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IDENTIFICACION DE HONGOS Y
BACTERIAS ASOCIADOS A LA
PUDRICION DE COGOLLO EN PALMA DE
ACEITE MEDIANTE EL SISTEMA BIOLOG.

Vega, Edison?, Taipe, Marco?, Duchicela, Jessica®

RESUMEN

La investigacion se realiz6 en Palmeras de los Andes San Lorenzo, en los sectores de Najurungo y Chanul 2, con el propdsito de identificar,
determinar y comparar la cantidad y diversidad de bacterias y hongos fitopatégenos presentes en los tejidos de meristema, flecha y raiz en
palma de aceite (Elaeis guineensis Jacg.) y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) afectadas con pudricion de
cogollo. Para alcanzar los objetivos de esta investigacién, se muestred dos plantas enfermas por cada grado de severidad y dos sin sintomas, se
realizd aislamientos de bacterias y hongos, que fueron evaluados mediante criterios morfoldgicos, luego fueron agrupados en dendogramas
utilizando la medida de similitud de Bray Curtis. Posteriormente, se hizo la identificacion de especies de bacterias y de hongos, mediante el
sistema de identificacion Biolog. La cantidad y biodiversidad de cada una de las especies encontradas, fueron evaluadas utilizando el programa
estadistico BioDiversity Pro version 2. De las especies bacterianas encontradas, Bacillus Pumilus y Pantoea agglomerans, tienen mayor
cantidad y diversidad biolégica en las dos variedades de palma aceitera. Asi mismo, los hongos fitopatagenos de mayor importancia que se
obtuvo son: Colletotrichum spp., Rhizoctonia spp., Fusarium decemcellulare Brick, Fusarium solani, Fusarium udum E. Butler. en (Elaeis
guineensis Jacq.) y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), fueron Colletotrichum spp. y Fusarium verticillioides
(Saccardo) Nirenberg & O' Donnell.

Palabras clave: Diversidad Bioldgica, Sistema Biolog, Palma de Aceite, Pudricion de Cogollo.

ABSTRACT

The research was carried out in Palmeras de los Andes, San Lorenzo, around the Najurungo and Chanul 2 areas, with the purpose of
identifying, determining and comparing the amount and diversity of bacteria and phytopathogenic fungi present in meristem, spear and root
tissues in African oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) and in its interspecific hybrid (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) affected by bud rot. To
accomplish the objectives of this research, two diseased plants for each degree of severity and two without symptoms were sampled, bacterial
and fungal isolates which were evaluated by morphological criteria were performed, then they were grouped into dendrograms using the Bray-
Curtis similarity measure. Later, species of bacteria and fungi were identified by the BIOLOG Identification System. The quantity and
biodiversity of each found species were evaluated using the statistical program BioDiversity Pro 2.0. Among the bacterial species obtained,
Bacillus Pumlus and Pantoea agglomerans have the greatest quantity and biodiversity in both oil palm varieties. Also, phytopathogenic fungi of
greatest importance that were obtained were: Colletotrichum spp., Rhizoctonia spp., Fusarium decemcellulare Brick, Fusarium solani,
Fusarium udum E. Butler. in (Elaeis guineensis Jacq.) and in the interspecific hybrid (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) they were:
Colletotrichum spp. and Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell.
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INTRODUCCION

La produccion de aceite de palma africana se ha convertido
en estos Ultimos afios en una de las principales actividades
economicas del pais siguiéndole a la exportacion petrolera,
bananera, camaronera, y floricultora [1].

El incremento del area cultivada con palma africana (Elaeis
guineensis Jac.) ha provocado problemas de origen patologico
afectando al sector palmicultor, por esta razon varias
instituciones tanto nacionales como internacionales, han hecho
esfuerzos para determinar la causa. La enfermedad conocida
como pudricion de cogollo (PC) se ha convertido en una de las
principales limitaciones en el cultivo de la palma de aceite en
algunas zonas palmeras del pais.

En Ecuador existe poca informacion acerca del estudio de las
enfermedades que afectan a la palma de aceite
especificamente la pudricion de cogollo la cual es una de las
principales razones para que se reduzca la produccion
palmicultora, afectando econdmicamente a las plantaciones
ecuatorianas, he ahi la importancia de esta investigacion para
aumentar el conocimiento sobre dicha enfermedad.

Si es cierto que se conocen algunas caracteristicas de esta
enfermedad pero hasta el momento no se ha podido identificar
sus causantes o complejo PC (Pudricién de Cogollo), por lo
tanto desde un punto de vista practico, no es posible
desarrollar métodos de deteccidon sensibles y precisos que
permitan controlar esta enfermedad. Solo continuando con las
investigaciones se podré desarrollar y validar estrategias de
manejo que eviten su diseminacion a otras regiones palmeras
del pais y disminuir las pérdidas econdmicas que esta
representa [2].

En la actualidad debido a que no existe ningin control sobre
esta enfermedad, se espera que el impacto econémico en la
produccion sea cada vez mas significativo, por lo que se esta
proponiendo soluciones a través del mejoramiento genético.

Palmera de los Andes esta dirigiendo su investigacion a la
obtencidn de un material Guinnensis con las caracteristicas del
hibrido (0 x G), el cual presenta mejor calidad de aceite,
crecimiento y resistencia a enfermedades, sin embargo la
pudricion de cogollo lo estd afectando, por lo que se estan
realizando estudios para ver el progreso de la enfermedad en
este nuevo cultivo.

La sintomatologia de la PC ha sido descrita por varios autores,
generalmente en sus zonas respectivas de intervencion. Hay
una sintomatologia general bastante constante en las fases
tempranas del desarrollo de la enfermedad, pero ella se puede
desarrollar en forma diferente dependiendo de la vitalidad del
avance de la pudricion hacia el meristema y la facultad de
recuperacion de los sintomas observados [3].

Los primeros sintomas se expresan por una clorosis en las
hojas jovenes, luego existen pudriciones mas o0 menos
himedas bajo los foliolos de las hojas de la flecha,
extendiéndose por contacto de un foliolo al otro. En la base de

estas hojas aparecen a continuacion un desorden de los tejidos
que se extiende hasta los puntos de crecimiento.

Esta investigacion tuvo como objetivos:

o Identificar bacterias y hongos fitopatdgenos
segln el grado de severidad que presenten las
palmas aceiteras (Elaeis guineensis Jacq.) y el
hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis) afectadas con pudricion de cogollo.

e Comparar y analizar la cantidad y diversidad de
hongos y bacterias en tejidos de tallo, hoja y raiz
de las palmas aceiteras.

e  Establecer un cepario con los hongos y bacterias,
posibles causantes de la pudricion de cogollo en
palmas aceiteras (Elaeis guineensis Jacq.) y el
hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis).

Los resultados obtenidos beneficiaran a los palmicultores
ecuatorianos, porque permitira mejorar el plan de manejo
fitosanitario contra esta enfermedad.

METODOLOGIA
Localizaciéon Geografica.
El proyecto se desarroll6 en dos sitios:

Trabajo de campo: Se realizo, en el sector de Najurunjo y
Chanul 2 con coordenadas N: 0745585; S: 0134590 y N:
152040; S: 857983 respectivamente, en Palmera de los Andes
San Lorenzo, ubicada en el Km 14 via San Lorenzo Mataje en
la Provincia de Esmeraldas.

Trabajo de laboratorio: Se efectud en los laboratorios de
AGROCALIDAD, en el area de Fitopatologia, ubicada en el
Valle de Tumbaco, (Via Interoceanica Km 14 % - La Granja)
al nororiente del canton Quito, provincia de Pichincha.

Procedimiento
Muestreo.

Se tomaron muestras de tallo, hoja, raiz, de 2 plantas adultas
Elaeis guineensis Jacq y del hibrido interespecifico (Elaeis
oleifera x Elaeis guineensis), se observaron los sintomas de la
enfermedad de acuerdo con la escala de severidad desarrollada
por Cenipalma y Fedepalma - Fondo de Fomento Palmero
(2009).

Traslado de muestras

Las muestras fueron trasladadas en bolsas de polietileno,
envueltas en papel periddico, identificadas con cédigos y
colocadas correctamente en el recipiente térmico, a una
temperatura de 4° C [4].
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Procesamiento de las muestras

Se seleccion6 muestras de meristema, flecha y raiz, se pesd
10g de cada uno de ellos. Posteriormente, en la desinfeccién
se utiliz6 hipoclorito de sodio al 2% por 20 segundos, lavando
tres veces con agua destilada estéril para eliminar los restos de
cloro [5].

Se cortaron trozos pequefios de las muestras, estos a su vez
fueron triturados en un mortero dentro de la cdmara de flujo
laminar, para luego ser colocados en vasos de precipitacion
con 90ml de agua destilada estéril, dejando reposar por un
tiempo de 45 minutos para que los microorganismos se
difundan [5].

Con una pipeta estéril de 1 ml, se transfiri6 la suspension de
microorganismos a tubos de ensayo con agua peptonada, hasta
obtener diluciones de 102 y 103, Se agregd, para el caso de
bacterias 0.5 ml con una pipeta estéril en medios de cultivo
YDC vy King B, por cada dilucion se hizo tres repeticiones.
Para el recuento de colonias de hongos se afiadié 0.5 ml de la
dilucion 10 en medio de cultivo PDAac (Agar papa dextrosa
con acido lactico y cloranfenicol) [6].

Para el aislamiento de hongos, se colocaron trozos pequefios
de la muestra en cada cuadrante de la caja Petri con medio
PDAac y se dejé en la estufa, esto se realizd en dos
repeticiones [6].

Una vez colocada la suspension bacteriana en los respectivos
medios de cultivo, estos fueron incubados a una temperatura
de 33°C por 24 horas y para hongos se dej6 a una temperatura
de 28°C por 7 dias [6].

Posteriormente, se purificaron las bacterias en Agar Nutritivo,
momento en el cual se procedié a contar cada una de las
colonias en un contador de colonias Quebec [5].

Después de la purificacion, las colonias se caracterizaron
mediante pruebas bioquimicas, tales como: Oxidasa, Catalasa,
Metabolismo Oxidativo/Fermentativo, prueba KOH, tincion
Gram, Motilidad y Licuefaccion, [7].

Para hongos se realiz6 el proceso de identificacién mediante la
observacién al microscopio y utilizacion de claves
taxonémicas [8]. La purificacion de hongos se realiz6 en la
camara de flujo laminar, para esto se utiliz6 palillos de dientes
estériles y se tomo un poco de micelio de los hongos para
luego ponerlos en medio de cultivo de PDAac [9].

Para el andlisis de hongos en el sistema Biolog, se dio
preferencia a los hongos de mayor importancia fitosanitaria.
En este caso se procedié a analizar al género fusarium, para el
cual se prepar6 el medio de cultivo SNA permitiendo
comprobar que lo aislado en PDAac era Fusarium.
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Identificacion de hongos y bacterias mediante el sistema
Biolog

Para la identificacion de hongos fitopatogenos a nivel de
género y de especie, para aquellos con mayor importancia
fitosanitaria (Fusarium spp.) en las dos variedades de palma
aceitera. Debido a que en el resultado previo, se identificaron
hogos saprofitos tales como, Penicilium spp., Trichoderma
spp., no fueron considerados para el analisis en el sistema
Biolog. Asi mismo, no se consideraron los demas hongos
fitopatogenos, por que no se encontraban en la base de datos
del equipo.

Se procedid a calibrar el turbidimetro con tubos de ensayo, los
cuales tenian el reactivo IFA para bacterias y FF para hongos a
una transmitancia de 75% y 85% respectivamente.
Posteriormente, se colocdé con wuna multipipeta las
suspensiones bacterianas en las placas Gen Il y las
suspensiones de hongos en las placas Fungi-Fungi, después se
realiz6 la lectura para bacterias cada 24 horas. Para la lectura
de hongos se realiz6 por 7 dias cada 24 horas [10].

Para la preparacion de la suspensién de hogos, se utiliz6 la
técnica denominada “tubo seco”, la cual consistio en colocar y
triturar con una varilla de vidrio el micelio en un tubo seco. Se
colocd 6ml del reactivo FF en este tubo y se dejé reposar
treinta minutos. Luego, se calibro a una turbidez del 75% [11].

Conservacion de bacterias

Las bacterias que se identificaron con el sistema Biolog fueron
conservadas en caldo nutritivo y glicerol al 20%,
posteriormente se hizo 6 repeticiones en tubos eppendorf y se
las coloco en el congelador a -35°C [12].

Conservacién de hongos

Los hongos identificados fueron conservados con sacarosa al
10%, peptona al 20% y papel filtro, el cual una vez que
absorbié el micelio disuelto en la solucidn, fue colocado en
tubos eppendorf, realizando 6 repeticiones por cada tipo de
hongo [12].

Preparacién de microcultivos

Esta técnica se realiz6 con el objetivo de que el micelio no se
fragmente al momento de mirarlo al microscopio, permitiendo
realizar medidas de las esporas de los hogos, mediante la
utilizacién del microscopio Olympus BX43, equipado con el
software cellSens 1.9_en_02_Krishna_16 August 2013.
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RESULTADOS

Fase 1: Identificacion Bacteriana

Caracterizacion morfoldgica e identificacion de especies
bacterianas en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq.

En palma aceitera (Elaeis guineensis Jacg.), fueron aisladas y
seleccionadas 19 cepas bacterianas, estas se obtuvieron de
plantas sanas (grado cero) y de plantas enfermas (grados 1 al
5). Posteriormente, se realizé un analisis de Grupos con el
software estadistico BioDiversity Pro, version 2 segun el
porcentaje de similitud de las pruebas bioquimicas (Figura 1).

P1R1G1 10 E-3YDC

P2R3G3 10 E-3 BK
—| P1F5GS 10E-2 YDC
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P2F4G4 10-2 YDC
P1R4G4 10E-3 BK
P2R4G4 10E-3 YDC

P1F3G3 10 E-3YDC
P1R3G3 10 E-3 YDC
P1M2G2 10 E-3 YDC

P1M3G3 10 E-3 BK
4| P1M3G3 10 E-3 YDC
P2M1G1 10 E-3 YDC
PAMOGO 10 E-2 YDC
4| P1FOGO 10 E-2 YDC
P1R0OGO 10 E-2 YDC

Fig.1. Dendograma de similaridad de bacterias asociadas a la pudricién de
cogollo en palma aceitera Elaeis guineensis Jac, utilizando la medida de
similitud de Bray Curtis y el método de agrupacion de un solo enlace.

Caracterizacion morfolégica e identificacién de especies
bacterianas en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x
Elaeis guineensis).

En el hibrido interespecifico, se obtuvo un total de 12 cepas
bacterianas, de plantas sanas (grado cero) y de plantas

enfermas (grados 1 al 2). Se realiz6 un analisis de Grupos con
el software estadistico BioDiversity Pro, version 2 (Figura 2).
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Fig.2. Dendograma de similaridad de bacterias asociadas a la pudricion de
cogollo en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis),
utilizando la medida de similitud de Bray Curtis y el método de agrupacion de
un solo enlace.

El sistema de identificacion Biolog, permitio identificar las
cepas bacterianas descritas en la Tabla I.

TABLAI
ESPECIES BACTERIANAS

Especies bacterianas en Elaeis guineensis Jacq
CODIGO ESPECIE
P1IR1G1 Pseudomonas fulva
P1R3G3 Lysinibacillus fusiformis
P1R5G5 Bacillus pumilus
P1M3G3 Pantoea agglomerans
P1MO0GO Acinetobacter ursingii
Especies bacterianas en el hibrido interespecifico
H1FO0GO Pseudomonas viridilivida
H1R1G1 Paenibacillus illinoisensis
H1FO0GO Pantoea agglomerans
H1R0GO Micrococcus lylae C
H1M2G2 Paenibacillus taichungensis
H1F2G2 Bacillus pumilus

P: variedad Elaeis guineensis Jacq., H: hibrido interespecifico, R: raiz, M:
meristemo, F: flecha, G: grado de severidad. Con respecto a los subindices
indican el grado de severidad al cual pertenecen.

indices de diversidad de especies bacterianas.

En las (Figuras 3 y 4), se puede observar los indices de
diversidad para las dos variedades de palma aceitera.
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En la (Figura 5), se muestra el nimero de individuos de las
diferentes especies bacterianas obtenidas en palma aceitera
Elaeis guineensis Jacq y en el hibrido interespecifico (Elaeis
oleifera x Elaeis guineensis).
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Fig.5. Numero de Individuos por especie bacteriana, obtenidas en la dos
variedades de palma aceitera.

Recuento bacteriano en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq. y
en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

Se calculd el nimero de bacterias presentes en palma aceitera Elaeis
guineensis Jacq y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x
Elaeis guineensis). Figuras 6 y 7 respectivamente.
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Fig.7. Recuento bacteriano en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x
Elaeis guineensis).
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Anadlisis de correspondencias simple.

Se utilizd el software estadistico InfoStat version libre 2008,
se escogié como variables, los tejidos de palma aceitera y las
especies identificadas (Figuras 8y 9).
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Fig8. Andlisis de correspondencia simple para las variables; tejidos y especies
bacterianas, identificadas en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq.

En el grafico se observa que el primer eje (con una inercia de
13,64%), donde Bacillus pumilus (Bp) se encuentra presente
en el meristema de grado 2 (M2), flecha y raiz de grado 4 (F4,
M4), meristema, flecha, raiz de grado 5 (M5, F5, R5) y un
poco distante de la flecha de grado 3 (F3). Pseudomonas fulva
(Psf) y Pantoea agglomerans (Pag), estan en meristema y raiz
de grado 1 y grado 3 (M1, M3), por otro lado, Lysinibacillus
fusiformis (Lysf) estd cercano a la raiz de grado 3 (R3).
Acinetobacter ursingii (Acu), esta en el meristema, raiz, flecha
de grado 0 (MO, RO, FO0).
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Fig.9. Andlisis de correspondencia simple para las variables; tejidos y
especies bacterianas identificadas en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera
x Elaeis guineensis).

Con una inercia del 25,94%, se puede apreciar que
Paenibacillus illinoisensis (Pbei), esta presente en la raiz de
grado 1 (R1). Paenibacillus taichungensis (Pat) y Bacillus
pumilus (Bp) se encuentran cercanos al meristemo, flecha de
grado 2 (M2, F2,) y un poco alejados de la raiz de grado 2
(R2). Pantoea agglomerans (Pag) y Micrococcus lylae C
(Mly) estan en raiz y flecha de grado cero (RO, FO0).
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Fase 2: Identificacion de hongos

Se realizé un analisis de Grupos con el software estadistico
BioDiversity Pro version 2, que permitié agrupar las colonias
de hongos segun el porcentaje de similitud de las pruebas
morfoldgicas para (Elaeis guineensis Jacq.) (Figura 10).

P1RSGS Peniciium spp.
PIRIGI Pythium spp.
P2M5GS Fusarium spp.
|P1F3GE Fusarium spp.

P1R3IG3 Fusarium spp.
| P1F262 Fusarium spp.
1247161 Fusarium spp.
P1F4G4 Rhizoctonia spp.
P2M4GA Rhizoctonia spp.
P1R3IG3 Rhizoctonia spp.

P1M1G1 Rhizoctonia spp.
PIMIGICunvularia spp.

P SPp.

P2FAG4 Colletotrichum spp.
P1RIGI C s
P1F2G2 Colletotrichum spp.
P1R2G2 Colletatrichurn spp.
P1F1G1CaBetotichum spp.
PR1G1 Colletatrichurn sgp.

Fig.10. Dendograma de similaridad, generado para hongos asociados a la
pudricién de cogollo en palma aceitera Elaeis guineensis Jac, utilizando la
medida de similitud de Bray Curtis y el método de agrupacién de un solo
enlace.

Igual que en el caso anterior, se hizo un analisis de Grupos en
el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis)
(Figura 11).

HIR1G1 Penicilium spp.

H1F1G1 Trchoderma spp.

HIR2G2 Trichoderma spp.

HIR2G2 Culetotrichum spp

HOFDGO Fusarium spp.

Fig.11. Dendograma de similaridad, generado para hongos asociados a la
pudricién de cogollo en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis), utilizando la medida de similitud de Bray Curtis y el método de
agrupacion de un solo enlace.

En la (Figura 12), se indica el nimero de individuos de las
diferentes especies de hongos obtenidos en palma aceitera
Elaeis guineensis Jacq y en el hibrido interespecifico (Elaeis
oleifera x Elaeis guineensis).
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Fig.12. Fig.4. Namero de Individuos por especie y género de hongos ,
obtenidos en la dos variedades de palma aceitera.

Recuento de Hongos en palma aceitera Elaeis guineensis
Jacq. y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis).

Se realiz6 un recuento de hongos cuyos resultados se observan
en la (Figura 13) para el hibrido interespecifico y la (Figura
14) para Elaeis guineensis Jacg.
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Fig.13. Recuento de hongos en en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x
Elaeis guineensis).
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Fig.14. Recuento de hongos en Elaeis guineensis Jacq
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indices de diversidad de géneros y especies de hongos.

En las (Figuras 15 y 16), se puede observar los indices de
diversidad para las dos variedades de palma aceitera.

0,2
0,15

0,146
0,1

0,1
005 I
0 . :

Elaeis guineensis Jacq Hibrido ineterespecifico
Plantas de Palma Aceitera

Valor de Indice

Fig.15. indice de Simpson en plantas de palma aceitera
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Fig.16. Indice de Shannon de las plantas de palma aceitera.
Andlisis estadistico de correspondencias simple

De la misma forma que se hizo para bacterias, se realizo6 con el
software InfoStat version libre 2008 (Figuras 17 y 18).
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Fig.17. Analisis de correspondencia simple para las variables de tejidos y
especies de hongos identificadas en palma aceitera Elaeis guineensis Jacqg.

El grafico sugiere, en su primer eje (con una inercia de
13.55%), que Rhizoctonia spp. (R_spp.), esta en los tejidos del
meristema de grado 4 (M4) y flecha grado (F4) y Pythium spp.
(PY), estan en la flecha de grado 3 (F3) y raiz de grado 3 (R3).
Colletotrichum spp. (C_spp.), Curvularia spp, Fusarium
solani (FS) y Fusarium decemcellulare Brick (FD), estan en la
raiz de grado 2 (R2), flecha de grado 2 (F2), flecha de grado 1
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(F1), raiz de grado 1 (R1). Penicilium spp. (Pn_spp.) y
Fusarium udum E. Butler (FB), estan en el meristema, raiz de
grado cinco (M5).

1.6 Pn_spp.
-

] 0z 035 034
Ejo 1

Fig.18. Andlisis estadistico de correspondencia simple para las variables
tejidos de palma aceitera y las especies de hongos identificadas en el hibrido
interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

En el grafico se visualizan, en su primer eje (con una inercia
de 37.50%), que Colletotrichum spp. (C_spp.) y Trichoderma
spp., estd presente en la raiz grado 2 (R2). Penicilium spp.
(Pn_spp.), esta en flecha grado 1 (F1). Fusarium verticillioides
(Saccardo) Nirenberg & O' Donnell se encuentra en flecha
grado 0 (F0).

Caracterizacion morfométrica de Fusarium spp., en palma
aceitera.

Se realizaron pruebas morfométricas, utilizando el
microscopio Olympus BX43 y el programa cellSens 1.9
_en_02_krishna_16 August 2013, para comprobar cada una de
las especies de Fusarium spp., identificadas con el sistema
biolog (Figura 19).
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Fig.19. Morfometria en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq: a) Fusarium
decemcellulare Brick, b) Fusarium udum E. Butler, c) Fusarium solani. En el
hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis): d) Fusarium
verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell.
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DISCUSION

Bacterias asociadas a la pudricion de cogollo en palma
aceitera.

En este estudio, se identifico a nivel de especie, un ejemplar
de cada grupo determinado por software Biodiversity Pro con
100% de similaridad. Para Elaeis guineensis Jacq., se

obtuvieron las siguientes especies: Pseudomonas fulva,
Lysinibacillus  fusiformis, Bacillus pumilus, Pantoea
agglomerans,  Acinetobacter ~ ursingii.  El  hibrido

interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) presento,
Pseudomonas viridilivida, Paenibacillus illinoisensis, Pantoea
agglomerans,  Micrococcus lylae C,  Paenibacillus
taichungensis, Bacillus pumilus. Por lo tanto, de estas especies
bacterianas, las mas comunes en los dos tipos de palma
aceitera son: Bacillus pumilus, con mas unidades formadoras
de colonias, seguido por Pantoea agglomerans (Figuras 5, 6 y
7).

Bacillus pumilus es Gram positivo, anaerobio facultativo,
productor de catalasa. Las células vegetativas de Bacillus son
de bordes rectos con extremos cuadrados o redondos, se
pueden agrupar en cadena o encontrarse a solas. La ubicacion
de la espora puede ser en la zona central, terminal o
subterminal, cuya forma puede ser redonda, cilindrica u oval.
Los Bacillus se caracterizan por ser moviles [13]. Esto
concuerda, con todas las pruebas bioquimicas realizadas en las
dos variedades de palma aceitera analizadas en este estudio.
Este género, tiene una amplia distribucion en diferentes tipos
de ambiente como el suelo y los ecosistemas de agua dulce
[14]. Debido a poseer varios mecanismos de supervivencia,
ante condiciones fisicas desfavorables, genera esporas, las
cuales le permiten mantenerse viable confiriéndole una ventaja
competitiva en el suelo [15]. Asi mismo, presenta resistencia a
cambios bruscos de temperatura debido a que cuenta con
genes de shock térmico, que inducen proteinas chaperonas o
proteasas, permitiéndole tener una capacidad metabdlica
exitosa para colonizar el ambiente rizosférico [16].

Entre las bacterias fitopatégenas productoras de enzimas, con
la capacidad de macerar tejidos, se encuentran B. pumilus.
Ademas, B. pumilus, B. subtilis, B. polymyxa, causan
pudricion blanda en hortalizas. Por este motivo, se puede decir
que este microorganismo estd asociado a la pudricién de
cogollo de palma aceitera, presentandose en los tres tipos de
tejidos analizados [17]. Esto también, se puede observar en los
andlisis de correspondencia simple donde se observa, que
Bacillus Pumillus es el microorganismo con mayor presencia
en los diferentes tejidos analizados (Figuras 8 y 9).

Otras investigaciones en las cuales se ha identificado, a B.
pumilus como un nuevo patégeno causante del tizén en hojas
de mango (Mangifera indica L.) [18]. No obstante, resalta que
las cepas de B. pumilus pueden infectar a varios cultivos,
como la hoja del repollo, melocotén, manzana, pepino,
calabaza, coliflor, ajo y cebolla.

Actualmente, se conoce que Bacillus pumilus es un patégeno
emergente en diferentes cultivos, tales como, el cultivo de
Name (Dioscorea spp.) como causante de la mancha foliar; en
el frijol (Phaseolus vulgaris L.) causante de los sintomas de
mancha en las hojas [19]. Este microorganismo,
recientemente es considerado como el agente causal en
pudricion blanda de cogollo en Agave de Tequila en México.
Al realizar inoculaciones por herida, en plantas sanas de agave
en invernadero, se observé una pudricion blanda en todo el
cogollo, desde el sitio de la inoculacion hasta la punta del
cogollo, transformandose en una pudricion de caracteristica
papelosa [20].

Se identificd también, Pantoea agglomerans, sinénimo de
Erwnia herbicola, que es considerada como fitopatdgena,
debido a que existen estudios, donde se ha determinado como
una bacteria asociada a la formacién de sintomas iniciales, de
pudricién de las inflorescencias y del cogollo, seguido de un
secado y muerte repentina de palmas de coco (Cocos nucifera
L) (Aguilar et al., 2013).

Se reporta que Pantoea agglomerans esta asociada a la
pudricion de cogollo en Agave tequila L, causando lesiones
necréticas y acuosas en las hojas, que generalmente inician en
la espina apical o en las espinas laterales, avanzando hacia el
centro de la hoja y del cogollo, causando una pudricion
descendente que llega hasta la pifia y puede provocar la
muerte de la planta [21]. Ademas, se la ha determinado como
causante de clorosis y necrosis de las zonas foliares de palmito
de pejibaye (Bactris gasipaes K) [22]. Debido a estos criterios,
se le puede considerar en esta investigacion, como un posible
agente asociado a la pudricion de cogollo en palma aceitera.

En este estudio, aunque no estaba contemplado dentro de los
objetivos, realizar pruebas de patogenicidad para profundizar
los resultados obtenidos. Se hizo infectando tejidos de cebolla
perla (Allium cepa L), mediante la técnica de inoculacion por
heridas, los mismos que fueron colocados en cdmara himeda
por un tiempo de ocho dias. Se observd que los tejidos
infectados con Bacillus pumilus, Pantoea agglomerans,
Lysinibacillus fusiformis, presentaron pudricion de color café
obscuro con olor desagradable. Esto podria ser debido a la
generacion de enzimas pectinoliticas, propias de las bacterias
fitopatogenas, caracteristica que no se encuentra limitada a
estos patdgenos en particular [23].

Las bacterias, Pseudomonas fulva, Pseudomonas viridilivida,
Acinetobacter ursingii, Paenibacillus illinoisensis,
Micrococcus lylae C, Paenibacillus taichungensis, no
presentaron sintomas, lo cual concuerda con las caracteristicas
del blanco que eran trozos de cebolla perla inoculadas con
agua destilada estéril.

Por otro lado, el indice de diversidad de Shannon del hibrido
interespecifico (0,709) es mayor al de palma aceitera Elaeis
guineensis Jac (0,525). Esto quiere decir, que en esta
investigacion, el hibrido presenta mayor diversidad y
equitabilidad de especies, debido a que la mayoria estan
igualmente presentes, por lo tanto el grado de incertidumbre es
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alto, puesto que existe la misma probabilidad de escoger
cualquiera de las especies encontradas.

Segun datos bibliogréaficos, el indice de diversidad de Shannon
mide el grado de incertidumbre, que permite predecir a que
especie pertenece un individuo escogido al azar de una
coleccion. La diversidad y equitabilidad maxima se alcanza
cuando todas las especies estdn igualmente presentes (Pla,
2006).

El indice de Simpson, se refiere a que la probabilidad de
extraer dos individuos de la misma especie es alta, por eso se
lo emplea como un indice de dominancia, debido a su marcada
dependencia de las especies mas abundantes [24]. Esto
concuerda con los datos obtenidos (Figuras 3 y 4), donde se
observa que la probabilidad de tomar dos individuos al azar y
que ambos sean de la misma especie es mayor en Elaeis
guineensis Jac (0,357) que en el hibrido interespecifico
(0,152).

Ademas, para la conservacion se liofilizo cada una de las
especies de hongos identificadas, que fueron conservadas en
caldo nutritivo y glicerol al 20%, posteriormente se hizo 6
repeticiones en tubos eppendorf y se las coloco [12].

Hongos asociados a la pudricion de cogollo en palma
aceitera.

Los géneros de hongos aislados, en palma aceitera Elaeis
guineensis Jacq fueron: Phytium spp., Fusarium spp.,
Rhizoctonia spp., Curvularia spp., Colletotrichum spp. y del
hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis),
Colletotrichum spp., Fusarium spp. Se identificd a nivel de
especie el género Fusarium spp., debido a que este presenta
problemas de mayor importancia fitosanitaria, en un amplio
espectro de tejidos vegetales. También, por la falta de
reactivos y porque algunos géneros de hongos no se
encuentran en la base de datos del equipo.

En palma aceitera Elaeis guineensis Jacg., se identificaron las
siguientes  especies:  Fusarium  decemcellulare  Brick,
Fusarium solani y Fusarium udum E. Butler y en el hibrido
interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), se
identificod Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O'
Donnell. Estas especies de hongos son fitopatogenas, debido a
que en otros estudios, se los ha identificado como agentes
causales de enfermedades de importancia fitosanitaria, por
esta razén, se los puede considerar como agentes relacionados
a la pudricién de cogollo. A continuacién, se menciona cada
una de ellos.

En estudios realizados con pudricion de flechas, cogollo y
amarillamiento de hojas, que son sintomas caracteristicos del
complejo pudricion de cogollo (PC), se han identificado
hongos como Fusarium solani, con el cual se han realizado
pruebas de patogenicidad sin poder reproducir los sintomas
caracteristicos de la enfermedad [25]. En esta investigacion, se
obtuvo este hongo, que a pesar de no ser un agente causal de
esta enfermedad, no debe descartarse como un
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microorganismo asociado a la pudricién de cogollo en palma
aceitera.

Fusarium decemcellulare Brick, es causante de la enfermedad
conocida como la escoba de bruja en mango (Mangifera
indica L.), cuyos sintomas se caracterizan por una excesiva
proliferacion de yemas que salen del &pice o de las axilas
foliares, con entrenudos reducidos, agrupadas formando una
estructura compacta denominada escoba de bruja [26]. Por
otro parte, Fusarium udum E. Butler ha sido reportado, como
causante del marchitamiento de las raices de guisantes,
identificado en la india (Joshi, 2001). Fusarium verticillioides
(Saccardo) Nirenberg & O' Donnell, que a pesar de no ser un
hongo cuarentenario, es causante de dafios importantes en
semillas y plantulas de pino cultivadas en viveros forestales.
También es uno de los causantes de la pudricién en banano
[27]. Estos hongos no se han identificado a nivel de especie
en palma aceitera, sin embargo son de importancia
fitosanitaria para otro tipo de plantas como se menciona
anteriormente.

En este estudio se aislaron también, cepas de Colletotrichum
spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp., en las dos variedades de
palma aceitera, los cuales causan pudricion tejido vegetal,
provocando la muerte de las plantas (Moorman, 2012). En este
caso no se identifico a nivel de especie, debido a que estos
géneros no constan en la base de datos del sistema Biolog. Por
otra parte, se aislé Penicilium spp. y Trichoderma spp., que
son considerados como hongos saprofitos, es decir no son
causantes de enfermedades [28].

De las especies mencionadas anteriormente (Figura 13), el
género que presento mas unidades formadoras de colonias fue
Colletotrichum spp., seguido por Fusarium udum E. Butler, en
palma aceitera Elaeis guineensis Jacq y para el hibrido
interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), el hongo
con mas unidades formadoras de colonias (Figura 14), fue
Trichoderma spp., seguido por Fusarium verticillioides
(Saccardo) Nirenberg & O' Donnell. Por otra parte, el anélisis
de correspondencia simple muestra, que la distribucion de
géneros y especies de hongos encontrados en los tejidos
analizados son totalmente diferentes en las dos variedades de
palma aceitera (Figuras 17 y 18).

El indice de Shannon (0,799) en palma aceitera Elaeis
guineensis Jacq es mayor al indice Shannon (0,579) del
hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis)
(Figura 16). Esto quiere decir, que existe mayor diversidad en
la primera variedad de palma aceitera, por otro lado la
equitabilidad de Shannon (J’) del hibrido (0,961) es mayor a
la de Elaeis guineensis Jacq (0,885), entendiéndose que en el
hibrido existe una distribucion mas uniforme de las especies.
Esto concuerda con la bibliografia, la cual menciona que la
equitabilidad (E) es, cuan uniforme estan distribuidos los
individuos entre las especies. Permitiendo, reflejar la
distribucion de individuos entre especies [29].

El indice de Simpson, toma en cuenta la dominancia de las
especies con mayor representatividad, facilitando medir la
rigueza de los organismos. A medida que este indice se
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incrementa, la diversidad decrece [30]. Esto concuerda con los
datos obtenidos en la (Figura 15), donde se observa que el
indice de Shannon es mayor al indice de Simpson.

Para comprobar las especies de Fusarium spp., identificadas
con el sistema Biolog, se realizd medidas morfométricas para
cada uno de ellas (Figura 19), andlisis que no estaba
contemplado en los objetivos.

Las medidas obtenidas de las macroconidias, para cada una de
las especies son las siguientes: Fusarium decemcellulare Brick
(29,74 x 4,25) um, Fusarium udum E. Butler (20,36 x 3,06)
pm, Fusarium solani (30,21 x 4,04) pm, Fusarium
verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell (36,22 x
3,35) um. Estas medidas de las macroconidias concuerdan con
la bibliografia, la cual menciona que para Fusarium
decemcellulare Brick (27-77 x 3-5) um, Fusarium udum E.
Butler (13,03-20,6 x 2,1-3,6) um, Fusarium solani (28-65 x 4-
6) um, Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O'
Donnell (31-58 x 2,7-3,6) um [31].

En la conservacién se liofilizo cada una de las especies de
hongos identificadas, con sucrosa al 10%, peptona al 20% y
papel filtro, realizando 6 repeticiones por cada tipo de cepa
[12].

CONCLUSIONES

Se determind, que Bacillus pumilus (3832000 ufc/ml) y
Pantoea agglomerans (2640000 ufc/ml) en Elaeis guineensis
Jacq y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis), Bacillus pumilus (3730000 ufc/ml) y Pantoea
agglomerans (1740000 ufc/ml), es decir son las especies
bacterianas con mayor cantidad de unidades formadoras de
colonias, en las dos variedades de palma aceitera.

El indice de Shannon en bacterias (0,525) en (Elaeis
guineensis Jacq.) es menor al indice de Shannon de bacterias
(0,709) en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis), por lo tanto la diversidad es mayor en la segunda
variedad de palma aceitera.

El recuento de hongos realizado en (Elaeis guineensis Jacqg.),
presenta a Colletotrichum spp., (120000 ufc/ml), luego estan
Fusarium udum E. Butler. (70000 ufc/ml) y Rhizoctonia spp.
(60000 ufc/ml), mientras que en el hibrido interespecifico
(Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), Trichoderma spp., es el
hongo que tiene (50000 ufc/ml), seguido por Fusarium
verticillioides con (40000 ufc/ml).

Se observo, que el indice de Shannon en hongos (0,799) en
palma de aceite (Elaeis guineensis Jacg.) es mayor a la
biodiversidad (0,579), en el hibrido interespecifico (Elaeis
oleifera x Elaeis guineensis), entendiéndose que la primera
variedad de planta, tiene un grado de incertidumbre superior a
la segunda variedad de palma aceitera.

Bacillus pumilus, es la especie bacteriana que mas incidencia
tiene en los tres tipos de tejidos analizados en las dos
variedades de palma aceitera.

Los hongos identificados, estan presentes en todos los tejidos
y grados de severidad, muestreados en las plantas de palma
aceitera.

El aporte de este estudio, es la identificacién de dos especies
de hongos (Fusarium udum E. Butler y Fusarium
verticillioides) y en bacterias Bacillus pumilus, los cuales han
sido reportados en otros estudios a nivel de género, mas no de
posibles especies.

La identificacién, de hongos y bacterias a nivel de especie,
mediante el sistema biolog, es importante debido a que
permite determinar la especie del microorganismo en menor
tiempo, por pruebas bioquimicas contenidas en su base de
datos.
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