continuamente hasta llegar a la parte central
(flecha y base de flecha). La zona meristemética fue cortada longitudinalmente con el fin de
observar su estado. La muestra tomada del meristema se cortd en secciones rectangulares
pequefias. Las muestras de flecha fueron tomadas de la parte central. En caso de existir
necrosis se tomaron muestras de tejidos ubicados en la interfase tejido sano-tejido enfermo.
Estas fueron lavadas en recipientes agujereados desde la parte media en un flujo continuo de
agua corriente durante 20 min. Transcurrido el lavado se afiadié una solucion de hipoclorito
de sodio al 5 % por 5 min; finalmente se enjuagd con agua estéril, de modo similar a lo

referido por Ronquillo (2012).
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Las siguientes etapas fueron realizadas dentro de la cAmara de flujo laminar, previamente
esterilizada con desinfectante organico y rayos UV durante una hora. Las muestras de tejido
obtenidas fueron colocadas en papel de filtro (Whatman™ N©°4) para retirar el exceso de
humedad. Una vez secas, se transfirieron a placas de Petri (90 mm @), que contenian medio
Agar Agua al 2 % previamente esterilizado. Las muestras colocadas en las placas de Petri,
fueron selladas con cinta adhesiva e incubadas a 25 °C, similar a lo referido por Dhingra y
Sinclair (1995). Se realiz6 el seguimiento de las muestras sembradas en Agar Agua, para
detectar desarrollo del micelio y posteriormente transferirlo a placas de Petri con medio PDA
estéril e incubado a 25 °C. En caso de existir crecimiento bacteriano en el medio Agar Agua,
se transfirieron al medio Agar Nutriente estéril y se sembraron mediante agotamiento por

estrias, hasta observar colonias puras, las cuales fueron incubadas a 25 °C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion sintomatologica y determinacion de la incidencia e intensidad de

ataque de la pudricion del cogollo de la palma de aceite en San Lorenzo

Los primeros sintomas asociados con la PC de la palma de aceite en San Lorenzo, se
caracterizaron por la presencia de plantas con hojas cloroticas en la zona cercana al paquete
de flecha, las cuales se amarillaron progresivamente. Se observd necrosis de los foliolos de
las hojas cercanas al paquete de flechas. La clorosis, el amarillamiento y la necrosis siguieron
un mismo patron, desde la punta de los foliolos hacia la base. Estos sintomas s6lo se

observaron en las hojas jovenes (hojas cercanas a la flecha) (figura 13).

Figura 13. Sintomas del inicio de la pudricién del cogollo en plantas de E. guineensis en San
Lorenzo. Hojas cloréticas en zona cercana a la flecha (a), clorosis del pagquete de flechas (b),

amarillamiento progresivo de hojas en la zona cercana a la flecha (c).

Posteriormente se observd que las plantas presentaron manchas necroticas aisladas o
coalescentes, que aparecieron en la parte basal y distal de la flecha sin abrir que afectaron los
foliolos internos. Asimismo, se detectd una necrosis descendente y deformacion de los

foliolos en las hojas afectadas (figura 14).
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Figura 14. Sintomas de necrosis en plantas de E. guineensis en San Lorenzo. Puntos
necroticos en el borde del paquete de flechas aislados (a), necrosis descendente en el paquete

de flechas y deformacion en los foliolos de las hojas afectadas (b).

A medida que la necrosis avanz6 hacia el meristema, se observaron algunos peciolos de hojas
abiertas, con un aumento en el &ngulo de apertura de la hoja, lo cual provoco un doblamiento
del raquis con una curvatura de las hojas hacia abajo o epinastia. Ademas, se observaron
plantas donde ocurri6 ruptura del raquis a nivel del tercio inferior de las hojas, lo cual provocd

necrosis descendente y deformacidn de los foliolos (figura 15).

Figura 15. Sintomas de necrosis y pudricion de flechas en E. guineensis en San Lorenzo.

Ruptura del raquis en el tercio inferior en planta joven (a) y adulta (b) en campo.

La necrosis continud su avance hacia el interior del paquete de flechas, el cual fue afectado
completamente incluyendo el meristema. A nivel del meristema apical se observé un color
anaranjado palido a salmdn, que en estado avanzado causo la pudricion himeda del tejido,

acompafiada de olores fétidos (figura 16).
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Figura 16. Necrosis del paquete de flechas y meristema (a y b), presencia de un color
anaranjado palido a salmén en el meristema apical (c), pudriciébn himeda del tejido

acompafada de olores fétidos (d).

Asimismo, se observé que la necrosis y pudricion avanzaron por debajo del nivel del
meristema apical, lo cual provocé la desintegracion del tejido meristematico y del &pice y
condujo al sintoma de crater u oquedad. Un aspecto que permitié identificar las plantas en

este estado en campo, fue el cese de la emision de nuevas hojas (figura 17).

Figura 17. Plantas jévenes que dejaron de emitir nuevas hojas (a), necrosis y pudricion del

cogollo (b), desintegracién completa del meristema con apariencia de crater (c).

La caracterizacion de la sintomatologia de la PC de plantas enfermas de palma de aceite
(E. guineensis) en San Lorenzo, permitié confeccionar una escala cuantitativa de evaluacion
para poder cuantificar la intensidad de ataque en las principales empresas palmicultoras de

este canton, perteneciente a la provincia de Esmeraldas (Tabla 6).
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Tabla 6. Escala cuantitativa de evaluacion de la pudricion del cogollo segun la sintomatologia

observada en San Lorenzo.

Grado Descripcién de los sintomas Clasificacién del dafio

expresados en porcentaje

0 Sin sintomas visibles Sin dafio

1 Lesiones del 0,1 al 25 % del area Leve
externa de flechas

2 Lesiones del 25,1 al 50 % del area Moderado
externa de flechas

3 Lesiones del 50,1 al 75 % del area Severo
externa de flechas

4 Lesiones del 75,1 al 100 % del area Muy severo

externa de flechas

5 No hay emision de flechas y formacion Extremadamente severo

de créater

En la evaluacion de la plantacion de E. guineensis del afio 2002, como promedio las plantas
que estaban en Grado 0 tenian 35 hojas, mientras las plantas que estaban en grado 5 tenian
un promedio de 14 hojas, lo cual representd una pérdida aproximada del 60 % del total de
hojas. En la plantacion del afio 2008, las plantas tuvieron como promedio 37 hojas en Grado
0y 17 hojas en Grado 5, que provocé una pérdida del 54 % de hojas totales. En promedio
ambas plantaciones perdieron aproximadamente el 57 % del total de hojas. Por otra parte,
las plantas en estado de crater (Grado 5) como promedio quedaron con 19 hojas, perdiéndose

aproximadamente 22 hojas (56,66 %) en relacion con las plantas sanas.

La perdida foliar ocurrié debido a que la planta afectada por la PC disminuyo la capacidad de
emitir nuevas flechas, y las existentes se necrosaron a medida que avanzo la infeccion. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Nieto et al. (1996), quienes sefialaron que la PC
provocd la detencion en la emision y maduracion de nuevas flechas. Asimismo, Martinez et
al. (2007), indicaron que la PC avanzo por el paquete central y elimind la posibilidad de emitir

nuevas hojas y continuar con el proceso normal de desarrollo de una palma sana.
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En las plantas establecidas en 2002 y 2008, la altura desde la base del tallo hasta el Gltimo
racimo se redujo en un 31,5 %; mientras que la altura desde la base de la planta al meristema
disminuy6 en un 39 %. Estos resultados concuerdan con lo citado por Nieto et al. (1996),
quienes indicaron que la PC detuvo la emision de nuevas hojas y con ello el crecimiento y la

productividad de la planta (Louise et al., 2007).

En las plantaciones de E. guineensis de los afios 2002 y 2008 desde el Grado 0 hasta el Grado
5, la altura al daltimo fruto se redujo en el 13 % y 50 % respectivamente; mientras que la
altura desde la base de la planta al meristema para la plantacion del afio 2002 disminuy6 en
el 15 % y para la plantacion del afio 2008 en el 63 %. Los resultados tanto para E. guineensis
como para el hibrido interespecifico Coari x La Mé, mostraron que la altura al dltimo fruto
y la altura desde la base de la planta al meristema es menor mientras el avance del ataque
aumenta. Estos resultados concuerdan con lo citado por Nieto et al. (1996), quienes
sefialaron que la PC detiene el desarrollo futuro de la planta, y con Louise et al. (2007),
quienes manifestaron que las plantas afectadas por la PC redujeron su crecimiento y
desarrollo.

A nivel de flechas sin abrir al inicio, se presentaron pequefias lesiones necroticas de color
marron en la parte basal y distal de la flecha; o manchas necréticas en los bordes de los
foliolos. Posteriormente, las manchas necréticas aumentaron de tamafio en los foliolos y
raquis a medida que avanzo la enfermedad, y afectaron a los foliolos internos de las flechas
sin abrir. A medida que la flecha se abrid, la necrosis y la pudricion avanzaron en sentido
ascendente y descendente (en relacién con el meristema apical). Se observé afectacion de los
tejidos externos e internos de las flechas. Posteriormente, la necrosis y la pudricién seca o
himeda de las flechas, llegaron hasta el paquete de flechas, lo cual ocasion6 pudricién del
mismo y desintegracion de los tejidos. Las plantas finalmente mostraron la apariencia de

crater u oquedad a nivel del cogollo.

Con la escala evaluativa elaborada, se podria evaluar la respuesta del germoplasma de palma
de aceite de Ecuador, lo cual seria de gran ayuda para asistir el mejoramiento genético y

seleccionar individuos tolerantes/resistentes a la PC.

En la evaluacion del parametro relativo al angulo de insercion de las hojas en el estipe, en las

plantaciones de los afios 2002 y afio 2008, desde Grado 0 hasta Grado 4, en promedio todas
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las hojas analizadas registraron un incremento del angulo en 2,7°. Se aprecié que mientras el
grado de ataque aumento, el angulo de insercidn de la hoja se incremento, lo cual fue notorio

en las plantas en Grado 4.

La sintomatologia no varié con la edad de la plantacion y la presencia de epinastia concuerda
con lo referido por Chinchilla (2008). A nivel del meristema apical, el avance descendente
del ataque en las plantaciones de los afios 2002 y 2008 (Grado 1), como promedio, alcanzé
0,25 m por encima del meristema; mientras el ataque en Grado 4 llegd a nivel del meristema
apical, e incluso descendio este nivel en las plantas que presentaron Grado 5, lo cual es similar

a lo informado por Jimenez (1991) y De Franqueville (2003).

La clorosis observada en los foliolos inferiores de las hojas mas jévenes coincide con lo
referido por Turner (1988). El amarillamiento y la pudricion de la flecha observados fueron
similar a lo referido por Ronquillo (2013). Por otra parte, Cooper (2011) sugirié que la
marchitez asociada con la PC en la palma de aceite, se manifestd con un amarillamiento de
las hojas jovenes desde la base de las mismas hasta el apice, que condujo a la muerte de la

planta.

En San Lorenzo el amarillamiento siempre progresé hasta la necrosis de las hojas y en
ocasiones culmind con la muerte de la yema apical. De Franqueville (2003) expuso que la PC
comienza con la pudricion de la flecha, la cual puede alcanzar la zona meristematica. Este

autor sugirio que si las condiciones son favorables, puede causar la muerte de la planta.

En relacion con la presencia de lesiones necroéticas en los foliolos de las hojas infectadas, se
asemeja con lo obtenido por Martinez y Torrés (2007), quienes sefialaron la presencia de
lesiones necrdticas que comenzaron en las flechas y luego se observaron en el tejido de las

hojas centrales, lo cual limitd su crecimiento.

Como resultado del andlisis de los sintomas observados en San Lorenzo, se logro
confeccionar una escala diagramatica cuantitativa, la cual podria ser utilizada para calcular la

intensidad de ataque en este canton.

La mayor incidencia de la PC se mostro en la empresa Palesema (100 %). Luego le siguieron

las empresas Palpailon (88 %), Palmera de los Andes (43 %) y Alespalma (40 %).
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Entre todas las empresas se observaron diferencias estadisticas (figura 18). La incidencia
promedio en San Lorenzo fue de 66,75 %, lo cual evidencio el gran nimero de plantas

afectadas en el periodo evaluado.
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Figura 18. Evaluacion de la incidencia expresada en porcentaje, de la pudricion del cogollo
en E. guineensis en cuatro empresas palmicultoras de San Lorenzo. Rangos promedios con
letras diferentes en una misma columna, difieren segin la prueba de Kruskal Wallis,
complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0.05 con n=10.

Al procesar la informacién de la incidencia en palma de aceite desde el afio 2006 hasta 2013,
se determin6 una ecuacion polinomial, que permitio inferir la progresion de la PC para el afio
2014, sobre la base de la incidencia acumulada. Asimismo se observO un incremento
exponencial en la incidencia de la PC en esta region, que fue para finales del afio 2013 del 56

%, mientras para el 2014 se estimo seria del 78,30 % (figura 19).
En relacion con el resultado anterior, Louise et al. (2007) indicaron que la PC en la zona de

Tumaco (Colombia) comenz6 en 2004, mientras que en San Lorenzo, Ecuador, segln

informacion proporcionada por la empresa Palmera de los Andes, se detectd en 2006.
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Figura 19. Proyeccion de la incidencia acumulada expresada en porcentaje de la PC, en

plantaciones de empresas palmicultoras de San Lorenzo.

En Palmera de los Andes se reportaron los primeros casos aislados en agosto de 2006 (lotes
colindantes con Palesema) y para 2008 ocurrié un incremento notable en el nimero de casos
registrados en las parcelas donde se formaron los primeros focos con un 30 % de mortalidad.
En la empresa Alespalma, los primeros focos se presentaron en 2006 en la zona de Ricaurte
(Lotes: R001 y R002) donde se perdié toda la plantacién, la cual fue replantada con E.
guineensis. A su vez este material comenzo a afectarse en 2010 debido a la colindancia con
la empresa Palpailén (Lotes: S0501, S0007, S0017 y S0023).

En Palesema, la dispersion de la PC sucedi6 en direccion Noreste a Sureste, en esta se dejaron
en pie todos los lotes afectados para labores de cosecha, lo que favorecié la dispersion de la
enfermedad. Al integrar estos datos y en consideracion de la direccién predominante del
viento en San Lorenzo, se infiere que la PC observada en Colombia (zona de Tumaco, 1980),
pudo dispersarse hacia la empresa Palesema, seguidamente fueron afectadas las empresas:
Palmera de los Andes (zona de Chanul), Alespalma (zona de Ricaurte), Energy & Palma
(zona de Sarria), Palpailon (zona colindante con Palesema), Ales Palma (zona colindante con
Palpailon) y finalmente Palmera de los Andes (zona de Najurungo y Sande, colindantes con

Alespalma).
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Los resultados coinciden con las investigaciones realizadas por Laing (2010), quien sefial6
que las incidencias de la PC ocurren en palmas aisladas o en grupos casi simultdneamente.
Grupos de palmas contiguas en una zona especifica, pueden mostrar los primeros sintomas
casi simultdneamente en micro sitios que son denominados frecuentemente como “focos de

infeccion”.

Van de Lande et al. (1999) al realizar estudios epifitiologicos en Surinam, indicé que la PC
se disemina en el sentido de la direccion del viento, lo cual coincide con lo observado en San

Lorenzo.

Con los resultados obtenidos en la caracterizacion sintomatolégica de la PC en San Lorenzo,
se abren nuevas oportunidades para realizar estudios epifitiologicos que combinen tanto
métodos clasicos como modernos para realizar un andlisis mas preciso de la progresion de la
enfermedad basada en los patrones espaciales y temporales de su diseminacion en las
empresas palmicultoras de esta region. En este sentido, seria interesante profundizar sobre el
modo de dispersion, determinar la densidad de estructuras infectivas de cada especie del
complejo Fusarium, identificar y cuantificar las fuentes de indculo primario dentro y fuera
de las plantaciones de palma aceitera, generar modelos estadistico-matematicos que describan
con mayor precision la progresion de la PC y que tengan en cuenta las variables climéticas
(temperatura, humedad, acumulado de precipitaciones) de los sitios evaluados.

Acorde a la escala de severidad conformada en el presente trabajo, la mayor intensidad de
ataque se aprecio en la empresa Palesema (77 %). Luego siguieron las empresas: Palpailon
(66 %), Alespalma (23 %) y Palmeras de los Andes (18 %).

Entre todas las empresas existieron diferencias estadisticas significativas (figura 20). La

intensidad de ataque promedio para San Lorenzo fue de 46 %, lo cual mostré un ataque de

moderado acorde con la escala evaluativa para determinar la severidad.
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Figura 20. Evaluacion de la intensidad de ataque expresada en porcentaje en plantaciones de
empresas palmicultoras de San Lorenzo. Rangos promedios que en una misma columna
tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la
prueba U de Mann Whitney para p<0.05 con n=10.

Segun Arias (2014), cuando la incidencia acumulada de la PC es inferior a 10 %, es posible
controlar la enfermedad. Sin embargo, cuando la incidencia acumulada de la PC es superior
al 20 % ya no es rentable implementar estrategias de control de la PC. En tales situaciones,

lo aconsejable es destruir todas las palmas y plantar variedades tolerantes o resistentes.

Luego de observar los datos climéticos (humedad relativa, temperatura y direccion
predominante del viento), se corroboré que en la zona de San Lorenzo existieron condiciones
favorables para el desarrollo y progreso de la PC expresado en incidencia acumulada e
intensidad de ataque (Anexo 2). Sin embargo, la intensidad de ataque promedio para este
canton fue del 46 % equivalente a un dafio moderado acorde con la escala evaluativa

elaborada en este acépite.

Al analizar los resultados correspondientes a la caracterizacion de los sintomas de la PC en
palma de aceite en San Lorenzo, Ecuador, asi como su incidencia y severidad, se determind
la presencia de clorosis y amarillamiento de hojas jovenes al inicio de la PC. Posteriormente
se observaron puntos necroticos, necrosis descendente y deformacion de los foliolos. En

algunas plantas la necrosis alcanzé el meristema apical, mientras en otras existieron
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pudriciones humedas y fétidas. Con la caracterizacién sintomatoldgica realizada, se
confecciond una escala evaluativa, que permitié determinar la magnitud del dafio causado
por la PC en San Lorenzo. La incidencia en las principales empresas palmicultoras como
promedio fue superior al 66 % y del 100 % para Palesema. Por otra parte, la severidad
expresada en intensidad de ataque, fue superior al 46 % y del 77 % para Palesema. Al tomar
en consideracion estos resultados, se ilustra la importancia que tiene la PC en San Lorenzo
y con ello la necesidad de caracterizar e identificar a los agentes causales asociados, para

poder trazar estrategias de manejo eficientes.

4.2 Identificacion segun los caracteres culturales, morfolégicos, bioquimicos y
moleculares de los agentes asociados con la pudricion del cogollo de la palma de

aceite

El 70 % de los aislados obtenidos pertenecieron al género Fusarium, el cual fue aislado con
mayor frecuencia. Luego siguieron las bacterias que representaron el 25 %. En menor
proporcién aparecieron aislados de los generos Alternaria, Aspergillus, Chalaropsis,

Colletotrichum, Diplodia, Pestalotiopsis y Penicillium (tabla 7).

En relacion con este resultado, Ronquillo et al. (2013) realizaron un analisis de frecuencia
de los géneros de hongos asociados con sintomas de PC en palma de aceite en San Lorenzo,
provincia de Esmeraldas, Ecuador, y determinaron que el género Fusarium fue
predominante, lo cual coincide con nuestros resultados. Sin embargo, estos autores
identificaron a los géneros: Acremonium, Cladosporium, Curvularia, Diaporthe,
Nigrospora, Phoma y Polipore, no encontrados en los aislamientos nuestros. A su vez, no
encontraron a los géneros Aspergillus, Diplodia, Chalaropsis y Penicillium, que se

obtuvieron en el presente trabajo.
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Tabla 7. Porcentaje de microorganismos aislados a partir de diferentes 6rganos de la palma

de aceite con sintomas de pudricion del cogollo en San Lorenzo, provincia Esmeraldas,

Ecuador.

Microorganismos Numero de Porcentaje (%) Organo del cual
aislados aislados obtenidos fueron aislados
Alternaria 3 1,35 Cogollo
Aspergillus 1 0,45 Flecha
Chalaropsis 4 1,80 Raiz y cogollo
Colletotrichum 1 0,45 Cogollo
Diplodia 2 0,90 Cogollo
Fusarium 155 69,81 Raiz, cogollo y flecha
Pestalotiopsis 2 0,90 Flechas
Penicillium 1 0,45 Cogollo
Bacterias 55 24,77 Raiz, cogollo y flecha

4.2.1 Caracterizacion cultural y morfoldgica de los hongos asociados

F. oxysporum

Las colonias de F. oxysporum crecidas en el medio de cultivo PDA fueron muy variables, asi

como los pigmentos difundidos en el medio de cultivo (incoloro, violeta palido, violeta

oscuro, magenta oscuro). Las colonias presentaron bordes regulares, textura principalmente

algodonosa; el color del anverso fue variable; aunque prevalecieron los colores: blanco y

blanco-grisaceas (PANTONE 420) (figura 21 a). Por otra parte, la pigmentacion en Agar del

reverso de las colonias fue violeta palido (PANTONE 812) y violeta oscuro. Asimismo hubo

ausencia de liquido de transpiracion (figura 21) y la velocidad de crecimiento promedio de

los aislados de F. oxysporum fue de 3,60 mm.d.
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Figura 21. Caracteristicas culturales de F. oxysporum (cepa 0112) crecido en el medio de
cultivo PDA (Scharlau) a 25 °C e incubadas durante 8 dias. Color del anverso de la colonia

(@), color del reverso de la colonia (b).

Los aislados de F. oxysporum formaron esporodoquios (figura 22 a) que presentaron
macroconidios de longitud corta a media (29,81 um de largo x 2,55 pum de ancho) en forma
de bote, ligeramente curvados a casi rectos (figura 22 b). La célula apical de los
macroconidios fue en forma de gancho o ligeramente engrosada. A su vez, la célula del pie
de los macroconidios fue mellada o con forma de pie. Usualmente los macroconidios

presentaron 3 septos.

Se observaron microconidios (13,87 um de largo x 2,74 pm de ancho) con formas ovales,
elipsoidales, reniformes, usualmente no septados a pesar de observar algunos con un solo
septo. Se observaron falsas cabezas (figura 22 e) en la formacion de los microconidios
(figura 22 f). Las células conididgenas dieron lugar a monofialides con forma de frasco o de
bolos (figura 22 c, d). Se observaron abundantes clamidosporas (8,54 um de didmetro
promedio) en cultivos de 3-4 semanas en el medio SNA, las cuales usualmente aparecieron

solas o en parejas (figura 22 g, h).

Las caracteristicas culturales y morfoldgicas observadas en los aislados de F. oxysporum,
fueron similares a las referidas por Ronquillo et al. (2013), quienes en el afio 2011 realizaron
un estudio para determinar la etiologia del agente causal de la pudricion de la corona en
E. guineensis en la provincia de Esmeraldas, Ecuador. Asimismo, coincidieron con las

caracteristicas informadas por Leslie y Summerrell (2006).
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Figura 22. Caracteres morfoldgicos utilizados en la identificacion de aislados de
F. oxysporum crecidos en el medio de cultivo CLA (a, b, ), SNA (c, d, f,g, h)a25 °C e
incubadas durante 15 dias. Esporodoquios (a), macroconidios (b), monofialides (c, d), falsas

cabezas (e), microconidios (f), clamidosporas (g, h).

F. proliferatum

En cambio, las colonias de F. proliferatum crecidas en el medio de cultivo en PDA y en

CLA presentaron un micelio blanco con textura algodonosa con pigmentacion variable
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(incoloras a violeta palido, gris-violeta, grisaceo-naranja, violeta, violeta oscuro y magenta
oscuro). El color del anverso fue blanco crema (PANTONE 9080) mientras el reverso fue
violeta palido (PANTONE 214), con ausencia de liquido de transpiracion (figura 27). La

velocidad de crecimiento micelial radial fue de 2,22 mm.d1.

Figura 27. Morfologia de la colonia de F. proliferatum crecida en el medio de cultivo PDA
(Scharlau) a 25 °C e incubada durante 8 dias. Color del anverso de la colonia (a), color del

reverso de la colonia (b).

Los macroconidios (30,78 um de largo x 2,55 um de ancho) de los aislados de F.
proliferatum fueron largos, delgados, relativamente rectos, con paredes ventrales y dorsales
paralelas (figura 28 a, b). La célula apical de los macroconidios fue cénica o ligeramente
curvada. La célula del pie de los macroconidios fue curvada o en forma de pie. Los

macroconidios presentaron de 3-7, mas frecuentes aquellos que tenian 5 septos.

Los microconidios (12,13 pm de largo x 2,55 um de ancho), presentaron formas ovoide con
la base truncada, oval, elipsoidal y raramente piriforme (figura 28 d). Estos microconidios
se formaron en cadenas (figura 28 c, e) en falsas cabezas conidiales. Se observé la presencia
de monofialides y polifialides (figura 28 f) en las células conididgenas. Ausencia de

clamidosporas.

Las caracteristicas culturales y morfoldgicas de esta especie fueron similiares a las referidas

por Leslie y Summerell (2006).

64



Figura 28. Caracteres morfoldgicos utilizados en la identificacion de aislados de
F. proliferatum crecidos en el medio de cultivo CLA (a, b) y SNA (c,d,ef)a 25 °Ce
incubadas durante 15 dias. Macroconidios (a, b), microconidios en cadenas (c, e)

microconidios uni y bicelulares (d), polifialides (f).

F. semitectum

F. semitectum present6 colonias con abundante micelio con aspecto denso. El anverso de las
colonias fueron de color de gris-amarillento (PANTONE 416), mientras el reverso fue
naranja-palido (PANTONE 164), con ausencia de liquido de transpiracion (figura 29). La
velocidad de crecimiento promedio fue de 4,69 mm.dL.

Leslie y Summerel (2006) sefialaron que las colonias de F. semitectum sobre PDA producen
abundante micelio denso, con color blanco al inicio y luego con la edad cambian a beige o
carmelita. Asimismo algunos aislados muestran colores carmelita palido a pardo grasiento

por el reverso (Balmas et al., 2000).
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Figura 29. Morfologia de la colonia de F. semitectum crecida en el medio de cultivo PDA
(Scharlau) a 25 °C e incubada durante 8 dias. Color del anverso de la colonia (a), color del

reverso de la colonia (b).

F. semitectum mostro dos tipos de macroconidios (27,72 um de largo x 3,97 um de ancho),
al tomar en consideracion si fueron originados a partir de esporodoquios (figura 30 a, b) o si
procedian directamente del micelio (figura 30 c¢). Aquellos macroconidios formados fueron
ligeramente curvados, mientras que aquellos que fueron formados a partir del micelio
(mesoconidios segun algunos autores), fueron rectos y en forma de huso, frecuentemente

producidos en parejas en forma de “orejas de conejo” (figura 30 c).

La célula apical se estrechd a un punto, el cual fue ligeramente curvado, mientras la célula
del pie de los macroconidios fue en forma de pie, papilada o quebrada. Los macroconidios
presentaron de 3-5 septos, mientras los microconidios (9,40 um de largo x 2,84 um de ancho)
de forma fusiforme u oval, fueron escasos con 0-1 septo (figura 30 e). Se detecto la presencia

de polifialides (figura 30 d) y se observaron solo muy pocas clamidosporas (figura 30 e).

Las caracteristicas morfoldgicas observadas en los aislados de F. semitectum, fueron

similares a las referidas por Leslie y Summerell (2006).
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Figura 30. Caracteres morfologicos utilizados en la identificacion de aislados de
F. semitectum crecidos en el medio de cultivo CLA (a, b), SNA (c, d, ) a 25 °C e incubados
durante 15 dias. Esporodoquios (a), macroconidios con célula basal en forma de pie (b),
conidios en parejas (c), polifialide (d), clamidosporas (e).

F. solani

Las colonias de F. solani crecidas en PDA y en CLA presentaron pigmentaciones variables
(incoloras, crema-blanco, blancuzca, marron-pélidas, grisdceas-azuladas). Las colonias
presentaron bordes regulares, el color del anverso fue blanco-grisiceo (PANTONE 420)
mientras el reverso fue naranja palido (PANTONE 164), con ausencia de liquido de
transpiracion (figura 23). La velocidad de crecimiento promedio de los aislados fue de 4,6

mm.d?.

En relacion con estos resultados Leslie y Summerell (2006) sefialaron que las colonias de F.
solani sobre PDA producen pigmentaciones variables sobre el agar, cuyos colores varian
desde incoloras a blanco-crema, blanquecinos, violetas, carmelita palido, grisaceas a

ligeramente azuladas. Asimismo ellos plantean que la textura de las colonias generalmente
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es escasa o dispersa, constituida por micelio de color blanco cremoso, lo cual fue similar a

lo obsevado en algunos de los aislados obtenidos en el presente estudio.

Figura 23. Morfologia de la colonia de F. solani crecida en el medio de cultivo PDA
(Scharlau) a 25 °C e incubada durante 8 dias. Color del anverso de la colonia (a), color del

reverso de la colonia (b).

Los aislados de F. solani produjeron abundantes macroconidios (figura 24 b) con formas
curvadas Yy relativamente anchas (26,05 um de largo x 5,09 um de ancho), la célula apical
de los macroconidios fueron ligeramente en forma de gancho y engrosadas. La célula del pie

de los macroconidios mostré formas melladas o de pie.

De 3-7 correspondi6 el numero de septos, aunque fueron mas frecuentes 3-4 septos en los
macroconidios observados. La presencia de esporodoquios se observo en todos los aislados
(figura 24 a). Los microconidios (12,51 um de largo x 5,01 um de ancho) (figura 24 c), se
formaron en falsas cabezas (figura 24 e) con formas oval, elipsoidal y reniformes, de 0-2
septos. Las células conidiogenas formaron monofiélides largas (figura 24 d).

Las clamidosporas (7,15 um de didmetro promedio) fueron simples, agrupadas en parejas o
en cadenas cortas (figura 24 f). Las caracteristicas culturales y morfolégicas mencionadas
anteriormente, fueron similares a las descritas por Ronquillo et al. (2013) y las informadas

por Leslie y Summerrell (2006).
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Figura 24. Caracteres morfoldgicos de aislados de F. solani crecidos en el medio de cultivo
CLA (a, b, c) y SNA (d, e, f) a 25 °C e incubadas durante 15 dias. Esporodoquios (a),
macroconidios (b), microconidios (c), monofialides alargadas (d), falsas cabezas (e) y

clamidosporas (f).

F. subglutinans

Las colonias de F. subglutinans crecidas en PDA y en CLA presentaron pigmentaciones
variables (incoloras a violeta palido, gris-violeta, violeta, violeta oscuro y magenta). El color
del anverso fue gris (PANTONE 430) mientras el reverso fue violeta rojizo (PANTONE
180), con ausencia de liquido de transpiracion (figura 25). La velocidad de crecimiento

micelial radial fue de 2,87 mm.d-L.

Los macroconidios (29,27 pm de largo x 2,77 um de ancho) de los aislados de
F. subglutinans fueron largos, delgados a ligeramente curvados, con paredes paralelas. La
celula apical fue cénica a ligeramente curvada (figura 26 a, d). La celula del pie de los
macroconidios fue curvada o en forma de pie. Los macroconidios presentaron de 3-7 septos
aunque fueron mas frecuentes aquellos que tenian 3-5 septos.
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Figura 25. Morfologia de la colonia de F. subglutinans crecida en el medio de cultivo PDA
(Scharlau) a 25 °C e incubada durante 8 dias. Color del anverso de la colonia (a), color del

reverso de la colonia (b).

La célula conidiogena formd polifialides y monofialides (figura 26 c, e, f). No se observaron
clamidosporas, aunque si se observaron en algunos aislados de esta especie abultamientos
hifales. Los microconidios (8,87 pum de largo x 2,85 um de ancho), presentaron formas oval,
elipsoidal y reniforme con 0-2 septos formados en falsas cabezas (figura 26 c, g). Las
caracteristicas culturales y morfoldgicas descritas son similares a las referidas por Booth
(1971) y por Nelson et al. (1983).

Figura 26. Caracteres morfologicos de aislados de F. subglutinans crecidos en el medio de
cultivo CLA (a, d) y SNA (b, c, e, f, g) a 25 °C e incubadas durante 15 dias. Macroconidios
(a, d), falsas cabezas (b, c), monofialides ramificadas (e), monofialides (f), microconidios

(9).
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4.2.2 Caracterizacion cultural, morfologica y bioquimica de las bacterias asociadas
Caracterizacion cultural

Algunos aislados bacterianos obtenidos (C-53, CE-1y CE-2), mostraron colonias de un color
blanco grisiceo-cremoso, brillosas, ligeramente levantadas, con bordes irregulares difusos,
ligeramente transllcidas que fueron observadas a simple vista a partir de las 24 horas de
sembradas (figura 31).

Figura 31. Colonias crecidas en medio Agar Nutriente, que mostraron color blanco cremoso,
planas, con bordes irregulares difusos. Observacién a simple vista (a) y bajo estereoscopio
con 40 X (b).

Sin embargo, otros aislados bacterianos (C-17 y C-50) mostraron colonias redondeadas de
color blanco grisaceas a blanco cremoso, redondo, ligeramente elevado y con bordes lisos a
ondulados, ligeramente transltcidas. En el medio de cultivo PDA, algunas colonias de estos
aislados al cabo de una semana mostraron forma de huevo frito, al tener una apariencia
umbonada con bordes ondulados (figura 32).

Las caracteristicas de las colonias de los aislados C-53, CE-1 y CE-2, fueron similares en la
forma de las colonias, el color, la elevacion, a lo descrito por Makhlouf y Abdeen (2014),
quienes obtuvieron diferentes aislados bacterianos a partir de tubérculos de papa con
sintomas de pudricion blanda. Asimismo, los caracteres de las colonias de los aislados del
presente trabajo se asemejaron en la forma, el crecimiento mucoide y la capacidad de crecer
a 36 °C con los aislados bacterianos obtenidos por Ali et al. (2014), causantes de la pata

prieta y la pudricion blanda de tubérculos de papa.
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Figura 32. Colonias bacterianas crecidas en medio Agar Nutriente, con formas circulares,
de color blanco, elevadas y bordes completamente lisos. Observacion a simple vista (a) y

bajo estereoscopio con 40 X (b).

Por otra parte, nuestros resultados fueron similares a los referidos por Ronquillo (2012),
quien obtuvo aislados bacterianos del género Erwinia, asociados con sintomas de PC de la
palma de aceite en Ecuador.

En relacion con las colonias de los aislados C-17 y C-50, los mismos mostraron similitud
con las caracteristicas observadas en cepas del género Erwinia, causantes de la pudricién en
collar del rizoma de plantas de bananos de 8-12 semanas de edad en
la India (Nagrale et al., 2013). Asimismo, se observo coincidencia entre las caracteristicas
anteriormente mencionadas y las referidas por Rahman et al. (2012), quienes obtuvieron
aislados de Erwinia. spp., cuyas colonias mostraron colores, elevacién, bordes y velocidad
de crecimiento a 36 °C, similares a la de nuestros aislados. Sin embargo, estos autores
utilizaron como material vegetal para el aislamiento tubérculos de papa con pudricion

blanda, mientras nuestros aislados procedian de muestras de palma de aceite con PC.

Finalmente, Abdalla (2001) logré identificar aislados de Erwinia spp., que mostraron
colonias blanco cremosas en medio de cultivo PDA, con crecimiento umbonado y margenes
ondulados, similar a un huevo frito, lo cual fue similar a lo obtenido en nuestro estudio para
los aislados C-17 y C-50, con la diferencia de que estos Gltimos se aislaron a partir de plantas

de palma de aceite con sintomas de PC.
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Caracterizacion morfolégica

Todos los aislados bacterianos fueron Gram negativos con forma de bastoncitos unicelulares,
rectos y Gram negativos. Frecuentemente se agruparon en parejas, y con menos frecuencia

formaron cadenas cortas (figura 33).

En relacion con los caracteres morfologicos mencionados anteriormente, encontramos
semejanza con los referidos por Végh et al. (2013), quienes refirieron que bacterias
pertenecientes al género Erwinia por sus formas bacilares o bastoncitos
cortos (0,5-1 x1-3 um), pueden presentarse solos, agrupados en parejas o en cadenas cortas,
Gram negativos, con motilidad debido a flagelacion peritrica. Sin embargo, en nuestro
trabajo a pesar de encontrar motilidad en todos los aislados bacterianos obtenidos, no se

pudo constatar mediante informacion visual la presencia de flagelos peritricos.

Figura 33. Forma de bastoncitos, unicelulares, rectos y Gram negativos, agrupados en
parejas y cadenas. Aislado procedente de colonias color blanco cremosas, planas, con bordes
irregulares difusos (a). Aislado procedente de colonias de color blanco, elevadas y bordes

completamente lisos (b).

Ronquillo (2012) obtuvo aislados bacterianos del género Erwinia spp., asociados con la PC
de la palma de aceite en Ecuador. Segun las caracteristicas culturales y morfolégicas
observadas, nuestros aislados mostraron similitud con lo informado para el género Erwinia,
lo cual sentd las bases para efectuar una caracterizacion basada en sus propiedades

bioquimicas.
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Caracterizacion bioquimica

Los aislados bacterianos asociados con la PC de la palma de aceite, fueron anaerobios
facultativos (en algunos aislados fue pobre el crecimiento). Estos provocaron la pudricién
de rodajas de papa, debido a la actividad pectinolitica positiva de los mismos. Por otra parte,
los aislados C17, C50 y C53 fueron sensibles a la Eritromicina y no crecieron en NaCl 5 %;
mientras los aislados CE-1 y CE-2 fueron resistentes a este antibidtico y crecieron en la
solucion salina. Todos los aislados no produjeron compuestos reductores a partir de sacarosa.
Solo los aislados CE1 y CE2 produjeron acido a partir de lactosa. Todos crecieron a 36 °C
(tabla 8). Sobre la base de los resultados que aparecen resumidos en la tabla 8, se concluyo
que los aislamientos bacterianos C17, C50, C53, CE1 y CE2 se correspondieron con el

género Erwinia.

Tabla 8. Resumen de las pruebas bioquimico-fisiologicas utilizadas para la identificacion

de las especies bacterianas asociadas con la pudricion del cogollo en E. guineensis.

Pruebas Erwinia

C17 C50 C53 CEl CE2
Forma b b b b b
Gram - - - - -
Crecimiento a 36 °C + + + + +

Compuesto reductores a partir de la - - - - -

sacarosa

Produccion acido a partir lactosa - - v + +

Produccion de indol - - - - -

Oxidativo/Fermentativo (O/F) F F F F F*
Pigmentos fluorescentes (King B) - - - - -

Hidrolisis de gelatina - - + + +

Pudricion de rodajas de papa + + + + +*

b= bacilo; v = variable; + = positivo; - = negativa; * mayor actividad pectinolitica y fuerte actividad

fermentativa
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Las caracteristicas bioquimico y fisiologicas de los aislados obtenidos en el presente estudio,
mostraron semejanza con lo informado por Czajkowski et al. (2015). La actividad
pectinolitica observada en nuestros aislados fue similar a la referida por Ngadze et al. (2012)
al inocular rodajas de papa. Por otra parte, la sensibilidad a la Eritromicina observada en

nuestros aislados bacterianos fue similar a la obtenida por Cheon y Jeon (2014).

Las bacterias del género Erwinia, causantes de pudricion blanda, se han clasificado en varias
especies y subespecies segun criterios moleculares, bioquimicos y en relacion con el rango
de hospedante que afectan (Lelliot y Dickey 1984; Gallois et al., 1992; Hélias et al., 1998).
Segun las pruebas bioquimicas evaluadas, nuestros aislados bacterianos mostraron similitud

con el género Erwinia.

4.2.3 Identificacion molecular de los agentes asociados con la pudricion del cogollo de

la palma de aceite

La identificacién basada en criterios culturales y morfoldgicos, coincidié con los criterios
moleculares correspondientes a las secuencias que abarcaron desde la region ITS1 hasta la
region ITS 4. Fusarium oxysporum, F. solani y F. proliferatum correspondieron a los
aislados 0112, 063, y 0712, respectivamente (Tabla 9). Los aislados 080 y X3F no pudieron

ser secuenciados.

Tabla 9. Identificacién molecular de los aislados de Fusarium, asociados con plantas de E.
guineensis hibrido Coari x La Mé con sintomas de PC, mediante el analisis tipo BLAST de
las secuencias correspondientes a la region ITS1 e ITS4, por comparacién con secuencias

archivadas en el Banco genético [GenBank].

Criterios culturales y  Codigo  Criterios Homologia Accesion

morfoldgicos moleculares [%]

Fusarium oxysporum 0112 Fusarium oxysporum 99 EU236709.1

. . . : KF624788.1

Fusarium solani 063 Fusarium solani 100 624788

Fusarium Fusarium HF930594.1
) 0712 ) 99

proliferatum proliferatum
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Por otra parte, respecto a la region 1a-TEF, los aislados 0112, 063, 080, 0712 y X3F se
observé correspondencia entre la identificacion basada en criterios culturales y morfologicos
con los criterios moleculares; lo cual permitio identificarlos como: Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Fusarium sacchari (E. J. Butler) W. Gams, Fusarium proliferatum y
FIESC, respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10. Identificacion molecular de los aislados de Fusarium, asociados con plantas de E.
guineensis y del hibrido Coari x La Mé con sintomas de PC, mediante el anélisis tipo BLAST
de las secuencias correspondientes a la region 1a-TEF al compararlas con las secuencias

depositadas en las bases de datos Fusarium ID.

Criterios culturales y Cédigo Criterios Homologia  Accesion
morfolégicos moleculares [%]
_ Fusarium
Fusarium oxysporum 0112 99,52 NRRL 38885
oxysporum
_ ) Fusarium
Fusarium solani 063 ) 100 NRRL 32720
solani
) ) Fusarium
Fusarium subglutinans 080 ) 99,52 NRRL 13999
sacchari
) ) Fusarium
Fusarium proliferatum 0712 99 FD 01379

proliferatum

Fusarium semitectum X3F FIESC 92,44 NRRL 3214

Nota: FIESC significa complejo Fusarium incarnatum-equiseti (del inglés Fusarium Incarnatum-

Equiseti Species Complex)

Las técnicas moleculares en numerosas especies fungicas, resultan necesarias para la
identificacion de aquellas que pueden confundirse si solamente se toman en cuenta los
criterios culturales y morfologicos (Boonham et al., 2008). Sin embargo, en el presente
estudio existio correspondencia entre los resultados de la identificacion derivada de los
criterios culturales y morfologicos, asi como los resultados obtenidos en el analisis molecular
mediante las regiones ITS y la correspondiente al factor de elongacion transcripcional 1a-
TEF.
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En este sentido, Arif et al. (2012) combinaron el uso de criterios morfolégicos y moleculares
(basados en la region ITS), para la identificacion de 12 aislados de Fusarium causantes de
la enfermedad Bakane en plantas de arroz; y encontraron correspondencia entre dichos
criterios, lo cual permitio identificar a F. proliferatum como agente causal de la enfermedad.
A diferencia de estos autores que solamente utilizaron la region ITS, en nuestro trabajo se
uso dicha regién de conjunto con la region 1-a TEF. En el presente trabajo también se

observé correspondencia entre los criterios morfolégicos y moleculares.

En este sentido, Dubey et al. (2013) desarrollaron marcadores moleculares basados en las
regiones del ADN: 1a-TEF, B-tubulina e ITS. Estos marcadores fueron sensibles para
detectar F. oxysporum f.sp. ciceris, agente causal de la marchitez del garbanzo en la India.
A diferencia de estos autores, en nuestro trabajo solamente utilizamos las regiones ITS y
lo-TEF; sin embargo, se pudo verificar la coincidencia entre los aislados de F. oxysporum
al tomar en consideracion los criterios culturales, morfologicos asi como el analisis de las

secuencias correspondientes a dichas regiones.

Acorde con O’Donnell et al. (2009), se requiere realizar analisis moleculares que integren
varias regiones del ADN, para clasificar la posicion filogenética de algunas especies de
Fusarium, que aun no han sido identificadas con mayor claridad. Segin estos autores los
marcadores moleculares de regiones: IGS (del inglés, inter-genic spacer), la region ITS del
ADN ribosomal (del inglés, RNA encoding genes o rDNA), el factor de elongacion
transcripcional 1a-TEF, genes que codifican para: poligalacturonasas, la region del ADN
mitocondrial, grupos de apareamiento sexual, fosfato permeasas, B-tubulina, nitrato
reductasas pueden ser candidatos promisorios para identificar y diagnosticar
molecularmente especies del género Fusarium. Sin embargo, actualmente se prefieren para

realizar andlisis filogenético las regiones 1a-TEF e IGS (O’Donnell et al., 2009).

Los miembros del complejo de especies de F. oxysporum (del inglés, Fusarium oxysporum
species complex o FOSC), constituye uno de los grupos de especies fitopatdgenas de mayor
importancia econdmica con una amplia distribucion de especies del género Fusarium. Los
representantes de este complejo pueden afectar a mas de 130 especies de plantas. Se han
reconocido cerca de 100 formas especiales (f. sp.) y razas de F. oxysporum, lo cual ilustra

su enorme importancia fitopatologica (Armstrong, 1981).

77



Resultados ¢ Discasisn

El uso combinado de caracteristicas morfoldgicas, culturales y moleculares para la
clasificacion de F. solani, ha sido utilizado por Chehri et al. (2014) para identificar 45
aislados de Fusarium, causantes de pudriciones de tubérculos de papa en Iran. Estos autores
utilizaron las regiones la-TEF asi como ITS para diferenciar a 45 aislados del género
Fusarium procedentes de tubérculos con sintomas de pudricién. A pesar de que en nuestro
trabajo los aislados fueron obtenidos a partir de palma de aceite y que solamente se utilizo
la region la-TEF, se logré observar correspondencia entre los criterios morfoldgicos,

culturales y moleculares.

F. solani, es un nombre que ha sido aplicado ampliamente a lo que actualmente se conoce
como complejo de especies de F. solani (del inglés, Fusarium solani Species Complex o
FSSC) (O’Donnell, 2000). Las especies que agrupa este complejo son habitantes del suelo,
colonizan restos vegetales y otros sustratos de origen animal y vegetal y pueden ser causantes
de importantes enfermedades en humanos (Booth, 1971). Algunas especies saprofitas como
F. brasiliense, F. cuneirostrum, F. tucumaniae y F. virguliforme forman parte de este
complejo (Aoki et al., 2003). Las especies fitopatdgenas generalmente causan pudriciones

de raices y pudricion del pie de la planta.

F. sacchari y F. concentricum en la actualidad se consideran similares morfolégicamente a
F. subglutinans, por ello varios autores en el pasado agrupaban esta especie en
F. subglutinans sensu lato. Sin embargo, algunas especies pertenecientes al complejo
F. subglutinans sensu lato, en la actualidad han cambiado su nombre segun nuevos
resultados obtenidos mediante analisis filogenéticos, mediante marcadores moleculares y
con la determinacion de la compatibilidad sexual de sus poblaciones (Lima et al., 2009). Sin
embargo acorde con los resultados obtenidos en el presente trabajo es el primer informe para

Ecuador de la presencia de F. subglutinans asociado con la PC en palma de aceite.

Nuestros resultados mostraron que la region 1-a TEF fue util para identificar a 5 especies

diferentes de Fusarium, lo cual fue similar a los resultados de Hsuan et al. (2011).

F. semitectum es un patdgeno comun en paises tropicales y subtropicales, frecuentemente
reconocido como un patégeno débil o patdgeno de heridas de tejidos vegetales. Esta especie
ha sido frecuentemente informada como causante de dafios en mani durante

almacenamiento, en frutos de banana, citrico, tomate, cucurbitaceas (Booth, 1971), y
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ajonjoli, pero nunca habia sido informado asociado con plantas de la palma de aceite con
PC.

Una vez conocida la etiologia de la PC en San Lorenzo, se podrian evaluar fungicidas
comerciales o sus ingredientes activos para determinar cuéles de ellos son mas efectivos en
la inhibicion del crecimiento micelial o en la inhibicion de la germinacion conidial, sobre la
base de ensayos de susceptibilidad in vitro, mediante la determinacion de la Minima
Concentracion Inhibitoria (MCI) para cada producto y con ello apoyar la toma de decisién

para utilizar en campo los productos mas efectivos.

En este acépite mediante la secuenciacion de las regiones ITS y del factor de elongacion
1-a TEF, se identificaron las especies: F. oxysporum, F. solani, F. subglutinans, F.
proliferatum y F. semitectum, lo cual coincidié con los criterios culturales y morfoldgicos
evaluados. Al culminar con la identificacion molecular, se pudo conocer con certeza la
identidad de los agentes asociados con la PC en San Lorenzo, Ecuador, lo cual sera de gran
importancia para evaluar la patogenicidad de los aislados y cumplir con los postulados de
Koch.

4.3 Evaluacion patogénica de agentes asociados con la pudricidén del cogollo de la palma

de aceite

Al inocular F. oxysporum (aislado 0112) en plantas de 4 meses de edad de E. guineensis y
del hibrido O x G, se observoé clorosis en las hojas jovenes cercanas al paquete de flechas,
seguido de un amarillamiento progresivo de las mismas. En la raiz, y en la base de la raiz,
se observo necrosis asi como necrosis descendente de la flecha en las plantas inoculadas de

ambos genotipos (figura 34).
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Figura 34. Sintomas causados por F. oxysporum (aislado 0112) sobre plantas de palma de

aceite del hibrido O x G y E. guineensis de 4 meses de edad en vivero. Clorosis alrededor de
la flecha en plantas del hibrido O x G (a), necrosis descendente de la flecha en plantas del
hibrido O x G (b), necrosis a nivel de raiz en plantas de hibrido O x G (c), clorosis alrededor
de la flecha en plantas de E. guineensis (d), necrosis descendente de la flecha en plantas de

E. guineensis () y necrosis a nivel de raiz en plantas de E. guineensis (f).

Por otra parte, F. proliferatum (aislado 0712) causé clorosis de las hojas jovenes cercanas al
paquete de flechas, sequido de un amarillamiento progresivo de las mismas. Finalmente, esta
especie produjo necrosis descendente de la flecha y PC tanto en E. guineensis como en el
hibrido O x G (figura 35).

El aislado bacteriano E2, perteneciente al género Erwinia que fue seleccionado para el
primer ensayo de patogenicidad (en base a la mayor actividad pectinolitica y la fuerte
actividad fermentativa, descritas en el acapite 4.2.2), no reprodujo sintomas de la PC, por

ello fue descartado para ensayos posteriores de inoculacion.
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Figura 35. Sintomas causados por F. proliferatum (aislado 0712) sobre plantas de palma de
aceite del hibrido O x G y en E. guineensis de 4 meses de edad en vivero. Clorosis alrededor
de la flecha en plantas del hibrido O x G (a), necrosis descendente de la flecha en plantas del
hibrido O x G (b), necrosis a nivel de raiz en plantas del hibrido O x G (c), clorosis alrededor
de la flecha en plantas de E. guineensis (d), necrosis descendente de la flecha en plantas de

E. guineensis (e), necrosis a nivel de raiz en plantas de E. guineensis ().

Al inocular la raiz con el método de aspersion, F. oxysporum causo clorosis en el 100 % de
las plantas inoculadas tanto en E. guineensis como en el hibrido O x G. Asimismo, se observé
necrosis de raices en el 80 % de las plantas de E. guineensis y de un 100 % en el hibrido
O x G. Finalmente, la necrosis en la base de las raices se detect6 en el 13.33 % de las plantas

de E. guineensis asi como en el hibrido O x G.

Por otra parte, la inoculacién a las raices mediante aspersion + dafio mecanico, F. oxysporum
causo clorosis en el 100 % de E. guineensis y en el hibrido O x G; asimismo provocd necrosis
en raices del 93,33 % de las plantas de E. guineensis y el 100 % del hibrido O x G. Por
ultimo, este hongo fitopatdgeno causo necrosis en la base de las raices del 20 % de las plantas
de E. guineensis y un 26,66 % del hibrido O x G.
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En relacion con F. proliferatum, cuando se inocularon las raices mediante aspersion, se
observé clorosis en el 100 % de las plantas inoculadas de E. guineensis y del hibrido O x G;
a su vez se determind un 70 % de necrosis en raices de las plantas de E. guineensis, mientras
que en el hibrido O x G fue del 93,33 %. Este hongo fitopatdgeno, no causo necrosis en la

base de las raices de E. guineensis ni del hibrido O x G.

Con la inoculacion de las raices mediante aspersion + dafio mecanico, F. proliferatum causé
clorosis en el 100 % de las plantas de E. guineensis y del hibrido O x G. Asimismo, se
observé necrosis de las raices en el 93,33 % de las plantas de E. guineensis y del 100 % del
hibrido O x G. Finalmente, en E. guineensis no se obtuvo necrosis en la base de raices;

mientras en las plantas del hibrido O x G sélo se evidencié un 6,66 %.

Cuando se realizo la inoculacion de F. oxysporum a la flecha mediante aspersion sin dafio
mecéanico, se observo clorosis en el 100 % de las plantas de E. guineensis, asi como del
hibrido O x G. A su vez, este hongo fitopatdgeno causd necrosis en la flecha del 6,66 % de
E. guineensis y del hibrido O x G. Por otra parte, F. proliferatum provocé clorosis en el
100 % de las plantas inoculadas de E. guineensis, asi como del hibrido O x G. Asimismo,
este microorganismo ocasion0 necrosis de la flecha en el 6,66 % de las plantas inoculadas

de E. guineensis y del hibrido O x G.

En relacion con el método de inoculacién mediante aspersion + dafio mecéanico en la flecha,
F. oxysporum causo clorosis en el 100 % de las plantas de E. guineensis y del hibrido
O x G, asi como necrosis de la flecha en el 6,66 % de las plantas de E. guineensis y en el
hibrido O x G. Sin embargo, F. proliferatum provocé clorosis en el 100 % de las plantas de
E. guineensis y del hibrido O x G; a su vez causo necrosis de la flecha en el 13,33 % de las

plantas inoculadas de E. guineensis, asi como en el hibrido O x G.

Con el método de puncién, F. oxysporum causé clorosis en el 100 % de las plantas de E.
guineensis y del hibrido O x G, asimismo ocasiond necrosis de la flecha en el 13,33 % de
las plantas de E. guineensis y en el hibrido O x G. Por otra parte, F. proliferatum provoco
clorosis en el 100 % de las plantas de E. guineensis y del hibrido O x G; asi como necrosis
de la flecha en el 20 % de las plantas inoculadas de E. guineensis mientras que en el hibrido
fue de 13,33 %.
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No existieron diferencias en la respuesta de E. guineensis y del hibrido O x G en el primer
ensayo de inoculacion. Los métodos de inoculacion: aspersién + carborundum y puncion,
fueron los que permitieron un desarrollo mas uniforme de los sintomas en las plantas
inoculadas. Asimismo, como no se observaron sintomas de marchitez ni epinastia, se decidié
utilizar para el segundo ensayo de inoculacion solamente la flecha. En esta zona se
observaron lesiones necroticas en la flecha, asi como necrosis descendente en el primer

ensayo.

En el segundo ensayo de inoculacion, ademas de los aislados 0112 y 0712, se incluyeron los
aislados 063, 080 y X3, los cuales mediante la caracterizacion basada en criterios culturales,
morfoldgicos y moleculares (segun lo descrito en el acapite 4.2.1.2), se identificaron como
F. solani, F. subglutinans y F. semitectum, respectivamente. F. oxysporum, F. proliferatum
y F. subglutinans, causaron lesiones necrdticas tipicas del inicio de la PC, similar a lo
observado en campo. Por otra parte, F. solani y F. semitectum causaron puntos necroticos y

algunas lesiones necrdticas (figura 36).

En investigaciones de CENIPALMA, se determin6 que en palmas de vivero se presentaron
sintomas, comparables a los de la PC reconocida en estadios tempranos en palmas adultas.
Asi se manifestd necrosis de los foliolos en uno de los lados de la hoja mas joven;
amarillamiento del tercio superior de la misma, pudricion y debilitamiento de las nuevas

flechas a la altura del cogollo (Martinez y Torres, 2007).

Segun De Franqueville (2001), los primeros sintomas de la PC se caracterizan por una
clorosis en las hojas jovenes cercanas a la flecha. Ademas, las plantas con manifestacion de

sintomas mas avanzados pueden presentar retraso en su crecimiento (Louise et al., 2007).

En plantas adultas la sintomatologia se presenta con clorosis en las hojas jovenes,
amarillamiento de los foliolos desde la base hacia la parte distal, pudricion de la base de la
flecha y acumulacion de flechas pegadas y cerradas. Ademas, se observo colapso y
doblamiento de las hojas jovenes asi como pudricion (con colores anaranjado-amarillo-café

rojizo); la cual se extendio hasta alcanzar el meristema (Bastidas, 2006).
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Figura 36. Necrosis de la flecha en plantas de E. guineensis causadas por F. oxysporum (a)
y F. proliferatum (b). Necrosis descendente de la flecha en plantas de E. guineensis causadas
por F. oxysporum (c) y F. proliferatum (d). Lesiones necroéticas en la flecha de plantas de E.
guineensis, provocadas por F. subglutinans (e). Puntos necrdticos aislados en la flecha de
plantas de E. guineensis ocasionados por F. solani (f) y F. semitectum (g). Necrosis de la
flecha en plantas del hibrido Coari O x G, causadas por F. oxysporum (h) y F. proliferatum

(i). Lesiones necroticas en flechas del hibrido Coari O x G, causados por F. solani (j).

En las plantas del hibrido O x G asi como en E. guineensis, se observo correspondencia de
los sintomas observados en vivero con aquellos registrados en campo, a pesar de que en

condiciones de vivero la evolucion de los sintomas fue mas réapida.

F. oxysporum se identificO como agente fitopatogeno ya que fue capaz de producir
decoloracion vascular en los peciolos de las hojas, asi como en el cogollo de plantas de palma
de Canarias (Phoenix canariensis) en California, al inocular plantas con suspensiones
conidiales (Feather et al., 1985). A diferencia de nuestro trabajo, estos autores utilizaron
plantas de solo 3 meses de edad y de otra especie; mientras que en nuestro ensayo se

utilizaron plantas de 4 meses de edad de E. guineensis, asi como plantas del hibrido O x G.
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Asimismo, en nuestra experiencia F. oxysporum causé dafios a nivel de flecha, raices y base
de raices, a diferencia de los autores anteriores que observaron sintomas solamente en la

parte aérea.

Asimismo, Flood et al. (1993) utilizé suspensiones conidiales de F. oxysporum f.sp. elaeidis,
aplicadas a la base de plantas de palma de aceite, para comparar la virulencia de tres aislados
africanos con un aislado brasilefio. Estos autores demostraron que ambas especies eran
patogénicas; pero los aislados brasilefios fueron mas agresivos en las lineas de palma de
aceite inoculadas. La presencia de clorosis y necrosis en las hojas se corresponde con los
resultados de estos autores, a pesar de no observar ni marchitez ni epinastia en nuestros

resultados en vivero.

Para seleccionar material de palma de aceite resistente a la marchitez causada por F.
oxysporum f.sp. elaeidis, se requiere seleccionar aislados patogénicos y agresivos. A
diferencia de nuestro trabajo, Flood et al. (1993) evaluaron la altura de la planta y la
produccion de materia seca del sistema radical, lo que demuestra que ambas variables se
redujeron en las plantas inoculadas en relacion con las plantas sanas. Otra diferencia radic
en que en nuestro ensayo no se observaron sintomas de marchitez como se han referido para

F. oxysporum f.sp. elaeidis.

Por otra parte, Flood (2006) refirié que F. oxysporum f.sp. elaeidis causd dos tipos de
sintomas en palma de aceite: el primero se caracterizo por una marchitez subita de la planta
la cual condujo a la muerte inmediata, en cuestion de pocas semanas; mientras que la
infeccion crénica afecto las plantas, pero estas permanecieron vivas durante varios meses e
incluso afios. En nuestros ensayos de inoculacién solo se observaron sintomas crénicos a los
5 meses posteriores a la inoculacién artificial con F. oxysporum, pero no se observo

marchitez.

En relacion con F. solani, autores como Ronquillo et al. (2013) prefirieron utilizar plantas
de palma de aceite de solo dos meses de edad, las cuales fueron inoculadas con una
suspension conidial de 107 conidios mL™. Los primeros sintomas se caracterizaron por
pequefias manchas necréticas en las hojas mas jovenes, las cuales fueron observadas a los
cuatro dias posteriores a la inoculacion (dpi); mientras a los 27 dpi se observo pudricion de

la yema del cogollo. Sin embargo, a diferencia de estos autores, en nuestros ensayos se
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utilizaron plantas de 4 meses de edad, donde los primeros sintomas de clorosis en hojas
jovenes se observaron a los 45 dpi, y la presencia de pequefias lesiones necréticas a los 180

dpi meses posteriores a la inoculacion.

Asimismo, Suwandi y Kondo (2012) a pesar de haber logrado la reproduccion de sintomas
de las flechas en plantas de palma de aceite en Indonesia, al inocular F. solani, los mismos
fueron diferentes de los que se detectaron en condiciones de campo. Estos autores
concluyeron que esta especie fungica no fue la causante de la pudricion comun de la flecha.
A diferencia de estos autores, en nuestras inoculaciones se observaron sintomas de clorosis
de las hojas jovenes, pero no se logré reproducir la fase de PC ni la necrosis del paquete de
flecha, lo cual si fue observado en condiciones de campo. Quizas porque en vivero solo se
evalu6 hasta los 6 meses posteriores a la inoculacién y posiblemente se requiera de mas

tiempo para observar estos sintomas.

Respecto a la especie F. subglutinans, en la literatura revisada solo Ochoa y Bustamante
(1974), consideraron a esta especie como patdgena potencial de la PC en palma de aceite.
Sin embargo, estos autores no realizaron inoculaciones artificiales ni reprodujeron los
postulados de Koch para verificar su hipdtesis. En nuestro estudio se observé clorosis
generalizadas en las hojas jovenes y lesiones necrdticas en los tejidos de la flecha en
E. guineensis en el segundo ensayo de inoculacion. Por otra parte, en Colombia se asocio la
PC de la palma de aceite con Fusarium moniliforme var. subglutinans, F. solani y
Thielaviopsis sp (Nieto, 1993), pero este autor no cumplié con los postulados de Koch para

confirmarlo.

Viswanathan et al. (2012), determinaron mediante la inoculacion artificial de una suspension
de conidios de F. subglutinans sobre la variedad Co 86032, que este hongo fitopatdégeno
causé la marchitez en cafia de azlcar en la India. Igualmente, este microorganismo ha sido
sefialado como el agente causal de deformaciones de frutos en el cultivo del mango (Kumar
etal., 2013).

Asimismo Kumar et al. (2013) identificaron a esta especie fungica como causante de
deformaciones en la seccion longitudinal de la yema apical de plantas de mango, lo que
provocé engrosamiento en yemas vegetativas, malformaciones en las partes florales, pérdida

de la dominancia apical, brotacion de yemas adventicias, proliferacién de nuevas hojas,
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flores e hipertrofia de los ejes de las paniculas, lo cual comprometi6 la productividad de la

planta.

En relacién con la especie F. proliferatum, como causante de sintomas, Abdalla et al. (2000),
encontraron a este hongo fitopatdgeno asociado con la marchitez sibita y la muerte regresiva
de la palma datilera. EI mismo, fue recuperado a partir de fragmentos de raices y hojas de
plantas enfermas. Estos autores, al igual que en nuestro trabajo, utilizaron el método de
inyeccidn de una suspension conidial. En nuestra experiencia la infeccion de F. proliferatum
produjo necrosis de la flecha, clorosis y amarillamiento foliar, sin causar sintomas de
marchitez; a diferencia de los resultados de los autores anteriormente sefialados. Otro aspecto
diferente en nuestros resultados, consistié en que logramos cumplir con todos los postulados

de Koch, mientras estos autores no pudieron reproducirlos en su totalidad.

Hameed (2012) identific6 a F. proliferatum como causante de la pudricion de la
inflorescencia de la palma datilera en el sur de Irag. Este autor, a diferencia de nuestros
ensayos, utiliz6 la inoculacion a las espatas de la inflorescencia y logré observar pudricion
en las mismas, pero no a nivel de la flecha y las hojas que la rodearon. Sin embargo, en
nuestro trabajo se ensayo con plantas juveniles, donde no se observaron inflorescencias.
Asimismo, en nuestros ensayos de patogenicidad de esta especie flngica, se apreciaron
lesiones a nivel de la flecha y del paquete de flecha, las cuales tenian la apariencia de
pequefias manchas necréticas y provocaron una pudricion descendente sin llegar al

meristema.

Por otra parte, Hafizi et al. (2013) lograron aislar a F. proliferatum, a partir de muestras de
tejido enfermo de palma de aceite, asociado con sintomas de PC en Indonesia. Estos autores
no comprobaron los postulados de Koch, solo demostraron que esta especie estaba asociada
a los sintomas descritos para esta enfermedad. Asimismo, Suwandi y Kondo (2012)
identificaron a numerosas especies del género Fusarium asociadas con la pudricion de la
flecha en palmas aceiteras. Estos autores lograron mediante ensayos de inoculacion artificial,
reproducir sintomas similares a los obtenidos en el presente trabajo al inocular
F. proliferatum en plantas de 3-5 y 10-12 meses de edad, respectivamente. Por otra parte,
lograron cumplir con todos los postulados de Koch al igual que en nuestra experiencia. Sin
embargo, en nuestro ensayo de inoculacion se utilizaron plantas de 4 meses de edad y en

condiciones de vivero.
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De igual modo, este hongo fitopatdgeno pudiera estar vinculado con interacciones
multitroficas insecto-planta-hongo. En relacion con este aspecto, Khudhair et al. (2014)
plantearon que F. proliferatum puede ser transmitido por el escarabajo Oryctes elegans Prell.
en la palma datilera; ellos consideraron a este insecto como un vector potencial de este hongo
fitopatdgeno, pues se han observado larvas y adultos en este cultivo. El estado larval de este
coledptero puede alimentarse de la corona y del margen del estipite, donde puede utilizar
tejido vivo o muerto. El estado adulto prefiere minar la base del racimo de frutos,
alimentandose del tejido vivo. Este aspecto es de vital importancia para el manejo de este
patdgeno en el cultivo de palma de aceite ya que este insecto ha sido informado en este
cultivo (Rochat et al., 2004).

F. proliferatum ha sido diagnosticado como un agente fitopatdgeno comdn en cultivos como
arroz (Kushiro et al., 2012), cebolla (Carrieri et al., 2013), banana (Zeng et al., 2013),
esparrago (Elmer, 2014), ajo (Quesada-Ocampo et al., 2014), tomate (Saseetharan et al.,
2014), maiz (Fumero et al., 2015), entre otros. F. semitectum se ha asociado como agente
fitopatdgeno de cultivos como: alfalfa (Zaccardelli et al., 2006), fruta del dragdn con pulpa
roja (Hawa et al., 2010) y algoddn (EI-Samawaty et al., 2013). Solamente Hafizi et al. (2013)
sugirieron que este agente fitopatdgeno esta asociado con la palma de aceite; sin embargo
estos autores realizaron solo una caracterizacion morfoldgica y molecular de los aislados
obtenidos, pero no realizaron ensayos de inoculacion artificial ni cumplieron con los
postulados de Koch. De este modo, nuestros resultados constituyen el primer informe de la

patogenicidad de F. proliferatum en palma de aceite.

Por otra parte, Oliveira et al. (2014) informaron a F. semitectum como agente causal de la
pudricion corchosa de frutos de meldn, sin realizar inoculaciones artificiales ni cumplir con
los postulados de Koch, pues solamente observaron el desarrollo de los sintomas en
condiciones de campo. En este mismo cultivo, Shekari et al. (2006) propusieron a

F. semitectum como el agente causal de la marchitez de posturas del cultivo del meldn.

Por vez primera, Fusarium proliferatum y F. subglutinans se informan como nuevas
especies causantes de necrosis de la flecha del cultivo de la palma de aceite en San Lorenzo,
provincia Esmeraldas, Ecuador. Ademas, se confirmd que la PC para esta region estuvo

causada por un complejo de especies de Fusarium, en el cual F. oxysporum y F. proliferatum
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reprodujeron con mayor uniformidad y similitud los sintomas observados en condiciones de

campo.

La inoculacion del aislado bacteriano CE2, no reprodujo sintomas de la PC en las plantas de
palma de aceite inoculadas. En la literatura consultada, en palma de aceite no se encontraron
informes relacionados con la presencia de bacterias fitopatdgenas causantes de la PC.
Resultados similares fueron referidos por Monge et al. (1993), quienes sugirieron que
Erwinia spp., conjuntamente con varias especies de Fusarium, fueron los microorganismos
que con mayor frecuencia se aislaron a partir de tejidos de palma de aceite con sintomas de
pudricion comun de la flecha. Sin embargo, estos autores no lograron reproducir los sintomas

en plantas inoculadas a pesar de haber realizado ensayos de inoculacion artificial.

Segun Duff (1963) la pudricién de la yema de la palma de aceite comprende la pudricion de
las hojas internas, que conduce a la destruccion de la yema acompafiada de desintegracion
de tejidos y de un olor fétido hacia la parte central del cogollo. Este autor asocié estos
sintomas con Erwinia carotovora, Erwinia spp., y Erwinia herbicola. Asimismo, sugirié que
esta enfermedad ocurre de modo esporadico en las principales regiones del mundo en las
cuales se cultiva palma de aceite, principalmente en el Congo, en donde ha causado la muerte
de un gran nimero de plantas. Sin embargo, este autor no reprodujo los postulados de Koch
con las bacterias anteriormente mencionadas. Otros autores han informado a Serratia
marcescens causante del decline subito y la muerte de la yema de la palma de aceite en

diferentes localidades del mundo (Chase y Broschat, 1991).

Por otra parte, Abdalla (2001) inform6 a E. chrysanthemi como una nueva especie
fitopatdgena en palma datilera, causante del decline subito de este cultivo en la region de
Al-Qassin en Arabia Saudita. Este autor, utilizo la técnica de aspersion e infusion del in6culo
bacteriano bajo condiciones de presion reducida. Solo con este Gltimo método pudo
reproducir la sintomatologia en plantas susceptibles del cv Succary. En relacion con este
resultado, en nuestro estudio solo se utiliz el método de aspersion foliar e inyeccion, sin
que se evidenciaran sintomas de PC ni marchitez en las plantas inoculadas de palma de

aceite.
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Resultados ¢ Discasisn

Una vez efectuada la caracterizacion de los agentes asociados con la PC de la palma de
aceite, pudimos constatar que los aislados de Fusarium obtenidos, segun las caracteristicas
de sus colonias, asi como morfoldgicas y diagnostico molecular, se correspondieron con las
especies F. oxysporum, F. solani, F. subglutinans, F. proliferatum y F. semitectum. Por otra
parte, se identificaron aislados bacterianos del género Erwinia a partir de los caracteres de

sus colonias, la morfologia y pruebas bioquimicas para este género.

En relacion con la caracterizacion patogénica, F. oxysporum reprodujo sintomas de necrosis
en la flecha, necrosis en raices y en la base de la raiz, asi como clorosis y amarillamiento
progresivo en las hojas jévenes y necrosis en los foliolos; sin llegar a observarse marchitez
ni epinastia. F. subglutinans F. solani y F. semitectum causaron lesiones necroticas en la
flecha. Sin embargo, F. proliferatum y F. oxysporum provocaron pudricién descendente de

la flecha.

Con la escala evaluativa y el uso de variables relacionadas con la tasa de infeccion se podria
determinar la agresividad de las especies que conforman el complejo Fusarium causante de
la PC en San Lorenzo. Adicionalmente, dentro de cada especie se podrian seleccionar los
aislados mas agresivos como posibles candidatos para usarlos como agentes selectivos. Por
altimo, seria interesante evaluar la inoculacién mediante combinaciones de las especies de
Fusarium para determinar si existen relaciones sinérgicas o antagonicas entre ellas durante

la infeccidon de las plantas de palma de aceite inoculadas artificialmente.

Con el uso de PCR- cuantitativo se podria determinar cudles de las especies del complejo
Fusarium colonizan mas rapido y en mayor proporcion los tejidos de la palma de aceite, lo
cual permitiria determinar la progresion de la biomasa de cada especie en el tiempo y con
ello dilucidar las especies que mayor peso tienen en la sintomatologia y el desarrollo de la
PC.

Respecto a la identificacion de los agentes causales de la PC en palma de aceite y la
caracterizacion integrada basada en criterios culturales, morfoldgicos, bioquimicos,
moleculares y patogénicos, F proliferatum y F. oxysporum fueron identificados como
causantes de clorosis, amarillamiento y necrosis descendente de la flecha. F proliferatum
constituye el primer informe de esta especie como causante de la PC en palma de aceite.

Ademaés F oxysporum provocod necrosis de las raices y en la base de raices, mientras

90



Resultados ¢ Discasisn

E proliferatum produjo necrosis en la raiz. F subglutinans, F. solani y F semitectum
provocaron puntos necroticos aislados en las flechas. La identificacion de este complejo de
especies, causantes de sintomas de la PC de la palma de aceite, permitird en el futuro
desarrollar alternativas de manejo de esta enfermedad en San Lorenzo, provincia de
Esmeraldas, Ecuador.

91



5. CONCLUSIONES

1. Lasintomatologia de la pudricion del cogollo de la palma de aceite en San Lorenzo de
conjunto con la magnitud de los dafios observados, evidencio la presencia de la forma

aguda.

2. Se elabord una escala evaluativa segun la sintomatologia observada en San Lorenzo, la

cual permitié determinar la intensidad de ataque en las empresas palmicultoras.
3. F. oxysporum, F. solani, F. subglutinans, F. proliferatum y F. semitectum causaron
lesiones necroéticas en la flecha, mientras solo F. proliferatum y F. oxysporum

provocaron pudricion descendente.

4. Con los resultados obtenidos se pueden desarrollar alternativas de manejo de esta

enfermedad en San Lorenzo.
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Zecomendaciones

6. RECOMENDACIONES

1.

Realizar estudios epifitiologicos de la pudricion del cogollo en condiciones de campo

para el monitoreo de la enfermedad y apoyar su manejo.

Determinar la respuesta del germoplasma de palma de aceite en Ecuador, mediante el
uso de la escala de evaluacion confeccionada en el trabajo, para seleccionar materiales

tolerantes y/o resistentes a la pudricion del cogollo.
Realizar ensayos de inoculacion con la combinacion de las principales especies

patogénicas y evaluar la magnitud de los dafios, asi como determinar la agresividad de

las mismas.
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ANEXOS

Anevoo

Anexo 1. Datos climatoldgicos registrados en la estacién meteoroldgica “La Chiquita” de la empresa Palmeras de Los Andes, en el afio 2014 en

San Lorenzo, provincia de Esmeraldas, Ecuador.

ANO 2014

T. Extrema
MES (°C) Term. seco Term. himedo Evapor. potencial Precipitaciones (mm) Heliofania

Max Min. 7 13 19 7 13 19 7 13 19  Total 13 19 7 Total 7al9 13al19 Total
Enero 33,40 19,80 23,31 27,92 25,65 23,15 2546 24,56 17,80 7,90 16,60 42,30 268,60 73,50 44,20 386,30 29,30 26,00 55,30
Febrero 37,40 12,20 23,09 28,64 26,54 23,09 25,62 25,00 16,90 13,10 17,20 47,20 129,90 13,60 29,90 173,40 42,80 41,90 84,70
Marzo 36,40 20,00 23,61 29,73 26,94 23,48 26,13 24,97 18,20 13,30 23,40 54,90 34560 3570 28,30 409,60 58,60 4530 103,90
Abril 34,20 20,40 24,03 29,74 26,85 23,75 26,29 25,42 14,80 15,10 20,30 50,20 464,90 39,90 29,50 534,30 67,80 45,60 113,40
Mayo 33,40 18,80 23,18 28,10 26,23 23,17 25,79 24,86 15,40 13,30 12,50 41,20 365,10 3520 11,10 411,40 2450 17,60 42,10
Junio 35,40 21,20 23,25 28,35 26,19 23,15 26,04 24,83 19,60 14,90 25,70 60,20 180,00 1,30 19,80 201,10 30,50 22,60 53,10
Julio 35,60 21,80 22,78 28,17 25,64 22,71 2541 24,26 13,30 22,60 2350 59,40 89,30 11,70 9,30 110,30 38,10 28,30 66,40
Agosto 35,00 20,00 22,66 27,99 25,95 22,61 2553 24,44 1540 23,00 1560 54,00 103,30 14,30 1,40 119,00 39,40 26,00 65,40
Septiembre 35,20 20,00 23,07 28,23 25,63 22,97 26,09 24,84 11,40 13,00 13,60 38,00 141,80 10,20 5,10 157,10 39,90 16,50 56,40
Octubre 32,80 20,80 23,09 27,78 25,68 22,91 2580 24,44 9,80 1550 1350 38,80 143,80 29,20 39,60 212,60 36,80 18,00 54,80
Noviembre 35,60 20,40 22,98 29,03 26,04 23,03 27,03 25,01 9,70 19,40 19,60 48,70 11,20 1,00 0,50 12,70 73,50 26,90 100,40
Diciembre 33,40 20,00 22,99 28,64 26,08 2291 2552 24,76 17,70 18,10 16,70 52,50 99,20 8,60 0,00 107,80 36,00 7,70 43,70
TOTAL 417,80 235,40 278,03 342,33 313,42 276,94 310,71 297,38 180,00 189,20 218,20 587,40 2342,70 274,20 218,70 2835,60 517,20 322,40 839,60
PROMEDIO 34,82 19,62 23,17 2853 26,12 23,08 2589 24,78 15,00 15,77 18,18 4895 19523 2285 18,23 236,30 43,10 26,87 69,97

82,62% 9,67% 7,71% 100,00%



(continuacion Anexo 1.)

Datos climatoldgicos registrados en la estacion metereologica “La Chiquita” de la empresa Palmeras de Los Andes, desde enero

a julio del afio 2015 en San Lorenzo, provincia de Esmeraldas, Ecuador.

Anevoo

ANO 2015

T. Extrema
MES (°C) Term. seco Term. humedo Evapor. potencial Precipitaciones (mm) Heliofania

Max.  Min. 7 13 19 7 13 19 7 13 19 Total 13 19 7 Total 7al19 13al9 Total
Enero 334 21,0 231 289 263 231 263 250 65 203 244 512 33,0 104 17,8 359,20 429 251 68,0
Febrero 33,6 204 230 286 26,1 230 259 249 69 131 165 36,5 2274 56,9 56,0 340,3 395 20,3 59,8
Marzo 36,6 19,8 23,1 294 265 232 26,7 252 7,7 21,0 22,2 509 4009 710 41 4760 70,2 40,8 1109
Abril 33,6 20,0 238 29,7 266 238 26,7 256 50 152 20,5 40,7 3819 32,3 198 4340 474 40,7 88,1
Mayo 33,6 220 235 298 264 235 268 255 6,2 184 218 464 536,1 17,8 32,4 586,3 484 504 98,8
Junio 352 21,8 239 294 26,7 239 263 254 59 191 174 424 198,2 20,60 20,1 2389 505 46,1 96,6
Julio 36,4 220 236 297 26,7 236 264 254 56 239 206 50,1 84,8 0.1 406 1255 585 705 1290
Total 2424 1470 164.0 205,55 1853 164,1 185,1 177,0 43,8 131,0 1434 318,22 21599 209,1 150,2 2560,2 3574 2939 651,2
Promedio 34,62 21,0 23,42 29,35 26,47 23,44 26,44 25,28 6,25 18,71 20,48 4545 308,58 29,89 21,46 365,74 51,05 41,98 93,02

84,58% 8,20% 5,90% 98,61%




Auevos

Anexo 1. Datos de temperatura (°C) y precipitaciones (mm) registrados en la Estacion de la

Empresa Energy & palma desde el afio 2014 a julio 2015 en San Lorenzo, provincia de

Esmeraldas, Ecuador.

Meses Temperatura mensual Precipitacion mm/mes
promedio °C
ANO ANO
2014 2015 2014 2015

Enero 25,61 25,25 244,48 316,66
Febrero 25,37 25,81 286,61 268,65
Marzo 25,90 26,00 382,41 78,85
Abril 26,19 26,65 248,27 325,3
Mayo 26,02 25,84 440,76 653,2
Junio 26,02 26,45 366,32 416,44
Julio 26,09 26,07 116,01 398,67
Agosto 25,61 2219
Septiembre 25,48 65,1
Octubre 25,84 209,73
Noviembre 25,92 105,6
Diciembre 25,71 153,16
Total 2840,4 2457,80
Promedio 25,82 26,01 236,67 351,14
Mensual
Primer semestre 1968,9 2059,13
Segundo 871,5 398,67
semestre




Auevos

Anexo 2. Relacion entre los registros de precipitaciones y temperatura media y la incidencia

de la pudricion del cogollo en San Lorenzo, provincia de Esmeraldas, Ecuador.
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Nota 1= 2006, 2=2007, 3=2008, 4=2009, 5=2010, 6=2011, 7=2012, 8=2013

Relacion entre los registros de precipitaciones y temperatura media promedio del afio 2013 y la
intensidad de ataque promedio de la pudricion del cogollo en San Lorenzo (provincia de

Esmeraldas, Ecuador)

Precipitacion media anual Temperatura media anual Intensidad de ataque
(mm) °C promedio

3335 25.76 46.25




