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NOMENCLATURA

PC: Pudricién de Cogollo.

HIBRIDO (O x G): Hibrido Interespecifico (Elaeis oleifera X Elaeis
guineensis).

GEN lll: Placa de sistema BIOLOG para bacterias.

FF: Placa sistema BIOLOG para hongos.

YDC: Agar, dextrosa, carbonato de calcio, extracto de levadura.

BK: Medio de Cultivo para Pseudomonas spp.

AN: Agar nutritivo.

BUG: Medio de cultivo enriquecido para cultivo de bacterias en sistema
BIOLOG.

PDAac: Agar papa dextrosa con acido lactico y cloranfenicol.

SNA: Agar de Nutrientes sintéticos.

MEA: Extracto de Malta.

IFA: Caldo para suspension de bacterias en sistema BIOLOG.

FF: Caldo para suspension de hongos en sistema BIOLOG.

"H"™: indice de Shannon.

“N”: indice de Simpson.

J’: indice de Equitabilidad de Shannon

1/D: indice reciproco de Simpson.

AC: Analisis de Correspondencia.

UTM: Sistema de coordenadas universal transversal de Mercator.
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RESUMEN

La pudricion de cogollo afecta a la palma de aceite, ocasionando
considerables pérdidas econdmicas en la produccion. Hasta el momento no
se han identificado los agentes causales de esta enfermedad. 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 fitopatdgenos presentes en
palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.) y en el hibrido interespecifico
(Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), afectadas con pudricién de cogollo. Se
muestreé dos plantas enfermas por cada grado de severidad y dos sin
sintomas. Bacterias y hongos, se aislaron y evaluaron mediante criterios
morfologicos, 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, la estimacion de la biodiversidad y abundancia de cada
una de las especies encontradas, fueron evaluadas utilizando el programa
estadistico BioDiversity Pro version 2. De las especies bacterianas obtenidas,
Bacillus pumilus y Pantoea agglomerans, tienen mayor cantidad en las dos
variedades de palma aceitera. Asi mismo, los hongos fitopatagenos de mayor
importancia fitopatoldégica que se obtuvo son: Colletotrichum spp., Pythium
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 CLAVES: BIODIVERSIDAD, SISTEMA  BIOLOG,
DENDOGRAMAS, PALMA DE ACEITE, PUDRICION DE COGOLLO.
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ABSTRACT

Bud rot affects oil palm, causing substantial economic losses in production. So
far the causative agents of this disease have not been identified. The research
was conducted at Palmeras de los Andes San Lorenzo, in the areas of
Najurungo and Chanul 2, in order to identify, assess and compare the amount
and diversity of phytopathogenic bacteria and fungi present in oil palm (Elaeis
guineensis Jacq.) and in the interspecific hybrid (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis) affected by bud rot. Two sick plants for each degree of severity
and two asymptomatic plants were sampled. Bacteria and fungi were isolated
and assessed by morphological criteria, then they were grouped in
dendrograms using the Bray-Curtis similarity measure. Subsequently, the
species identification of bacteria and fungi was carried out by the Biolog
identification system. The amount, diversity estimation and abundance of each
species that was found were evaluated using the statistical program
Biodiversity Pro 2.0. Among the bacterial species that were obtained, Bacillus
pumilus and Pantoea agglomerans have the greater amount in the two oil palm
varieties. Likewise, phytopathogenic fungi of the greatest phytopathological
importance that were obtained were: Colletotrichum spp., Pythium spp.,
Rhizoctonia spp., Fusarium decemcellulare Brick, Fusarium solani, Fusarium
udum E. Butler. in (Elaeis guineensis Jacq.), and Colletotrichum spp. and
Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell in the interspecific

hybrid (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

KEYWORDS: BIODIVERSITY, BIOLOG SYSTEM, DENDROGRAMS, PALM
OIL, BUD ROT.



CAPITULO 1: INTRODUCCION.

1.1 Formulacién del problema:

En Ecuador existe poca informacién acerca del estudio de las
enfermedades que afectan a la palma de aceite, especificamente la pudricién
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 continuar con

el control de esta enfermedad.

Debido a esta problematica actual, Palmeras de los Andes esta dirigiendo
su investigacion a la obtencion de un material hibrido (0 x G), el cual presenta
mejor calidad de aceite, crecimiento y tolerancia a enfermedades, sin embargo
este se ha visto afectado por la pudricion de cogollo, por lo que se estan
realizando estudios para ver el progreso de la enfermedad en este nuevo

cultivo.

Se conocen algunas caracteristicas de esta enfermedad pero hasta el
momento no se ha podido identificar sus agentes causales. Actualmente, no
se han desarrollado métodos de deteccion sensibles y precisos que permitan
identificar y controlar esta enfermedad. Solo continuando con las
investigaciones se podra desarrollar y validar estrategias de manejo que
eviten su diseminacion a otras regiones palmicultoras del pais y disminuir las

pérdidas econémicas que esta representa (Tovar M, 2006).

El objetivo de este estudio es identificar bacterias y hongos fitopatégenos

mediante técnicas morfoldgicas y bioquimicas.



1.2 Justificacion del problema

En el pais, la pudricion de cogollo se ha convertido en una de las
principales limitaciones en cultivo de palma de aceite, ocasionando pérdidas
en la produccion de hasta un 30% en toneladas de fruto fresco (Santos A,
2010).

Debido a la diversidad de situaciones, tanto de la expresion de sintomas
o el proceso de propagacion no es posible hablar de la pudricion del cogollo
en singular, sino que esta varia dependiendo del lugar donde se encuentre y
como esta siendo controlada (Franqueville H, 2001). Para contrarrestar esta
enfermedad se debe identificar agentes asociados mediante diferentes
herramientas ya sean bioquimicas o morfologicas, las cuales parten desde

una simple inspeccion de los tejidos afectados.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

Identificacion morfologica de hongos y bacterias aislados en la pudricion
de cogollo en palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.) y en el hibrido
interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) en Palmeras de los Andes

San Lorenzo con herramientas morfologicas y bioquimicas.

1.3.2 Objetivos Especificos

¢ Identificar bacterias y hongos fitopatégenos segun 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.
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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).

1.4Marco Teoérico:

1.4.1 Generalidades

El cultivo de la palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) esta atravesando
un desarrollo sustancial en América Latina. De hecho, sélo habia 60.000
hectareas cosechadas en 1970, 100.000 hectareas en 1980 y 245.000
hectareas en 1990, con 135.000 y 96.000 hectareas cosechadas
respectivamente en el aino 2000. Colombia y Ecuador reunen mas del 60% de

plantaciones de palma aceitera de América Latina (INEN, 2011).

La enfermedad de pudriciéon del cogollo se puede presentar de varias
formas: una forma letal que es predominante en la Amazonia ecuatoriana,
brasilena y en ciertas zonas de Colombia y Surinam. Una forma no letal, con
una alta tasa de recuperaciéon que es principalmente encontrada en los Llanos
colombianos. Hasta el momento, no se conoce si éstas son manifestaciones
diferentes de la misma enfermedad, o se trata de fendmenos patologicos o

fisiologicos distintos (Franqueville H, 2001).

En el Ecuador, el cultivo de la palma aceitera, tiene gran importancia
economica dentro de la produccion agricola del pais, con una superficie
sembrada de 248,199 hectareas (INEN, 2011). Este crecimiento ha ido

acompanado de la generacién de fuentes de empleo directo para 90,000
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personas e indirecto para 50,000 mas, y genera 75,000 millones de délares
en exportaciones anuales. El 87.1% de los palmicultores son duefios de
pequefas areas de cultivo con plantaciones menores a 50 hectareas (Censo

Palmero, 2005), lo que refleja el enorme impacto social del cultivo.

1.4.2 Taxonomia

La palabra “Elaeis” proviene del nombre griego Eleia= Olivo y por proceder
de la palabra Guinea= Guineensis, que hace referencia a la caracteristica de

producir aceite (Uzunova-Doneva, 2004-2005).

e Division: Faner6gamas,

e Tipo: Angiosperma,

e Clave: Monocotileddénea,

e Orden: Palmales,

e Familia: Palmaceae,

e Tribu: Cocoinea

o Género: Elaeis (guineensis y oleifera).
o Especie: guineensis

e Nombre cientifico: Elaeis guineensis.

1.4.3 Morfologia

(Bastidas et al, 1989), menciona las siguientes variedades:

e Dura: Su fruto tiene un endocarpo de mas de 2 mm de espesor.

El mesocarpo contiene fibras dispersas y generalmente es delgado.

¢ Pisifera: No tiene endocarpo. La almendra es desnuda. El mesocarpo

no tiene fibras y ocupa gran cantidad del fruto. Esta variedad solo se
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utiliza para mejorar la variedad dura, debido a que produce poca

cantidad de frutos en el racimo.

e Tenera: Es el hibrido del cruce entre Pisifera y Dura. Tiene un
endocarpo de menos de 2 mm de espesor. En el mesocarpo se

encuentra un anillo con fibras.

1.4.4 Descripcion botanica y sintomatologia

La palma de aceite es una planta grande, con un penacho de hojas y un
solo tallo en forma de columna. Su apariencia caracteristica, "desordenada"
en contraste con el cocotero, se debe al angulo irregular de insercion de los
foliolos a lo largo del raquis de la hoja (Hartley C, 1988). La (Figura 1),

presenta la descripcidn botanica de la palma.

fo et
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Figura 1. Descripcion botanica de una palma aceitera (Martinez et al., 2009).

El cogollo es una parte de la palma que esta por encima del punto
meristematico o punto de crecimiento donde estan ocurriendo toda la

formacion de los tejidos encontrandose a la altura de los racimos e incluye
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tejidos muy jovenes que son los mas sensibles a la enfermedad. Cuando esta
se desarrolla inicia el proceso de infeccidn y comienzan a aparecer los

sintomas que ha ocasionado el patégeno en los tejidos (Martinez et al., 2009).

1.4.5 Hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis)

Con el propésito de tener un cultivo con una alta tasa de produccion de
fruto y aceite, baja tasa de crecimiento, tolerancia a enfermedades, aceite con
alto contenido de acidos grasos insaturados y carotenos, se aplicd una
metodologia para el mejoramiento acelerado de la palma de aceite que
permite obtener hasta tres generaciones en 10 afos, tiempo que tarda un ciclo
genético tradicional en palma de aceite, esto se desarrollé en la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria Corpoica - en la Estacion

Experimental El Mira, Tumaco (Bastidas et al, 2005).

La (Tabla 1), muestra los indices de calidad de aceite tomados de (Choo
et al, 1997) y (Sharma M, 1999).

Tabla 1

indices de calidad de aceites. Tomado de: (Bastidas et al, 2005) .

Carotenos  Vitamina E indice de Acidos grasos insaturados,

Tipo de paime totales (mg+kg') total (ppm) yodo  mono y di-insaturados (%)
Ténera Corpoica Bl Mia ~ 1.3557 15617 533 516
Paima Oleifera 4300-4600° 700-1000° 926 168°
Hibrido F1 (0xG) 1.200-2400* 800-1.000% 700 589
Hibrido ‘RC1' (0xG) xG ND ND 637" Intermedio entre (OxG) y G°

" Valores repartados por Sharma (1999) en Malasia para palmas Noll g crigen colombiana, para F1's Noli Colomtia x Pakma Nigeria y para RC1's

(Nok Colomia x Paima Costa de Mar’ilg aPalmaligena. . .
“Valores reportados por Choo & af (1957) para carotenas, vilamina £ y esteroles en aceites de £ guinesnsis, £ oleiferay Sus hibridgs.
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El problema que presentan los hibridos es su infertilidad, por lo que se
debe realizar polinizaciones frecuentes para que aumente la produccion y

exista un mayor rendimiento (Meunier J, 1991)

Hasta ahora los hibridos, expuestos a la enfermedad parecen haber
heredado la tolerancia de su pariente oleifera. Todo ocurre como si esta

especie transmitiera un factor dominante (Meunier J, 1991).

La Pudricion de Cogollo (PC) ha sido descrita por varios autores, (Mariau
D, 1992), y (Swinburne T, 1993), quienes apreciaron una sintomatologia
general, bastante constante en las fases tempranas de la enfermedad, la cual
se puede desarrollar de forma distinta, dependiendo de las situaciones en las
cuales se encuentran las palmas afectadas. Las diferencias referentes al
ataque de la enfermedad, conciernen frecuentemente con el avance de la
pudricion hacia el meristema y la facultad de las plantas para una recuperacién

de los sintomas observados.

Los primeros sintomas se expresan por una clorosis en las hojas jovenes,
luego existen pudriciones mas o menos humedas bajo los foliolos de las hojas
de la flecha, extendiéndose por contacto de un foliolo al otro. En la base de
estas hojas aparece a continuacion un desorden de los tejidos que se extiende

hasta los puntos de crecimiento (Tovar M, 2006).

La enfermedad se agrava por la intervencion de Rhynchophorus
palmarum L, un insecto que causa dano directo en la planta por el desarrollo
de larvas, las cuales se alimentan de los tejidos tiernos del meristemo,
ayudando al ataque de la enfermedad. Por eso, cuando las palmas estan muy

enfermas se procede a su quema (Laing D, 2010).



1.4.6 Microorganismos asociados a la pudriciéon de cogollo

A lo largo del tiempo se han identificado un sin numero de
microorganismos en plantas de palma aceitera que presentaban los sintomas
de la PC.

Asi, los primeros sintomas de la pudricion de cogollo en palma de aceite,
datan en 1928, donde se sefala que durante ese periodo el sindrome de la
PC fue observado en Africa Central, sintomas similares también fueron
descritos en la region de Sibiti, en el Congo, Colombia, como los Llanos
Orientales, el Magdalena, Tumaco, Guapi y, posiblemente, fue la responsable
de la desaparicion de los cultivos en el Bajo Calima en el departamento del
Valle del Cauca (Dzido et al., 1978).

Existen trabajos previos realizados sobre la PC, donde se percibié una
fuerte asociacion entre bacterias y hongos, especialmente los del genero
Fusarium spp. En Ecuador, se precisa las primeras observaciones sobre la
PC en 1976, pero es probable que la enfermedad haya estado presente alli

durante varios afos (Dzido et al., 1978).

En América Latina, se realiz6 aislamientos microbiolégicos de las palmas
afectadas, mostrando el predominio de cepas de Fusarium oxysporum y
Fusarium solani y bacterias en los tejidos enfermos. Los esfuerzos por
inocular artificialmente estos microorganismos, separadamente o asociados,

no reprodujeron los sintomas de la enfermedad (Franqueville H, 2001).

Hoy, Colombia, Ecuador y Brasil son el epicentro de problemas
relacionados con la PC. En la (Tabla 2) se presenta un resumen histérico de

algunos tipos de microorganismos que han sido aislados en diversos estudios.



Tabla 2

Resumen de la historia de los principales estudios fitopatoldgicos acerca de la pudricion de
cogollo en Elaeis guineensis y microorganismos asociados aunque sin pruebas para

satisfacer los Postulados de Koch. Tomado de: (Laing D, 2010)

Tnvestizadores Fecha Passpalmers  Eufidad principal Organismas propuestas
© Regking' 108 Pwmd  UnedFrtCo  Fommmmonibe 00
Chasquiers? 1935 CpageDR Eelsica FPrytophthora paimivora, Bacilius coli
Backy! 193 CongoRep. Framcia Fusqrium y hacterias
Duf 193 CongeDR Hemmznos Lever Erwinia jatiyri
Reward et al! 1984 Colmmbia  CIRAD Francia Fusarium (. axysporum y F solani)
Ranard et al ! 1976 Colombia  CIRAD Francia Fusarium (F axysparum § F solan)
Harper et al ! 1981 Ecuador Univ: Aubumn T34 Fuusqrium v hacterias
Quillec et al* 1983 Ecuador Orstom Francia FPhytophthora
Van Gundy? 1983 Ecuador Univ: de Califoma Nematodos Helicatylencus
Penard* 1986 Brasil CIRADH il Dythmm
Singhetal” 1988 Brasil Embrapa Hortalizas Viroides (zcides nucleicos)
Sl 1889 Brasi Derpaza Hongos bacterias (27 exp. identificadas)**
Nieto ¥ Gomez! 1991 Colmbiz  Cenipalma Fusarivm salani
Doallet! 1981 Ecuador CIRADTRHD Vinuz o viroides (ARN de doble brin)
Benther etal 18] Brasil Univ: Dusseldorf Viroides (ARN d doble brin)
Allen gtal ! 1993 Ecuador Univ: de Califoria Eruiia
Migto! 1996 Colombia  Cenjpalma Fusqrium, Pythium, Thielevigpsic
Die Franqueville? 1998 Ecuador CIRAD Francia Fusarium
Nigto 7 Gomez! 190 Colombiz  Cenipalma Fusarium, Pythius, Thielaviopsis
Sanchez! 1990 Colombia  Cenjpalma FPhytophthora
Trindade ef 2l * 000 Brasil Embrapz-CPATU Fitoplzsma
Gomez! W00 Colombia  Cenjpalma Thisiavigpsis paradoxa
Martmeretal® 2008 Colombiz  Cenipelma FPrytophthora palmivora
Torres et al ¢ 100 Colmbiz  Cenipalma Phytophthara palmivora
Fuente: 'De Pranqueville (2001); “Banri (2008) en Brasil; “Duff (1963 “Sibva ec 2l (1995); *Arciner o¢ al. {2009); “Torres et al
(2010) 5 "Singh o oL (1988).
** Ver Tabls 2 pars idensificacién sdicional de Joz 17 microorganismo:.
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1.4.7 Propiedades fisicas del suelo que permiten el desarrollo de la
PC.

La enfermedad esta relacionada con un drenaje insuficiente, los suelos
compactos, densos provocando la asfixia del sistema radicular (Hartley C,
1965). La pudricion de cogollo dependeria de otros factores, entre estos,
factores climaticos, diversos desordenes nutritivos, tales como, niveles bajos
de fosforo, potasio, zinc, cobre, altos niveles de calcio y magnesio, exceso de
nitrégeno, también los niveles de hierro y manganeso en la tierra (Chinchilla
C. Duran N, 1999).

1.4.8 Pudriciéon de cogollo en plantas de vivero

La pudricion de cogollo afecta a plantas de vivero y plantas jovenes en
campo, donde se la conoce como pudricidn seca de corazon, llegando a
causar la muerte hasta de un 3% de las plantas al tercer afio de edad, y siendo
mas grave cuando hay replante porque puede matar hasta el 25-35% de las
plantas (Chavez M, 1986).

Los sintomas iniciales se caracterizan por un retraso en el crecimiento de
la fecha, seguido de un amarillamiento en las hojas jévenes. En los foliolos
basales de las flechas, aparecen unas manchas redondas u ovaladas de

caracteristicas aceitosas y anulares.

Existe necrosis que avanza internamente provocando una degeneracion
de aspecto seco de los tejidos, en especial del area meristematica. En plantas
de mas de dos afios aparece una coloracion violacea caracteristica de los
tejidos que circundan el apice meristematico. En estados mas avanzados de
la enfermedad, el sistema radical se va necrosando, con un proceso

degenerativo que comienza en los apices de las raices (Martinez et al., 2009).
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1.4.9 Escala de Severidad

Se refiere a la cantidad de tejido de la planta que se encuentra afectado
por la pudricién de cogollo. Esta es una medida visual y subjetiva, por lo tanto

esta sujeta a variaciones y errores de agudeza visual del evaluador.

Los sintomas inician al observarse un amarillamiento de hojas nuevas,
segun reportod (Zucker et al., 1972), las palmas muestran una clorosis leve de
foliolos inferiores de una de las hojas centrales, amarillamiento de las hojas

jévenes y un colapso o caida de la flecha proxima a ser hoja numero 1.

En muchos casos avanza por el paquete central de las hojas hasta afectar
la zona meristematica eliminando la posibilidad de emitir nuevas hojas y
deteniendo el desarrollo normal de una planta sana. Cuando hay recuperacion
de las plantas se observa inicialmente la emisién de hojas y foliolos cortos y
posteriormente hojas cada vez mas normales. El sintoma caracteristico de la
PC conduce al colapso de las flechas, pero la situacion mas grave se presenta
en el cogollo de la planta, donde se observa pudricién severa de los tejidos
mas tiernos, que puede tener diferentes grados de severidad teniendo una
recuperacion notoria en los grados menos severos, hasta la formacién de un
crater por la muerte y descomposicion de los tejidos en altos grados de
severidad (Martinez L. Torres L., 2007).

Otro sintoma que pueden presentar las plantas es un secamiento de los
foliolos en palmas adultas, este es el primer ataque del organismo que inicia
el proceso de infeccion (Martinez L. Torres L., 2007) . La (Figura 2), muestra

la escala de severidad de la pudricion del cogollo.
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Escala de Severidad de la

Pudricion del Cogollo, PC.

El grado de severidad de la PC en una palma se debe evaluar en la flecha mas joven
con mas de 30 cm de largo, considerando el costado de la flecha que presenta la

mayor afeccion.
Segun el area afectada se catalogan asi:
Q Q
Carece e sesiones 'a hecha L esionns ooopn desoe ol 0 1%
Meeds vigev ¢ sanidad hasta o 0% doi Srea de (3 tacha
J “ n
Las lesones ocupen desde of 20 1% L8 lesones ocupen deste of 40.1%
Rasta o 40% dal dres de 18 ecta asta o 8% Ml deea do |a fheoka
| 36 leaianes acupan sesde of 80 1% 136 aonae ocupan sesde of 40.1%
Basta of B0% dal Arwt do la flecha hanta wl 100% ded dren de b fecha

Figura 2. Escala de severidad de la pudricién de cogollo Fuente: (Gonzales N, 2010).

La pudricion de las flechas se manifiesta de dos maneras de acuerdo con
las condiciones climaticas: una pudricién simple, caracterizada por afectar
partes de los foliolos cerrados de las flechas, es seca de progreso lento, y de
facil recuperacion; y otra severa de flechas con manchas acuosas brillantes
en las zonas de avance, desciende y afecta rapidamente los foliolos y raquis

de otras flechas proximas hasta llegar cerca del meristemo. (Nieto P, 1996).
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1.4.10 indices de diversidad

La Organizacion de las Naciones Unidas, define a la diversidad biolégica
como la variabilidad de los organismos vivos de cualquier fuente, incluidos,
los ecosistemas terrestres, marinos, otros ecosistemas acuaticos y los
complejos ecoldgicos de los que forman parte; comprende la diversidad dentro

de cada especie, entre las especies y de los ecosistemas.

Generalmente se diferencian tres niveles de biodiversidad: genética
dentro de especies, taxondmica en numero de especies y ecoldgica en

habitats, comunidades y ecosistemas (Kikkawa J, 1990).

Esta investigacion se va a enfocar en la biodiversidad de comunidades,
refiriendose a la diversidad de especies. En esta, se diferencia dos
componentes uno es la riqueza o numero de especies y la otra es la equidad

o distribucion de los individuos entre las especies (Melo & Vargas, 2010).

Generalmente en las evaluaciones biolégicas, se usan indices de
diversidad que responden a la riqueza de especies y a la distribucién de los
individuos entre las especies, la estimacion se realiza a través de diferentes
indices, los mas usados son el de Shannon- Wiener (H), Equitabilidad de
Shannon (J’), el de Simpson (A), Reciproco de Simpson (1/D) (Lara, 2009).

indice de Simpson

Este indice, toma en cuenta la dominancia de las especies con mayor
representatividad y es uno de los parametros que nos permiten medir la

riqueza de organismos (Pielou E, 1969).

A medida que el indice se incrementa, la diversidad decrece. Por ello el
indice de Simpson, se presenta habitualmente como una medida de la

dominancia, como se acaba de indicar (Pielou, 1969).
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El indice de Simpson se refiere a la probabilidad de que dos individuos de
una comunidad grande, tomados al azar, pertenezcan a la misma especie
(Pielou, 1969).

D =Y pi’ ; D:Z[ni(ni—l)/N(N_l)]

Donde:

pi = Abundancia proporcional

ni = Numero de individuos de iésima especie
N = Numero de individuos totales

Reciproco de Simpson

Una forma de medir la diversidad es por medio del indice reciproco de
Simpson (Krebs C, 1989).

donde D es el indice de Simpson y p, es la proporcion de individuos de la

especie /.

El indice de Simpson varia de 0 hasta 1, mientras que el reciproco varia

de 1 hasta s, el numero de especies.
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indice de Shannon

Este indice mide la heterogeneidad de la comunidad, el valor maximo sera
indicador de una situacion en la cual todas las especies son igualmente
abundantes. El indice contempla la cantidad de especies presentes en el area
de estudio (riqueza de especies), y la cantidad relativa de individuos de cada

una de esas especies (abundancia) (Marrugan A, 2001).

H'==Y" (pi)log,pi)

Doénde:

H’ = Diversidad de Shannon
pi = (ni/ N) = abundancia proporcional (relativa)
E = Uniformidad de Shannon

S = Numero total de especies en el muestreo
Equitabilidad de Shannon

Se refiere a que tan uniformemente estan distribuidos los individuos entre
las especies. La equitabilidad puede tener valores entre 0 y 1, en donde 1
representa una situacién en donde todas las especies son igualmente
abundantes (Marrugan A, 2001).

e
J'=
H 'max

H'max =In(S)
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS.

2.1 Participantes.

El presente estudio se realizé en cooperacion de Palmeras de los Andes
San Lorenzo y AGROCALIDAD. Con la colaboracion del Ingeniero. Marco
Martinez, jefe técnico del area de polinizacion de Palmera de los Andes San
Lorenzo, el apoyo de la Dra. Verénica Ramirez y del Msc. Martin Marcial,
responsables del area de fitopatologia de la Agencia Ecuatoriana del
Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD).

2.1.1. Responsable del proyecto

Edison Oswaldo Vega Hidalgo

2.1.2. Colaboradores cientificos

Ing. Marco Taipe Director de tesis

PhD. Jéssica Duchicela Codirector de tesis

2.2 Zona de Estudio.

El proyecto se desarroll6 en dos etapas:

Trabajo de campo: Las plantaciones experimentales, estan localizadas en el
sector de Najurunjo y Chanul 2 con coordenadas (N: 0745585; S: 0134590)
UTM y (N: 152040; S: 857983) UTM respectivamente, en Palmeras de los
Andes San Lorenzo, ubicada en el Km 14 via San Lorenzo Mataje en la

Provincia de Esmeraldas.
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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 cantdén Quito, provincia
de Pichincha.

2.3 Periodo de Tiempo de investigacion.

Fecha de inicio: 19 de Agosto del 2013.
Fecha de Finalizacion: 31 de Julio del 2014.

2.4 Diseio estadistico

Se realizd un disefio completamente al azar, en el cual se hizo un analisis
estadistico descriptivo, donde las variables cualitativas fueron las muestras
de: tallo, flecha y raiz de dos plantas de palma aceitera por cada grado de
severidad que éstas presentaban, (Anexo A), tanto para Elaeis guineensis
Jacq como para el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis),
mientras que las variables cuantitativas, fueron los indices de diversidad
(Shannon (H), equitabilidad de Shannon (J’), Simpson (A), el reciproco de
Simpson (1/D)) y la cantidad de microorganismos presentes en cada uno de

los tejidos de la planta.

2.5 Procedimiento

2.5.1 Muestreo.

Se tomaron muestras en campo, de plantas adultas (Figura 3), 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).
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Figura 3. Muestreo de palma aceitera Elaeis guineensis Jacq y el hibrido

interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

Para la coleccién del material vegetal, se utiliz6 motosierra, palas,
machetes con las que se tumbaron cada una de las plantas, una vez tomadas
las muestras se procedio a quemar los restos para evitar la propagacion de la
enfermedad a plantas sanas (Figura 4). Las muestras fueron envueltas en
papel periédico, colocadas en bolsas de polietileno, identificadas con codigos
y colocadas correctamente en el recipiente térmico, a una temperatura de 4°

C (Duarte S, 2007), para su traslado inmediato al laboratorio.

Figura 4. Equipo de muestreo utilizado y quema del material contaminado.
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2.5.2 Procesamiento de las muestras

Se seleccioné muestras de tallo, flecha y raiz, después se pesé 10g de
cada uno de los tejidos. Posteriormente se lavaron las muestras con agua
potable para retirar los restos de materia organica. En la desinfeccion se utilizé
hipoclorito de sodio al 2% por 20 segundos y se procedio a lavar tres veces

con agua destilada estéril para eliminar los restos de cloro (Echandi, 1967).

Para el aislamiento de bacterias, recuento de hongos y bacterias se
cortaron trozos pequefios con sintomatologia en las muestras, estos a su vez
fueron triturados en un mortero dentro de la camara de flujo laminar (Figura
5), 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 (Echandi, 1967).

Figura 5. Preparacion y aislamiento de las muestras

Con una pipeta estérii de 1 ml se transfiri6 la suspension de
microorganismos a los tubos restantes que contenian 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 y King B (Anexo B), por cada
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dilucién se hizo tres repeticiones. Para el recuento de colonias de hongos se
afadio 0.5 ml de la dilucién 10 en medio de cultivo PDAac (Agar papa

dextrosa con acido lactico y cloranfenicol) (French & Hebert, 1980).

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 dejo a una temperatura de 28°C por 7 dias (French & Hebert, 1980).

Posteriormente se purificaron bacterias en Agar Nutritivo, momento en el
cual se procedio a contar cada una de las colonias en un contador de colonias
Quebec (Rojas A, 2011).

Después de la purificacion, las colonias se caracterizaron mediante

pruebas bioquimicas, tales como:

Oxidasa: Determina la presencia de enzimas oxidasas, para esto se uso
diclorhidrato de tetrametil4p4fenilendiamina (TPD) al 1%, si el color al
momento de inocular la bacteria fue azul el resultado es positivo, caso

contrario negativo (Bailon et al, 2003).

Catalasa: Permite determinar la presencia de la enzima catalasa, que es
capaz de descomponer el perdxido de hidrégeno (agua oxigenada) en agua 'y
oxigeno. La reaccion es considerada positiva, cuando al afadir el inoculo en
el agua oxigenada existe la presencia de burbujas que corresponde a la

liberacion de oxigeno (Suslow T, 1982).

Oxidativo/Fermentativo: Las bacterias utilizan hidratos de carbono, sea
por procesos metabdlicos, fermentativos u oxidativos. Se diferencia por la
necesidad de oxigeno atmosférico y una fosforilacion inicial. Para esto se
inocularon dos tubos con el medio y uno de ellos se sellé con 5 ml de parafina
para impedir la entrada de oxigeno. Asi, una prueba de oxidacion es positiva

si el tubo abierto, presenta una coloracién amarilla y el tubo cerrado una
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coloracién verde. Por otro lado, la prueba de fermentacion sera positiva, si el
tubo abierto tiene una coloracion verde y el tubo sellado una coloracion

amarilla (Bailon et al, 2003).

Prueba KOH: Se realiza con una solucién de KOH al 3%, que es muy
rapida y sencilla. Si se forma un hilo al momento de colocar el inoculo en la
solucion, entonces la reaccion es positiva y se considera que pertenece al
grupo de las bacterias gram negativas, sino se forma el hilo la bacteria es un

miembro de las gram positivas (Loredo J, 2008).

Tinciéon Gram: Es una técnica que permite diferenciar las bacterias gram
negativas y gram positivas. Las bacterias que retienen el cristal violeta, se
tinen de morado y son gram positivas, las que se decoloran con el alcohol y

adquieren una coloracion roja son gram negativas.

Motilidad: Determina si un organismo es movil o inmovil, debido a que las
bacterias presentan uno o mas flagelos, por lo tanto esta reaccion es
considerada positiva si existe turbidez en el medio, debido al desplazamiento
de las bacterias, pero si el crecimiento sigue la linea de siembra es

considerada negativa (Loredo J, 2008).

Licuefaccion: Consiste en determinar, que organismos producen
enzimas de tipo proteolitico que licuan la gelatina. Para esto, se incubo las
bacterias por 24 horas a 33°C, después se colocd en el refrigerador a una

temperatura de 36°C por dos horas.

Los tubos que presentaron la licuefaccion de la gelatina, fueron
considerados como positivos (Suslow T, 1982). En la (Figura 6), se puede

apreciar las pruebas bioquimicas que se realiz6 en el laboratorio.
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Figura 6. Pruebas bioquimicas para bacterias.

Para el aislamiento de hongos, se hizo de la misma forma que para
bacterias, inmediatamente se colocaron trozos pequefios de la muestra en
cada cuadrante de la caja Petri con medio PDAac y se dejo en la estufa por 7

dias, esto se realiz6 en dos repeticiones (French & Hebert, 1980).

Posteriormente se realizd el proceso de identificacion mediante la
observacion al microscopio y utilizacion de claves taxonémicas. Se preparo,
colocando lacto-fenol en un porta objetos, luego con un bisturi, se colocd
micelio del hongo de interés y sobre este se puso un pedazo de cinta scoch,
el exceso se lo retiro con papel absorbente y se observé al microscopio (Rojas
A, 2011).

La purificacion de hongos se realiz6é en la cdmara de flujo laminar (Figura
7), para esto se utilizé palillos de dientes estériles y se tomd un poco de micelio
de los hongos para luego ponerlos en medio de cultivo de PDAac (Rojas A,
2011).



Figura 7. Purificacion de hongos.

Para el analisis de hongos en el sistema Biolog, se dio preferencia a los
hongos de mayor importancia fitosanitaria. En este caso se procedio a analizar
al género fusarium, para el cual se preparé el medio de cultivo SNA (Anexo B)
permitiendo comprobar que lo anteriormente aislado era Fusarium (Leslie et
al., 2006).

2.5.3 Identificacidén de hongos y bacterias mediante el sistema Biolog

Se procedié 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 (Anexo C). Posteriormente, se colocé con una
multipipeta las suspensiones bacterianas en las placas Gen Il y las
suspensiones de hongos en las placas Fungi-Fungi, después se realizo la
lectura para bacterias cada 24 horas (Figura 8). Para la lectura de hongos se
realizé por 7 dias cada 24 horas (BIOLOG, 2011).
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Figura 8. Equipo de identificacion Biolog

Para la preparacion de la suspension de hogos, se utilizdé la técnica
denominada “tubo seco”, la cual consistié 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 dejo reposar treinta minutos. Luego, se calibro a una turbidez del
75% (BIOLOG, 2007).

2.5.4 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
(Waites et al., 2001).

2.4.6 Conservacion de hongos

Los hongos identificados fueron conservados con sucrosa al 10%,
peptona al 20% y papel filtro, el cual una vez que absorbié el micelio disuelto
en la solucion, fue colocado en tubos eppendorf, realizando 6 repeticiones por
cada tipo de hongo (Waites et al., 2001).
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2.5.5 Preparacién de microcultivos

Esta técnica se realizd con el objetivo de que el micelio no se fragmente
al momento de mirarlo al microscopio (Figura 9), 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.

Figura 9. a) Fusarium udum E. Butler, b) Fusarium solani, c) Fusarium decemcellulare, d)

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell.
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2.6 Analisis de Datos

Los géneros y especies obtenidos fueron agrupados utilizando la medida
de similitud de Bray Curtis y el método de agrupacion de un solo enlace con
el software estadistico BioDiversity Pro version 2. Se realizé también, un
analisis de correspondencia simple con el software estadistico InfoStat version
libre 2008. La cantidad y la biodiversidad de hongos y bacterias fueron

realizadas con el software Microsoft Excel 2010.
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CAPIiTULO 3: RESULTADOS

En esta investigacién, se realiz6 la identificacion, estimacion de la
abundancia y diversidad de hongos y bacterias, presentes en muestras de
palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) y en el hibrido interespecifico (Elaeis
oleifera x Elaeis guineensis). Posteriormente, se hizo una seleccion basada
en las caracteristicas morfoldgicas de bacterias y hongos fitopatégenos. Para
explicar los resultados obtenidos, se dividi6 en dos fases: la primera:
caracterizacion morfoldgica e identificacion de especies bacterianas; y la
segunda: caracterizacién morfoldgica e identificacion de especies de hongos,
que se realizaron mediante la utilizacién del sistema Biolog, en las dos

variedades de palma aceitera.

3.1 Fase 1: Identificacion Bacteriana

3.1.1 Caracterizacion morfolégica e identificacion de especies

bacterianas en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq.

En palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.), fueron aisladas vy
seleccionadas 19 cepas bacterianas, estas se obtuvieron de plantas sanas
(grado cero) y de plantas enfermas (grados 1 al 5). A estos aislados se

hicieron pruebas bioquimicas cuyos resultados se muestran en la (Tabla 3).



Tabla 3
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Pruebas bioquimicas realizadas a cada una de las cepas bacterianas de Elaeis guineensis

Jacq.

(+): Reaccion positiva del microorganismo.
(-): Reaccién negativa del microorganismo.

P1R0OGO 10 E2 YDC

Crema

P1FOGO 10 E2 YDC

Crema

P1MOGO 10 E2YDC

Crema

P1R1G1 10 E®YDC

Verde

P2M1G1 10 E3YDC

Crema

P1M2G2 10 E*YDC

Crema

P1R3G3 10 E®YDC

Crema

P2R3G3 10 E®*BK

Crema

P1F3G3 10 E®YDC

Crema

P1M3G3 10 EYDC

Crema

P1M3G3 10 E=® BK

Crema

P2R4G4 10 E®YDC

Crema

P1R4G4 10 E® BK

Crema

P2F4G4 10 E2 YDC

Crema

P1F4G4 10 E® BK

Crema

P2R5G5 10 E®BK

Crema

P1R5G5 10 E3YDC

Crema

P1M5G5 10 E=® BK

Crema

P1F5G5 10 E2 YDC

Crema
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Posteriormente, se realizd6 un analisis (Figura 10) de Grupos con el
software estadistico BioDiversity Pro, versién 2 (Written Neil McAleece
Devised by PJD Lambshead. GLJ Paterson and JD Gage 1997 The Natural
History Museum & The Scottish Association for Marine Science), que permitié
clasificar las colonias bacterianas, segun el porcentaje de similitud de las
pruebas bioquimicas mencionadas anteriormente, para (Elaeis guineensis

Jacq.).

P1R1G1 10 E-3YDC
P2ZR3G3 10 E-3 BK
—1 P1F5G5 10E-2 ¥YDC
PI1MSGS 10E-3 BK
P1R&GS5 10E-3 YDC
P2RE5GS 10E-3 BK
P1F4G4 10-3 BK
P2F4G4 10-2 YDC
P1R4G4 10E-3 BK
P2R4G4 10E-3 YDC
P1F3G3 10 E-3 YDC
P1R3G3 10 E-3 YDC
P1M2G2 10 E-3 YDC
PI1M3G3 10 E-3 BK
P1M3G3 10 E-3 YDC
P2M1G1 10 E-3 YDC
P1MOGO 10 E-2 YDC
P1FOGO 10 E-2 YDC
P1R0GO 10 E-2 ¥DC

Figura 10. Dendograma de similaridad, generado para bacterias asociadas a la pudriciéon 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.

En el dendograma anterior, a un 85,7% y 90,9% de similaridad se aprecian
dos y cuatro grupos respectivamente bien diferenciados, cada uno de ellos
con las especies agrupadas segun las pruebas bioquimicas mencionadas

anteriormente.
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3.1.2 Caracterizacion morfolégica e identificacion 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) a las
cuales se les hizo las pruebas bioquimicas respectivas (Tabla 4).

Tabla 4

Pruebas bioquimicas realizadas a cada una de las cepas bacterianas del hibrido
interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

H1ROGO 10E-3YDC | + + + - - + - Crema
H1ROGO 10E-3YDC | + + + - - + + | Amarillo
H1ROGO 10E-3 BK + - - + + + - Verde

H1FOGO 10E-3YDC | + + + - - + - Crema
H1FOGO 10E-3 BK + - + + + + - Crema
H1R1G1 10E-2 Bk + - - - - + - Crema
H1R1G1 10E-2 YDC + - - - - + - Crema
H2R2G2 10E-2 YDC + - - - - + - Crema
H2R2G2 10E-3 YDC + + + - - + + | Amarillo
H2M2G2 10E-3 YDC + + + - - + + | Amarillo
H1M2G2 10E-3 BK + + + - - + + Crema
H1F2G2 10E-3 YDC + + + - - + + Amarillo

(+): Reaccién positiva del microorganismo.

(-): Reaccion negativa del microorganismo.
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Se realiz6é un analisis de Grupos (Figura 11) con el software estadistico
BioDiversity Pro, versién 2, que permitié clasificar las colonias bacterianas,

segun el porcentaje de similitud.

| H2R2G2 10E-2 YDC

H1R1G1 10E-2 YDC

H1R1G1 10E-2 Bk

H1FOGO 10E-3 BK

H1ROGO 10E-3 BK

H1F2G2 10E-3 YDC

H2M2G2 10E-3 YDC

H2R2G2 10E-3 YDC

H1ROGO 10E-3 YDC|

H1M2G2 10E-3 BK

H1FOGO 10E-3 YDC

H1ROGO 10E-3 YDC|

Figura 11. Dendograma de similaridad, generado para 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 agrupacién de un solo enlace.

Al 83,3% de similaridad se observa 3 clusters y 90,9% de similaridad se
puede apreciar 6 clusters, cada uno de ellos con las cepas bacterianas

agrupadas segun las pruebas bioquimicas realizadas.

Del andlisis anterior, se selecciono las cepas bacterianas: P1R1G1 10
YDC, P1R3G3 10 BK, P1R5G5 10 YDC, PIM3G3 10-% BK, PIM0OGO 10"
2YDC, H1F0GO 103 BK, H1R1G1 102 YDC, H1F0GO0 10 YDC, H1R0GO 103
BK, H1IM2G2 10-® YDC, H1F2G2 103 YDC, para luego proceder a utilizar el
sistema de identificacién Biolog obteniendo los siguientes resultados (Tabla
5).
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Tabla 5

Identificacion de especies bacterianas en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq y en el
hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), mediante la utilizacion del sistema

de identificacion Biolog.

Especies bacterianas en Elaeis guineensis Jacq

CODIGO ESPECIE

P1R1G1 10°YDC Pseudomonas fulva
P1R3G3 10 BK Lysinibacillus fusiformis
P1R5G5 10° YDC Bacillus pumilus
P1M3G3 10 BK Pantoea agglomerans
P1M0OGO 10-2YDC Acinetobacter ursingii

Especies bacterianas en el hibrido interespecifico
H1F0GO0 103 BK Pseudomonas viridilivida
H1R1G1 102 YDC Paenibacillus illinoisensis
H1FOGO 103 YDC Pantoea agglomerans
H1ROGO 10 BK Micrococcus lylae C
H1M2G2 103 BK Paenibacillus taichungensis
H1F2G2 10-3 YDC Bacillus pumilus

Los resultados del sistema Biolog, de las diferentes especies bacterianas
en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq, y en el hibrido interespecifico

(Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) se encuentran en el Anexo E.

3.1.3 indices de diversidad para la identificacion de especies bacterianas

Después, se realiz6 el indice de diversidad de Shannon (H), el indice de
equitabilidad de Shannon (J’), el indice de Simpson (A) y el reciproco de
Simpson (1/D), para las cepas bacterianas analizadas en los dos

especimenes de palma aceitera.

A continuacion se presentan las (Figuras 12y 13), para las dos variedades

de palma aceitera.
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0,152

Plantas de Palma Aceitera

Figura 12. indice de Simpsons en plantas de palma aceitera
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0,7 -
0,6 -
0,5 -
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Elaeis guineensis Jacq Hibrido ineterespecifico
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0,709

0,525

Valor deindice (H

Figura 13. indice de Shannon en plantas de palma aceitera

También, se realizo la estadistica descriptiva de los indices de diversidad
(Tabla 6). Donde se observa, que la desviacion estandar (4,1) y la media (3,8)
obtenidas en Elaeis guineensis Jacq., son mayores a la desviacion estandar
(1,12) y la media (2) del hibrido interespecifico.
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Tabla 6

Estadistica descriptiva de los indices de diversidad para las dos variedades de palma aceitera.

Media 3,8 Media 2
Desviacion estandar 4,14728827 Desviacion estandar 1,26491106
Varianza de la muestra 17,2 Varianza de la muestra 1,6
Minimo 1 Minimo 1
Maximo 11 Maximo 4

En la (Figura 14), se muestra el numero 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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Figura 14. Especies bacterianas obtenidas en las dos variedades de palma aceitera.
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Asi, se hace un resumen de los indices de diversidad (Tabla 7), obtenidos

en el analisis de bacterias en las dos variedades de palma aceitera

Tabla 7

indices de diversidad bacteriana obtenidos en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq y en el

hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

indice de Shannon 0,525 0,709
Equitabilidad de Shannon 0,751 0,911
)

indice de Simpson 0,357 0,152
Reciproco de Simpson (1/D) 2,069 6,562

3.1.4 Recuento Bacteriano en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq. y

en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis)

Se calculdé el numero de bacterias presentes en palma aceitera Elaeis
guineensis Jacq y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis

guineensis).

En las (Figuras 15 y 16), se puede apreciar el recuento microbiano,
expresado en unidades formadoras de colonias de las especies bacterianas

obtenidas, en las dos variedades de palma aceitera.
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Figura 15. Recuento bacteriano en Elaeis guineensis Jacq.
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Figura 16. Recuento bacteriano en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis).

Como resultado de estos graficos, se observa que Bacillus pumilus

presenta (3832000 ufc/ml), seguido por Pantoea agglomerans con (2640000

ufc/ml) en Elaeis guineensis Jacq. En el hibrido, en cambio existe (3730000

ufc/ml) de Bacillus pumilus y Pantoea agglomerans (1740000 ufc/ml).
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3.1.5 Analisis de correspondencias simple.

Se utilizé el software estadistico InfoStat version libre 2008, se escogio
como variables, los tejidos de palma aceitera y las especies identificadas. Esto
se observa en las (Figuras 17 y 18), para palma aceitera Elaeis guineensis
Jacq y para el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis)

respectivamente.

3,094

2,094

Ee?

1,084

Mo FO
RO
0,08

0,927

0,18 0,94 1,69 245
Eje1

I.i Tejido . Esuccae|

Figura 17. Analisis 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) esta
cercano a la raiz de grado 3 (R3). Acinetobacter ursingii (Acu), esta en el

meristema, raiz, flecha de grado 0 (MO, RO, FO).



38

1819

0,784

EE7
o
o
o

RO
Pag

*sr0

[

0,86

-1,68 ¢ T T T 1
=164 0,89 0,14 081 1,28

Eje 1

. Tejido . Especie

Figura 18. Analisis 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, FO).

3.2 Fase 2: Identificacion de hongos

Se realizo la identificacién de hongos fitopatdogenos 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.,
los cuales 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.
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3.2.1 Caracterizacion morfolégica e identificacion de hongos en palma

aceitera Elaeis guineensis Jacq.

A continuacion, se muestra los resultados de hongos (Tabla 8) obtenidos

en palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq).

Tabla 8

Hongos aislados de palma aceitera Elaeis guineensis Jacq.

Codigo

de Forma de la Forma de |Colordel | Aspecto del

Muestreo | espora las Hifas micelio micelio Genero Especie
Ovoide sin Colletotrichum

P2R1G1 | septos Cenociticas | Blanco Algodonoso spp. N.I
Curvado con

P1M1G1 | septos Septadas Negro Algodonoso Curvularia spp. N.I

Verde con Rhizoctonia

P1M1G1 Sin esporas Septadas blanco Algodonoso spp. N.I
Ovoide sin Colletotrichum

P1F1G1 septos Cenociticas | Blanco Algodonoso spp. N.I

Verde con Rhizoctonia

P1F1G1 Sin esporas Septadas blanco Algodonoso spp. N.I
Ovoide sin Colletotrichum

P1R2G2 | septos Cenociticas | Blanco Algodonoso spp. N.I

Fusarium

Semiluna decemcell
Grandes, ulare

P1M2G2 | septadas Septadas Blanco Algodonoso Fusarium spp. | Brick
Curvada
,septadas con
extremos Amarillo Fusarium

P1F2G2 | redondos Septadas ligero Algodonoso Fusarium spp. | solani

Continua —)
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Ovoide sin Colletotrichum
P1F2G2 | septos Cenociticas | Blanco Algodonoso spp. N.I
Ovoide sin
septos Colletotrichum
P1F2G2 Cenociticas | Blanco Algodonoso spp. N.I.
Ligeramente
curvada
septadas, con Fusarium
una célula Rosado udum E.
P1R3G3 | apical Cenociticas | ligero Algodonoso Fusarium spp. | Butler
N.I
P1R3G3 | Esféricas Cenociticas | Blanco Aterciopelada | Pythium spp.
N.I
Verde
con Rhizoctonia
P1R3G3 | Sin esporas Septadas blanco Algodonoso spp.
N.I
Ovoide sin Colletotrichum
P1R3G3 | septos Cenociticas | Blanco Algodonoso spp.
N.I
Penicilium
P1R5G5 | Esféricas Septadas Verde Polvoso spp.
N.I
Ovoide sin Colletotrichum
P1F3G3 | septos Cenociticas | Blanco Algodonoso spp.
Ligeramente Fusarium
curvada, udum E.
septadas, con Butler
una célula Rosado
P2M5G5 | apical Cenociticas | ligero Algodonoso Fusarium spp.
N.I
Verde
con Rhizoctonia
P2M4G4 | Sin esporas Septadas blanco Algodonoso spp.
Curvada
,septadas con
extremos Amarillo Fusarium
P1F1G1 | redondos Septadas ligero Algodonoso Fusarium spp. | solani

N.I: No identificado

Se realizd un analisis de Grupos con el software estadistico BioDiversity
Pro versién 2 (Written Neil McAleece Devised by PJD Lambshead. GLJ
Paterson and JD Gage 1997 The Natural History Museum & The Scottish

Association for Marine Science), que permitié agrupar las colonias de hongos

segun el porcentaje de similitud de las pruebas morfolégicas para (Elaeis

guineensis Jacq.) (Figura 19).
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P1R5GA Penicilium spp.
P1R3G3  Pythium spp.
P2WM5G5 Fusarium spp.
|P1F3G3 Fusarium spp.
P1R3G3 Fusarium spp.
|P1FQGE Fusarium spp.
|P1F1G1 Fusarium spp.
P1F4G4 Rhizoctonia spp.
P2M4G4 Rhizoctonia spp.
P1R3G3 Rhizoctonia spp.

PAWM1G1 Rhizoctonia spp.
PAWM1G1Cunularia spp.
PAM2G2Fusarium spp.
P2F4G4 Colletotrichum spp.
P1R3G3 Colletotrichum spp.
P1F2G2 Collstotrichum spp.
P1R2G2 Colletotrichum spp.
P1F1G1Calletatrichum spp.
P2R1G1 Colletotrichum spp.

Figura 19. Dendograma de similaridad, generado para hongos asociados a la pudriciéon 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.

En el dendograma, al 90% de similaridad se puede observar ocho grupos,

cada uno de ellos se encuentran conformados con sus respectivas especies.

3.2.2 Caracterizacion morfoloégica e identificacion de hongos en el

hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

Se realizd, la identificacion de las cepas de hongos fitopatégenos
obtenidos (Tabla 9), en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis

guineensis).
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Hongos aislados en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

RESULTADO DE HONGOS AISLADOS EN EL HIBRIDO INTERESPECIFICO
Codigo Color Forma
de Forma de las | Tamaiio del del
Muestreo esporas de Hifas | micelio | micelio | Genero Especie
Semiluna Fusarium verticillioides
ligeramente Septada Algodon | Fusarium | (Saccardo) Nirenberg & O'
HOFOGO | curvada s Blanco |oso spp. Donnell
Septada Peniciliu
H1R1G1 Esféricas S Verde Polvoso | m spp. N.I
Colletotri
Ovoide sin | Cenociti Algodon | chum
H1R2G2 | septos cas Blanco | oso spp. N.I
Ovoide sin | Septada | Verde Trichode | N.I
H2F1G1 septos S oscuro Polvoso | rma spp.
Ovoide sin | Septada | Verde Trichode | N.I
H1R2G2 | septos s oscuro Polvoso | rma spp.

N.I: No identificado

A continuacion, se hizo un analisis de Grupos con el software estadistico

BioDiversity Pro (Figura 20).

Figura 20

HIR1G1 Penicilium spp.

H1F1G1 Trichoderma spp.

HIR2G2 Trichoderma spp.

HiR2G2 C spp.

HOFOGO Fusarium spp.

. Dendograma de similaridad, generado para hongos asociados a la pudriciéon 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.
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El dendograma del hibrido interespecifico, presenta tres grupos cada uno

de ellos agrupados al 50% de similaridad.

Posteriormente, se realizé los indices de diversidad de Shannon (H), el
indice de equitabilidad de Shannon (J’), el indice de Simpson (A) y el reciproco
de Simpson (7/D) en los dos tipos de palma aceitera. Ver (Figura 21) para
Elaeis guineensis Jacq y (Figura 22) para el hibrido interespecifico (Elaeis

oleifera x Elaeis guineensis).
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Figura 21. indice de Simpson en plantas de palma aceitera
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Figura 22. indice de Shannon de las plantas de palma aceitera.
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Ademas, se realizo la estadistica descriptiva de los indices de diversidad
(Tabla 10), en la cual se observa, que la desviacion estandar (2,8) y la media
(2,3) obtenidas en Elaeis guineensis Jacq., son mayores a la desviacion
estandar (0,44) y a la media (1,2) del hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x

Elaeis guineensis).

Tabla 10

Estadistica descriptiva para la identificacion de hongos de los indices de diversidad para las

dos variedades de palma aceitera.

Elaeis guineensis Hibrido (0*G)

Media 2,33333333 Media 1,2
Desviacion estandar 2,82842712 Desviacion estandar 0,4472136
Varianza de la muestra 8 Varianza de la muestra 0,2
Minimo 1 Minimo 1
Maximo 9 Maximo 2

A continuacion, se indica el numero de individuos de las diferentes
especies de hongos (Figura 23), obtenidos en palma aceitera Elaeis
guineensis Jacq y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis

guineensis).

OFRLrNWRAMULIO
1

Numero de individuos

& L )
‘9,,)«\ B Elaeis guineensis
NS
< Hibrido (0*G)

Figura 23. Especies bacterianas obtenidas en las dos variedades de palma aceitera.
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En la (Tabla 11) se muestra un resumen de los indices de diversidad,
obtenidos en la identificacion de hongos en palma aceitera Elaeis guineensis

Jacq y en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

Tabla 11

indices de diversidad para hongos obtenidos en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq y en
el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis).

Indices de diversidad Elaeis guineensis Jacq Hibrido ineterespecifico
indice de Shannon 0,799 0,579
Equitabilidad de Shannon (J’) 0,885 0,961
indice de Simpson 0,146 0,1
Reciproco de Simpson (1/D) 6,841 10

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

Se realizé un recuento de hongos cuyos resultados se observan en la
(Figura 24) para el hibrido interespecifico y la (Figura 25) para Elaeis
guineensis Jacq.

5,00E+04
4,00E+04
3,00E+04
2,00E+04
1,00E+04
0,00E+00

ufc/ml

2P . spP- ayodes
1Ach0%® " coletot o gerteV

Figura 24. Recuento de hongos en en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis

guineensis).
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Se puede apreciar que Trichoderma spp., es el hongo que tiene (50000
ufc/ml) en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis),
seguido por Fusarium verticillioides con (40000 ufc/ml).

1,20E+05
1,00E+05
8,00E+04
6,00E+04

ufc\ml

4,00E+04
2,00E+04

0,00E+00

Figura 25. Recuento de hongos en Elaeis guineensis Jacq

En el grafico se observa, que Colletotrichum spp., presenta (120000
ufc/ml), Fusarium udum E. Butler (70000 ufc/ml) y Rhizoctonia spp. (60000
ufc/ml) en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq.

3.2.4 Analisis estadistico de correspondencias simple para hongos.

Al igual que para bacterias, se realizd con el software InfoStat version libre
2008, se tomd como variables, los tejidos de palma aceitera y las especies de
hongos identificadas. Figuras 26 y 27, para palma aceitera Elaeis guineensis
Jacq y para el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis)
respectivamente.
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Figura 26. Analisis de correspondencia simple para las variables de tejidos y especies de

hongos identificadas en palma aceitera Elaeis guineensis Jacq.

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 (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).
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Figura 27. Analisis 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., esta 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 (FO).

3.2.5 Caracterizacion morfométrica de Fusarium spp., en palma aceitera

Se realizaron pruebas morfométricas, con 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 28).



c d

Figura 28. 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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CAPIiTULO 4: DISCUSION.

Bacterias asociadas a la pudricion de cogollo en palma aceitera.

En este estudio, se identific 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
14,15y 16).

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 méviles (Holt et al., 1994). Esto concuerda, con todas las
pruebas bioquimicas realizadas en las dos variedades de palma aceitera

analizadas en este estudio (Tablas 3 y 4).

Este género, tiene una amplia distribucion en diferentes tipos de ambiente
como el suelo (Aslim, 2002) y los ecosistemas de agua dulce (Manda M,
2005). 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 (Stephens
C, 1998). Asi mismo, presenta resistencia a cambios bruscos de temperatura

debido a que cuenta con genes de shock térmico, que inducen proteinas
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chaperonas o proteasas (Petersohn et al., 2001), permitiéndole tener una

capacidad metabdlica exitosa para colonizar el ambiente rizosférico.

Entre las bacterias fitopatdgenas productoras de enzimas, con la
capacidad de macerar tejidos, se encuentran B. pumilus. (Chiu et al., 1964)
menciona que B. pumilus, B. subtilis, B. polymyxa, causan pudricion blanda
en hortalizas. Por este motivo, se puede decir que este microorganismo esta
asociado a la pudricidén de cogollo de palma aceitera, presentandose en los
tres tipos de tejidos analizados. Esto también, se puede observar en los
analisis de correspondencia simple donde se observa, que Bacillus pumillus
es el microorganismo con mayor presencia en los diferentes tejidos analizados
(Figuras 17 y 18).

A continuacion, se mencionan 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.) (Galal A, 2006). 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 patdbgeno emergente
en diferentes cultivos, reportados por los siguiente autores: (Hseu et al., 2010),
lo reporta en 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 (Font et al., 2010); muerte regresiva de hojas y ramas de la pera
asiatica (Pyrus pyrifolia) (Li et al., 2009). 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 observo 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 (Cen J, 2012).
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Se identific6 también, Pantoea agglomerans, sinébnimo de Erwnia
herbicola, que es considerada como fitopatdgena, debido a que existen
estudios, donde se ha determinado como una bacteria asociada a la formacion
de sintomas iniciales, de pudricion de las inflorescencias y del cogollo,
seguido de un secado y muerte repentina de palmas de coco (Cocos nucifera
L) (Aguilar et al., 2013).

Segun (Jimenez et al., 2004), reporta que Pantoea agglomerans esta
asociada a la pudriciéon de cogollo en Agave tequila L, causando lesiones
necroticas 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. Ademas, se la ha determinado como causante
de clorosis y necrosis de las zonas foliares de palmito de pejibaye (Bactris
gasipaes K) (Sanchez et al.,, 2003). Debido a estos criterios, se le puede
considerar en esta investigaciéon, 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 inoculacién por heridas, los mismos que fueron colocados en camara
huameda 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 fitopatdgenas (Zucker et al., 1972), caracteristica que no se
encuentra limitada a estos patdgenos en particular (Cuppels D. Kelman A,
1974).
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Las Dbacterias, 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 (Anexo F).

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 alto, puesto
que existe la misma probabilidad de escoger cualquiera de las especies
encontradas (Tabla 7).

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 coleccién. La diversidad y equitabilidad
maxima se alcanza cuando todas las especies estan igualmente presentes
(Pla L, 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 (Vargas J, 2009). Esto concuerda con los datos obtenidos (Tabla
7), 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).

Adicionalmente, se calculé el indice de Jaccard (lj), el cual indica que
existe un 22,22% de similitud entre las cepas de bacterias encontradas en los

dos tipos de palmas aceiteras (Clements et al., 2002). Ver (Anexo D).
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Cabe recalcar, que el calculo de la cantidad, la estimaciéon de la
abundancia y diversidad de bacterias fitopatégenas, se realizé en los grados
de severidad (0 al 5) en palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq) y en los
grados de severidad (0 al 2) en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x
Elaeis guineensis), debido a que este presenta mayor tolerancia a la

enfermedad y al control fitosanitario que la plantacion realiza.

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

en el refrigerador (Waites et al., 2001).

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 identificé 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 Jacq., 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 identificd 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 pudricion de cogollo. A continuacion, se menciona cada una

de ellos.
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En estudios realizados con pudricién de flechas, cogollo y amarillamiento
de hojas, que son sintomas caracteristicos del complejo pudricién 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 (Vargas J, 2009). En esta investigacion, se
obtuvo este hongo, a pesar de no ser un agente causal de esta enfermedad,
no debe descartarse como un microorganismo asociado a la pudricion 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 apice o
de las axilas foliares, con entrenudos reducidos, agrupadas formando una
estructura compacta denominada escoba de bruja (Pérez et al., 2012). Por
otro parte, Fusarium udum E. Butler ha sido reportado, como causante del
marchitamiento de las raices de guisantes, identificado en la india (Joshi S,
2001). Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell, que a pesar
de no ser un hongo cuarentenario, es causante de dafos importantes en
semillas y plantulas de pino cultivadas en viveros forestales (Soldevilla C,
1995). También es uno de los causantes de la pudricion en banano (Zeng et
al., 2013). 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 identificdé 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
(Domsch, 2007).
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De las especies mencionadas anteriormente (Figura 24), 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 25), fue Trichoderma
spp., seguido por Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell.
Por otra parte, el analisis de correspondencia simple muestra, que la
distribucion de géneros y especies de hongos encontrados en los tejidos
analizados, es totalmente diferente en las dos variedades de palma aceitera
(Figuras 26 y 27).

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) (Tabla 11). Esto quiere decir, que el grado de
incertidumbre es alto debido a que no se puede predecir a que especie
pertenecera un individuo tomado a la azar 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 (Newman et al., 2003).

El indice de Simpson, toma en cuenta la dominancia de las especies con
mayor representatividad, facilitando medir la riqueza de los organismos. A
medida que este indice se incrementa, la diversidad decrece (Pielou E, 1969).
Esto concuerda con los datos obtenidos en la (Tabla 11), donde se observa

que el indice de Shannon es mayor al indice de Simpson.

Adicionalmente, se calcul6 el indice de Jaccard (lj), indicando que existe
un 10% de similitud entre las cepas de hongos encontradas en los dos tipos

de palmas aceiteras (Clements et al., 2002) (Anexo D).
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Cabe recalcar, que el calculo de la cantidad, la estimaciéon de la
abundancia y diversidad de hongos fitopatdgenos, se realizé en los grados de
severidad (0 al 5) en palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq) y en los grados
de severidad (0 al 2) en el hibrido interespecifico (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis), debido a que este presenta mayor tolerancia a la enfermedad y

al control fitosanitario que realiza la plantacion.

Para comprobar las especies de Fusarium spp., identificadas con el
sistema Biolog, se realiz6 medidas morfométricas para cada uno de ellas

(Figura 11), analisis 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) um, Fusarium solani (30,21 x 4,04)
um, Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg & O' Donnell (36,22 x 3,35)
pm. 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 (Renard J, 1991).

Para finalizar, en la conservacion 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 (Waites et al., 2001).
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CAPITULO 5: 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 Jacq.), 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 Jacq.) 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.
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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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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES.

Debido, a que algunos géneros de hongos fitopatégenos tales como:
Colletotrichum spp., Curvularia spp., Rhizoctonia spp., Phytium spp., no se
encontraban en la base de datos del equipo, deberian ser identificados hasta

especie con técnicas moleculares, que son mas especificas.

Aunque, se realiz6 los postulados de Koch, infectando tejidos de cebolla
perla (Allium cepa L) con las especies bacterianas obtenidas, se debe
complementar este estudio, realizando infecciones en plantas de palma
aceitera, con las bacterias y hongos obtenidos, para ver si es posible

reproducir los sintomas de la pudricion de cogollo.

Podria, realizarse estudios complementarios incluyendo virus, nematodos

y otros, que influyen en la pudricion de cogollo.
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