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I.  PRUEBAS DE PATOGENICIDAD EN PALMA AFRICANA MATERIAL
GUINEENSIS (Elaeis guineensis Jacq) E HIBRIDO COARI x LA ME (Elagis
oleifera x Elaeis guineensis) EN SAN LORENZO, PROVINCIA DE
ESMERALDAS.”

II. INTRODUCCION.

El cultivo de la palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq) en nuestro pais tiene gran
importancia economica, existiendo 280.000 hectareas plantadas, localizadas en las
Provincias de Esmeraldas, Santo Domingo de los Tsachilas, Pichincha, Los Rios,

Guayas Yy en las Provincias Orientales de Sucumbios y Orellana (Ancupa, 2010).

La superficie de Palma africana cosechada desde 2002 al 2011 manifiestdé una
tendencia descendiente. La regidén en donde mas se cultiva palma africana es en la
costa, la mayor superficie sembrada se encuentra en la Provincia de Esmeraldas con el
61,41% (INEC ESPAC, 2011).

El cultivo de la palma aceitera, tiene gran importancia econémica dentro de la
produccidn agricola del pais tanto en la industria alimentaria y no alimentaria; produce

75,000 millones de ddlares en exportaciones anuales (Zambrano, 2014).

La palma aceitera puede ser atacada por un amplio numero de plagas y enfermedades,
las mismas que pueden causar graves pérdidas en los rendimientos del cultivo. La
pudricion de cogollo (PC), es considerada como una amenaza muy grave, ya que

puede causar la muerte de esta planta (De Franqueville, 2001).

En San Lorenzo existen 4 extractoras, en el afio 2013 se reporté que una de las
extractoras tuvo que parar su funcionamiento debido al descenso drastico de la
produccién de fruta fresca provocada por la pudricion de cogollo (PC), (Zambrano,
2014).

La Pudricion del Cogollo (PC), esta afectando seriamente la produccion y rentabilidad

del cultivo de palma aceitera, esta enfermedad presenta un alto grado de severidad e



incidencia pudiendo llegar a ocasionar la devastacion de plantaciones enteras.
(Gonzélez, 2010).

La pudricion del cogollo PC, o complejo PC, de la palma aceitera, es una alteracion
morfo-fisiologica muy importante que afecta a las plantaciones comerciales, se
caracteriza por pudriciones y secamientos de tejidos en el cogollo (meristema),
acompafado del amarillamiento de las hojas jovenes. La afectacion por esta enfermedad
ha sido reportada en Panama, Colombia, Surinam, Ecuador y Brasil (De Franqueville,
2001).

La etiologia de la pudricion de cogollo en el Ecuador no ha sido estudiada con éxito,
razén por lo que no se tiene claramente definido él o los agentes causales. (Ronquillo,
2010).

Las medidas que se han tomado para controlar esta enfermedad son muy variadas, la
mayoria de ellas sin los resultados esperados, en ciertos casos se ha logrado minimizar
los efectos de la enfermedad mediante la ejecucion de labores agronémicas y culturales.
(Gonzalez, 2010)

No hay definido actualmente un tratamiento que pueda controlar la enfermedad, sin
embargo destacan: la erradicacion de las plantas enfermas para disminuir la fuente de
indculo, dejar en barbecho por lo menos 12 meses en zonas donde existio  alta
incidencia y plantar materiales hibridos inter-especificos O (Oleifera) x G (Guineensis),

gue demuestren alta tolerancia a la PC (Zambrano, 2014).

Renard (1976), realizd aislamientos microbiologicos de las palmas afectadas en la
region de Turbo, mostrando el predominio de cepas del género Fusarium (F.
oxysporum y F. solani) y también de bacterias en los tejidos enfermos. Ronquillo
(2012), en su investigacion de patogenicidad, recomienda realizar pruebas de
patogenicidad con aislados de Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Erwinia spp, en

lazonade San Lorenzo en la Provincia de Esmeraldas.



A. JUSTIFICACION

El cultivo de palma aceitera en el Ecuador actualmente atraviesa serios problemas a
nivel sanitario, principalmente frente al control de la enfermedad conocida como
pudricion del cogollo (PC), ya que se han producido pérdidas sustanciales en las
plantaciones de este cultivo; desde el aparecimiento de esta enfermedad no se tiene

establecido con certeza el origen de la misma.

Entre las acciones que se han realizado para el control de esta enfermedad, destaca la
utilizacion de plantas hibridas (OxG), con caracteristicas de tolerancia a la PC. Esta
medida no ha sido efectiva, ya que se han presentado casos de PC en dichas plantas
(Comunicacioén personal). Las enfermedades del tipo pudricion del cogollo significan
un freno para el desarrollo del cultivo de la palma. A pesar de la investigacion iniciada a
principios de los afios 80 no se ha encontrado ningn agente patégeno o ningln insecto
vector relacionado directamente con el origen de esta enfermedad (De Franqueville,
2001).

Es necesario realizar estudios encaminados en la determinacion del origen del
problema, es decir conocer el agente o los agentes causales de la PC, mediante la
gjecucion de pruebas de patogenicidad. La informacion obtenida permitira tener un
panorama mas claro en la busqueda de actividades mas concretas para el control de esta

enfermedad y asi asegurar el futuro del sector palmicultor del pais.

Este trabajo investigativo, tiene como eje principal la inoculacién de microorganismos
aislados de plantas de vivero con PC, con distintos métodos de inoculacion en plantas
de vivero material Guineensis e hibrido Coari x La Mé (pruebas de patogenicidad) y su

posterior evaluacion.



A. OBJETIVOS

1. General.

Evaluar las pruebas de patogenicidad en palma africana, material Guineensis (Elaeis
guineensis) e hibrido Coari x La Mé (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) en San

Lorenzo, provincia de Esmeraldas.

2. Especificos.

a.  Aplicar los postulados de Koch en plantas de palma aceitera de vivero,

utilizando cepas de Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum y Erwinia spp.

b.  Describir los sintomas externos e internos de las plantas de palma aceitera,
material Guineensis e hibrido Coari x La Mé.

c.  Caracterizar morfologicamente en laboratorio colonias de Fusarium oxysporum,

Fusarium proliferatum y Erwinia spp.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

A. GENERALIDADES DE LA PUDRICION DEL COGOLLO

La enfermedad de la palma aceitera conocida como “pudricion del cogollo” afecta a
decenas de miles de hectareas de las plantaciones de palma aceitera en América del Sur
y América Central. Esta enfermedad ha destruido plantaciones enteras en Panama4,
Colombia, Surinam, Brasil y Ecuador. (De Franqueville, 2001).

Por mas de cuarenta afios el agente causal de la pudricién de cogollo no ha sido
identificado. Segun informacion del Centro de Investigacion de Palma de Aceite
(CENIPALMA) de Colombia, se ha determinado que Phytophthora palmivora Butl, es
el agente causante de las primeras lesiones de esta enfermedad, se afirma que luego del
ataque de Phytophthora palmivora existe la presencia de patdgenos oportunistas como
Fusarium spp, Colletotrichum spp, Thielaviopsis spp y Rhizoctonia spp, entre otros,
ademas de la presencia de bacterias como Pseudomonas spp y Erwinia spp; por ultimo
la presencia de insectos (Rhynchophorus palmarum) que ayudan en el proceso de
pudricion del cogollo.(Martinez, et al. 2010)

Se han realizado varios Trabajos en la investigacion de la PC desde los afios sesenta,
donde se ha encontrado gran complejidad para resolver este problema. Se han
formulado varias hipotesis, de las cuales no se ha podido tener evidencias claras de la

valides de las mismas (De Franqueville, 2001).

Los primeros sintomas de la PC fueron manifestados en los afios sesenta,
especificamente en el afio 1965, en un plantacion ubicada en la region de Turbo en el
norte de Colombia, se reporta grandes pérdidas econdmicas. El avance de la enfermedad
provoco que casi toda la poblacion de Elaeis guineensis sea destruida. Entre los afios
1968 y 1969, Turner (1981) informd que se destruyeron 49.000 palmas aceiteras de
una plantacion de 1.800 hectareas (20%). Para el afio 1973 quedaban 850 hectareas de
las 2.800 ha plantadas en 1960-1961. En el afio 1975 toda la plantacion fue devastada
(Ospina, 1998).



En Ecuador, las primeras observaciones precisas de afectacion por PC datan de 1976,
sin embargo es probable que la enfermedad estuviera presente alli durante varios afios.
Especificamente los primeros ataques de la pudricion del cogollo se registraron en la
vertiente del Pacifico de la cordillera ecuatoriana, en la hacienda Palmeras de los Andes,
en plantas de 3-4 afios de edad, no reportd en palmas mas jovenes en otras plantaciones
del pais (Dzido, et al 1978).

En el afio 1979, la PC aparecia en las palmas de dos afios en la vertiente amazonica,
dando alerta de un devastador ataque; este ataque empezd en 1992-1993 en Shushufindi
(Palmeras del Ecuador, mas de 5.000 ha) y en Huashito (Palmoriente, también con méas
de 5.000 ha), la severidad del ataque acabo con las plantaciones hasta el afio 2000.
(Dzido, et al 1978).

Segun datos ANCUPA (2010), en la Provincia de Esmeraldas en la zona de San
Lorenzo, con una superficie de 20.786 ha en el afio 2010, la PC, provocd la pérdida de
4000 ha. Esta enfermedad reaparecid contagiando a otras 572.000 plantas de palma de

aceite, demostrando que tiene un gran potencial de dafio para el sector palmicultor del
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Figura 1 - Distribucion geogréafica parcial de enfermedades del tipo pudricion del

cogollo en América Latina.



1. Pudricion del Cogollo en Ecuador.

La pudricién del cogollo (PC), es una enfermedad que ha afectado la industria de palma
aceitera en Ecuador. La enfermedad causa el amarillamiento de las hojas jovenes o
cogollo de la palma, seguido por la pudricion y secamiento de la flecha, puede causar la

muerte de la palma si la pudricion alcanza los tejidos meristematicos (Ronquillo, 2011).

En la pudricion del cogollo se reconocen dos formas: la forma letal que es
predominante en el Ecuador y en la Amazonia brasilefia y en ciertas zonas de Colombia
y Surinam; y la forma no letal, con una alta tasa de recuperacion de la palma que es

principalmente encontrada en los Llanos colombianos (De Franqueville, 2003).

De Franqueville. (2003), manifiesta que el cultivo de la palma aceitera en América
Latina es afectada por una amplia gama de plagas y enfermedades, la pudricion del
cogollo (PC) es una de la mayores amenazas para este cultivo. Presentdndose

principalmente en Ecuador, Colombia, Brasil, Panama y Surinam.

En el Oriente Ecuatoriano se realizo el seguimiento preciso de la progresion de la PC, se
Ilegd a emitir la hipdtesis que el tiempo de incubacion promedio de la enfermedad es de
15 meses. (Perthuis, 1991).

B. HIPOTESIS SOBRE LA PUDRICION DE COGOLLO.

1. Hipdtesis biotica

Se han formularon varias hipétesis sobre la causa de la PC; considerandose aspectos

fisiolégicos, nutricionales y atague de hongos, virus y bacterias.

Laing (2009), menciona que la pudricion de cogollo es una enfermedad clésica causada
por una especie o sepa de bacteria u hongo que puede complicarse mas por el ataque de
varios insectos, esta hipotesis segin dicho autor no tiene fundamento ya que se han
realizado varias pruebas y no se ha llegado a definir pruebas definitivas.



Segun Martinez et al. (2008), la PC es una enfermedad de origen bidtico causada por el
patdégeno Phytophthora palmivora Butl. A este agente se lo asocia como el iniciador del

proceso infectivo.

En el afio 1996 se llevd a cabo una reunion con investigadores, cultivadores y
procesadores de palma de aceite para conocer sobre las investigaciones sobre el manejo
y control de la PC. Se defini6 segin CENIPALMA la existencia de diferentes
microorganismos, estos fueron aislados de muestras con sintomas de PC durante varios
afios (Santos, 2010).

Lo que se encontrd en esta investigacion fue patégenos como Pythium spp., Fusarium
spp y Thielaviopsis spp. A los primeros se lo asocia con dafio en la flecha sin la
existencia de un mal olor, al que se lo asocia con mal olor es a Thielaviopsis spp

denotando un olor similar al de plantas naturalmente afectadas (Santos, 2010).

Segun Bachy (1954) citado por Sarria et al (2008), en Sibiti, en el Congo-Brazzaville se
pudo percibir una fuerte asociacion entre la pudricion del cogollo, las bacterias y hongos

del genero Fusarium, principalmente F.oxysporum, F. solani y F. roseum.

Duff (1963), aislo de los tejidos enfermos una bacteria del género Erwinia, similar a
Erwinia lathyri con la cual él obtuvo los sintomas de la pudricion en plantas jovenes de
palma aceitera después de haber inducido un choque fisiolégico provocando un retardo

en el crecimiento (De Franqueville, 2001).

Nieto et al. (1996) enuncia que las pruebas realizadas por varios investigadores no han
logrado reproducir la enfermedad por la utilizacion de métodos inadecuados de
inoculacion, ya que en las plantaciones existe similitud de sintomas y en los

aislamientos siempre se mantiene la aparicion de los mismos patdgenos.

Perthuis et al (1991), citan que el agente causal puede ser un virus o un micoplasma con

un insecto como vector.



En Ecuador, se ha podido registrar hongos del genero Fusarium spp y Thielaviopsis
paradoxa, como causantes de la enfermedad, y en Colombia, se tienen Fusarium

moniliforme var. subglutinans, F. solani (Mart.) y Thielaviopsis spp. (Nieto, 1996).

Relacionado con la PC esta la aparicion de un insecto plaga, Rhynchophorus palmarum
al cual se le atribuye un dafo directo a las plantas. Este insecto causa dafio directo a las
plantas de palma cuando se encuentra en estado larval, ya que se alimenta de las bases
peciolares de la zona del cogollo. Estos insectos en estado adulto son fuertemente
atraidos por el olor de palmas afectadas con pudricion, ya que son sitios 6ptimos para su
reproduccion. En estados avanzados de pudricién, la reproduccion de R. palmarum
impide la recuperacion de la palma ya que ataca el meristemo y asi causa la muerte de
dicha planta (Aldana et al, 2011).

Slobbe y Rocha (1991), enuncian que aparentemente el cultivo de cubierta en las
plantaciones de palma aceitera no tiene influencia en la progresion de la PC. Ademés
se destaca que el polen derivado de plantas afectadas con PC, colocado en
inflorescencias de plantas sanas no muestra relaciéon alguna con la diseminacion de la

enfermedad.

2. Hipdtesis Abittica

Segun Laing (2009), la PC tiene su origen en un complejo de factores climéticos y
edaficos manifestdndose como en un desorden de tipo nutricional, se recalca que no se
tienen pruebas contundentes durante mucho tiempo de realizadas investigaciones. La
incidencia de la PC depende del tipo de suelo, en suelos mas arcillosos se tiene una
tendencia mayor de tener esta enfermedad, este dato es muy variable ya que el suelo en

si presenta variabilidad espacial.

El aspecto central para la PC esta relacionado con el contenido de Calcio en la solucién
del suelo y su disponibilidad, es asi que la hipdtesis planteada parte de que la causa es
una deficiencia de calcio en momentos criticos de desarrollo y crecimiento del
meristemo y su severidad se deriva del nivel de aluminio presente en el suelo (solucién

del suelo superficial) en donde se encuentra la mayoria de las raices. (Laing, 2009).



Acosta y Manevar (2005), sugieren que la PC esté relacionada con el estrés nutricional
y propiedades fisicas y quimicas del suelo.

El Centro Nacional de Investigaciones en Palma Aceitera de Colombia (CENIPALMA)
demostré que la incidencia de la PC es generalmente mayor en zonas donde existen
limitantes fisicas en el suelo como suelos arcillosos (altas cantidades de arcilla entre 0 y
40 cm); compactacion, mala conductividad hidraulica (mal drenaje) y una concentracion

de nutrientes deficiente.

Viegas, et al (2000), registraron la concentracion de cobre, hierro, manganeso y zinc en
las hojas de las plantas infectadas y sanas. Se encontr6 que la concentracion de hierro en
la hoja No. 17 fue mayor en las palmas infectadas, se relaciono la toxicidad por hierro

como un factor predisponente en la PC.

C. SINTOMATOLOGIA DE LA PC.

1. Sintomatologia Externa.

La primera manifestacion del disturbio es amarillamiento tenue de las hojas jovenes del
tercio superior de la palma, sin presentarse aun dafio aparente de las hojas plegadas
(flechas) o de otros érganos. A medida que los sintomas progresan, el amarillamiento se
hace mas intenso a nivel de las hojas anotadas y estas inician un secamiento en los

apices y margenes de los foliolos. (Jiménez, 1991)

Los foliolos de las hojas 1 a 4 presentan un color bronce que se inicia en los apices y se
difunde en forma descendente, después de lo cual se secan también en forma
descendente. Se produce un amarillamiento en las hojas intermedias y bajas, en un

lapso de 5 a 6 meses llegan a secarse (Louise, et al 2007).
Las flechas presentan manchas de color café oscuro, que corresponden a una pudricion

que se extiende rapidamente hacia la base, lo que produce la caida de la flecha. En

ocasiones la flecha principal se abre antes de caerse (nueva hoja) junto con la flecha que
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la sigue, en esta condicion se puede arrancar facilmente toda la parte central (Louise, et
al 2007).

Cuando las condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de la enfermedad,
hay un incremento en el nimero y tamafio de las lesiones, que en casos severos afectan
toda la flecha (Martinez et al, 2010).

Las sintomatologias varian desde clorosis en hojas jovenes, en dependencia de la
ubicacion geografica, amarillamiento de los foliolos de la base hacia la parte distal,
pudricién de la base de la flecha y acumulacién de flechas pegadas y cerradas. Ademas
colapso y doblamiento de las hojas jovenes y pudricion de color anaranjado-amarillento
o café rojiza que se extiende hasta alcanzar el meristema. (Bastidas, (2006) y Renard,
(1976)).

2. Sintomatologia interna.

Las raices son normales y no se observa ningun secamiento ni pudricion. No aparece
ninguna pudricién a lo largo del estipite. Solo la parte superior es afectada: Al inicio
parece normal, salvo una ligera coloracion crema alrededor del meristemo, que presenta
una coloracion amarilla. En algunos casos se pueden observar pequefias lineas de color
salmon saliendo del meristemo hacia las hojas jovenes. Luego el meristemo se pudre
rapidamente, liberando un olor desagradable y tomando una textura cremosa (Louise, et
al 2007).

Como resultado de todo el dafio que ocurre en la zona del cogollo, una palma adulta
enferma pierde todo sus tejidos nuevos, y solo permanecen verdes las hojas que se

formaron antes de la infeccion (Martinez, et al 2010).

Jiménez (1991), describe que en estados avanzados, la pudricion se extiende al
meristemo apical de crecimiento, comprometiendo bases peciolares y primordios
florales. Dependiendo de las condiciones climéticas, edad y estado de desarrollo de la
palma, esta puede morir en un periodo que oscila entre 4 a 8 meses, después de

observados los primeros sintomas.
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3. Sintomatologia a nivel de vivero.

Martinez, et al (2010) reporté en Tumaco casos de palmas de vivero de seis meses de
edad con PC.

Los sintomas iniciales aparecen con una lesion café que se ubica en el tercio superior
de la flecha. Las flechas que le siguen a la que tiene los sintomas iniciales, presentan un
avance progresivo de la severidad de la infeccion hasta llegar al estado de créater, que
corresponde a la pudricion del meristemo y muerte de la planta. Al realizar una
diseccion de la planta, es posible observar en el nivel de cogollo y meristemo el avance
de la pudricion por los haces vasculares y los primordios de los foliolos. Martinez, et al
(2010).

D. MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA PC.

1. Género Fusarium.

En América Latina Renard, (1976), realizé aislamientos de palmas afectadas con PC,
encontrando gran predominio de cepas de Fusarium (F. oxysporum y F. solani) y

bacterias en el tejido afectado.

El Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) reporta que Fusarium solani es
el hongo aislado con mayor recurrencia desde tejido afectado con la pudricion del
cogollo (INIAP, 2011).

a. Taxonomia.

Fusarium es un organismo Eucariota, perteneciente al Reino: Fungi, Phylum:
Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Clase: Sordaryomycetes, Orden:
Hypocreales, Familia: Nectriaceae, Subfamilia: Nectriaceae mitosporicos, Género:
Fusarium. Crous et al. (2004)
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b. Morfologia

La forma y tamafio de las esporas es la caracteristica principal para el reconocimiento de
Fusarium spp. Las esporas estan dispersas en el micelio aéreo o en esporodoquios o
masas limosas. Los macroconidios son curvados, pluriseptados, con una célula apical
mas 0 menos puntiaguda y en muchas especies con una célula basal en forma de pie.
Los microconidios son comunmente unicelulares, elipsoidales, fusiformes, claviformes,
piriformes o subglobosos, similares en ancho a los macroconidios, con una base
redondeada o truncada, por lo general formando cabezuelas mucosas, pero en algunas

especies en cadenas basipetas (Booth, 1971).

No siempre son producidos ambos tipos de esporas. Los conidioforos del micelio aéreo
en algunos casos sélo constan de una célula conididgena, en otros estan ramificados, a
veces en verticilos. Las monofialides producen conidios desde una sola abertura y en las
polifidlides surgen las esporas desde méas de una abertura en la misma célula (Booth,
1971).

Segun Leslie & Summerell, (2006) citados por Ronquillo (2011), las clamidosporas, son
una importante caracteristica de muchas especies de Fusarium y no estan bien
conservadas evolutivamente. Las clamidosporas pueden estar formadas solas, dobles, en
grupo o en cadenas y se forman en seis semanas y pueden producirse en poca cantidad.

2. Género Erwinia.

En la zonas de Shushufindi y Huashito Allen et al. 1995, citado por Franqueville (2001)
encontraron analogias entre la PC y el fuego bacteriano de los arboles frutales causado
por Erwinia amylovora. Las dos enfermedades analogas son influenciadas por los

factores ambientales y el manejo cultural.

En el caso de la pudricion del cogollo del coco causado por Phytophthora palmivora o
Phytophthora katsurae, hay una asociacién estrecha entre el agente patoldgico y
Erwinia spp. Las bacterias son principalmente sapréfitas siguen la dispersion de

Phytophthora palmivora causando la maceracion de los tejidos. (Quillec et al., 1984).
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a. Taxonomia

Las especies del género Erwinia pueden dividirse en cuatro grupos: “amylovora”
(marchitamientos no pectoliticos), ‘“carotovora” (pudriciones blandas pectoliticas),

“herbicola” (pigmento amarillo) y un ultimo grupo atipico (Dye, 1981).

b. Caracteristicas morfologicas

Erwinia amylovora, forma bacilos Gram negativos solos o en grupos. La morfologia de
la colonia depende en gran medida del medio y condiciones de crecimiento (Vanneste,
2000). Las colonias en agar nutriente con sacarosa al 5% suelen ser de color blanco,
brillante, mucoso con estrias radiales y un anillo central después de 2 a 3 dias de
crecimiento a 27 °C (Dickey, 1984), citado por Vanneste (2000).

Erwinia carotovora, las colonias desarrolladas en medio de cultivo agar nutritivo son de
forma circular, borde liso, superficie convexa, color blanco cremoso, crecimiento
abundante y reflectancia a la luz oblicua. Presenta tincion Gram negativa y flagelos
peritricos. No hay crecimiento a 37°C, en la prueba de reduccién de sucrosa hay

ausencia de un precipitado (Schaad et al., 2001).

D. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

La patogenicidad es la capacidad de ciertos organismos para incitar el desarrollo de una
enfermedad infecciosa. Cuando existen lesiones de una enfermedad se asocia con varios
entes vivos, no siendo todos los agentes causales de la enfermedad. La aplicacion de los
postulados de Koch permiten llegara determinar el agente causal de una enfermedad
desconocida (Loor, 2008).

1. Postulados de Koch.

Los postulados de Koch fueron formulados por Robert Koch, a partir de experimentos
con Mycobacterium tuberculosis, para establecer la etiologia de la tuberculosis,

actualmente esta metodologia se ha sido generalizada para el resto de las enfermedades
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infecciosas. El protocolo de Koch no puede ser aplicado siempre con el rigor requerido
cuando se trata de patdgenos obligados que no crecen en medios sintéticos de
laboratorio (Volcy, 2008).

Segun Duff (1963), en la Republica del Congo, Erwinia lathyri es el agente causal de la
PC.

a. Postulados de Koch.

1) El patdgeno es asociado estrictamente y siempre con enfermedad en todas las

plantas enfermas absolutamente sin excepciones (Agrios, 2005).

2) El patdgeno, como potencial agente causante, debe ser aislado desde las plantas
con los sintomas y establecido en cultura pura. Esto puede ser dificil con
parasitos obligados, pero las metodologias modernas han ido evolucionando

para satisfacer este requisito (Agrios, 2005).

3) Las plantas sanas de prueba deben ser de la misma especie y cultivo, y la
inoculacion de una planta sana debe reproducir exactamente los sintomas
iguales. Esto puede ser dificil cuando el organismo es aislado de un cultivo
desconocido. EI completo rango de sintomas se debe reproducir idénticamente a
la planta enferma inicial, tomando en consideracion las diferencias entre la
planta inicial y la planta de prueba, el ambiente y la salud del inoculo (Agrios,
2005).

4) El patogeno debe ser re-aislado de la planta inoculada y la identidad confirmada
como iguales a la aislante original. EI organismo recuperado debe ser idéntico al

aislante original, sin ninguna excepcion (Agrios, 2005).
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IV. MATERIALES Y METODOS

A. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

1. Localizacién

El presente ensayo se realizo en los predios de la Empresa Palmera de los Andes

ubicada en el Cantén San Lorenzo, Provincia de Esmeraldas.

2. Ubicacion Geografica

Altitud: 92 m.s.n.m
Latitud: 0145141

Longitud: 0753818

3. Condiciones Meteoroldgicas *

Temperatura promedio anual: 27 °C.
Precipitacion promedio anual: 2900 mm.

Humedad promedio anual: 85-97 %.

4. Clasificacion Ecologica.

Segun Holdrige (1982), la zona de estudio corresponde a la formacion ecologica Bosque
Humedo tropical (bh-T).

* Fuente: Estacion Meteoroldgica Palmera de los Andes, (2013).



B. MATERIALES

1.

Material Bioldgico.

- 450 Plantas de vivero Hibrido Interespecifico Coari.(5 meses)
- 450 Plantas de vivero variedad Elaeis guineensis (4 meses)

- Inéculo de Fusarium spp. (Fusarium 1)

- Inoculo de Fusarium proliferatum (Fusarium 2)

- In6culo de Erwinia spp.

Materiales y equipos de campo

Umbraculo

- Zaran
- Vigas de Madera
- Motosierra

Inoculacién

- Carborundo

- Palillos con algoddn

- Agujas

- Jeringas Hipodérmicas estériles.

- Recipientes con atomizador (calibrados)
- Cintas adhesivas de identificacion
- Alcohol

- Agua destilada

- Marcadores permanentes

- Cémara fotogréafica

- Libreta de campo

- GPS

- Pilas Alcalinas.
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c. Evaluacion Quincenal.

- Formato impreso de registro de Datos
- Lapiz y Esferogréafico

- Cémara Fotogréfica.

d. Evaluacién Final.

- Formato impreso de registro de Datos
- Lapiz y Esferograficos

- Cémara Fotogréfica

- Cuchillo y machete

- Flexometro

- Base de Madera.

-  Toalla.

4. Materiales de Laboratorio

a. Aislamiento

- Formato de registro de Datos

- Céamara Fotogréfica

- Agua corriente

- Cuchillos

- Recipientes para lavado de muestras

- Clorox

- Agua esteril

- Papel absorbente estéril

- Céamara de aislamiento de flujo laminar

- Medio de cultivo: agar-agar



b. Obtencion de Cultivo Puro

- Medio Nutritivo: Papa Dextrosa Agar y Agar Nutritivo
- Autoclave

- Placas de Petri

- Aguja de aislamiento

- Alcohol

- Mechero de Bunsen

- Marcador permanente

- Incubadora

5. Observaciones Microscopicas.

- Microscopio Optico

- Placas Porta y Cubreobjetos

- Laftofenol-violeta de genciana
- Mechero de Bunsen

- Lente Ocular con escala.

- Cémara Fotogréfica.

6. Materiales de oficina

- Formatos de campo.
- Computador.

- Marcadores.

- Separadores.

- Calculadora.

- Archivero

- Grapadora

- Perforadora.



C. METODOLOGIA

1. Disefio Experimental

Se utilizd disefio de bloques completamente al azar en arreglo bifactorial (DBCA) con

3 repeticiones.

2. Factores en Estudio

a. Factor A: Microorganismos: Fusarium spp. Yy Fusarium proliferatum *,
caracterizados molecularmente por el Centro de Investigacion Genética y Biotecnologia
de La Habana, Cuba y Erwinia spp caracterizada morfo-fisiol6gicamente en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de

Las Villas de Cuba; aislados de plantas de vivero del hibrido Coari x La Mé con PC.

- Al=Fusarium 1 (Fusarium spp)(Fusarium oxysporum¥)

- A2= Fusarium 2 (Fusarium proliferatum)

- A3=Erwinia 1 (Erwinia spp)

- A4=Fusarium 1 + Erwinia 1(Fusarium spp + Erwinia spp)

- Ab5= Fusarium 2 + Erwinia 1 (Fusarium proliferatum + Erwinia spp)

- A6 = Sin microorganismos

b. Factor B: Métodos de Inoculacion.

- B1 = Aplicacion con puncién en tres puntos de la flecha (1 ml por punto)
- B2 = Aplicacion a la flecha sin dafio mecanico ( 10 ml)
- B3= Aplicacién a la flecha con dafio mecénico ( 10 ml)
- B4= Aplicacién a las raices sin dafio mecanico (20 ml)

- B5= Aplicacion a las raices con dafio mecanico (20 ml)

*Virgilio Valmas. Investigador. Department of Agricultural Sciences Plant Pathology and Entomology Unit. Universita degli

studi di Sassari.



3. Esquema del disefio experimental.

Cuadro 1. Esquema del anélisis de varianza del ensayo.

Fuentes de Variacion Foérmula GL
A (Microorganismos) a-1 5
B (Métodos de Aplicacion) b-1 4

Interaccion A x B @-1)*b-1) 20
Error (r-1)*(ab) 60
TOTAL (@*b*r) -1 89

4. Tratamientos

Los tratamientos resultaron de la combinacion de los dos factores en estudio, las
primeras  inoculaciones  corresponden a los  microorganismos  utilizados
individualmente, los siguientes tratamientos consistieron en la combinacion de
Fusarium oxysporum con Erwinia spp y Fusarium proliferatum con Erwinia spp.

(Herrera, 2012).

Para establecer un control experimental se utilizd agua destilada estéril, esta fue
colocada en las plantas del ensayo de la misma forma que los caldos microbianos. Cada
tratamiento tuvo 5 unidades experimentales disponiéndose en tres bloques. (Herrera,

2012).
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Cuadro 2. Tratamientos establecidos para las pruebas de Patogenicidad en Palma

Africana.
TRATAMIENTOS | CODIGO DESCRIPCION

Tl AlB1 Fusarium 1 con puncion en 3 puntos de la flecha

T2 AlB2 Fusarium 1 con aplicacion a la flecha sin dafio mecanico

T3 Al1B3 Fusarium 1 con aplicacion a la flecha con dafio mecéanico

T4 AlB4 Fusarium 1 con aplicacion a las raices sin dafio mecanico

T5 Al1B5 Fusarium 1 con aplicacion a las raices con dafio mecanico

T6 A2B1 Fusarium 2 con puncion en 3 puntos de la flecha

T7 A2B2 Fusarium 2 con aplicacion a la flecha sin dafio mecénico

T8 A2B3 Fusarium 2 con aplicacion a la flecha con dafio mecéanico

T9 A2B4 Fusarium 2 con aplicacion a las raices sin dafio mecéanico

T10 A2B5 Fusarium 2 con aplicacion a las raices con dafio mecanico

T11 A3B1 Erwinia 1 con puncion en 3 puntos de la flecha

T12 A3B2 Erwinia 1 con aplicacion a la flecha sin dafio mecanico

T13 A3B3 Erwinia 1 con aplicacion a la flecha con dafio mecéanico

T14 A3B4 Erwinia 1 con aplicacién a las raices sin dafio mecanico

T15 A3B5 Erwinia 1 con aplicacion a las raices con dafio mecanico

T16 A4B1 Fusarium 1+Erwinia con puncion en 3 puntos de la flecha

T17 A4B2 Fusarium 1+Erwinia con aplicacion a la flecha sin dafio mecanico

T18 A4B3 Fusarium 1+Erwinia con aplicacion a la flecha con dafio mecanico

T19 A4B4 Fusarium 1+Erwinia con aplicacién a las raices sin dafio mecanico

T20 A4B5 Fusarium 1+Erwinia con aplicacion a las raices con dafio
mecénico

T21 A5B1 Fusarium 2+Erwinia con puncién en 3 puntos de la flecha

T22 A5B2 Fusarium 2+Erwinia con aplicacion a la flecha sin dafio mecanico

T23 A5B3 Fusarium 2+Erwinia con aplicacion a la flecha con dafio mecanico

T24 A5B4 Fusarium 2+Erwinia con aplicacién a las raices sin dafio mecanico

T25 A5B5 Fusarium 2+Erwinia con aplicacion a las raices con dafio
mecanico

T26 A6B1 Sin microorganismos con puncion en 3 puntos de la flecha

T27 A6B2 Sin microorganismos con aplicacion a la flecha sin dafio mecanico

T28 A6B3 Sin microorganismos con aplicacion a la flecha con dafio mecénico

T29 A6B4 Sin microorganismos con aplicacion a las raices sin dafio
mecénico

T30 A6B5 Sin microorganismos con aplicacion a las raices con dafio

mecanico
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5. Analisis Funcional.

Para los factores e interacciones con significancia estadistica se utilizd la prueba de
Tukey al 5%. Los sintomas presentados en los distintos tratamientos y bloques fueron
descritos en base a caracteristicas cualitativas de las plantas, se describieron sintomas
externos e internos, con esta informacion se trabajo con escalas para valorarlos

cuantitativamente.

6. Pruebas de Patogenicidad.

Se empled agentes microbianos aislados de plantas de vivero de palma aceitera del
hibrido Coari x La Mé de 6 meses de edad, de la Empresa Palmeras de Los Andes,
ubicada en el Canton San Lorenzo (Agrios, 2005). Para las pruebas de patogenicidad se
utilizaron plantas de vivero de palma aceitera del material Guineensis de 4 meses de
edad procedentes del vivero de Quininde lote 3 — 2013 y del hibrido Coari x La Mé de
5 meses de edad del vivero ubicado en San Lorenzo de la empresa Palmera de los
Andes; teniendo una condicion de plantas sanas y vigorosas (Dhingra y Sinclair, 1995).
Las pruebas fueron realizadas en los predios de la Empresa Palmera de los Andes

ubicada en el Cant6n San Lorenzo.

Las caracteristicas morfoldgicas de los aislados del género Fusarium (inoculo) se las
realiz6 midiendo las estructuras reproductivas de los mismos en el microscopio éptico a
400 aumentos (Novo, 1983). Ademas se midio el crecimiento radial de los mismos en
medio Papa Dextrosa Agar a 25 °C, cada 24 horas en placas de Petri de 90 mm de

diametro.

Los metodos de inoculacion se realizaron depositando el indculo directamente sobre el
hospedante (plantas de palma), se inocul6 mediante puncion en tres puntos en la flecha,
aspersiones a la flecha y raiz con y sin dafio mecanico (Herrera, 2012; Dhingra y
Sinclair, 1995).
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a. Preparacion del Inéculo.

1) Incremento del Indculo

Para el aumento de indculo se resembrd micelio de Fusarium oxysporum y Fusarium
proliferatum respectivamente en varias placas de Petri con medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar estéril, y se las incubo a 25 °C hasta que llenen la placa (Castellanos, et
al 2011).

En el caso de la bacteria Erwinia spp, se transfirié colonias bacterianas a placas de
Petri con Agar Nutritivo estéril y se las incubd a 25 °C. Todo el procedimiento anterior
se lo llevd a cabo en la cdmara de flujo laminar (Brown, 2009). La codificacion de
Fusarium oxysporum fue PASL 0112, Fusarium proliferatum PASL 0712 y Erwinia
EL.

2) Calculo de la concentracion del Inéculo

Para las cepas de hongos se realiz6 el conteo de conidios utilizando una camara
Newbauer, con los datos obtenidos se procedié al célculo respectivo, valiéndose de la
siguiente formula: V1 x C1==V2 x C2.

De donde V1 = Volumen 1
C1= Concentracién 1
V2= Volumen 2

C2= Concentracion 2 (Castellanos, etal .2011)

En el caso de las bacterias se hizo diluciones sucesivas y se cont6 el nimero de colonias

existentes en las placas de Petri. (Brown, 2009).

3) Preparacion del Indéculo

El indculo utilizado fue preparado en una camara de flujo laminar, se utilizé 1 litro de
medio de cultivo estéril Patata Dextrosa Broth, al que se le afiadié la mitad del medio de

cultivo Papa Dextrosa Agar de la placa de Petri con Fusarium oxysporum y de la misma
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forma para Fusarium proliferatum. Los aislamientos fueron cultivados en un bioreactor

con una concentracion de 1 x 10 ® conidios/ mL (Sanchez, et al. 2002 y Booth, 1971).

En el caso de las bacterias del género Erwinia, fueron cultivadas en un bioreactor con
medio de cultivo estéril Agar Nutritivo Broth, incubados a 20 °C por cinco dias, la
concentracion para inoculacion fue de 1 x 10 ® UFC/ mL (Sanchez, et al. 2002 y Booth,
2002).

b. Inoculacion

La inoculacion se hizo con bombas atomizadoras de mano, la calibracion se la realizé
segun el volumen expulsado en cada bombeo. Para la inoculacion en la flecha con
puncion se utilizé una aguja estéril gruesa para poder penetrar el tejido del tallo y se

inyectd el indculo correspondiente en cada agujero con una jeringa hipodérmica estéril.

La disposicion del tratamiento previamente establecido, se llevé a cabo colocando las
plantas en bloques (3), con 5 plantas por fila. Luego en cada fila se procedio a etiquetar

segun el tratamiento correspondiente.

Para provocar herida en la flecha se utiliz6 un palillo impregnado con carborundo y se
friccion6 sobre el tejido de la flecha, la naturaleza abrasiva de este material permitié

generar ligeras lesiones en el tejido superficial.

En el caso de las raices, se utilizd un rastillo de mano el cual permitio retirar una
porcion de tierra 'y dejar al descubierto las raices. La tierra removida de cada planta fue

colocada en una funda pléastica y luego de la inoculacion fue devuelta a su sitio original.

El indculo preparado fue mantenido a baja temperatura en una nevera portatil, dentro de
recipientes previamente esterilizados y etiquetados desde la salida del laboratorio hasta
el momento de su aplicacion. Al momento de la aplicacion se agitd previamente el

material a inocular.
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c. Evaluacion y Registro de sintomas

Se evaluo quincenalmente la sintomatologia a partir de la fecha de inoculacion, se llevd
un registro de todas las plantas del ensayo. Se tom6 como referencia la carta de colores
Pantone (www.ciarepro.es. 2014), para la evaluacion de la coloracién de las hojas
cercanas a la flecha; a nivel de flecha se evalud la existencia 0 no de necrosis y se
también se tomd en cuenta la afectacion por plagas.

En caso de mostrar las plantas del ensayo alguna anormalidad, se registré su estado
mediante una camara fotografica, ademas el estado de todas las plantas utilizadas en el
ensayo fue registrado en formato escrito.

De las evaluaciones generales, existié plantas con sintomas muy evidentes de la PC,
dichas plantas fueron analizadas en laboratorio, enfocandose en el aislamiento del
agente patdgeno presente a nivel de raiz, base de raiz, flecha y meristema (Agrios,
2005).

d. Aislamiento de Hongos y Bacterias

1) Transporte de Plantas

Se lo realiz6 en vehiculo previamente acondicionado, siguiendo las recomendaciones de
AGROCALIDAD ESMERALDAS, la ruta de movilizacién se la realizé siguiendo esta
ruta: San Lorenzo, Lita, Ibarra, Quito, Riobamba. Cada planta transportada fue
etiquetada con el nimero de bloque y fila correspondiente.

2) Registro de sintomas

Se tomo en cuenta el aspecto externo e interno de cada planta estudiada y se registro
fotograficamente. Al igual que en vivero, se registrd su aspecto general, el estado de la
flecha y de sus las hojas cercanas.

26



3) Toma de muestras

Para el analisis en laboratorio, el primer paso fue retirar la tierra contenida en las fundas
y luego se lavo todas las raices con agua corriente. Se contabilizé el nimero de raices
segun su condicion: sanas, necrosadas parcialmente y necrosadas totalmente.

De las raices necrosadas, se tomo6 una porcion de tejido de interfase (tejido sano y
enfermo) y se lo ubicé en un recipiente adecuado.

Para las muestras de base de raiz se corto transversalmente entre el sitio de union de las
raices y el tallo. Del corte transversal se registrd la presencia o ausencia de necrosis, y
se corto un disco de aproximadamente 4 mm, de éste se cortd secciones finas de tejido
de interfase de forma rectangular.

La parte aérea de la planta (hojas) fue cortada secuencialmente hasta llegar a quedar con
la parte central (flecha y base de flecha). La parte meristeméatica fue cortada
longitudinalmente con el fin de observar la existencia de dafio por necrosis. La muestra
tomada del meristema se cortd en pequefias secciones rectangulares.

Las muestras de flecha fueron tomadas de la parte central de la misma, en caso de
existir necrosis se tomd tejido de interfase y se colocé en un recipiente adecuado.

4) Desinfeccion.

Se coloco las muestras obtenidas de las palmas estudiadas en recipientes agujereados
desde la parte media en un flujo continuo de agua por 20 minutos (llave de grifo).
Transcurrido el lavado, se afiadié una solucion de hipoclorito de sodio al 5 % y se dejo
transcurrir 5 minutos finalmente se enjuag6 con agua estéril (Ronquillo, 2011)

5) Siembraen Agar — Agua

Las siguientes etapas fueron realizadas dentro de la camara de flujo previamente
esterilizada con desinfectante organico y rayos UV, las muestras de tejido obtenidas

fueron colocadas en papel absorbente, una vez secas se coloco en placas de Petri con
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medio agar-agua estéril. Las muestras puestas en las placas de Petri fueron selladas con
cinta adhesiva e incubadas a 25 °C (Dhingra, O. & Sinclair, J. 1995).

6) Siembra en Papa Dextrosa Agar.

Se realiz6 el seguimiento de las muestras sembradas en agar-agua, al existir desarrollo
de micelio en las muestras, se lo repicé en placas de Petri con medio Papa Dextrosa
Agar estéril y se incub6 a 25°C.

7) Siembraen Agar Nutritivo.

En caso de presencia de colonias bacterianas en el medio agar-agua se sembro dichas

colonias en agar nutritivo estéril y se lo incubé a 25 °C.

8) Identificacion morfoldgica de hongos y bacterias.

Los aislados de Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum y Erwinia spp., de las
diferentes plantas traidas al laboratorio, fueron observados microscépicamente. En el
caso de los hongos se tomo fotografias microscopicas a 400 X, del micelio y de las
estructuras reproductivas. Para las bacterias se observd bajo el microscopio a 400 X, el

tipo de colonia, borde, y coloracion (Novo, 1983).
Las caracteristicas de los hongos aislados de las plantas estudiadas fueron comparadas
con las caracteristicas de los hongos inoculados inicialmente.

9) Placas.

De todos los aislamientos fungosos obtenidos de cada planta se preparé placas
portaobjetos con una gota de laptofenol-violeta de genciana y una pequefia porcion de
micelio, se fijo con esmalte, y etiquetd con su respectivo dato de origen.
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7. Evaluacion general de los sintomas en las plantas Coari y Guineensis.

La evaluacion final se la realiz luego de trascurridos 6 meses desde la inoculacion, esta
actividad consistio en una observacion externa e interna del estado sintomatico de las
860 plantas del ensayo y se las agrup6 por tratamiento y repeticion.

a. Evaluacion Sintomas Externos.

La sintomatologia presentada por cada planta fue valorada cualitativamente, se registro
la siguiente informacién: color de las hojas cercanas a la flecha, estado de la flecha y la
altura (Cuadro 3). Los registros escritos, llevan un respaldo fotogréafico.

Cuadro 3. Escala para valoracién de sintomas externos en las plantas de la prueba de
patogenicidad.

‘ Clorosis necrosis

| Clorosis amarillamiento

b. Evaluaciéon Sintomas Internos.

Para la valoracion interna se procedio a separar la tierra de las fundas y se lavo la zona
radical de las plantas. Para evaluar internamente el estado de las plantas se cortd
longitudinalmente desde la base de la raiz hasta la flecha y se registré los sintomas
presentados (Cuadro 4). Ademas Se contabilizé el nimero de raices sanas, parcialmente
necrosadas y totalmente necrosadas (Cuadro 5).

Cuadro 4. Escala para valoracion de sintomas internos a nivel de base de raiz en las
plantas de la prueba de patogenicidad.

ESCALA BASE DE RAICES

Sin necrosis

pAB Necroética
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Cuadro 5. Escala para valoracion de sintomas internos a nivel de raiz en las plantas de
la prueba de patogenicidad.

ESCALA RAICES
0% Sin Sintomas

0.1% -25% | Raices Necrosadas
25.1 % -50 % | Raices Necrosadas
50,1 % - 75 % | Raices Necrosadas
75.1 % - 100 % | Raices Necrosadas
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

A. SINTOMATOLOGIA DE LAS PLANTAS DE VIVERO CON PC

Las plantas del hibrido Coari de 6 meses de edad procedentes del vivero de la empresa
Palmeras de los Andes de las cuales se aislaron los microorganismos inoculados en la
prueba de patogenicidad presentaron los siguientes sintomas: clorosis de las hojas

alrededor de la flecha (Fig.2), necrosis descendente en la flecha (Fig.3), necrosis de

raices y la base del sistema radical (Fig.4).

Figura 3. Necrosis descendente de flecha, hibrido Coari (6 meses). Octubre 2013



Figura 4. Necrosis a nivel de raiz y base de raiz, hibrido Coari (6 meses). Octubre 2013

En investigaciones de CENIPALMA, se determind que en palmas de vivero se pueden
presentar sintomas comparables a los de la PC reconocida en estados tempranos en
palmas adultas. Manifestandose quemazén de los foliolos en uno de los lados de la hoja
mas joven; amarillamiento del tercio superior de la misma, pudricion y debilitamiento

de las nuevas flechas a la altura del cogollo. (Martinez y Torres 2007).

De Franqueville (2001), enuncia que los primeros sintomas de la enfermedad (PC),
denotan una clorosis en las hojas jovenes. Ademas, las plantas con manifestacion de
sintomas méas avanzados pueden presentar retraso en su crecimiento (Louise, et al.
2007).

En plantas adultas la sintomatologia se presenta con clorosis en las hojas jovenes,
amarillamiento de los foliolos de la base hacia la parte distal, pudricion de la base de la
flecha y acumulacion de flechas pegadas y cerradas. Ademas colapso y doblamiento de
las hojas jovenes y pudricion de color anaranjada-amarillento o café rojizo que se
extiende hacia abajo hasta alcanzar el punto de crecimiento (Sanchez, citado por
Bastidas, 2006). La sintomatologia presentada en las plantas del hibrido Coari
utilizadas en esta investigacion y analizadas en el laboratorio, mostraron relacién con la

sintomatologia citada anteriormente.
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B. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

De los trabajos realizados en el Laboratorio del Departamento de Sanidad Vegetal-
Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo, en plantas de vivero del hibrido Coari de 6 meses de edad, se
obtuvieron aislamientos de microorganismos correspondientes al género Fusarium spp

y Erwinia spp.

Los microorganismos utilizados en la prueba de patogenicidad fueron identificados
morfologica y culturalmente en la Universita degli Studi di Sassari-ltalia,
correspondiendo el aislamiento 0712 a Fusarium proliferatum y el 0112 a Fusarium
oxysporum; ademas los dos aislamientos del género Fusarium fueron identificados
molecularmente en el centro de Investigacién genética y Biotecnologia de la Habana,
Cuba; correspondiendo, al aislamiento 0712 a Fusarium proliferatum y 0112 a
Fusarium spp. La bacteria fue identificada morfoldgica y culturalmente en la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad Central de Las Villas, Cuba correspondiendo a

Erwinia spp.

1. Crecimiento.

Cuadro 6. Crecimiento radial promedio (mm) de 2 aislados del género Fusarium en

medio Papa Dextrosa Agar a 25 °C.

Oh | 24h | 48h 72h 96h | 120h | 144h | 168h | 192h | 216h | 240h
Fusarium 5 1794|1213 |16,34 | 21,25 | 25,41 | 29,94 | 34,53 | 38,47 | 40,84 | 41,38
oxysporum
Fusarium 5 16,97| 9,06 | 11,75 | 14,19 | 16,41 | 18,56 | 20,56 | 22,63 | 24,97 | 27,16

proliferatum

Los aislados de Fusarium oxysporum Yy Fusarium proliferatum en medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (colocados en placas de Petri de 90 mm) fueron incubados a 25
°C; el aislado correspondiente a Fusarium oxysporum  presentd mayor velocidad en el
crecimiento radial en comparacion al crecimiento radial de Fusarium proliferatum

(Cuadro 6 y Figura 5).
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La medicion de crecimiento diametral promedio obtenida a los ocho dias en el aislado

de Fusarium oxysporum presentd 76,94 mm; Fusarium oxysporum tiene crecimiento

rapido en Papa Dextrosa Agar a 25 °C en 8 dias puede alcanzar 7.5 — 8 cm de diametro.

Demostrando correlacion a lo reportado por Gerlach y Nirenberg, (1982); Leslie y
Summerell, (2006).

Fusarium proliferatum presentd un ritmo de crecimiento radial menor que Fusarium

oxysporum. Burgues et al. (2001), citado por Leslie & Summerell, (2006), indican que

puede crecer de 25 a 35 mm en tres dias, estos valores no concuerdan con los valores

obtenidos en este ensayo.

IS
o

N
o

w
(92}

w
o

N
(6]

N
o

Crecimiento Radial (mm)
=
(03]

10

1l

Ll

0

24

48

72

96

120 144 168 192 216 240

Horas

m112

712

Figura 5. Crecimiento radial promedio de Fusarium oxysporum (0112) vs Fusarium

proliferatum(0712) en Papa Dextrosa Agar a 25 °C.
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De acuerdo al andlisis de varianza para el crecimiento radial promedio de dos aislados

del género Fusarium (Cuadro 7), existen diferencias -estadisticas

altamente

significativas en el crecimiento de los dos aislados.

Cuadro 7. Anélisis de varianza para el crecimiento radial promedio de dos aislados del

género Fusarium.

F.V. SC gl CM F p-valor Significancia
Crecimiento  3346,91 1 3346,91 58,59 <0,0001 **
Repeticion 42,62 7 6,09 0,11 10,9979
Error 8967,99 157 57,12
Total 22159,82 175

La prueba de Tukey al 5 % (cuadro 8), muestra en el rango A con una media de 24,85

mm a Fusarium oxysporum y en el rango B a Fusarium proliferatum con una media de

16,13 mm ubicandose en el rango B.

Cuadro 8. Prueba de Tukey al 5% para crecimiento radial de dos aislados del género

Fusarium.

Aislados Medias Rango
Fusarium oxysporum 24,85 A
Fusarium proliferatum 16,13 B
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2. Caracteristicas Morfoldgicas.

Se analizd las caracteristicas microscopicas de los aislados de Fusarium oxysporum y
Fusarium proliferatum (Cuadro 9). Principalmente se observo las caracteristicas del
micelio y de sus estructuras reproductivas. Los valores de longitud de las observaciones
a 400 X fueron multiplicados por 2,545 (factor de conversion) para obtener su valor en

micras.

Las valores promedio para microconidias en Fusarium oxysporum (Fig. 6) fueron 8,56
Mm X 2,77 um y para macroconidias con tres septos 29,81 x 2,55 um. Segin Gerlach y
Nirenberg (1982), Fusarium oxysporum presenta microconidias de 4-13 x 2-3.5 pm,
generalmente las clamidosporas son abundantes, las macroconidias de tres septos miden
18-54 x 2,7-6 um, puede tener macroconidias de hasta 7 septos. Los valores obtenidos

estan dentro del rango reportado por los autores citados.

Las microconidias de Fusarium proliferatum (Fig. 7) en promedio midieron 7,24 um de
largo y 2,55 um de ancho; las macroconidias de tres septos presentaron 30,78 pum de
largo por 2,55 um. Gerlach y Nirenberg (1982) reportan que Fusarium proliferatum
presenta microconidias de 3-16 x 1,2-5,3 um, las macroconidias de tres septos 19-59 x
2.6 — 5 um y no tiene clamidosporas. Los valores obtenidos estan dentro del rango

reportado por los autores citados.

Las bacterias del género Erwinia observadas al microscopio (1000 X), tienen forma de
bastoncitos grandes (bacilos), el tipo de configuracion de las colonias en Agar Nutritivo
es filiforme, con elevacion plana con margenes irregulares y coloracion cremosa

brillante. Son bacterias Gram negativas. (Fig. 8 y 9).
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Cuadro 9. Medidas microscopicas (400 X) promedio de aislados de Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum.

AISALDO um ?Dl?e:nn:(g?rsg irr;li Monofialide | Polifialide * R 1P0Iiﬁlf\;1"2Oles Mieroconicias 1 septo M2a %reogt%rs]idiaz septos
Fusarium Largo 34 21,53 X X X 8,56 14,76 20,96 29,81
oxysporum Ancho 2,63 X X X 2,77 2,84 2,55
Fusarium Largo X 28,5 40,4 21,51 | 18,79 7,24 13,89 20,73 30,78
proliferatum | Ancho 2,55 2,55 2,55 2,55 2,55 2,55 2,55

R = Ramificacioén.

X = No existe.

* Base de la Polifialide hasta la bifurcacion, (inicio de las ramificaciones).
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3. Aislados en Cultivo Puro.

Figura 7. Fusarium proliferatum en medio PDA (2 = Cédigo PASL 0712).
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Figura 8. Colonias de Erwinia spp en medio agar nutritivo. Vista simple (A) y
observacion en estereoscopio a 40 X (B).

Figura 9. Forma bacilar y reaccion de Gram negativa de bacterias del género Erwinia
(E1) observada a 1000 aumentos.

39



C. SINTOMATOLOGIA DE LAS PLANTAS DEL ENSAYO.
1. COARI

a. Sintomatologia Externa.

Los sintomas externos de las plantas del hibrido Coari evaluadas en el umbraculo
(Cuadro 10 y 13), se caracterizaron por presentar clorosis general de las hojas méas
jovenes, con el 82,22 %; el 13,11 % de las plantas present6 un desarrollo gradual de
sintomas foliares, pasando de hojas cloréticas a clordticas amarillentas; en el 3,56 % de
las plantas existi6 mayor grado de afectacion con clorosis, amarillamiento hojas

alrededor de la flecha y necrosis de la flecha.

Cuadro 10. Sintomatologia externa presentada en el hibrido Coari expresada en

porcentaje en la prueba de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

N° de
Grado| plantas %
1 1 0,22
2 370 82,22
3 59 13,11
4 4 0,89
5 16 3,56
Total 450 100

La Pudricion del Cogollo (PC) en su sintomatologia clasica se inicia con el
amarillamiento de las hojas nuevas (parte central) del cogollo, denominado también
“clorosis”. Luego se presentan lesiones necrdticas de la hoja bandera, las que después
descienden hacia los tejidos meristematicos. La flecha puede o no estar acompafada de
doblamiento. La pudricién en el tejido meristematico aparece como una licuefaccion de
tejidos, con emision de un olor fétido (ANCUPA & AGROCALIDAD. 2013).

Las zonas de mayor incidencia en el pais son aquellas donde prevalece una alta
humedad relativa, y temperaturas entre 25 a 30 grados centigrados, como: la Amazonia
Ecuatoriana (Provincias de Sucumbios y Francisco de Orellana) y San Lorenzo en la
Provincia de Esmeraldas. (Cuadro 11 y Figura 10), (ANCUPA & AGROCALIDAD,
2013).
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Cuadro 11. Valores de temperatura y precipitacion registrados durante los 6 meses de
la prueba de patogenicidad.

MESES Temperatura media(|°C) Precipitacion (mm)
Septiembre 2013 27,6 88,3
Octubre 2013 26,8 2126
Noviembre 2013 28,0 12,7
Diciembre 2013 26,7 107,8
Enero 2014 27,2 359,2
Febrero 2014 27,0 340,3
Marzo 2014 28,2 184,3
Promedio 27,4 186,5
Acumulado - 1305,2

Fuente: Estacion meteorol6gica la Chiquita, Empresa Palmera de los Andes (2013-14).
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Figura 10. Precipitacién registrada desde la instalacion hasta la evaluacion final (6

meses) en la prueba de patogenicidad. San Lorenzo 2014.
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Figura 11. Temperatura registrada en los 6 meses de la prueba de patogenicidad. San
Lorenzo 2014.
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Los primeros sintomas de la PC se denotan por una clorosis en las hojas jovenes (De
FRANQUEVILLE, 2001). Las plantas con manifestacion de sintomas mas avanzados

presentaron retraso en su crecimiento (Louise et al., 2007).

Ariza et al., (2008) citado por Martinez et al, 2010, manifiesta que si las condiciones
son favorables, el proceso de pudricion puede destruir todo los nuevos tejidos que se

estan formando y finalmente, llega a afectar la zona meristematica.

En el analisis de varianza para los sintomas externos en las plantas del hibrido Coari
del ensayo San Lorenzo-Palmera de los Andes (Cuadro 12), muestra que existen
diferencias estadisticas no significativas para los microorganismos inoculados, métodos

de inoculacion y la interaccion entre microorganismos y métodos de inoculacion.

CUADRO 12. Analisis de varianza para los sintomas externos presentados en plantas

del hibrido Coari. Ensayo patogenicidad, San Lorenzo 2014.

F.V. SC gl CM F p-valor Significancia
Microorganismo 035 5 0,07 0,16 0,9769 ns
Sitio de Inoculacion 0,63 4 0,16 0,36 0,8342 ns
Interaccion 8,14 20 0,41 0,94 0,5367 ns
Error 182,00 420 0,43
Total 191,12 449
CV 29,21 %.

ns: No Significativo

La valoracion asignada en la escala de sintomas externos (Cuadro 3), tomd en
consideracién el estado sintomatoldgico de las hojas y flecha; las plantas con sintomas
caracteristicos de clorosis, amarillamiento y necrosis en la flecha fueron seleccionadas,
una por tratamiento para su estudio a nivel de laboratorio. Las plantas utilizadas como
control experimental mostraron sintomatologia similar al resto de los tratamientos
realizados. Cada grado de la escala de sintomas externos presentados en las plantas del
ensayo se los representa con una coloracion analoga a su estado, con esta asignacion se
puede notar de forma general la manifestacion de los sintomas en todo el ensayo del
hibrido Coari (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Sintomatologia externa manifestada por las plantas del hibrido Coari
(Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), valoradas segun escala numérica en la prueba de

patogenicidad.

REPETICION | | REPETICION Il | REPETICION III
TRATAMIENTO FACTORA  FACTORB p1 p2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5

T1 Bl
T2 B2
T3 Al B3
T4 B4
T5 B5
T6 B1
T7 B2
T8 A2 B3
T9 B4
T10 B5
T11 Bl
T12 B2
T13 A3 B3
T14 B4
T15 B5
T16 B1
T17 B2
T18 A4 B3
T19 B4
T20 B5
T21 Bl
T22 B2
T23 A5 B3
T24 B4
T25 B5
T26 Bl
T27 B2
T28 Ab B3
T29 B4
T30 B5
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b. Sintomatologia Interna a nivel de Raiz.

En el andlisis de varianza para los sintomas internos a nivel de raiz en las plantas del
hibrido Coari del ensayo San Lorenzo, evaluadas en el umbraculo (Cuadro 14), muestra
que existen diferencias significativas para los microorganismos inoculados; en cambio
que para sitios de inoculacion, y la interaccion entre los dos factores no existe

diferencias estadisticas significativas.

CUADRO 14. Andlisis de varianza para los sintomas internos a nivel de raiz en el

hibrido Coari. Ensayo patogenicidad, San Lorenzo 2014.

F.V. SC gih CM F p-valor Significancia
Microorganismo 8,68 5 1,74 2,60 0,0249 *
Sitio de Inoculacién 3,10 4 0,77 1,16 0,3287 ns
Interaccion 8,72 20 0,44 0,65 0,8726 ns
Error 280,80 420 0,67
Total 301,30 449
CV 34,91%.

*: Significativo

ns: no significativo

La prueba de Tukey al 5% para la manifestacion de sintomas a nivel de raiz (Cuadro
15), presenta dos rangos para el tipo de microorganismo inoculado. El rango A
corresponde a la inoculacion de Fusarium oxysporum combinado con Erwinia spp con
una media de 2,53 correspondiendo al rango de valores entre 25 a 50 % de raices
necroticas segun la escala de severidad establecida; mientras, que la inoculacion de
Fusarium proliferatum combinado con Erwinia spp se encuentra en el rango B con una
media de 2,11 en la escala de severidad (similar al caso anterior). Los tratamientos
correspondientes a las inoculaciones con Fusarium oxysporum, Erwinia spp y Fusarium

proliferatum y el control experimental se encuentran en el rango Intermedio A B.
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CUADRO 15. Prueba de Tukey al 5% para el tipo de microorganismo inoculado segun
la sintomatologia expuesta posterior a la inoculacion de los aislados del género

Fusarium y bacterias del género Erwinia.

Microorganismo Medias Rango
4,00 2,53 A

1,00 2,45 AB
6,00 2,40 AB
3,00 2,29 AB
2,00 2,27 AB
5,00 2,11 B

La valoracion asignada en la escala de sintomas internos a nivel de raiz (Cuadro 4),
tomd en consideracion el porcentaje raices necrosadas en cada planta analizada.Cada
grado de la escala tiene una coloracion anéloga al porcentaje de necrosis de raices
existentes, con esta asignacion se puede notar de forma general la manifestacion de los

sintomas en todo el ensayo del hibrido Coari (Cuadro 16 y 17).

Cuadro 16. Sintomatologia a nivel de raiz presentada en plantas del hibrido Coari
expresada en porcentaje en la prueba de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

Grado N° %
1 20 4,44
2 315 70,00
3 77 17,11
4 17 3,78
5 21 4,67
450 100
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Cuadro 17. Sintomatologia Interna manifestada a nivel de raiz en plantas del hibrido

Coari (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), valoradas segin escala numérica en la

prueba de patogenicidad. San Lorenzo 2014.
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c. Sintomas Internos a nivel de Base de Raiz.

En el andlisis de varianza para los sintomas internos a nivel de base de raiz en las
plantas del hibrido Coari del ensayo San Lorenzo-Palmera de los Andes, evaluadas en el
umbréculo (Cuadro 18), muestra que existen diferencias estadisticas no significativas
para los microorganismos inoculados, métodos de inoculacion y la interaccion entre

microorganismos y métodos de inoculacion.

CUADRO 18. Analisis de varianza para los sintomas internos a nivel de base de raiz en

plantas del hibrido Coari. Ensayo patogenicidad, San Lorenzo 2014.

F.V. SC gl CM F p-valor  Significancia
Microorganismo 0,18 5 0,04 0,22 0,9559 ns

Sitio de Inoculacion 1,32 4 0,33 2,00 10,0938 ns
Interaccion 3,53 20 0,18 1,07 0,3785 ns

Error 69,33 420 0,17

Total 74,36 449

CV 33,61%

ns: No Significativo

La sintomatologia presentada en la mayoria de plantas a nivel de base de raiz se
observo lesiones necroticas con coloracion ocre amarillenta (Cuadro 19 y 20). Al
realizar un corte longitudinal se observd que la necrosis avanza en direccion del
crecimiento del bulbo radical, pero no llega a afectar la zona meristematica. La
afectacion presentada internamente provoco un retraso en el crecimiento de las plantas,

especialmente en plantas con hojas amarillentas.

Martinez y Torres (2007), establecen que las palmas de vivero pueden presentar

sintomas comparables a los de la PC en palma adulta.

Cuadro 19. Sintomatologia interna en base de raiz presentada en plantas del hibrido

Coari, expresada en porcentaje en la prueba de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

Grado N° %
1 356 79,11
2 94 20,89
450 100
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Cuadro 20. Sintomatologia Interna manifestada a nivel de base de raiz en plantas del

hibrido Coari (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), valoradas segun escala numérica en

la prueba de patogenicidad.
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2. MATERIAL GUINEENSIS (Elaeis guineensis Jack)

a. Sintomas Externos.

Segun los sintomas y la escala del ensayo (Cuadro 21), el 83,74% corresponde a plantas
clordticas (Escala2); las plantas con clorosis y amarillamiento se manifiestan en un
14,03 % (Escala 3), el 1,78% de las plantas presentd necrosis tipica de la flecha
(Figura. 13y 14).

Cuadro 21. Sintomatologia externa presentada en plantas del material Guineensis

expresada en porcentaje en las pruebas de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

Grado N° %
1 2 0,45
2 376 83,74
3 63 14,03
4 0 0,00
5 8 1,78
Total 449 100

En el andlisis de varianza para los sintomas externos en las plantas del material
Guineensis del ensayo San Lorenzo-Palmera de los Andes (Cuadro 22), muestra que
existen diferencias significativas para los microorganismos inoculados y para la
interaccion entre organismo inoculado y el sitio de inoculacion. Para los métodos de
inoculacion no existen diferencias estadisticas significativas. El coeficiente de variacion

entre los tratamientos fue de 22,17 %.

CUADRO 22. Analisis de varianza para los sintomas internos a nivel de base de raiz en

plantas del material Guineensis en las pruebas de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

F.V. SC gl CM F p-valor Significancia
Microorganismo 3,80 5 0,76 3,23 0,0072 *

Sitio de Inoculacién 1,33 4 033 141 0,2304 ns
Interaccion 17,12 20 0,86 3,63 <0,0001 *x
Error 98,67 419 0,24

Total 120,91 448
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La prueba de Tukey al 5% para la manifestacion de sintomas externos (Cuadro 23),
presenta dos rangos para el tipo de microorganismo inoculado. El rango A corresponde
a la inoculacién de Fusarium oxysporum combinado con Erwinia spp con una media de
2,36 correspondiendo al rango de plantas clordticas y cloroticas amarillentas en la
escala de severidad; mientras, que la inoculacion Fusarium proliferatum combinado con
Erwinia spp, Fusarium oxysporum y el control experimental se encuentra en el rango B
con una media de 2,13; 2,11; 2,11 (rango clordticas, cloroticas amarillentas), en la
escala de severidad, respectivamente. Las inoculaciones individuales de Fusarium

proliferatum y Erwinia spp., se encuentran entre en el rango AB.

CUADRO 23. Prueba de Tukey al 5% segun el microorganismo inoculado en plantas

Guineensis en las pruebas de patogenicidad.

Microorganismo Medias Rango
4,00 2,36 A
2,00 2,25 AB
3,00 2,17 AB
5,00 2,13 B
1,00 2,11 B
6,00 2,11 B

La prueba de Tukey al 5% para la interaccion de microorganismos inoculados y el
método de inoculacion (cuadro 24), presenta dos rangos, en el rango A, Erwinia spp
inoculada a la flecha con dafio mecanico y Fusarium oxysporum combinado con
Erwinia spp inoculado con puncidn a la flecha en tres puntos con una media de 2,67
correspondientes segun la escala a plantas cloréticas y cloréticas amarillentas; el
control experimental inoculado a la raiz con dafio mecanico se ubica en el rango B con
una media de 1,93 correspondiendo a plantas clordticas. El resto de interacciones se

encuentran en el rango AB.

50



CUADRO 24. Prueba de Tukey al 5% para la interaccion de microorganismos
inoculados y método de inoculacion segln la sintomatologia de las plantas del material

Guineensis en la prueba de patogenicidad. San Lorenzo 2014.

Microorganismo Método de Inoculacién Medias Rango

3,00 3,00 2,67 A

4,00 1,00 2,67 A

4,00 5,00 2,60 AB
4,00 2,00 2,53 AB
2,00 5,00 2,47 AB
6,00 1,00 2,40 AB
5,00 4,00 2,33 AB
2,00 4,00 2,33 AB
1,00 1,00 2,33 AB
2,00 1,00 2,33 AB
5,00 3,00 2,27 AB
6,00 2,00 2,20 AB
3,00 4,00 2,20 AB
2,00 3,00 2,13 AB
1,00 4,00 2,13 AB
5,00 5,00 2,07 AB
1,00 5,00 2,07 AB
5,00 2,00 2,00 AB
6,00 4,00 2,00 AB
6,00 3,00 2,00 AB
5,00 1,00 2,00 AB
3,00 1,00 2,00 AB
2,00 2,00 2,00 AB
1,00 3,00 2,00 AB
1,00 2,00 2,00 AB
4,00 4,00 2,00 AB
4,00 3,00 2,00 AB
3,00 2,00 2,00 AB
3,00 5,00 2,00 AB
6,00 5,00 1,93 B

A los quince dias de instalado el ensayo, en la evaluacion realizada se encontro dafio de
insectos a nivel del area foliar (Figura 12) y necrosis en la flecha (Figura 13); ademas,
la hoja uno presentd clorosis y amarillamiento. Se realiz6 un control quimico para
controlar esta plaga. Una de las plantas del ensayo fue eliminada por el ataque de esta
plaga. Segun Raygada, (2005), en los primeros meses de vivero de palma aceitera es

frecuente la presencia del “gusano cogollero” Spodoptera sp.

51



Figura. 12. Planta del material Guineensis con dafio a nivel del area foliar. Ensayo
patogenicidad. San Lorenzo 2014

Figura. 13. Planta del material Guineensis con necrosis a nivel de flecha y
amarillamiento de la hoja uno .Ensayo patogenicidad. San Lorenzo 2014.
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Figura. 14. Planta del material Guineensis con atrofiamiento. Sintomatologia a nivel
externo (A), planta afectada a raiz desnuda (B), necrosis a nivel de la base de raiz (C),

necrosis a nivel de meristema. Ensayo patogenicidad, San Lorenzo 2014.
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Cuadro 25. Sintomatologia externa manifestada en plantas del material Guineensis
(Elaeis guineensis), valoradas segln escala numérica en las pruebas de patogenicidad,
San Lorenzo 2014.

REPETICION | REPETICION I REPETICION I

TRATAMIETO FACTORA  FACTORB p1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5

T1 B1 =
T2 B2

T3 Al B3

T4 B4

T5 B5

T6 Bl |2|2|2|2]|2]|2|5|2|2|2|2]|2 0 52|
T7 B2 | 2|2]2|2|2|2|2]|2]|2| |2]|2|2]|2]|2
T8 A2 B3 [2]2]|2|2]|2|3|2|2|2|3|2]|2|2]|2]|2
T9 B4 777777

10 BS
T11 B1

T12 B2

113 A3 B3
T14 B4

T15 B5

T16 B1

o2 |3lafalalafalalalalala]alals]a
T18 Ad B3

T19 B4

20 BS
T21 Bl |2]2)2]2|2]|2|2]2]|2|2|2]2]|2|2]2]
T22 B2

T23 AS B3

T24 B4

T25 B5

T26 Bl

T27 B2

T28 A6 B3

T29 B4 | 2]2|2|2|2]|2|2]|2|2]|2|2]2]|2]2]2]
T30 B5
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b. Sintomas Internos a nivel de Raiz.

En el andlisis de varianza para los sintomas internos a nivel de raiz en las plantas del
material Guineensis del ensayo San Lorenzo 2014 (Cuadro 26), muestra que existen
diferencias significativas para la interaccion microorganismo inoculado y método de
inoculacién, mientras que para microorganismos inoculados y los  métodos de
inoculacién no existen diferencias estadisticas significativas. El coeficiente de variacion

entre los tratamientos fue de 36,59 %.

CUADRO 26. Analisis de varianza para los sintomas internos a nivel de raiz en plantas

del material Guineensis. San Lorenzo 2014.

F.V. SC gl CM F p-valor Significancia
Microorganismo 3,94 5 0,79 1,75 0,1215 ns
Sitio de Inoculacién 3,69 4 092 205 0,0867 ns
Interaccion 2433 20 1,22 2,70 10,0001 *
Error 188,51 419 0,45
Total 220,47 448

La prueba de Tukey al 5% para la interaccion de microorganismo inoculado y el método
de inoculacion (Cuadro 27), presenta tres rangos, el rango A con una media de 2,3 en la
escala (valores entre 25 y 50 % de necrosis de raiz), corresponde a la interaccion del
control experimental (agua estéril) con aspersion a la raiz con dafio mecénico; en el
rango C con un valor de media de 1,33 en la escala ( Necrosis hasta el 25% de las
raices) se encuentra el control experimental aplicado a la raiz sin dafio mecanico. El

resto de interacciones se encuentran entre el rango AC.

De igual forma que en la manifestacion de sintomas externos, la afectacion en el
desarrollo por el ataque de insectos y necrosis en la flecha, mantiene una relacion
importante en los sintomas presentado a nivel de raiz. Estas plantas presentaron pocas

raices, ademas el porcentaje de necrosis en las mismas fue considerable. (Figura.14. B)
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CUADRO 27. Prueba de Tukey al 5% segun la sintomatologia interna a nivel de raiz,
en plantas del material Guineensis, en la prueba de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

Microorganismo Sitio de Inoculacion Medias Rango
6,00 5,00 2,3 A
1,00 2,00 2,3 AB
2,00 1,00 2,2 ABC
4,00 4,00 2,1 ABC
3,00 4,00 2,1 ABC
6,00 1,00 2,1 ABC
3,00 2,00 2,1 ABC
2,00 5,00 2,0 ABC
3,00 1,00 2,0 ABC
4,00 5,00 2,0 ABC
6,00 3,00 1,9 ABC
1,00 3,00 1,9 ABC
5,00 4,00 1,9 ABC
3,00 3,00 1,9 ABC
5,00 2,00 1,9 ABC
2,00 2,00 1,9 ABC
6,00 2,00 1,8 ABC
3,00 5,00 1,8 ABC
1,00 5,00 1,8 ABC
5,00 5,00 1,8 ABC
1,00 1,00 1,7 ABC
4,00 2,00 1,7 ABC
2,00 3,00 1,6 ABC
1,00 4,00 1,5 ABC
4,00 3,00 1,5 ABC
5,00 3,00 1,5 ABC
2,00 4,00 1,5 ABC
5,00 1,00 1,4 BC
4,00 1,00 1,4 BC
6,00 4,00 1,3 C

De igual forma que para el hibrido, en el caso de la valoracién asignada en la escala de
sintomas internos a nivel de raiz para las plantas del material Guineensis (Cuadro 4),
tomo en consideracion el porcentaje raices necrosadas en cada planta analizada.Cada
grado de la escala tiene una coloracion analoga al porcentaje de necrosis de raices

existentes (Cuadro 28).
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Cuadro 28. Sintomatologia interna manifestada a nivel de raiz en plantas del material

Guineensis (Elaeis guineensis), valoradas segin escala numérica en la prueba de

patogenicidad, San Lorenzo 2014.
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c. Sintomas Internos a nivel de Base de Raiz.

En el andlisis de varianza para los sintomas internos a nivel de base de raiz en las
plantas del material Guineensis del ensayo San Lorenzo-Palmera de los Andes (Cuadro
29), muestra que existen diferencias significativas para los  microorganismos
inoculados; diferencias altamente significativas para método de inoculacion y para la
interaccion entre microorganismo inoculado y los métodos de inoculacion diferencias

significativas. El coeficiente de variacion entre los tratamientos fue de 20,10 %.

CUADRO 29. Analisis de varianza para los sintomas internos a nivel de base de raiz en

el hibrido Coari en las prueba de Patogenicidad, San Lorenzo 2014.

F.V. SC gl CM F p-valor Significancia
Microorganismo 055 5 0,11 244 10,0340 *
Sitio de Inoculacién 4,30 4 1,08 23,69 <0,0001 falad
Interaccion 146 20 0,07 1,61 0,0478 *
Error 19,07 420 0,05
Total 25,38 449

* Significativo

** Altamente significativo

La prueba de Tukey al 5% para el microorganismo inoculado (Cuadro 30), presenta dos
rangos, el rango A Fusarium oxysporum combinado con Erwinia spp con una media de
1,12 correspondiente a plantas con necrosis en la base de raiz segn en la escala, el
control experimental (agua estéril) aplicado con puncion en la flecha en tres puntos se
encuentra en el rango B con un mediad de 1 (plantas con base de raiz sana), el resto de

microorganismos inoculados se encuentran entre el rango AB.

CUADRO 30. Prueba de Tukey al 5% para el tipo de microorganismo inoculado en
plantas del material Guineensis en la prueba de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

Microorganismo Medias Rango
4,00 1,12 A
3,00 1,07 AB
2,00 1,07 AB
5,00 1,05 AB
1,00 1,05 AB
6,00 1,00 B
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Para sitio de inoculacion segun la prueba de Tukey al 5% (Cuadro 31), existen dos
rangos, el rango A corresponde a la inoculacion en la flecha con puncidn en tres puntos
con una media de 1,26 segun la escala plantas con base de raiz necrotica, los demas

métodos de aplicacion corresponden al rango B.

CUADRO 31. Prueba de Tukey al 5% para el método de inoculacion segun la
sintomatologia interna presentada a nivel de base raiz, en plantas del material

Guineensis en la prueba de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

Sitio de Inoculacién Medias Rango
1,00 1,26 A
4,00 1,01 B
5,00 1,01 B
3,00 1,01 B
2,00 1,01 B

La prueba de Tukey al 5% para la interaccién de microorganismo inoculados y los
métodos de inoculacion (cuadro 32), presenta tres rangos, en el rango A Fusarium
oxysporum combinado con Erwinia spp inoculados a la flecha con puncién en tres
puntos con una media de 1,47 en la escala ,es decir plantas con necrosis en la base de
raiz ;en el rango AB la inoculacion de Erwinia spp en la flecha con puncion en tres
puntos con una media de 1,33 segln la escala correspondiente a base de raiz necrotica.
Fusarium proliferatum; Fusarium proliferatum combinado con Erwinia spp vy
Fusarium oxysporum inoculados en la flecha con puncién en tres puntos se encuentran
el rango ABC teniendo una media de 1,27, 127 y 1,20 en la escala (base de raiz
necrotica) respectivamente, las demas interacciones se ubican en el rango C con media

igual a 1 en la escala (base de raiz sana).
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CUADRO 32. Prueba de Tukey al 5% para la interaccion de microorganismo y sitio de

inoculacién segun la sintomatologia interna manifestada a nivel de raiz en plantas del

material Guineensis en la prueba de patogenicidad, San Lorenzo 2014.

Sitio de
Microorganismo | Inoculacién Medias Rango

4,00 1,00 1,47 A
3,00 1,00 1,33 AB
2,00 1,00 1,27 ABC
5,00 1,00 1,27 ABC
1,00 1,00 1,20 ABC
2,00 2,00 1,07 BC
1,00 5,00 1,07 BC
4,00 4,00 1,07 BC
4,00 3,00 1,07 BC
2,00 5,00 1,00 C
2,00 3,00 1,00 C
2,00 4,00 1,00 C
5,00 2,00 1,00 C
6,00 3,00 1,00 C
6,00 4,00 1,00 C
6,00 5,00 1,00 C
6,00 2,00 1,00 C
5,00 5,00 1,00 C
5,00 4,00 1,00 C
5,00 3,00 1,00 C
3,00 2,00 1,00 C
1,00 4,00 1,00 C
1,00 3,00 1,00 C
1,00 2,00 1,00 C
3,00 3,00 1,00 C
4,00 5,00 1,00 C
4,00 2,00 1,00 C
3,00 5,00 1,00 C
3,00 4,00 1,00 C
6,00 1,00 1,00 C

La sintomatologia presentada a nivel interno en la base raiz al realizar un corte

longitudinal del estipite, se la represento en base a la escala establecida (Cuadro 5) y se

le asigno colores segun su condicion. (Cuadro 33)
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Cuadro 33. Sintomatologia interna manifestada a nivel de base de raiz en plantas del

REPETICION Il

REPETICION Il

REPETICION |

material Guineensis (Elaeis guineensis), valoradas segun escala numérica en la prueba
TRATAMIENTO ~ FACTORA ‘ FACTORB p1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 PS5 P1 P2 P3 P4 P5

de Patogenicidad. San Lorenzo 2014.

| | | A | | | | 1111711111111111111
| | | | | | - 1111!11111111111111
| | | ]| - 1111111171111 | | | A | | | |
| | | | | | A | HA| | | A | HA| | | - | | | A | | | |
| | A A A | | | A | A | | A A A | | - | | | A | | | |
111111111111117 | | - | | | A | | | |
111111111111117 | | | A A HA| | HA| | A A |
| | | A | | | | 11117 | | | | A A A| | | A |
| | | A A | | | | | A A A | A A A A | HA| A A A A | | -
111.1111111111111111111111111
| | A A A A A A A A A HA| A A A A| HA| A A| A A HA| HA| HA| HA| A HA| | -
11111111111111—.11111111111111
2 B 3 B2 DD 3] B2 DB I B2 DRI B2 DRI B|2| D B| I B

- (3] (32} < n (<}

< < < 2 < <
Nl o sl nfol sl ol SIS A S ASSSSRENRIRERRS
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D. REASLAMIENTO DE MICROORGANISMOS INOCULADOS EN EL
ENSAYO.

Las plantas enfermas con sintomatologia de hojas cloréticas, amarillentas y necrosis en
la flecha se trasladaron al laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Recursos
Naturales ESPOCH, para su estudio siguiendo el mismo protocolo de aislamiento
microbiano establecido en las plantas patrones.

Dhingra y Sinclair (1995), resaltan que para el establecimiento de una enfermedad
mediante inoculacion de microorganismos se debe transferir el inoculo a una planta
sana, este luego debe penetrar y colonizar los tejidos de su hospedero y posteriormente
se deben manifestar sintomas o signos de la enfermedad en estudio. Este proceso puede
ser influenciado por el ambiente.

1. Comportamiento Inoculaciones en Plantas Coari.

a. Fusarium oxysporum.

A nivel de meristema (puncién) y flecha (sin dafio mecéanico) se presenté Fusarium
oxysporum, en el tratamiento a la flecha con dafio mecéanico no hubo desarrollo micelial,
en la raiz y base de raiz de la planta se desarroll6 Fusarium oxysporum; en el caso de la
inoculacion sin dafio mecanico a la raiz se presentdé Fusarium oxysporum y asociado un
aislamiento con micelio negruzco Chalaropsis spp, del tratamiento a la raiz con dafio

mecanico se aislé Fusarium oxysporum (mismo agente inoculado). (Cuadro 34)

Cuadro 34. Prueba de patogenicidad con Fusarium oxysporum en plantas del hibrido

Coari. San Lorenzo 2014.

TRATAMIENTO | AGENTE INOCULADO AGENTE AISLADO
AlB1 Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
AlB2 Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
Al1B3 Fusarium oxysporum Sin  aparecimiento  de  micelio

(Fusarium oxysporum a nivel de raiz y
base de raiz)

AlB4 Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum & Chalaropsis
spp.
Al1B5 Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
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b. Fusarium proliferatum.

De la planta inoculada con puncion a la flecha no hubo desarrollo de micelio en las

muestras de meristema, sin embargo Fusarium proliferatum se present6 en la base de

raiz'y en la flecha Fusarium proliferatum y Chalaropsis spp. Fusarium proliferatum se

presento en la flecha inoculada sin dafio mecanico, mientras que de la planta inoculada a

la flecha con dafio mecénico se aislé Fusarium oxysporum. En el caso de raiz inoculada

sin dafio mecanico existié desarrollo de Fusarium oxysporum y en la planta inoculada

con dafio mecanico Fusarium oxysporum y Chalaropsis spp. (Cuadro 33).

Cuadro 35. Pruebas

hibrido Coari. San Lorenzo 2014.

de patogenicidad con Fusarium proliferatum en plantas del

TRATAMIENTO

AGENTE INOCULADO

AGENTE AISLADO

A2B1 Fusarium proliferatum Sin desarrollo de micelio (Fusarium
proliferatum a nivel de base de raiz;
Fusarium proliferatum y Chalaropsis spp
a nivel de Flecha).

A2B2 Fusarium proliferatum Fusarium proliferatum

A2B3 Fusarium proliferatum Fusarium oxysporum

A2B4 Fusarium proliferatum Fusarium oxysporum

A2B5 Fusarium proliferatum Fusarium proliferatum & Chalaropsis spp
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c. Erwinia spp.

La inoculacion realizada a las plantas estudiadas no manifestd sintomatologia similar a

la pudricion de cogollo en grado avanzado (no existio pudricion con olor fétido).

Sin embargo en la planta inoculada con puncion a la flecha se presentd Fusarium
oxysporum Yy colonias saprofiticas de borde liso en la raiz; Fusarium proliferatum en la
flecha y Chalaropsis spp en la base de la raiz. En la planta inoculada a la flecha sin
dafio mecanico se presentd Fusarium oxysporum Yy colonias de bacterias de forma
bacilar Gram negativas, a nivel de raiz el mismo tipo de colonias bacterianas; Fusarium
oxysporum se presentd en las muestras de flecha correspondiente a la inoculacion con
dafio mecanico. En el caso de las inoculaciones a la raiz, sin dafio mecéanico se aislo
Trichoderma spp; Fusarium proliferatum; Chalaropsis spp y Colonias bacterianas
saprofiticas. Mientras que en la en la inoculacién con dafio mecénico se presento

Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum (Cuadro 36).

Los resultados presentados en el cuadro 36, indican el tipo de colonia y la reaccion
Gram en el caso de haber existido las mismas; a la fecha se estan realizando estudios
moleculares para determinar claramente el género de dichas bacterias. En aislamientos
de patdégenos en medio PDA (Papa dextrosa, agar) de tejido aparentemente sano o de
tejido meristematico de palmas enfermas, se obtuvo desarrollé de colonias bacterianas

saprofitas de color blanco crema. (Jiménez, 1991)

Cuadro 36. Pruebas de patogenicidad con Erwinia spp en plantas del hibrido Coari,
San Lorenzo 2014.

AGENTE AGENTE AISLADO
TRATAMIENTO INOCULADO
A3B1 Erwinia spp Fusarium oxysporum y colonias saprofiticas de

Fusarium proliferatum en Flecha)

A3B2 Erwinia spp F.oxysporum /Colonias de Bacterias con forma
bacilar G — en flecha y base de raiz.

A3B3 Erwinia spp Fusarium oxysporum.

A3B4 Erwinia spp Trichoderma; F. proliferatum; Chalaropsis

spp/Colonias saprofiticas.

borde liso en raiz; Chalaropsis sp en la base de raiz y

A3B5 Erwinia spp Fusarium proliferatum y Fusarium oxysporum

64



d. Fusarium oxysporum mas Erwinia spp.

En la planta que se inoculd6 mediante puncion en la flecha no existié dafio por los
agentes microbianos utilizados en el meristema, existio Fusarium oxysporum a nivel de

raiz; en la base de raiz y flecha se desarrollaron colonias saprofiticas de borde liso.

Fusarium oxysporum aparecido en muestras de flecha en el tratamiento sin dafio
mecénico, ademas se aislo colonias de bacterias bacilares Gram negativas. En la planta
inoculada con dafio mecanico se presentd Fusarium oxysporum y colonias saprofiticas
con bordes lisos.

A nivel de raiz en la planta inoculada sin dafio mecénico se aislé Fusarium oxysporum
y colonias de bacterias saprofiticas con bordes lisos; mientras que de la planta inoculada

con dafio mecanico se aisloé Fusarium oxysporum (Cuadro 37).

Cuadro 37. Pruebas de Patogenicidad con Fusarium oxysporum mas Erwinia spp, en

plantas del hibrido Coari, San Lorenzo 2014.

TRATAMIENTO AGENTE AGENTE AISLADO
INOCULADO
A4B1 Fusarium  oxysporum | Sin  desarrollo de  micelio  ni
mas Erwinia spp aparecimiento de colonias (Fusarium
oxysporum en la raiz; base de raiz y
flecha colonias saprofiticas de borde liso)
A4B2 Fusarium oxysporum F.oxysporum/Colonias de Bacterias
mas Erwinia spp saprofitas de con bordes lisos
A4B3 Fusarium oxysporum F.oxysporum/Colonias de Bacterias
mas Erwinia spp bacilares Gram negativas.
A4B4 Fusarium oxysporum F.oxysporum/Colonias saprofitas con
mas Erwinia spp bordes lisos
A4B5 Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
mas Erwinia spp
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e. Fusarium proliferatum mas Erwinia spp.

De la inoculacion con puncion realizada, se presenté Fusarium proliferatum y Colonias

de bacterias bacilares Gram negativas.

En la flecha en la planta inoculada sin dafio mecanico se aislo Fusarium oxysporum y
Chalaropsis spp, ademas colonias saprofiticas de bordes lisos. En las plantas inoculadas
con dafilo mecanico se aislo colonias sapréfitas de bordes lisos; Trichoderma spp en la

raiz y Fusarium oxysporum en base de raiz.

De las muestras de raiz sin dafio mecanico se aislé Fusarium oxysporum, mientras
que en la planta inoculada con dafio mecanico se presentd Fusarium oxysporum y

colonias saprofiticas de bordes lisos. (Cuadro 38)

Cuadro 38. Pruebas de Patogenicidad con Fusarium proliferatum mas Erwinia spp, en

plantas del hibrido Coari. San Lorenzo 2014

TRATAMIENTO | AGENTE INOCULADO AGENTE AISLADO
A5B1 Fusarium proliferatum mas F.proliferatum/Colonias de
Erwinia spp Bacterias bacilares Gram Negativas
A5B2 Fusarium proliferatum mas Fusarium oxysporum & Chalaropsis
Erwinia spp spp/Colonias saprofitas de bordes
lisos.
A5B3 Fusarium proliferatum mas Colonias de bordes lisos
Erwinia spp (Trichoderma spp en raiz: Fusarium
oXysporum en base de raiz
A5B4 Fusarium proliferatum mas Fusarium oxysporum
Erwinia spp
A5B5 Fusarium proliferatum mas Fusarium  oxysporum/  Colonias
Erwinia spp saprofitas de bordes lisos
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f. Control Experimental.

Las plantas utilizadas como control experimental presentaron sintomas similares a las
demas plantas inoculadas. En una de las plantas analizadas de muestras de flecha se
aislo Fusarium proliferatum, en el caso de raiz se aisld6 Fusarium oxysporum. (Cuadro
39)

De la planta en la que se atomiz6 agua estéril (control experimenta) sin dafio mecanico
a la flecha, se aisld6 Fusarium proliferatum, segin los aislamientos realizados este
hongo se desarrolla mejor en la parte aérea de la planta. En cambio en la planta
inoculada con dafio mecénico no hubo aparecimiento de agentes miceliales, sin embargo
a nivel de raiz y base de raiz se aisl6 Fusarium oxysporum y colonias bacterianas con

borde irregular.

A nivel de raiz sin dafio mecénico con aspersiones de agua estéril se aisld
F.proliferatum y una sepa fungosa con micelio negruzco, Chalaropsis spp; en las

plantas inoculadas con dafio mecénico se aislé6 Fusarium oxysporum.

Cuadro 39. Pruebas de Patogenicidad, control experimental en plantas del hibrido

Coari. San Lorenzo 2014.

TRATAMIENTO AGENTE AGENTE AISLADO
INOCULADO
A6B1 Ninguno Sin desarrollo de micelio (Fusarium oxysporum

proliferatum en Flecha)

A6B2 Ninguno Fusarium proliferatum

& Chalaropsis spp en la raiz; Fusarium
oxysporum en base de raiz y Fusarium

A6B3 Ninguno Sin desarrollo de micelio (Fusarium oxysporum

borde irregular.

A6B4 Ninguno F.proliferatum & Chalaropsis spp.

A6B5 Ninguno Fusarium oxysporum
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2 . COMPORTAMIENTO INOCULACIONES EN PLANTAS GUINEENSIS.

Las plantas de palma de la variedad Guineensis (Elaeis guineensis Jacq) inoculadas con
Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum y Erwinia spp con distintos métodos de
aplicacion (iguales a los realizados en plantas Coari), no mostraron mayor afectacion a
nivel de flecha y meristema. Se debe recalcar que los inoculos utilizados fueron aislados
de plantas de vivero del Hibrido Coari con pudricion de cogollo. De todas las plantas
del material guineensis del ensayo el 1,78% presentd necrosis tipica de la flecha
(Figura 13 y 14). Estas plantas fueron analizadas en laboratorio, ademas se analizo

plantas con clorosis y amarillamiento de las hojas nuevas.

De las plantas que presentaron necrosis hasta la zona meristematica, en el caso de la
inoculaciéon con Fusarium oxysporum con puncién a la flecha se presentd el mismo
agente inoculado. Mientras que la inoculacion de Fusarium proliferatum con el mismo

método se presentd Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum.

En los tratamientos A1B5 y A4B5 (inoculacion con dafio mecéanico a la raiz), se
encontrd Fusarium oxysporum y en el tratamiento A3B4 se presentd Fusarium
oxysporum y Chalaropsis spp. En el tratamiento A1B2 y A4B2 (inoculacion a la flecha
sin dafio mecéanico), no existio desarrollo de micelio en las muestras de flecha, sin

embargo a nivel de raiz y base de raiz se encontrd Fusarium oxysporum. (Cuadro 40)

Cuadro 40. Pruebas de Patogenicidad en plantas del material Guineensis.

TRATAMIENTO | AGENTE INOCULADO AGENTE AISLADO
AlB1* Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
Al1B2 Fusarium oxysporum Sin desarrollo de micelio (A nivel de raiz

Fusarium oxysporum)

Al1B5 Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
A2B1* Fusarium proliferatum F. oxysporum & F. proliferatum
A3B4 Erwinia spp F. oxysporum & Chalaropsis spp.
A4B2 Fusarium oxysporum mas | Sin desarrollo de micelio (Fusarium
Erwinia spp oxysporum a nivel de raiz y base de raiz)
A4B5 Fusarium oxysporum mas | Fusarium oxysporum
Erwinia spp
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VI.

CONCLUSIONES.

. Los agentes Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum y Erwinia spp

inoculados en las plantas del material Guineensis no expusieron en esta prueba
mayor nivel de ataque a la flecha y meristema. Para el caso del hibrido Coari se
evidenciaron las manifestaciones sintomatoldgicas de afectacién por parte de
los agentes inoculados. Las inoculaciones realizadas con Erwinia spp., no
mostraron sintomas y signos evidentes de la pudricion de cogollo. Esto sugeriria
que la actividad de estas bacterias es posterior a la infeccion de los agentes
fungosos. Fusarium oxysporum aparece mayoritariamente en la zona radical de
las plantas estudiadas; mientras, que Fusarium proliferatum aparece en la parte

aérea de las plantas.

La sintomatologia presentada en las plantas del hibrido Coari se manifesto por
clorosis, amarillamiento de las hojas del paquete central y necrosis de la flecha.
A nivel interno existié necrosis de raices; en la base de la raiz existié dafio
dentro del bulbo radical sin llegar a punto meristematico. En las plantas
Guineensis la sintomatologia general fue clorosis en las hojas del paquete
central, en el 1,87% existio necrosis descendente de la flecha hasta llegar al
punto meristematico mostrando atrofiamiento severo. La baja frecuencia de
riego realizada en el ensayo de las pruebas de patogenicidad influyd
negativamente en el desarrollo de la sintomatologia de la enfermedad PC.

Fusarium oxysporum tiene un ritmo de crecimiento radial mayor al de
Fusarium proliferatum, Fusarium oxysporum tiene clamidosporas con un
diametro promedio de 3,4 um e hifas monofialides; Fusarium proliferatum
tiene hifas polifidlides con dos ramificaciones y no tiene clamidosporas.
Fusarium oxysporum tiene mayor velocidad de crecimiento que Fusarium

proliferatum.



VIil. RECOMENDACION

A. Realizar nuevas pruebas de patogenicidad en plantas de vivero del Hibrido Coari y
plantas de la variedad Guineensis con aislados de Fusarium oxysporum, Fusarium
proliferatum, Fusarium solani y Erwinia spp, con condiciones de alta humedad en

la zona de San Lorenzo.



VIill. RESUMEN

La presente investigacion propone: aplicar pruebas de patogenicidad en palma africana
material Guineensis (Elaeis guineensis Jacq) e hibrido Coari x La Mé (Elaeis oleifera x
Elaeis guineensis) en el canton San Lorenzo en la Provincia de Esmeraldas, con el fin
de conocer el o los agentes etioldgicos de la enfermedad conocida como pudricion de
cogollo. Se aplico los postulados de Koch en 450 plantas de vivero de palma Africana
material Guineensis Yy 450 plantas del Hibrido Coari x La Mé, inoculando Fusarium
oxysporum, Fusarium proliferatum y Erwinia spp, mediante puncién en la flecha en tres
puntos (Iml por punto), aspersion en la flecha con y sin dafio mecénico (10 ml) y
aspersion en las raices con y sin dafio mecanico (20 ml). La sintomatologia en las
plantas del hibrido Coari fue manifestada por clorosis y amarillamiento de las hojas del
paquete central, necrosis descendente en la flecha, necrosis en raices y base de raiz. En
las plantas del material Guineensis en su mayoria existié clorosis de las hojas del
paquete central; dicha sintomatologia fue valorada en base a una escala preestablecida.
Los reaislamientos realizados en el Laboratorio de Fitopatologia de la FRN ESPOCH
mostraron mayor predominancia de Fusarium oxysporum a nivel radicular y Fusarium
proliferatum a nivel de flecha, en el caso de los aislados bacterianos no se manifestd
sintomatologia tipica (olor fétido) en las plantas estudiadas sin embargo en ciertas
plantas se aislaron colonias bacterianas de color crema a la fecha se estan realizando
estudios moleculares para conocer su género. Las condiciones del medio en donde se
realiz6 el estudio fue un factor importante en el desarrollo de la enfermedad. Se
recomienda realizar nuevas pruebas de patogenicidad con condiciones de alta humedad

relativa.



IX. SUMMARY

This research proposes: to apply pathogenicity test on Guineensis African palm
materials (Elaeis guineensis Jacq) and hybrid Coari x La Mé (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis) in San Lorenzo canton, Esmeraldas province, in order to find out the
etiological agent or the etiological agents of disease known as bud rot. Koch’s
postulates were applied in 450 seedling plants of Guineensis African palm materials and
450 seedling plants of hybrid Coari x La Mé, by inoculating Fusarium oxysporum,
Fusarium proliferatum and Erwinia spp, by puncturing the arrow at three points (1 ml
per point), the arrow spray with and without mechanical damage (10 ml) and aspersion
in the roots with and without mechanical damage (20 ml). The symptoms in plants of
the hybrid Coari was manifested by chlorosis and yellowing of leaves from the central
package, down necrosis in the arrow, necrosis in roots and root base. Mostly of
Guineensis material plants existed leaf chlorosis from the central package; this
symptomatology was asseded based on a preset scale. The reisolation performed at the
laboratory of Phytopathology FRN ESPOCH showed higher prevalence of Fusarium
oxysporum at root level and Fusarium proliferatum at arrow level, in the case of
bacterial isolates there was not typical symptoms (foul odor) in studied plants, however
in certain cream plants bacterial colonies were isolated, nowadays some molecular
studies are ongoing to determine their gender. Environmental conditions where the
study was conducted was an important factor in disease development. It is

recommended that new pathogenicity test with high relative humidity.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Esquema de las inoculaciones realizadas en las plantas del hibrido Coari.

FILA BLOQUE |1 BLOQUE 111 BLOQUE I
No. No. No.
plantas Combinacion plantas Combinacién plantas Combinacién
1 5 alb3 5 abb5 5 abbl
2 5 a3b5 5 a4b2 5 abb3
3 5 alb2 5 a2bl 5 a6b3
4 5 abb4 5 a6b3 5 a3b3
5 5 a2b2 5 a4b5 5 a3bl
6 5 adb4 5 a3b2 5 abb5
7 5 a4b5 5 abb3 5 a3b2
8 5 az2b5s 5 abb4 5 azb2
9 5 abbs 5 a2bs 5 abbl
10 5 a4bl 5 abbl 5 albl
11 5 alb4 5 a4b3 5 azb3
12 5 abb2 5 abb4 5 a4bl
13 5 a3b4 5 albs 5 a4b4
14 5 a4b2 5 a2b4 5 alb3
15 5 abb5 5 alb4 5 abb4
16 5 alb5 5 a4b4 5 alb5
17 5 abb2 5 a2b3 5 a2bl
18 5 a4b3 5 a3b5 5 abb2
19 5 a2b3 5 a2b2 5 alb4
20 5 aébl 5 adbl 5 a3b5
21 5 a2bl 5 albl 5 abb2
22 5 a3bl 5 a3b3 5 a4b3
23 5 abb3 5 abb1l 5 a2b4
24 5 albl 5 alb3 5 a3b4
25 5 abb3 5 abb2 5 a4b2
26 5 a2b4 5 abb2 5 alb2
27 5 a3b2 5 alb2 5 a4b5
28 5 abb4 5 a3b4 5 a2b5s
29 5 a3b3 5 a6bs 5 abb4
30 5 abbl 5 a3bl 5 aébs




Anexo 2. Esquema de las inoculaciones

realizadas en las plantas del material

Guineensis.

FILA BLOQUE 111 BLOQUE 11 BLOQUE I
No. No. No. Combinacién
plantas Combinacion plantas Combinacién plantas

1 5 abbs 5 adb4 5 abbl
2 5 a3bl 5 a3b5 5 abb5
3 5 a2b2 5 abbl 5 abb4
4 5 a4b4 5 albl 5 a4b4
5 5 alb2 5 a2bl 5 a3b2
6 5 a3h2 5 a2b4 5 a2b5
7 5 abb4 5 abb3 5 albs
8 5 az2bl 5 a3b3 5 a3bl
9 5 abb2 5 alb3 5 albl
10 5 albs 5 abb2 5 abb3
11 5 a3b4 5 abb2 5 a4b3
12 5 a2b4 5 alb2 5 abbs
13 5 a4b3 5 a4b2 5 adbl
14 5 a2b3 5 abb4 5 abb2
15 5 abbl 5 a3bl 5 abb3
16 5 a4bl 5 alb4 5 alb4
17 5 abb3 5 a2b2 5 a3b3
18 5 alb4 5 a4bb 5 abb4
19 5 abb4 5 abb1l 5 a2bl
20 5 aébl 5 ash3 5 a6h2
21 5 a4b2 5 a4b3 5 a2b3
22 5 a3b3 5 a2b3 5 a4b2
23 5 az2bb 5 abb4 5 alb2
24 5 albl 5 a2bs 5 a3b4
25 5 a4b5 5 a3b2 5 a2b4
26 5 abb3 5 abbs 5 a4b5
27 5 a3b5 5 a3b4 5 alb3
28 5 abb2 5 alb5 5 abbl
29 5 abb5 5 adbl 5 a2b2
30 5 alb3 5 asb5 5 a3b5
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Anexo 3. Medidas de micelio monofialide de Fusarium oxysporum.

MONOFIALIDES
N° \ Largo \ Ancho
um
1 7,64 120,36 |2,55|2,55
2 10,18 20,36 |2,55[2,55
3 10,18 20,36 |2,55[2,55
4 10,18 20,36 |2,55(2,55
5 12,73]20,36|2,55[2,55
6 12,73]22,91|2,55|2,55
7 12,73]22,91|2,55|2,55
8 12,73]25,45|2,55|2,55
9 12,73]25,45|2,55|2,55
10 12,73]25,45|2,55(2,55
11 12,73]25,45|2,55|2,55
12 12,73]25,45|2,55(2,55
13 15,27 25,45|2,55|2,55
14 15,27 125,45|2,55(2,55
15 15,27 125,45|2,55(2,55
16 15,27 25,45|2,55|2,55
17 15,27 128,00|2,55(2,55
18 15,27 128,00|2,55|2,55
19 15,27128,00|2,55[2,55
20 15,27 28,00|2,55|2,55
21 15,27 128,00|2,55|2,55
22 16,54 |28,00|2,55(2,55
23 17,82130,54|2,55|2,55
24 17,82130,54|2,55(2,55
25 17,82133,09|2,55|2,55
26 17,82133,09|2,55[2,55
27 17,82138,18|2,55[2,55
28 17,82140,72|2,55|2,55
29 17,82 148,36 |2,55(5,09
30 17,82155,99|2,55(5,09
PROMEDIO 21,53 2,63
DS 9,27 0,46




Anexo 4. Medidas de microconidias de Fusarium oxysporum.

MICROCONIDIAS
N° | Largo | Ancho
pum
1 509 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
2 509 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
3 509 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
4 509 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
5 509 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
6 509 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
7 509 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
8 6,36 | 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
9 6,36 | 7,64 |10,18]2,55|2,55|2,55
10 6,36| 7,64 |10,18]2,55|2,55 3,82
11 6,36| 7,64 |10,18]2,55|2,55 3,82
12 6,36 | 7,64 |10,18]2,55|2,55 3,82
13 6,36 | 7,64 |10,18]2,55|2,55 3,82
14 6,36| 7,64 |10,18]2,55|2,55 3,82
15 6,36 | 7,64 |10,18]2,55|2,55 3,82
16 6,36| 7,64 |11,45/2,55|2,55 3,82
17 6,36 | 8,91 |11,45]|2,55|2,55 3,82
18 764|891 |11,45/2,55|2,55|3,82
19 7,64 8,91 |12,73|2,55|2,55 3,82
20 7,64 8,91 |12,7312,55|2,55 3,82
21 7,64 8,91 |12,7312,55|2,55 3,82
22 7,64 8,91 |12,7312,55|2,55 3,82
23 7,64]10,18|12,73|2,55|2,55 | 3,82
24 7,64110,18|12,73|2,55|2,55 | 3,82
25 7,64110,18 2,5512,55
26 7,64110,18 2,5512,55
27 7,64110,18 2,55|2,55
28 7,64110,18 2,5512,55
29 7,64110,18 2,55|2,55
30 7,64]10,18 2,55]2,55
PROMEDIO 8,56 2,77
DS 2,05 0,49




Anexo 5. Medidas de macroconidias de 1 septo de Fusarium oxysporum.

MACROCONIDIAS 1 SEPTO
Fusarium oxysporum
N° Largo \ Ancho
um

1 10,18 15,27 |15,27|2,55|2,55 | 3,05

2 10,18 15,27 |15,27|2,55|2,55 | 3,05

3 10,18 15,27 |15,27|2,55|2,55 | 3,05

4 10,18 15,27 |15,27|2,55|2,55 | 3,82

5 12,73|15,27 15,27 |2,55|2,55 | 3,82

6 12,73 |15,27|15,27|2,55|2,55 | 3,82

7 12,73|15,27 15,27 |2,55|2,55 | 3,82

8 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

9 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

10 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

11 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

12 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

13 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

14 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

15 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

16 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55 | 3,82

17 12,73|15,27|17,82|2,55|2,55|5,09

18 12,73 15,27 20,36 |2,55|2,55 5,09

19 12,73|15,27 2,55|2,55

20 12,73|15,27 2,55|2,55

21 14,00 | 15,27 2,55(2,55

22 14,00 15,27 2,55|2,55

23 14,00 | 15,27 2,55(2,55

24 14,00 15,27 2,55|2,55

25 14,00 | 15,27 2,55(2,55

26 14,00 | 15,27 2,55(2,55

27 14,00 15,27 2,55|2,55

28 15,27 | 15,27 2,55(2,55

29 15,27|15,27 2,55|2,55

30 15,27 | 15,27 2,55(2,55
PROMEDIO 14,76 2,84

DS 1,94 0,60




Anexo 6. Medidas de macroconidias de 2 septos Fusarium oxysporum.

MACROCONIDIAS 2 SEPTOS
N° \ Largo | Ancho
pm

1 17,82(22,91|2,55|2,55
2 17,82122,91[2,55|2,55
3 17,82122,91|2,55|2,55
4 17,82(22,91]2,55|2,55
5 17,82122,91|2,55|2,55
6 17,82(22,91]2,55|2,55
7 17,82122,91|2,55|2,55
8 17,82(22,91]2,55|2,55
9 17,82(22,91]2,55|2,55
10 17,82122,91|2,55|2,55
11 17,82(22,91]2,55|2,55
12 17,82122,91|2,55|2,55
13 19,09]22,91|2,55|2,55
14 19,09]22,91|2,55|2,55
15 20,36 (22,91|2,55|2,55
16 20,36 |22,91|2,55|2,55
17 20,36 (22,91|2,55|2,55
18 20,36 (22,91|2,55|2,55
19 20,36(22,91|2,55|2,55
20 20,36 |22,91|2,55|2,55
21 20,36 (22,91|2,55|2,55
22 20,36(22,91|2,55|2,55
23 20,36 |26,72|2,55|2,55
24 20,36 2,55

25 20,36 2,55

26 20,36 2,55

27 20,36 2,55

28 20,36 2,55

29 20,36 2,55

30 22,91 2,55

PROMEDIO 20,96 2,55

DS 2,20 8,97E-16




Anexo 7. Medidas de macroconidias de 3 septos de Fusarium oxysporum.

MACROCONIDIAS 3 SEPTOS

Largo | Ancho
N° pm
1 22,91/28,00|30,54(33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
2 22,91|28,00/30,54|33,09|2,55|2,55[2,55|2,55
3 22,91|28,00|30,54|33,09|2,55|2,55[2,55|2,55
4 22,91/28,00|30,54(33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
5 22,91|28,00/30,54|33,09|2,55|2,55[2,55|2,55
6 22,91/28,00|30,54(33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
7 24,18|28,0030,54 33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
8 24,18|28,00|30,54(33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
9 25,45|28,00|30,54(33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
10 25,45|28,0030,54 33,09|2,55|2,55[2,55|2,55
11 25,45|28,00|30,54(33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
12 25,45|28,0030,54 33,09|2,55|2,55[2,55|2,55
13 25,45|28,00|30,54(33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
14 25,45|28,0030,5433,09|2,55|2,55[2,55|2,55
15 25,45|28,00/31,81|33,09|2,55|2,55[2,55|2,55
16 25,45|28,00|31,81[33,09|2,55|2,55|2,55|2,55
17 25,45|28,0031,81|34,36|2,55|2,55[2,55|2,55
18 25,45|29,27|31,81|34,36|2,55|2,55|2,55|2,55
19 25,45|29,27|31,81|34,36|2,55|2,55[2,55|2,55
20 25,45|30,54|31,81[34,36|2,55|2,55|2,55|2,55
21 25,45|30,54|31,81[35,63|2,55|2,55|2,55|2,55
22 25,45|30,5431,81|35,63|2,55|2,55(2,55|2,55
23 25,45|30,54|31,81[35,63|2,55|2,55|2,55|2,55
24 25,45|30,54 33,09 |35,63|2,55|2,55[2,55|2,55
25 25,45|30,54|33,09|35,63|2,55|2,55|2,55|2,55
26 25,45|30,54 33,09 |38,18|2,55|2,55|2,55|3,05
27 26,72|30,54|33,09|38,18|2,55|2,55|2,55|3,05
28 26,72|30,54|33,09 2,55|2,55(2,55
29 26,72 130,54 33,09 2,55(2,55|2,55
30 26,72|30,54 33,09 2,55|2,55|2,55

PROMEDIO 29,81 2,55

DS 3,57 0,07
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Anexo 8. Medidas del diametro de las clamidosporas en Fusarium oxysporum.

Diametro
pum
2,0 3,0
2,0 3,0
2,0 3,0
2,0 3,0
2,0 3,0
2,5 3,0
2,5 3,0
2,5 3,0
2,5 3,5
2,5 3,5
3,0 3,5
3,0 3,5
3,0 3,5
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 4,0
3,0 5,0
3,0 5,0
3,0 5,0
3,0 5,0
3,0 6,0
3,0 6,0
Promedio 3,4
DS 0,8
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Anexo 9. Medidas del micelio monofialide en Fusarium proliferatum.

MONOFIALIDES

N° Largo | | Ancho
pum
1 15,27 | 22,91 | 30,54 | 2,55 | 2,55 | 2,55
2 15,27 | 22,91 | 30,54 | 2,55 | 2,55 | 2,55
3 15,27 |1 22,91 | 30,54 | 255 | 2,55 | 2,55
4 17,82 | 22,91 | 30,54 | 255 | 2,55 | 2,55
5 17,82 | 22,91 | 33,09 | 2,55 | 2,55 | 2,55
6 17,82 | 22,91 | 33,09 | 2,55 | 2,545 | 2,55
7 17,8 | 2545 | 33,1 | 2,55 | 2,545 | 2,55
8 17,82 | 25,5 | 33,09 | 2,55 | 2,545 | 2,55
9 17,82 | 25,45 | 33,09 | 2,55 | 2,545 | 2,55
10 17,82 | 25,45 | 33,09 | 2,55 | 2,545 | 2,55
11 17,82 | 25,45 | 35,63 | 2,55 | 2,545 | 2,55
12 20,36 | 25,45 | 35,6 | 2,55 | 2,545 | 2,55
13 20,36 | 25,45 | 35,63 | 2,55 | 2,55 | 2,55
14 20,36 | 25,45 | 38,18 | 2,55 | 2,55 | 2,55
15 20,36 | 25,45 | 38,18 | 2,55 | 2,55 | 2,55
16 20,36 | 25,45 | 38,18 | 2,55 | 2,55 | 2,55
17 20,36 | 25,45 | 40,72 | 2,55 | 2,55 | 2,55
18 20,36 | 25,45 | 40,72 | 2,55 | 2,55 | 2,55
19 20,4 | 28,00 | 43,27 | 255 | 2,55 | 2,55
20 20,4 | 28,00 | 43,3 | 255 | 2,55 | 2,55
21 20,4 | 28,00 | 43,3 | 255 | 2,55 | 2,55
22 20,4 | 28,00 | 43,27 | 255 | 2,55 | 2,55
23 20,36 | 28,0 | 43,27 | 255 | 2,55 | 2,55
24 20,36 | 28,0 | 43,27 | 255 | 2,55 | 2,55
25 20,36 | 28,00 | 43,27 | 2,55 | 2,55 | 2,55
26 20,36 | 30,54 | 45,81 | 2,55 | 2,55 | 2,55
27 20,36 | 30,54 | 48,36 | 2,55 | 2,55 | 2,55
28 2291 | 30,5 | 50,9 [ 255 | 255 | 2,55
29 2291 | 30,5 | 56,0 | 255 | 2,55 | 2,55
30 22,91 | 30,54 | 63,63 | 2,55 | 2,55 | 2,55
PROMEDIO 28,50 2,55
DS 9,77 4,47E-15
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Anexo 10. Medidas del micelio polifialide en Fusarium proliferatum.

POLIFIALIDES
N° Largo ‘ Ancho
Hm
1 33,09 38,18 255 | 2,55
2 22,91 38,18 255 | 2,55
3 22,91 40,72 255 | 255
4 25,45 40,72 255 | 255
5 25,45 40,72 255 | 2,55
6 28,00 43,27 255 | 255
7 28,00 43,27 255 | 255
8 30,54 45,81 255 | 2,55
9 33,09 45,81 255 | 2,55
10 33,09 45,81 255 | 255
11 33,09 45,81 255 | 2,55
12 33,09 50,90 255 | 2,55
13 35,63 50,90 255 | 255
14 35,63 53,45 255 | 255
15 35,63 53,45 255 | 255
16 35,63 55,99 255 | 255
17 35,63 55,99 255 | 2,55
18 35,63 61,08 255 | 2,55
19 35,63 63,63 255 | 255
20 38,18 66,17 255 | 255
PROMEDIO 40,40 2,55
DS 11,00 1,35E-15




Anexo 11. Medidas del micelio polifialide con una ramificacion en Fusarium
proliferatum.

POLIFIALIDES RAMIFICACION 1
N° largo Ancho
pum
1,00 2,55 22,91 255 | 255
2,00 5,09 22,91 255 | 2,55
3,00 10,18 22,91 255 | 255
4,00 10,18 22,91 255 | 255
5,00 10,18 22,91 255 | 2,55
6,00 12,73 22,91 255 | 2,55
7,00 12,73 25,45 255 | 255
8,00 15,27 25,45 255 | 2,55
9,00 15,27 25,45 255 | 2,55
10,00 15,27 25,45 255 | 255
11,00 15,27 25,45 255 | 255
12,00 15,27 25,45 255 | 2,55
13,00 17,82 28,00 255 | 2,55
14,00 17,82 30,54 255 | 255
15,00 17,82 30,54 255 | 2,55
16,00 17,82 35,63 255 | 2,55
17,00 17,82 38,18 255 | 2,55
18,00 17,82 38,18 255 | 2,55
19,00 17,82 40,72 255 | 2,55
20,00 20,36 43,27 255 | 2,55
PROMEDIO 21,51 2,55
DS 9,3 1,35E-15




Anexo 12. Medidas del micelio polifialide con dos ramificaciones en Fusarium

proliferatum.

POLIFIALIDES RAMIFICACION 2

N° largo | Ancho
pum
1,0 19,1 2,5
2,0 2,5 2,5
3,0 7,6 2,5
4,0 7,6 2,5
5,0 10,2 2,5
6,0 12,7 2,5
7,0 15,3 2,5
8,0 15,3 2,5
9,0 15,3 2,5
10,0 15,3 2,5
11,0 15,3 2,5
12,0 17,8 2,5
13,0 17,8 2,5
14,0 17,8 2,5
15,0 17,8 2,5
16,0 17,8 2,5
17,0 17,8 2,5
18,0 20,4 2,5
19,0 20,4 2,5
20,0 20,4 2,5
21,0 20,4 2,5
22,0 20,4 2,5
23,0 22,9 2,5
24,0 22,9 2,5
25,0 25,5 2,5
26,0 25,5 2,5
27,0 25,5 2,5
28,0 25,5 2,5
29,0 25,5 2,5
30,0 45,8 2,5
PROMEDIO 18,79 2,55
DS 7,63 0,00
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Anexo 13. Medidas de microconidias de Fusarium proliferatum.

MICROCONIDIAS

N° largo Ancho
pum
1 5,09|6,36(6,36| 7,64 |2,55|2,55|2,55 2,545
2 5,09|6,36(6,36| 7,64 |2,55|2,55|2,55 2,545
3 5,09|6,36(6,36| 8,40 |2,55(2,55|2,55|2,545
4 5,09|6,36(6,36] 8,91 |2,55(2,55|2,55|2,545
5 5,09|6,36(6,36| 8,91 |2,55|2,55|2,55 2,545
6 5,09|6,36(6,36| 8,91 |2,55|2,55|2,55 2,545
7 5,09|6,36(6,36| 8,91 |2,55(2,55|2,55|2,545
8 5,09|6,36(6,36| 8,91 |2,55|2,55|2,55 2,545
9 5,09|6,36(6,36]10,18|2,55|2,55|2,55 | 2,545
10 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
11 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
12 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55 | 2,545
13 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
14 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
15 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55 | 2,545
16 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55 | 2,545
17 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
18 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
19 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55 | 2,545
20 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
21 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
22 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55 | 2,545
23 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55 | 2,545
24 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
25 5,09|6,36|7,64]10,18|2,55|2,55|2,55| 2,545
26 5,09|6,36|7,64|12,73|2,55|2,55|2,55 | 2,545
27 5,09|6,36|7,64|12,73|2,55|2,55|2,55 | 2,545
28 5,85|6,36|7,64]12,73|2,55|2,55|2,55 2,545
29 5,85|6,36|7,64|12,73|2,55|2,55|2,55 | 2,545
30 6,36|6,36|7,64|12,73|2,55|2,55|2,55 | 2,545
PROMEDIO 7,24 2,55
DS 2,00 2,23E-15
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Anexo 14. Medidas de macroconidias de un septo de Fusarium proliferatum.

MACROCONIDIAS 1SEPTO

N° Largo | ‘ Ancho
pum
1 7,64 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
2 10,18 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
3 10,18 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
4 10,18 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
5 10,18 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
6 10,18 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
7 10,18 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
8 10,18 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
9 11,45 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
10 12,73 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
11 12,73 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
12 12,73 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
13 12,73 12,73 15,27 2,55 2,55 2,55
14 12,73 14,00 15,27 2,55 2,55 2,55
15 12,73 14,00 15,27 2,55 2,55 2,55
16 12,73 14,00 17,82 2,55 2,55 2,55
17 12,73 14,00 17,82 2,55 2,55 2,55
18 12,73 15,27 17,82 2,55 2,55 2,55
19 12,73 15,27 17,82 2,55 2,55 2,55
20 12,73 15,27 17,82 2,55 2,55 2,55
21 12,73 15,27 17,82 2,55 2,55 2,55
22 12,73 15,27 17,82 2,55 2,55 2,55
23 12,73 15,27 17,82 2,55 2,55 2,55
24 12,73 15,27 17,82 2,55 2,55 2,55
25 12,73 15,27 2,55 2,55
26 12,73 15,27 2,55 2,55
27 12,73 15,27 2,55 2,55
28 12,73 15,27 2,55 2,55
29 12,73 15,27 2,55 2,55
30 12,73 15,27 2,55 2,55
PROMEDIO 13,89 2,55
DS 2,14 4,02E-15
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Anexo 15. Medidas de macroconidias de dos septos de Fusarium proliferatum.

MACROCONIDIAS 2 SEPTOS

N° Largo ‘ | Ancho
pHm
1 22,91 2291 | 255 2,55
2 17,82 2291 | 255 2,55
3 17,82 17,82 | 2,55 2,55
4 20,36 17,82 | 2,55 2,55
5 20,36 20,36 | 2,55 2,55
6 22,91 20,36 | 2,55 2,55
7 20,36 20,36 | 2,55 2,55
8 20,36 21,63 | 2,55 2,55
9 20,36 2291 | 2,55 2,55
10 20,36 20,36 | 2,55 2,55
11 22,91 2291 | 2,55 2,55
12 20,36 2291 | 2,55 2,55
13 20,36 2291 | 2,55 2,55
14 17,82 17,82 | 2,55 2,55
15 15,27 20,36 | 2,55 2,55
16 22,91 20,36 | 2,55 2,55
17 17,82 2545 | 2,55 2,55
18 20,36 2291 | 2,55 2,55
19 20,36 2291 | 2,55 2,55
20 22,91 20,36 | 2,55 2,55
21 15,27 20,36 | 2,55 2,55
22 22,91 2,55
23 20,36 2,55
24 22,91 2,55
25 20,36 2,55
26 22,91 2,55
27 20,36 2,55
28 17,82 2,55
29 25,45 2,55
30 17,82 2,55
PROMEDIO 20,73 2,55

DS 2,28 1,35E-15




Anexo 16. Medidas de macroconidias de tres septos de Fusarium proliferatum

MACROCONIDIAS DE 3 SEPTOS.

N° largo | | Ancho
pHm
1 30,54 | 33,09 | 35,63 | 2,55 (255 | 2,55
2 25,45 | 28,00 | 38,18 | 2,55 (2,55 | 2,55
3 28,00 | 33,09 | 50,90 | 2,55 [ 2,55 | 2,55
4 25,45 | 25,45 33,09 | 2,55 (2,55 | 2,55
5 33,09 | 22,91 | 28,00 | 2,55 (2,55 | 2,55
6 28,00 17,82 33,09 |255([255] 255
7 25,45 | 28,00 | 30,54 | 2,55 (2,55 | 2,55
8 40,72 | 20,36 | 33,09 | 2,55 | 2,55 [ 2,55
9 30,54 | 25,45 | 28,00 | 2,55 [ 2,55 | 2,55
10 28,00 | 22,91 | 28,00 | 2,55 [ 2,55 | 2,55
11 25,45 | 28,00 | 2545|255 (2,55 | 2,55
12 43,27 | 25,45 33,09 | 2,55 | 2,55 [ 2,55
13 35,63 | 30,54 | 2545|255 (2,55 | 2,55
14 40,72 | 28,00 | 25,45 | 2,55 | 2,55 [ 2,55
15 33,09 | 28,00 | 38,18 | 2,55 [ 2,55 | 2,55
16 48,36 | 35,63 | 50,90 | 2,55 | 2,55 [ 2,55
17 48,36 | 38,18 | 30,54 | 2,55 | 2,55 [ 2,55
18 30,54 | 25,45 130,54 | 2,55 (2,55 | 2,55
19 28,00 | 25,45 | 2545 2,55 (2,55 | 2,55
20 30,54 | 25,45 | 35,63 | 2,55 (2,55 | 2,55
21 25,45 33,09 | 30,54 | 2,55 (2,55 | 2,55
22 28,00 | 30,54 | 28,00 | 2,55 [ 2,55 | 2,55
23 33,09 | 28,00 | 28,00 | 2,55 [ 2,55 | 2,55
24 28,00 | 25,45 | 33,09 | 2,55 (2,55 | 2,55
25 28,00 | 30,54 255|255
26 30,54 | 38,18 2,55 | 2,55
27 28,00 | 28,00 2,55 | 2,55
28 33,09 | 30,54 255|255
29 30,54 | 30,54 2,55 | 2,55
30 30,54 | 30,54 2,55 | 2,55
PROMEDIO 30,78 2,55
DS 6,18 4,02E-15
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Anexo 17. Calibracion bombas pulverizadoras

Marca # bombeos | Cantidad
Mint Craft 20 15 ml
30 20 mi
Gilmour 15 15 ml
20 20 mi
Bomba alcohol 30 7.5 ml
20 5 ml
10 2.5 ml
12 3 ml

Anexo 18. Ubicacion del ensayo de patogenicidad.
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Anexo 19. Guia de remision de las plantas del material Guineensis.

GUIA DE REMISION
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Anexo 20. Guia de movilizacion de las plantas del material Guineensis.
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Anexo 21. Aplicacion a la flecha con puncion en tres puntos.
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Anexo 23. Aspersion del inoculo en la flecha.

Anexo 24. Aspersion del inoculo en la raiz.
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Anexo 25. Evaluacion quincenal del ensayo de patogenicidad.

Anexo 26. Evaluacion final del ensayo de patogenicidad

100



Anexo 27. Reaislamientos de los agentes inoculados en laboratorio.

Anexo 28. Reaislamientos obtenidos en el tratamiento a5b4 en Papa Dextrosa Agar.
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