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ABSTRACT

Oil palm bud rot is an important disease affecting the oil palm industry in Ecuador. The disease
causes yellowing and drying of young leaves, bud rot and yellowing of unopened leaves and
even death of the palm when the rot reaches the meristematic tissues. During June 2011 a survey
was conducted in seven oil palm plantations: Aiquisa, Kayalu, Palesema, Palpailon, Palmeras de
los Andes, Alespalma and Tabuche, located in San Lorenzo and Quinindé, in the province of
Esmeraldas-Ecuador. Diseased tissue was isolated from bud, leaves, meristem tip and roots in
different culture media: acidified potato dextrose agar (APDA); corn meal agar amended with:
piramicin, ampicillin, rifampicin, and pentachloronitrobenzene (PARP); and nutrient agar (AN)
for bacteria. Soil samples were collected for analyses of chemical properties. Roots were isolated
for Phytophthora spp. and DAS-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) was carried
out. Inmunoblot and DAS-ELISA serological tests were used to identify Erwinia. Pathogenicity
tests were carried out in the Research Center for Oil Palm (CIPAL) in Ecuador to evaluate the
fungi and bacterial isolates. Two varieties: CIRAD code 2505 and the unspecific hybrid O x G,
considered susceptible and tolerant cultivars respectively, were used for the experiment. Thirteen
isolates of Fusarium spp. (10" UFC) and four isolates of Erwinia spp. (10° CFU) used for
inoculation. Fusarium species represented a 36.59% of the isolates, F. oxysporum and F. solani
the most important. Phytophthora was not isolated in the PARP culture and was not detected by
DAS-ELISA however, the serological strip detected positive in two samples for Phytophthora
spp. The morphological, biochemical, serological and molecular tests indicated that the bacterial
isolates 10, 11, 16, and 19 corresponded to the genus Erwinia. In the pathogenicity tests, F.
oxysporum and F. solani caused necrotic lesions in the youngest leaves of CIRAD 2504 without
causing death of the plant. F. oxysporum caused smaller necrotic lesions in younger leaves of the
OxG hybrid in comparison with CIRAD 2504. The inoculation of the bacterial isolates en
nursery oil palms did not showed any symptom. The analysis of soil chemical properties showed
a positive, low correlation between disease severity and the content of phosphate (P), copper

(Cu) and iron (Fe) in the soil, suggesting a low association. The correlation coefficients were: P



(0.33), Cu (0.32) and Fe (0.39). Inoculation test with F. oxysporum and F. solani in two months-

old oil palm plants, resulted in necrotic lesions and descendant rotting of the youngest leaf.



RESUMEN

La pudricién del cogollo (PC), en una enfermedad que ha afectado la industria de palma aceitera
en Ecuador. La enfermedad se caracteriza por el amarillamiento de las hojas jovenes o cogollo de
la palma, acompafado de pudricion y secamiento de la flecha (hoja sin abrir) que causa la muerte
de la palma si la pudricion alcanza los tejidos meristematicos. En el mes de junio del 2011 se
realiz6 un muestreo en siete plantaciones: Aiquisa, Kayalu, Palesema, Palpailon, Palmeras de los
Andes, Alespalma y Tabuche, ubicadas en San Lorenzo y Quinindé en la Provincia de
Esmeraldas, Ecuador. Desde cuatro secciones de palmas sintomaticas: cogollo, flecha, meristemo
apical y raices, se realizaron aislados en medios de cultivo de papa dextrosa agar acidulado
(APDA), agar maiz con pimaricina, ampicilina, rifampicina y pentacloronitrobenceno (PARP) y
agar nutritivo (AN) para bacterias. Ademas, se colecté muestras de suelo para el analisis de las
propiedades quimicas. Desde tejido de raiz se realizd deteccion de Phytophthora con una tira
seroldgica y con DAS-ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas). Se realizaron
pruebas de serologia incluyendo inmunoblot y DAS-ELISA para identificar especies de Erwinia.
Las especies de Fusarium representaron un 36.59% de los aislados, predominando F. oxysporum
y F. solani. No se aisl6 a Phytophthora en medio de cultivo PARP ni fue detectada mediante el
DAS-ELISA. En dos muestras de tejido se detectd6 Phytophthora spp. mediante una tira
seroldgica. Las pruebas morfoldgicas, bioquimicas, de serologia y moleculares, indican que los
aislados bacterianos 10, 11, 16 y 19 correspondieron al género Erwinia. Para evaluar la
patogenicidad de los aislados obtenidos se realizaron Postulados de Koch en el Centro de
Investigaciones de Palma Aceitera (CIPAL) en Ecuador. Se utiliz6 palma aceitera CIRAD 2504
y el hibrido inespecifico OxG, consideradas como material susceptible y material tolerante a la
enfermedad respectivamente. Se inocularon trece aislados de Fusarium spp. (10" UFC) y cuatro
aislados de Erwinia spp. (10° CFU). En las pruebas de patogenicidad F. oxysporum y F. solani
causaron lesiones necroticas en la hoja mas joven de palmas CIRAD 2504, sin llegar a causar la
muerte de la palma. F. oxysporum causé lesiones necréticas mas pequefias en la hoja mas joven
del hibrido inespecifico OXG en comparacion con el material CIRAD 2504. La inoculacion de
los aislados bacterianos en palmas de vivero no mostré sintomas. El analisis de la correlacion

entre las propiedades quimicas del suelo y la severidad de la enfermedad fue significativo para la
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concentracion de fésforo (P), cobre (Cu) y hierro (Fe) en el suelo. Los coeficientes de
correlacion fueron: P (0.33), Cu (0.34) y Fe (0.39), sugiriendo una baja asociacion. En esta
investigacion la inoculacién de F. oxysporum y F. solani en plantas de palma aceitera de dos

meses de edad causd lesiones necroticas y pudricion descendente de la hoja mas joven.
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1. INTRODUCCION

La palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) originaria de Africa Occidental, es un vegetal
perenne (Corley y Tinker, 2009). Cuando se cultiva con propositos comerciales, tiene en
promedio una vida Util entre 24 y 28 afos, de acuerdo con el tipo de material sembrado. Durante
este lapso, cada palma emite racimos de frutos oleaginosos, que pueden alcanzar producciones
de 4.2 toneladas durante su vida productiva. Esto representa unas 600 toneladas acumuladas de
fruta por hectarea, cuando el proceso productivo se desarrolla en condiciones dptimas de suelo,

clima, nutricion, mantenimiento, sanidad y administracion (Bernal, 2001).

De los frutos se extrae dos tipos de aceite: uno que se sustrae de la pulpa, el aceite de
palma, y otro de la almendra, conocido como aceite de palmiste. En la fase industrial del cultivo
se refinan y se fraccionan los aceites, para producir las oleinas y las estearinas de palma y de
palmiste (Bernal, 2001). El aceite de palma es una materia prima importante y versatil tanto para
la industria alimentaria y no alimentaria. EI consumo de aceites vegetales como la colza, la soja 'y
el aceite de palma se ha incrementado mas que cualquier otro alimento durante los dltimos 30
afios (Clay, 2004).

La palma aceitera se encuentra entre los cultivos oleaginosos con rendimientos elevados
por hectarea. Este hecho ha contribuido al desarrollo de una industria que se expande
rapidamente en las tres areas cultivadas de zonas ecuatoriales o intertropicales: Africa, Asia

Suroriental y América del Sur y Central (Corley y Tinker, 2009).

En la actualidad Asia Suroriental se ha convertido en el mayor productor de aceite de
palma. Los aumentos mas significativos de la produccion durante los Gltimos siete afios se han
dado en Malasia (8.5% por afo), e Indonesia (16.9% por afio), entre las dos representan el 80%
de la produccion mundial (Fairhust y Hardter, 2012).

La palma aceitera es un cultivo muy importante en América Central y América del Sury

se anticipa una considerable expansion para los proximos 20 afios. ElI area mas grande se



encuentra en Colombia (29%) donde la mayoria de la superficie plantada se encuentra en los
Llanos Orientales, al este de los Andes. Las segundas y terceras areas mas grandes, se encuentran

en Ecuador (24%) y Honduras (12%) respectivamente (Fairhust y Hardter, 2012).

En el Ecuador, el cultivo de la palma aceitera, tiene gran importancia econémica dentro
de la produccion agricola del pais, con una superficie sembrada de 248,199 hectareas (INEN,
2011). Este crecimiento ha ido acompafiado de la generacién de fuentes de empleo directo para
90,000 personas e indirecto para 50,000 mas, y genera 75,000 millones de dolares en
exportaciones anuales. El 87.1% de los palmicultores son duefios de pequefias areas de cultivo
con plantaciones menores a 50 hectareas (Censo Palmero, 2005), lo que refleja el enorme

impacto social del cultivo.

La “pudricion del cogollo”, la “marchitez letal” y el “anillo rojo”, son las principales
enfermedades en las plantaciones de palma aceitera en América Latina, y constituyen una
limitante para el desarrollo del cultivo. La pudricion del cogollo se caracteriza por pudriciones y
secamientos de tejidos en el cogollo de la palma, acompafiado del amarillamiento de las hojas
jévenes y causa la muerte de la palma si alcanza los tejidos meristematicos. Estas enfermedades
han destruido plantaciones enteras en Panama, Colombia, Surinam, Brasil y Ecuador,
constituyen una limitante al desarrollo del cultivo de la palma aceitera en America Latina
(Franqueville, 2001).

En la pudricion del cogollo se reconocen dos formas: una forma letal que es
predominante en el Ecuador y en la Amazonia brasilefia y en ciertas zonas de Colombia y
Surinam, y una forma no letal, con una alta tasa de recuperacion de la palma que es
principalmente encontrada en los Llanos colombianos (Franqueville, 2003). Hasta ahora no se
conoce si éstas son manifestaciones diferentes de la misma enfermedad, o se trata de fendmenos

patoldgicos o fisiologicos distintos.

De acuerdo con Elliott (2009), en Ecuador se han observado tres tipos de sintomas. En el
Cantén San Lorenzo y la Amazonia se distingue dos tipos: 1) Clasica, afecta rapidamente el

cogollo de la palma y descompone el meristemo apical, 2) Crénica, la enfermedad no se propaga



con rapidez al cogollo, esto se traduce en un descenso lento y la muerte econdémica de la palma,
3) De recuperacion, se observa en la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas es similar a la
cronica, excepto porque no inhibe permanentemente la division celular en el meristemo apical, lo

que permite la produccion de nuevas hojas y flores.

La etiologia de la pudricién de cogollo no ha sido estudiada con éxito en el Ecuador y es
indispensable determinar él o los agentes causales para lograr establecer medidas de control. La
presencia de multiples sintomas, la asociacion de diferentes patdgenos y la falta de estudios de
factores edaficos que puedan contribuir a la predisposicion de la planta al ataque de patdgenos

han contribuido al fracaso en la caracterizacion de esta enfermedad.

Los objetivos de la presente investigacion fueron:

1. Realizar un muestreo de tejido con sintomas de pudricion de cogollo en plantaciones de
palma aceitera de las Provincias de Esmeraldas.

2. ldentificar con analisis morfoldgico y molecular hongos y bacterias asociados a la
pudricién del cogollo.

3. Realizar pruebas de patogenicidad de los principales hongos y bacterias aislados desde
tejido de palma con sintomas de pudricién del cogollo.

4. Determinar factores edaficos que puedan contribuir al desarrollo de la enfermedad.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas generales de la palma de aceite

Botanicamente la palma de aceite se conoce con el nombre de Elaeis guineensis. Nombre
dado por Jacquin en 1763, con base en la palabra griega elaion, que significa aceite y guineensis,
hace honor a la region de Guinea de donde se considera originaria. La palma de aceite es un
cultivo tropical, tanto en su origen como en su expansion y desarrollo a lo largo de siglos, su
mejor adaptacion se encuentra en la franja ecuatorial, entre 15 grados de latitud norte y sur,
donde las condiciones ambientales son mas estables. La posicién geografica de Ecuador se
considera privilegiada. La mejor gama de temperaturas parece ser 24 a 28 °C, aunque pueden
crecer palmas a mayor altura o en el limite geografico alrededor de 15 N, con temperaturas
mininas de 20 °C durante parte del afio. Los requerimientos de agua en el cultivo de palma de
aceite oscilan entre 1800 y 2200 milimetros bien distribuidos a lo largo del afio. La palma de
aceite es una planta beneficiada por altas intensidades de luz. La duracién de la insolacion es un
factor importante, en la produccion de la palma de aceite, necesita unas 1500 horas de sol bien
distribuidas durante el afio para asegurar una buena maduracion de los racimos. Suelos francos a
franco a franco arcilloso, sueltos, profundos, bien drenados y de origen aluvial o volcanicos, son
los mas deseables para el cultivo de palma de aceite. La palma de aceite se ha cultivado en
muchas areas que no parecen ser tan éptimas, una de las razones es que la palma se ha adaptado

a un régimen climatico de lluvia de verano y sequia de invierno (Corley y Tinker, 2009).

2.2. Descripcion botanica

La palma de aceite perteneciente a la familia Arecaceae es una palma grande con un
penacho de hojas y un solo tallo en forma de columna. Su apariencia caracteristica
"desordenada” en contraste con el cocotero (Cocos nucifera) se debe al angulo irregular de

insercion de los foliolos a lo largo del raquis de la hoja (Hartley, 1988).



Raices, morfoldgicamente el sistema radicular comprende un extenso sistema fibroso y
adventicio, que irradia desde la parte inferior prominente del tronco (alrededor de 0.8 m de
didmetro), y que se extiende entre 0.4 y 0.5 m en el suelo en la base del tronco. La mayor parte
de la biomasa de las raices se encuentra dentro de 1 metro de la superficie del suelo, pero las
raices activas en la absorcion de nutrientes se localizan en mayor grado en los 0.5 m superficiales
(Fairhust y Hardter, 2012).

Tallo o Estipe, es una columna erecta y uniforme que puede alcanzar una altura de 25-30
m, en su parte central alberga el punto de crecimiento o meristemo apical. Las palmas crecen en

promedio de 30 a 60 cm por afio (Corley y Tinker, 2009; Fairhust y Hardter, 2012).

Hojas, miden de 7-8 m de largo, en condiciones normales las palmas adultas tienen entre
30 y 49 hojas funcionales. Comprende los siguientes componentes: El peciolo, mide 1.15 m de
largo y corresponde a la parte de la hoja entre el tronco y el punto de insercién del primer foliolo
verdadero y esta provisto de espinas. Luego esta el raquis que mide de 5-6 m de largo, es
asimétrico transversalmente, proporciona sostén a los foliolos insertos en las caras laterales.
Finalmente, los foliolos (hojas pinnadas) estan insertados en dos hileras a cada lado del raquis.
Cada hoja contiene alrededor de 150-250 foliolos, cada uno con una nervadura central y una
lamina. Los foliolos miden de 3-5 dm de ancho en el punto medio y 80-120 cm de largo
(Fairhust y Hardter, 2012).

Inflorescencias, cada hoja que produce la palma trae en su axila una inflorescencia sin
sexo definido. Por su condicion de monoica, la palma de aceite produce separadamente flores
masculinas y femeninas sobre el mismo arbol. Las flores masculinas, proveen polen, estan
compuestas de 100 a 160 espigas, cada una de ellas tiene entre 10 y 20 cm de largo y de 700 a
1200 flores, que en conjunto proveen entre 30 y 60 gramos de polen. Las flores femeninas,
también insertadas en espiguillas y dispuestas en espiral alrededor del raquis o pinzote, pueden
estar distribuidas hasta 110 espigas y alcanzar la cantidad de 4000 flores aptas para ser
polinizadas (Corley y Tinker, 2009).



Frutos, es una drupa sesil o una semilla encerrada en una pulpa carnosa de forma variada
casi esférica u ovoide, mide de 3 a 6 cm de largo y cuentan con un peso aproximado de 5 a 12
gramos. Tienen la piel lisa y brillante (exocarpio) de color amarillo anaranjado, una pulpa o
tejido fibroso que contiene las células con aceite (mesocarpio), una nuez o semilla compuesta por
un cuesco lignificado (endocarpio), y una almendra aceitosa o palmiste (Endospermo). Los frutos
insertados en las espiguillas que rodean el raquis en forma helicoidal, conforman los racimos con
peso variable entre 5 a 40 kg (Corley y Tinker, 2009; Fairhust y Hardter, 2012).

2.3. Principales enfermedades de la palma aceitera

Hasta la Segunda Guerra Mundial parece que la palma aceitera estaba en gran parte libre
de enfermedades y plagas (Hartley, 1988. Citado por Corley y Tinker, 2009), pero conforme se
expandid el cultivo, han habido brotes serios y devastadores de enfermedades en varias partes del
mundo (Corley y Tinker, 2009). En varias partes de Africa la enfermedad de mayor importancia
ha sido la marchitez causada por Fusarium, en Nigeria, la pudricion seca basal (Ceratocystis) ha
causado considerables pérdidas. En Asia, Ganoderma es un problema en plantaciones
replantadas (Corley y Tinker, 2009). Las tres enfermedades que son de particular importancia en
América Central y América del Sur son la enfermedad del anillo rojo, la marchitez letal y la
pudricion de cogollo (Fairhust y Hardter, 2012).

2.3.1. Anillo rojo

El anillo rojo/hoja pequefia es la enfermedad mas importante del cocotero y la palma
aceitera en Ameérica Central (Chinchilla, 1997). Sin embargo, la enfermedad también se
encuentra en Venezuela, Surinam, Brasil, Colombia y Ecuador, en donde esta es muy extendida

y ha causado considerable dafio (Schuling y Dinther, 1982. Citado por Corley y Tinker, 2009).

En Ecuador, la presencia del anillo rojo es un problema nacional y no se tiene estadisticas

de la enfermedad en el pais. La enfermedad puede mantenerse a un bajo nivel en una plantacion



si se sigue un enfoque integral en el manejo, que incluye la eliminacién de plantas enfermas y la

reduccion de la poblacion del vector (Chinchilla y Escobar, 2007).

La enfermedad del anillo rojo/hoja pequefia es causada por el nematodo del cocotero
(Rhadinaphelenchus cocophilus). Entre los principales sintomas se observa un anillo cilindrico
marron de 1-2 cm de ancho y 7-8 cm desde el brote del tronco. El anillo es mas distintivo en la
base de la palma. Cuando progresa la enfermedad se presenta enanismo de la corona de la palma
que muestra un grupo de hojas e rectas, las hojas son onduladas y retorcidas que a veces se
adhieren al raquis, se vuelven cloréticas y posteriormente se secan. El raquis se torna marron
claro con manchas amarillas y se observa podredumbre del racimo y falta de formacién de frutos
(Corley y Tinker, 2009). La diseminacion del nematodo se realiza a través de los insectos
Rhynchophorus palmarum y Metamasius hemipterus (Calvache et al., 1995).

La infeccidn puede ser minimizada mediante la eliminacion de las palmas afectadas, las
que deben ser envenenadas, taladas y quemadas (Fairhust y Hardter, 2012). La toma de medidas
sanitarias regulares como: trampeo de vector con feromonas, minimizar las heridas al tronco por
la poda de hojas a ras (Corley y Tinker, 2009). Se deben dejar bases de hojas (8-12 cm de
longitud) adheridas al tronco de la palma después de la poda y la cosecha (Fairhust y Hardter,
2012).

2.3.2. Marchitez letal

La marchitez letal (ML) es una enfermedad devastadora de la palma aceitera, se presenta
en Colombia, Ecuador y Pert (Corley y Tinker, 2009). En Colombia la ML aparecié en 1994 y
es el problema potencial mas grave de la palmicultura en la zona (L6épez, 2010). En Ecuador, la
mayor incidencia se observa en la zona ubicada entre los cantones Santo Domingo y La
Concordia, se cree que unas 100 hectareas de la zona pueden estar afectadas. Ademas se
sospecha de la presencia de la enfermedad en el Oriente Ecuatoriano (ANCUPA 2012, com.

pers.).



Hay evidencia de que la enfermedad es causada por el protozoo flagelado Phytomonas
staheli. El vector mas probable es Lincus lethifer pero el minador de la raiz Sagalassa valida, y
el insecto Myndus crudus también pueden desempefiar un papel como vectores de enfermedades
(Fairhust y Hardter, 2012).

La ML presenta diferentes sintomas segun la edad de la palma. Sin embargo, siempre
presenta algunos sintomas caracteristicos tanto en la parte externa como en la parte interna de la
palma, los cuales son usados para el diagnostico de la enfermedad en campo (Fajardo et al.,
2005. Citado por Duarte, 2007).

Entre los sintomas externos caracteristicos utilizados para el diagnostico de palmas
afectadas con ML se encuentra la subita descomposicion de los racimos en desarrollo, se observa
una coloracion rojiza de la parte superior de los peciolos y desecacion de las hojas, a partir de las
hojas méas bajas. Ademas, se observa rayas de color marrdn rojizo en el centro y en los extremos
de los foliolos inferiores y cambios de color de hoja verde, a verde palido, amarillento, rojizo-
marron y gris ceniza. Las palmas mueren después de 2-3 semanas Y las raices se pudren antes de

la aparicion de los sintomas externos (Fairhust y Hardter, 2012).

En palmas adultas de méas de 7 afios, la enfermedad presenta dos tipos de manifestacion
de sintomatologia externa (marchitez letal rapida y marchitez letal lenta) que se determina por la

velocidad en el deterioro de la palma (Duarte, 2007).

Se ha desarrollado estrategias para disminuir la incidencia de la enfermedad por medio de
practicas culturales, por ejemplo: inspeccion en campo de la enfermedad, erradicacion de palmas
sintomaticas, reducir la presencia de gramineas mediante la combinacion de insecticidas y
herbicidas para eliminar las plantas hospedantes alternativas de los vectores (Cenipalma, 2007;)
Corley y Tinker, 2009; Fairhust y Hardter, 2012).



2.4. Pudricion de cogollo (PC)

En los afios 60 se manifestaron los primeros dafios ocasionados por la PC en América
Latina. En Ecuador, fue en 1976, en la hacienda "Palmeras de los Andes"”, en palmas de 3-4 afios.
En esta plantacion el dafio permanecié relativamente limitado, e incluso se registraron

regularmente casos de recuperacion (Dzido et al., 1978. Citado por de Franqueville, 2001).

En 1979, la PC se present6 en palmas de dos afios en la vertiente amazonica y en 1992-
1993 el ataque de la enfermedad fue devastador en "Palmeras del Ecuador"” (mas de 5.000 ha) en
Shushufindi y en Huashito (Palmoriente, también con mas de 5.000 ha) Dzido et al., 1978.
Citado por de Franqueville, 2001). Actualmente, San Lorenzo, Provincia de Esmeraldas,

constituye el epicentro de la pudricion del cogollo.

2.4.1. Sintomas

De acuerdo con de Franqueville (2001), los primeros sintomas se expresan por una
clorosis en las hojas jovenes (cogollo). Se presentan pudriciones humedas bajo los foliolos de las
hojas de la hoja bandera (flecha), extendiéndose por contacto de un foliolo al otro. En la base de
estas hojas aparece una delicuescencia de los tejidos que se extiende hasta los puntos de
crecimiento. EI mismo autor en el 2003, menciona que hay dos formas de PC: una forma letal,
que es predominante en el Ecuador y la Amazonia Brasilefia y en algunas zonas de Colombia y,
una forma no letal con una tasa alta de recuperacion de la palma que se encuentra principalmente
en la zona oriental de Colombia. El crecimiento de la palma y el rendimiento se reducen en un
periodo de 18-24 meses, se reemplaza la cubierta de la hoja con hojas sanas después de que los

sintomas de la enfermedad han disminuido.

Elliott (2009) en su reporte de visita al Ecuador sefiala que se distingue tres tipos de PC:
clasica, cronica y de recuperacion, la principal diferencia es la tasa de desarrollo de la

enfermedad y/o la capacidad de la palma para responder a la infeccién del potencial patégeno.



“PC clésica, la enfermedad afecta rapidamente el cogollo de la palma y descompone el
meristemo apical, probablemente porque la palma no tiene tiempo para producir defensas contra

el potencial patdgeno o el medio ambiente es muy propicio para el desarrollo de la enfermedad”.

“PC cronica, la enfermedad no se propaga con rapidez al cogollo, tal vez porque la
palma tiene tiempo de producir defensas contra el potencial patégeno o puede ser debido a que
las condiciones climéticas no son propicias para el desarrollo de la enfermedad. La enfermedad
sigue avanzando y en las hojas que estaban desarrollandose en el cogollo surgen los sintomas. El
meristemo apical cesa de producir nuevas hojas diferenciadas, a pesar de que el meristemo apical
fisicamente no puede estar descompuesto. Esto se traduce en un descenso lento y la muerte

econdmica de la palma (no hay produccion)”.

PC de recuperacion, esta enfermedad es similar a la PC crénica, excepto porque no
inhibe permanentemente la division celular en el meristemo apical, lo que permite la produccion
de nuevas hojas y flores. Las nuevas hojas y flores a menudo son deformes, pero surgen hojas
normales en apariencia y la palma empieza a producir frutos nuevamente. Las palmas afectadas

se recuperan (desarrollo de inmunidad) (Elliott, 2009).

2.5. Microorganismos asociados a la PC

Existen registros de patdgenos asociados a la PC desde 1928, cuando Reinking, citado
por Richardson (1995), descubrid la existencia de bacterias, hongos del genero Fusarium y una
posible Phytophthora.

En plantaciones de palma de aceite de las zonas Occidental y Central de Colombia se
estudiaron algunos hongos asociados a la PC como: Fusarium spp., Colletotrichum sp.,
Pestalotia sp., Rhizoctonia sp., Thielaviopsis sp., Nigrospora sp. Para el caso de bacterias, las
mas frecuentes fueron Erwinia sp. y Pseudomonas. Como chromistas se aislaron Phytophthora

sp. y Pythium sp. (Sarria et al., 2008).
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En Ecuador, en la plantacion Palmeras del Ecuador (PDE) se estudio la microflora
asociada a la PC de la palma de aceite y se encontraron principalmente hongos de los géneros:
Phoma, Cephalosporium, Pirenochaeta, Pestalotia y Colletotrichum (Quillec, 1983. Citado por
Sarria et al., 2008).

2.5.1. El género Fusarium

Existen registros previos de trabajos que mencionan a la PC, en ellos se considera su
posible agente causal. Bachy (1954), citado por Sarria et al., (2008) encontrd una asociacion con
F. oxysporum, F. solani y F. roseum, pero la inoculacién artificial de estos hongos no tuvo
resultados definitivos sobre el agente causal de la enfermedad. En América Latina en 1976,
Renard (citado por de Franqueville, 2001, 2003) realizé aislamientos de palmas afectadas con
PC, mostrando el predominio de cepas de Fusarium (F. oxysporum y F. solani) y bacterias en el
tejido afectado, las pruebas de inoculacién no reprodujeron los sintomas de la enfermedad. El
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) informa a Fusarium solani como un hongo

aislado con mayor recurrencia desde tejido afectado con la pudricion del cogollo (INIAP, 2011).

2.5.1.1. Clasificacion taxonémica

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

2.5.1.2. Caracteristicas morfologicas

Las especies de Fusarium son variables en su composicion genética y el medio ambiente
en el cual crecen causa cambios morfoldgicos. La base en la identificacion de especies de

Fusarium es la macroconidia (Toussoun et al., 1983). La macroconidia, tiene forma de media
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luna o canoa y consta de una célula apical y una célula basal. Hay cuatro formas de células
apicales: obtusa, papilada, gancho y elongada. La célula basal tiene cuatro formas: de pie, pie
elongado, en forma de muesca y apenas muescado. La célula basal es la menos curvada de todas
las células en la conidia, si esta es curvada el resto también. Los caracteres mas importantes son
los relacionados con la longitud y forma de la célula (Leslie and Summerell, 2006). No todas las
especies de Fusarium producen microconidias, sin embargo es una importante caracteristica. Son
producidas en el micelio aéreo, nunca en esporodoquios (Toussoun et al., 1983). Las células
conidiogénicas en la cual se forman, y su disposicién alrededor de la célula conidiogénica son
importantes caracteristicas en el diagnostico. Por lo general tienen de 0 o 1 septo, algunas
especies tienen dos septos. El pie microconidial puede ser de forma oval, reniforme, truncada,

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

Las clamidosporas, son una importante caracteristica de muchas especies de Fusarium y
no estdn 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. Se encuentran en micelio aéreo o embebidas en el agar, la ubicacion es importante en la

identificacion de especies (Leslie and Summerell, 2006).

2.5.2. Phytophthora palmivora

La hipdtesis de Phytophthora como causante de la PC, fue propuesta por Quillec en 1988,
citado por de Franqueville (2001), en Shushufindi, Ecuador en 1986. El proposito del trabajo
fue buscar los chromistas Phytophthora y Pythium, con el uso de medios de cultivo especificos
0 trampas en manzanas. La proporcion muy baja de aislados condujo a concluir que estos
oomycetos no intervienen en la pudricion del cogollo. Recientemente, se ha postulado que la
lesion inicial de la PC es causada por Phytophthora palmivora, que infecta el tejido de la planta
inmadura en la yema apical (Sarria et al., 2008).

En palmas de vivero, las lesiones pequefias son visibles tres o cuatro dias después de la

infeccion inicial y, si las condiciones climaticas favorecen la infeccion, las hojas pueden estar
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infectadas por el contacto fisico. La infeccion penetra a través de la yema haciendo morir la
proxima hoja emergente (Fairhust y Hardter, 2012). Ensayos con Fosetil Al (Aliette) o Metalaxil
conducidos durante varios afios han resultado infructuosos (Franqueville, 2001).

2.5.2.1. Clasificacién taxonomica

Phytophthora pertenece al Reino: Chromista, Phylum: Oomycota, Clase: Oomycetes,

Orden: Peronosporales, Familia: Pythiaceae (Crous et al., 2004).

2.5.2.2. Caracteristicas morfolédgicas

Phytophthora spp. posee hifas vegetativas, diploides, cenociticas, con paredes celulares
compuestas de celulosa y quitina. Produce una gran variedad de propéagalos incluyendo
clamidosporas, oosporas, esporangios y zoosporas (Ploetz, 2003).

Las oosporas son esporas sexuales que se forman de la fusion del anteridio con el
oogonio. Las diferentes especies pueden clasificarse segun la posicién del anteridio con respecto
al oogonio, el area que ocupa la oospora con respecto al oogonio (plerético o apler6tico) y las
papilas de los esporangios. Algunas especies producen clamidosporas que son estructuras de
supervivencia capaces de permanecer latentes en el suelo o en los tejidos de las plantas hasta

encontrar condiciones favorables para su germinacion (Donald y Ribeiro, 1996).

Las zoosporas son esporas asexuales producidas por los esporangios, los cuales poseen
flagelos en la parte posterior y anterior que le permite nadar a través de los poros del suelo. Las
condiciones de humedad en el suelo facilitan su movilidad y es por esto que los casos mas
severos de la enfermedad se presentan en suelos inundados o con un drenaje pobre. Las
zoosporas son atraidas hacia la superficie radicular por quimiotaxis y electrotaxis, una vez las
zoosporas llegan a la rizésfera se enquistan y comienzan a infectar el hospedero (Morris y Gow,
1993; Van West et al., 2002; Ploetz, 2003).
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Los esporangios son papilados con formas variables, ovoides, esféricos o elipsoides, con
un tamafio de 35 a 60 um en longitud y pedicelo corto menor a 5 um de largo. Cada esporangio
descarga de 10 a 40 zoosporas cuando son incubados en agua. Las clamidosporas son terminales

intercaladas con un didmetro promedio de 33 pm.

Phytophthora palmivora, es heterotalica, forma oosporas ligeramente aplerdticas por los
cruces de la forma Al y A2. El oogonio y la oospora son esféricos, con un diametro de 17 a 29
um. El anteridio es anfigeno, con un diametro de 12 a 16 um. El minimo de temperatura de
crecimiento para esta especie es de 11°C, con una temperatura Optima de 27.5 a 30°C y un
méaximo de 35 °C (Donald y Ribeiro, 1996; Ploetz, 2003; Gallegly y Hong, 2008).

2.5.3. Erwinia spp.

En la zonas de Shushufindi y Huashito en 1995 (Allen et al., 1995, citado por
Franqueville, 2001) encontraron analogias entre la PC y el fuego bacteriano de los arboles
frutales (Fire Blight of Pear and Apple), causado por Erwinia amylovora. Sugiriendo que estas
dos enfermedades tenian en comudn una dispersion que era visiblemente aérea asociada con
abejas, en el caso del fuego bacteriano (Johnson y Stockwell, 1998. Citado por Franqueville,
2001). Sugieren, la presencia de una bacteria del género Erwinia que puede ser aislada de los
tejidos tiernos en proceso de desarrollo y en los cogollos, y que las dos enfermedades eran
influenciadas por los factores ambientales y el manejo culturales. Ademas, proponen gue un
aislado poco agresivo proveniente de un area silvestre, pudo ganar agresividad durante
infecciones sucesivas, hasta adquirir mayor virulencia. Erwinia puede tener un hébitat en el
suelo, o conservarse en los restos vegetales, y el indculo llegando a ser altamente agresivo podria

provocar dafios precoces en el replantio (Franqueville, 2001).

Como en el caso del fuego bacteriano, la bacteria puede actuar emitiendo una toxina (el
amylovorin). La enfermedad también es dificil de reproducirse en los arboles frutales, porque es
necesario que sean reunidas condiciones climaticas, condicion fisiolégica de la planta,

poblaciones de vectores para que haya expresion de los sintomas (Franqueville, 2001).
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2.5.3.1. Clasificacién taxonomica

La posicion taxondémica, nomenclatura e interrelaciones de los miembros del género
Erwinia ha sido sujeto de diversas propuestas (Schaad et al., 2001). La méas amplia clasificacion
es la de Dye, sugiere que las especies de Erwinia pueden dividirse en cuatro grupos:
“amylovora” (causante de marchitamientos no pectoliticos), “carotovora” (pudriciones blandas
pectoliticas), “herbicola” (pigmento amarillo) y el grupo de Erwinia atipicas (Dye, 1981; Schaad
et al., 2001). El género Erwinia pertenece al reino Bacteria, familia Enterobacteriaceae
(Martinec y Kocur, 1964).

2.5.3.2. Caracteristicas morfolédgicas

Erwinia amylovora, forma bacilos Gram negativos solos o en grupos (Martinec y Kocur,
1964). 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). No hay crecimiento anaerdbico,
hidrolizan esculina, todas las cepas producen acido a partir de sorbitol. Las cepas crecen en
fuentes de carbono y sorbitol como melobiosa. Estas pueden utilizar isoleucina, metionina y
treonina como fuentes de nitrogeno. Las cepas son sensibles a la furazolidona (Rijckaert, 1994.
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 37°C, el metabolismo de la glucosa se caracteriza por ser oxidativo fermentativo, en
la prueba de reduccion de sucrosa hay ausencia de un precipitado. Las cepas son positivas a la
prueba de degradacion de pectatos (Schaad et al., 2001).
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2.6. Manejo de la pudricion del cogollo

La deteccion en los estados iniciales de la enfermedad evitara que se pierda totalmente el
cogollo de la palma. La deteccion temprana de la PC permite la practica de cirugias al cogollo de
la palma. Esta practica consiste en cortar las hojas mas afectadas, y con una herramienta filosa
penetrar gradualmente dentro del cogollo hasta localizar tejido aparentemente sano haciendo al
final un corte en bisel. Luego, el corte se trata con insecticida y fungicida de amplio espectro
(Chinchilla, 2010). Esto permitira en el mejor de los casos la recuperacion de la palma.

Ademas, las medidas de control deben incluir el mejoramiento del drenaje dentro de la
plantacion para evitar la acumulacion de agua en el cultivo durante las épocas de mayor
precipitacion. El exceso de agua y alta humedad relativa, causa estrés en la palma y favorece el
desarrollo de la enfermedad (Torres et al., 2008; Chinchilla, 2010).

La captura de Rhynchophorus palmarum permite monitorear el estado de sus poblaciones
en diferentes areas de la plantacion. Capturar el insecto es importante para establecer planes de
manejo para evitar que sean atraidos por el tejido en proceso de pudricién e impedir que se
alimenten de la zona meristematica de la palma, acrecentando asi la posibilidad de su
recuperacion (Torres et al., 2008). El uso del "rincoforol", feromona de agregacion producida por

el macho de R. palmarum, permite aumentar la eficiencia de las capturas en 6-30 veces 0 mas.

Por otra parte, se recomienda eliminar las plantas adultas enfermas con PC en lotes de
baja incidencia. EI no eliminar las plantas enfermas las convierte en una fuente de inoculo y

propagacién de R. palmarum (Torres et al., 2008).

2.7. El sueloy la nutricion en la incidencia de la PC

Acosta y Munevar (2005), sugieren que la PC esta relacionada con el estrés nutricional y
propiedades fisicas y quimicas del suelo. EI Centro Nacional de Investigaciones en Palma

Aceitera de Colombia (CENIPALMA) condujo investigaciones en las plantaciones de Manuelita
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(San Carlos de Guaroa, Colombia) demostrando que la incidencia de la PC es generalmente
mayor en zonas donde existen las siguientes limitantes fisicas en el suelo (Acosta y Munevar,
2005):

Suelos arcillosos, parcelas con cantidades significativas de arcilla en el horizonte

superficial (0-40 cm) a menudo tienen el doble de incidencia de la infeccion (Figura 1).

Compactacion, se encuentra una mayor presion de la enfermedad en plantaciones con

mayor resistencia a la penetracion.

Conductividad hidraulica, existe una significativa reduccién de la frecuencia de la PC en

parcelas con mejor drenaje.

Concentracion de nutrientes, la relacién entre la concentracion de nutrientes (Tabla 1) y
la PC se estudid en suelos sin las limitaciones fisicas mencionadas anteriormente. Se estudiaron
dos lotes de la plantacion Manuelita, en San Carlos de Guaroa, Colombia. El lote 1 tenia baja
incidencia de la enfermedad y palmas saludables y el lote 2 tenia palmas saludables Unicamente.
Las muestras tomadas del circulo alrededor del tronco (coronas) de palmas sanas y enfermas en
ambos lotes determinaron que el suelo es mas fértil en las coronas de palmas sanas, en
comparacion con las palmas afectadas por PC. Sin embargo no se ha observado diferencias en las

concentraciones de nutrientes foliares (Acosta y Munevar, 2005).

Viegas et al., 2000, citado por Fairhust y Hérdter (2012), midieron la concentracién de
micronutrientes: cobre, hierro, manganeso y zinc en las hojas de las plantas infectadas y sanas.
Ellos encontraron que la concentracion de hierro en la hoja No. 17 fue mayor en las palmas
infectadas, lo que implica que la toxicidad por hierro puede ser un factor predisponente en la PC.
De acuerdo con Chinchilla (2010), la fertilizacion debe ser en cantidades suficientes, oportuna
(épocas y lugares de aplicacion) y equilibrada (entre elementos). El principio del barril de
Spengel-Liebig indica que cuando uno de todos los elementos esenciales esta deficiente el

rendimiento y la sanidad del cultivo se encuentran comprometidos.
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Figura 1. Los casos de infeccion de PC en plantaciones de palma aceitera localizadas en suelos

con un contenido alto y bajo de arcilla en Colombia (Acosta y Munevar, 2005).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacidn geografica
La recoleccion de muestras para el diagndstico e identificacion de organismos asociados a
la enfermedad se realizo en siete plantaciones comerciales de palma aceitera (Tabla 1) ubicadas

en los cantones de San Lorenzo y Quinindé en la Provincia de Esmeraldas, Ecuador (Figura 2).

Tabla 1. Ubicacion geogréafica de plantaciones comerciales de palma aceitera visitadas.

No. Nombre de la Coordenadas Altitud
plantacion planasUTM  (m.s.n.m.)

1 Aiquisa N 18°13,101° 125
W 66° 56,432’

2 Kayalu N 1° 12,369 170
W 78° 42,858’

3 Palesema N 1° 12,790’ 175
W 78° 42,847

4 Alespalma N 1°15,050° 72
W 78° 48,194’

5 Palpailon N 1° 13,983’ 86
W 78° 49,535’

6 Palmeras de los Andes N 1° 13,620’ 121
W 78° 49,030’

7 Tabuche N 0° 42.540° 209
W 79°33,858’

El aislamiento e identificacion morfol6gica de microorganismos asociados a la PC y las
pruebas de patogenicidad se llevo a cabo en el Centro de Investigaciones de Palma de Aceitera
(CIPAL) de la Asociacion Nacional de Cultivadores de Palma de Aceite (ANCUPA), ubicado en
el km 37 % via Santo Domingo de los Tsachilas-Quinindé. Sus coordenadas geograficas son:
Latitud 0° 02729 S, Longitud 79° 24" 54” O, a una altitud de 260 m.s.n.m. De acuerdo con la
Estacién Meteoroldgica del CIPAL, las caracteristicas climaticas' son: temperatura promedio
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24.2 °C, heliofania 626 h/luz, humedad relativa 86%, precipitacion anual 3071.26 mm vy
nubosidad 7/8.

La identificacion molecular de patdgenos se realiz6 en la Clinica de Diagndstico de la
Estacion Experimental Agricola de Juana Diaz, ubicada en la zona suroeste de Puerto Rico, en el
km 3.1 de la carretera 510, Sabana Llana, Juana Diaz. Las coordenadas geograficas son: Latitud
N 18° 01" 8117, Longitud W 066° 31" 713”, a una altitud de 23 m.s.n.m (Vega, 2009).

Figura 2. Ubicacion geogréfica de las plantaciones de palma aceitera muestreadas en el Cantén
San Lorenzo de la Provincia de Esmeraldas, Ecuador.

3.2. Recoleccion de muestras de palmay de suelo

En el mes de junio del 2011, se colectaron muestras de tejido afectado y de suelo en siete
plantaciones de la Provincia de Esmeraldas. Se establecio una escala de severidad de la
enfermedad en base a sintomas visuales (Tabla 2). En cada plantacion se seleccionaron de cuatro
a seis palmas donde cada una correspondi6 a un grado en la escala de severidad.
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Tabla 2. Escala de severidad utilizada para el muestreo de palma aceitera con PC

Escala de Severidad Sintomas
1-7
1: aparentemente sana  Sin sintomas visibles, palmas aparentemente
sanas, hojas de color verde.

3: sintomas iniciales Amarillamiento de las hojas mas jovenes,
pequefias lesiones necraticas en la flecha.

5: dafio avanzado Amarillamiento de las hojas mas jovenes,
pudricién de la flecha, pudricion del cogollo.

7: palma muerta Hojas de color grisdceo, secamiento de las

hojas, pudricion del meristemo.

Las palmas seleccionadas fueron cortadas en la base del tallo y luego se realizé un corte
longitudinal de la palma a nivel del cogollo usando una motosierra, se colectd material
sintomatico y asintomatico de cuatro secciones de la palma: cogollo, flecha, meristemo apical y
raices. EI material se coloco en fundas plasticas debidamente identificadas y se transporté en una

nevera portéatil al Laboratorio del CIPAL.

Ademas, con la ayuda de un barreno se colectdé muestras de suelo en coronas de palmas
sanas y enfermas, 500 gramos de suelo se colocaron en fundas plasticas debidamente
identificadas y fueron enviadas al Laboratorio de Analisis de Suelos y Aguas del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias INIAP Santa Catalina en Ecuador, para el analisis de

las propiedades quimicas del suelo.

3.3. Aislamiento de hongos y bacterias asociados a la PC

3.3.1. Aislamiento de hongos

Se realizo la descripcion de sintomas y signos de las muestras recolectadas en campo. Se
cortd pequefias secciones de tejido afectado de aproximadamente 4 a 6 mm y se desinfectd
previamente con etanol al 70%, una solucion de hipoclorito de sodio al 25% vy tres enjuagues con

agua destilada estéril, por un periodo de un minuto por cada muestra (Agrios, 2005). El tejido
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desinfectado se transfirio a platos petri con medio de cultivo papa dextrosa agar con acido lactico
(APDA) al 25% (Apéndice 1). Los aislados fueron incubados a 26 °C durante 6 dias. Los
cultivos se purificaron y se realizaron cultivos monosporicos y de punta de hifa para proceder a
su identificacion utilizando los criterios morfolégicos establecidos en las claves taxonémicas y

realizar anélisis de ADN.

Los aislamientos obtenidos se conservaron en papel filtro, utilizando cuadros de papel
filtro (60-80) de 1 cm? esterilizados. Luego se colocaron 10 cuadros de papel filtro sobre medio
de cultivo APDA, en el centro de la caja se colocd un disco de APDA que contenia el hongo a
almacenar y se incubd a 24 °C durante 10 dias. Posteriormente, se retiraron los cuadros de papel
filtro con una pinza estéril y se colocaron en una caja Petri y se dejo secar por 7 dias a 24 °C. Los
papelitos se transfirieron a sobres de papel aluminio y se almacenaron a 4 °C (Mosquera et al.,
2001).

3.3.2. Aislamiento de chromistas

Del tejido vegetal colectado en palmas se seleccion6 secciones de tejido de raiz, cogollo,
flecha, bases peciolares y meristemo apical, las muestras se lavaron con abundante agua de grifo
durante 20 minutos, posteriormente se desinfectd con alcohol durante un minuto y tres enjuagues
en agua destilada estéril, se elimino el exceso de agua en papel toalla estéril (Sarria, et al., 2008).
Para Phytophthora, los cortes de hojas y raiz se sembraron en medio de cultivo maiz y agar con
adicion de pimaricina, ampicilina, rimfampicina, pentacloronitrobenzeno (PARP) (Singleton,

1992) (Apéndice 2). Los cultivos fueron incubados en oscuridad durante una semana a 28 °C.

3.3.3. Aislamiento de bacterias

Desde tejido vegetal colectado en palmas de las diferentes plantaciones (Tabla 2), se
selecciond tejido sintomatico correspondiente al meristema o punto de crecimiento de la palma

aceitera. Secciones de 4 a 6 mm de este tejido se colocaron en 5 ml de agua destilada esteril, se
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dejo reposar durante 10 minutos para que las bacterias se difundan en el agua. El tejido no se
desinfectd previamente porque el area del meristema no esta expuesta a contaminantes (Agrios,
2005). Se transfirio 500 pl de la suspension y se sembr6 en medio de cultivo agar nutritivo (AN)
(Apéndice 3) (Schaad et al., 2001), los asilados fueron incubados a 28 °C durante 24 horas. Las
colonias de 24 horas de crecimiento se purificaron mediante diluciones en serie (Schaad et al.,
2001). Se sembraron las diluciones 10*y 10°en placas con medio de cultivo AN y se incubaron a
28 °C durante 24 horas (Schaad et al., 2001). Con las colonias obtenidas se repitio tres veces el
proceso de purificacion mediante diluciones en serie (Schaad et al., 2001) para asegurar la pureza

de los aislados.

Para la conservacion de los aislados bacteriano las colonias puras se multiplicaron en agar
levadura-dextrosa-carbonato de calcio (YDC) (Apéndice 4), luego de 48 horas de crecimiento se
transfirieron a tubos de vidrio con agar suave (Apéndice 5) con ayuda de un cotonete de algodon

estéril y se sellaron con papel parafilm a 4° C (Schaad et al., 2001).

3.4. ldentificacion morfologica de hongos

Para identificar los aislados se prepararon laminas porta objetos utilizando una gota de
lactofenol con azul de algodon (0.05%) y una porcidn del micelio. Utilizando el microscopio
(Olympus modelo Cx31, Olympus America Inc., Center Valley, PA) se tomaron medidas de 15
conidias al azar (largo y ancho) y se examinaron detalladamente las estructuras reproductivas de

los diferentes aislados.

Se utilizaron las siguientes claves morfoldgicas para la clasificacion de los diferentes
géneros: llustrated genera of imperfect fungi. Barnett, H y B. Hunter (1998), Fusarium
Laboratory Manual de John F. Leslie and Brett A. Summerell (2006), Identifying Species by
Morphology and DNA Fingerprints de Mannon E. Gallegly and Chuanxue Hong (2008).
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3.5. Pruebas bioquimicas y de crecimiento para bacterias

3.5.1. Tincién Gram

Con un asa de platino se tomé una porcién de cada aislado y se fijo la muestra en ldminas
porta objetos realizando un frotis, se aplicé el colorante cristal violeta al 1%, se realiz6 un
enjuague con agua, se adicion6 lugol compuesto por yodo y yoduro de potasio (KI) durante 3
minutos. Se enjuagd con gotas de decolorante alcohol-acetona y se realizo un nuevo enjuague
con agua. La tincion de contraste se realizo con safranina durante dos minutos. Se observoé las
muestras en el microscopio para determinar la coloracion y forma de las colonias. Las bacterias
Gram negativas adquieren una coloracién rojiza mientras que las Gram positivas conservan la

coloracion azul (Schaad et al., 2001).

3.5.2. Crecimiento a 37 °C

Los aislados bacterianos fueron sembrados en placas Petri con medio AN, las placas
fueron colocadas en fundas plasticas para prevenir la desecacion del medio y se incub6 a 37 °C
por tres dias, posteriormente se observo el crecimiento de la bacteria en el punto de inoculacion.
Las colonias que tuvieron crecimiento en el punto de siembra fueron consideradas como
miembros posibles de los géneros: Erwinia, Ralstonia, Clavibacter, Streptomyces,

Agrobacterium, Xylophilus, Pseudomonas, Xhantomonas (Schaad et al., 2001).

3.5.3. Fluorescencia en King B

Colonias de los aislados bacterianos fueron crecidas en placas Petri con medio de cultivo
King B (Apéndice 6) e incubadas a 28 °C. Se evalto la presencia de fluorescencia a las 24 y 48
horas después de la siembra, una fluorescencia verde o azul indica la presencia de bacterias del
género Pseudomonas. El género Erwinia no produce pigmentos fluorescentes en medio de
cultivo King B (Schaad et al., 2001).
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3.5.4. Prueba de la oxidasa

Esta prueba se realiz6 con las colonias Gram negativas, con el asa de platino se transfirio
una colonia de 48 horas de crecimiento en agar nutritivo a la superficie de papel filtro
impregnado con una gota de solucién acuosa al 1% de diclorhidrato de tetrametil-p-
fenilendiamina (reactivo de Kovacs), a los diez minutos se observd la reaccion. Las colonias que
no se tornaron purpuras en 1 min fueron consideradas oxidasa negativa y fueron catalogadas

como miembros del género Erwinia (Schaad et al., 2001).

3.5.5. Formacion de pigmentos en YDC

Los aislamientos bacterianos se sembraron en medio de cultivo YDC (Apéndice 4) con la
finalidad de examinar la formacion de pigmentos. Los cultivos fueron incubados a 28 °C, se
realizaron evaluaciones a las 24 y 48 horas después de la siembra. Algunas especies de Erwinia
forman pigmentos de color rosado en medio YDC (Schaad et al., 2001).

3.5.6. Prueba de pectatos

En medio Cristal Violeta Pectato (CVP) (Apéndice 7) se coloco 100 ul de la suspensién
bacteriana de los diferentes aislados y se homogenizd con un triangulo de metal estéril. Los
platos se incubaron a 28 °C de 1 a 6 dias hasta la formacion de hendiduras en el medio de
cultivo. Para confirmar la naturaleza pectolitica de los aislados que ademaés provee un indicador
de patogenicidad se utilizé tubérculos de papa. El tubérculo entero se desinfecté en hipoclorito
de sodio al 5.25% durante 10 minutos y etanol al 70%. EIl tubérculo se cortd por la mitad y se
inoculo la superficie del tejido con 1 ml de suspension bacteriana de 24 horas de crecimiento (
10° CFU/mI). Las mitades del tubérculo se volvieron a unir y se sellaron con pléstico adherente,
se incubd a 28 °C durante 48 horas. Al tocar el punto de inoculacién con una espatula y este se

hunde en el tejido es un indicativo de que la maceracion ha ocurrido (Schaad et al., 2001).
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3.5.7. Reaccion de hipersensibilidad en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum)

Se utilizo colonias de 48 horas de crecimiento en medio de cultivo YDC, las colonias se
diluyeron en agua destilada estéril hasta obtener una concentracién de 10° CFU/ml. Con una
jeringa de insulina se inyect6 100 pl de la suspension bacteriana dentro del espacio intercelular
de la hoja de tabaco. Se evaluo a las 48 y 72 horas después de la inoculacion, la presencia de
necrosis o reaccion de hipersensibilidad en el punto de inoculacion de la hoja de tabaco indica
patogenicidad (Schaad et al., 2001).

3.5.8. Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Esta prueba se realiz6 con los aislados patogénicos de la prueba de hipersensibilidad. Se
prepard el medio C de Dye (Apéndice 8), se ajusto el pH a 6.8 afiadiendo hidroxido de sodio al
40%. Se dispens6 15 ml del medio en tubos de vidrio y se esterilizé en un autoclave a 121°C por
20 minutos (Schaad et al., 2001). Se prepar6 una solucion acuosa al 0.5% de carbohidratos, las
fuentes fueron: trehalosa, cellobiosa, manitol, maltosa, sorbitol y dulcitol. Se esterilizo el dulcitol
a 110°C por 20 min., los demaés carbohidratos se esterilizaron por filtrado (Schaad et al., 2001).
Se agreg0 la fuente de carbohidrato al 0,5% (v/v) al medio C. Los tubos se inocularon con el
cultivo bacteriano de 48 de crecimiento y se incubaron a 28 °C. Se realizaron evaluaciones a los
2,4, 6, 21 y 28 dias después de la inoculacion. La formacién de un color amarillo en el medio

indico la produccion de acido (Schaad et al., 2001).
3.6. ldentificacion serologica
3.6.1. Tiraseroldgica (Immunostrip®) para la deteccion de Phytophthora spp.
Para realizar el diagnostico preliminar de chromistas se utiliz6 la tira serolégica

especifica para Phytophthora (Phytophthora Immunostrip® Test, Agdia, Inc. Indiana, USA- ;

Numero de catalogo 92601) de acuerdo a las instrucciones del manufacturero. La prueba se
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realizd en muestras de raiz de plantas sintomaticas y asintomaticas de palma. Se colocé 0.1 g de
raiz en una bolsa de malla conteniendo 1 ml de una solucién salida de fosfato. El tejido de raiz se
macerd, la tira seroldgica se colocd en contacto directo con la suspension del buffer y el tejido de
raiz. La lectura de la reaccion se realizé en forma directa, clasificando la reaccion como positiva

(presencia de doble linea horizontal) y negativa (presencia de una linea horizontal).

3.6.2. ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas para la deteccion de
Phytophthora spp.

Se utilizd secciones de tejido foliar (hoja bandera) y raiz proveniente del material vegetal
colectado para la prueba PathoScreen® ELISA especifico para Phytophthora sp. (Phytophthora
PathoScreen® Kit. Agdia, Inc. Indiana, USA; NUmero de catalogo: PSA 92600) de acuerdo a las
instrucciones del manufacturero. Se peso6 0.1 g de raiz en una bolsa de malla, el tejido se macero
con 1 ml de GBE (General Extraction Buffer), de la suspension del buffer con el tejido macerado
se tom6 100 ul y se agrego6 a cada celda de la placa ELISA con dos repeticiones, se incluyo el
control positivo (Agdia, Indiana, USA; Numero de catalogo: PSA 92600) y el control negativo
compuesto por GBE. La placa ELISA se incubd durante dos horas a temperatura ambiente en
camara himeda, transcurrido este tiempo la placa se enjuago 6 veces con el buffer PBST 1X
(Phosphate Buffered Saline with Tween 20 o PBST-20X) y se elimin6 todo el residuo del buffer

de las celdas.

Posteriormente se adiciono 100 ul del conjugado enzimatico de fosfatasa alcalina en cada
una de las celdas y se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente. La placa de ELISA se
enjuagd y se adiciond 100 pl del buffer PNP preparado a cada celda de la placa ELISA y se
incubd por 60 minutos. La lectura de la reaccion se realiz6 en forma directa, clasificando la
reaccion como positiva (cuando el color de la reaccion fue color amarillo intenso), negativa
(cuando el color de la reaccion fue claro) o intermedia (el color de la reaccion fue amarillo debil

a claro).
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3.6.3. Inmunoblot para la deteccion de Erwinia carotovora

Se utilizé cultivos bacterianos de 48 horas de crecimiento en medio de cultivo agar
nutritivo. Con un asa se tomé una colonia de los aislados bacterianos y se diluy6 en 1000 pl de
agua destilada estéril contenidos en un tubo Eppendorf f. Se utilizé el inmunoblot para la
deteccidn de Erwinia carotovora (Inmunoblot assay Erwinia carotovora. Agdia, Inc. Indiana,
USA; Numero de catadlogo PBK 90500/0096). Se tomo 3 pl de la solucion bacteriana de cada
aislado y se coloco sobre la membrana del inmunoblot, se incluyo el control positivo y el control
negativo y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos. Se adicioné a cada punto de la
membrana 3 ml de una solucion blogueadora compuesta por leche en polvo descremada al 2% y
el buffer PBST 1X. La membrana se incub6 dentro de una bolsa pléstica a temperatura ambiente
durante 45 minutos. Después de la incubacion se agregdé 15 ul del anticuerpo Ec, se volvi6 a
incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después se lavd la membrana cinco veces
con buffer PBST 1X. Luego se agregd la solucién de blogueo y se adiciond el conjugado
enzimatico de fosfatasa alcalina y se incubd durante 45 minutos. Luego se lavd la membrana
cinco veces durante dos minutos con el buffer PBST 1X. Se adicion6 3 ml del sustrato BCIP, se
dejo reposar 5-10 minutos. La lectura de la reaccion se realizo en forma directa, clasificando la
reaccién como positiva (cuando el color de la reaccion fue color parpura) y negativa (cuando no

hubo ningn cambio).

3.6.4. ELISA para la deteccion de Erwinia amylovora

Se utilizd cultivos bacterianos de 48 horas de crecimiento en medio de cultivo agar
nutritivo, para la deteccién se utilizé la prueba ELISA para Erwinia amylovora (1077-25 Erwinia
amylovora. Agden Ltda. Scotland, UK) de acuerdo a las instrucciones del manufacturero. En un
tubo Eppendorf con 2 ml del buffer de revestimiento a base de carbonato se agrego un cultivo
bacteriano y se agito en un vortex. Luego se adicion6 100 ul de la muestra a las celdas de la
placa y se incluyé un control positivo (Agden Ltda. Scotland, UK) y negativo. La placa se colocd
en camara humeda y se incubd a 4°C durante la noche. Al dia siguiente se lavo la placa tres

veces con el buffer PBST 1X. Posteriormente se agrego 200 ul del buffer de bloqueo (leche en
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polvo descremada al 2% y buffer PBST 1X (Phosphate Buffered Saline with Tween 20 o PBST-
20X) en cada celda. La placa se coloco en cdmara humeda y se incubé a 37°C durante una hora.
Se realizd un segundo lavado y se adicion6 100 pl del anticuerpo en cada celda de la placa. La
placa se incub6 en camara humeda a 37°C durante dos horas. Se realizo otro lavado y se agreg6
100 pl del conjugado enzimatico en cada celda. La placa se incub6 en cadmara humeda a 37°C
durante una hora. Se realiz6 cuatro lavados. Finalmente se adicioné 100 pl del buffer sustrato en
cada celda. La lectura de la reaccion se realizé en forma visual, clasificando la reaccion como
positiva (cuando el color de la reaccién fue color amarillo intenso), negativa (cuando el color de

la reaccion fue claro) o intermedia (el color de la reaccion fue amarillo debil a claro).

3.7. ldentificacién molecular

3.7.1. Extraccion de ADN de hongos y amplificacién por PCR (reaccién en

cadena de la polimerasa).

Se utilizaron cultivos monospdricos y de punta de hifa de los hongos aislados de la
seccion del cogollo y flecha, para cada aislado se tomaron 100 mg de micelio y se depositaron en
un tubo Eppendorf de 2 ml de capacidad. Se coloraron 4 esferas de cristal (Eppendorf AG
Hamburg, Germany) de 5 mm de didmetro por cada tubo y se realizé la extraccion de ADN
utilizando el DNeasy Plant Mini kit (Qiagen, California, USA), de acuerdo a las instrucciones

del manufacturero. EI ADN extraido se refrigerd a -20°C hasta su utilizacion.

Para la amplificacion de la region ITS del ADN ribosomal se utilizaron los iniciadores
ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3") e ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3") (Integrated DNA Technologies, Coralville, I1A). Se utilizé un termociclador modelo T
3000 (Biometra, Rudolf-Wissell-str, Goettingen). Para realizar el PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) se utilizaron 12.5 pl del master mix Go Green Tag, 2.50 pl del primer ITS 1, 2.50 pl
del primer ITS 4 y 2.50 ul de agua molecular por cada muestra. Se utilizd un volumen total de
reaccion de 25 pl, conteniendo: 20 pl de mezcla del master mix Go Green Tag y 5 ul del ADN de
cada una de las muestras. La reaccion de PCR consistio de un ciclo inicial de 94°C durante 1
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minuto, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 1
minuto, seguido de un ciclo final de extension a 72°C por 6 minutos (White et al., 1990; Vega,

2009). El producto de PCR se almacen6 a una temperatura de -20 °C.

3.7.2. Extraccion de ADN de bacterias y amplificacion por PCR

Se utilizaron aislados de 48 horas de crecimiento, positivos en la prueba de
hipersensibilidad en tabaco. La extraccion de ADN utilizando el Generation Capture Column Kit

(Qiagen, California, USA) de acuerdo a las instrucciones del manufacturero.

Para la amplificacion de la region conservada del gen 16S del ARN ribosomal se
utilizaron los iniciadores 1492 R: (5-ACCTTGTTACGACTT-3’) y 27 F:. (5 -
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") descrita por Lane et al, (1991). Se utiliz6 un
termociclador modelo T 3000 (Biometra, Rudolf-Wissell-str, Goettingen). En el PCR se
utilizaron 12.5 pl del master mix Go Green Tag, 2.5 pl del primer1429 R, 2.5 ul del primer 27 F
y 2.50 ul de agua molecular por cada muestra. Se utilizé un volumen total de reaccion de 25 pl,
conteniendo: 20 pl de mezcla del master mix Go Green Tag y 5 pl del ADN de cada una de las
muestras. La reaccion de PCR consisti6 de un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 5
minutos, seguido de 28 ciclos a 94°C por 1 minuto (desnaturalizacion), 53°C por 1 minuto
(hibridacion) y 72°C por 3 minutos (extension), seguido de un ciclo final de extension a 72°C

por 1 minuto.

La visualizacion de los productos de PCR para hongos y bacterias se realiz6 en gel de
agarosa (Sigma, St. Louis, USA) al 1.0%, tefiido de bromuro de etidio (10 mg/ml) (Sigma, St.
Louis, USA). La electroforesis se realizd durante 45 minutos a 100 V, utilizando el amortiguador
Tris EDTA 1X (Sigma, St. Louis, USA). Para la observacion de las bandas en el gel, se utilizd
un visualizador de rayos ultravioleta y el programa Quantity One, version 4.6.1 (BioRad
Laboratory, Inc., Japon). El tamafio de las bandas fue comparado con una escalera de peso de
100 a 1000 bp (Sigma, St. Louis, USA).
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3.7.3. Purificacion de productos de PCR

La purificacion de productos del PCR para hongos y bacterias se realizé utilizando el Kit
de purificacion QIAquick PCR Purification Kit Protocol (Qiagen, California, USA) de acuerdo
con las instrucciones del manufacturero. Para ello se afiadieron 5 volumenes del buffer PB por
cada volumen del producto de PCR y se homogenizd en un vortex. Posteriormente se coloco la
mezcla en un tubo QIAquick y se centrifugé por 60 segundos a 13,000 rpm, se descarto el
filtrado y se conservo el tubo colector y el filtro. Luego se afiadio 750 pl del buffer PE en la
columna QIAquick y se centrifugd por 60 segundos a 13,000 rpm. Se descartd el filtrado y se
conservé la columna y el tubo colector, se centrifugdé la columna por 1minuto adicional. Se
colocd el filtro de la columna QIAquick en un nuevo tubo de 1.5 ml, se afiadieron 30 pl de buffer
EB en el centro de la columna, se dejé reposar por 1 minuto y se centrifugd por 1 minuto a

13,000 rpm, finalmente se almacend el filtrado que constituye el ADN purificado.

3.7.4. Andlisis de la secuencia de la regién ITSy 16 S del ADN ribosomal

La secuenciacién de los productos de PCR purificados de hongos y bacterias se realizé en

Macrogen, Inc. en Rockville, USA (www.macrogenusa.com).

Las secuencias de los diferentes aislados se alinearon utilizando el programa informatico
BioEdit, version 7.1.3 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). Una vez alineadas, se
compararon sus homologias con la de otras especies existentes en el Centro Nacional para
Informacion Biotecnoldgica (por sus siglas en ingles NCBI, GenBank). El programa utilizado
para dicha comparacion fue BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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3.8. Pruebas de patogenicidad

Para las pruebas de patogenicidad se utilizé semillas germinadas de palma aceitera
CIRAD cddigo 2504 y semillas germinadas “hibridas OxG” (Murrin Corporation, Quinindé,
Ecuador), considerados como material susceptible y material tolerante respectivamente. Las
semillas se sembraron en substrato comercial (PROMIX®) en fundas de vivero de 15x23 cm de
fondo plano, color negro estabilizadas por rayos UV. Las plantas se mantuvieron en el
invernadero del CIPAL de marzo a septiembre del 2012.

3.8.1. Ensayo de patogenicidad con hongos y bacterias

En el mes de junio del 2012 en el invernadero del CIPAL se evaluaron 4 aislados
bacterianos y un testigo inoculado con agua estéril (Tabla 3). Los aislados fueron crecidos en
medio YDC por 48 horas. Se prepar6 una suspension de la bacteria a una concentracién de 10°
CFU (Schaad et al., 2001), por medio de conteo en la camara de Neubauer.

En el segundo ensayo se evaluaron 13 aislados fangicos en inoculacion individual y
combinada, y un testigo inoculado con agua estéril (Tabla 4). Los aislados fueron crecidos en
medio APDA e incubados a 28 °C durante 7 dias. Se prepar6 una suspension de Fusarium spp. a
una concentracion de 10” UFC por medio de la camara de Neubauer. La inoculacién se realizé
con herida de 10 pinchazos en la base de la hoja mas joven utilizando la aguja de una jeringa
estéril, las plantas de 2 meses se inocularon con 1 ml de la suspension bacteriana o fungica y los
controles se inocularon con 1 ml de agua destilada estéril.

Tabla 3. Aislamientos bacterianos inoculados en el ensayo de patogenicidad en palmas de vivero.

Aislado Bacteria Seccion Origen del aislado
10 Erwinia carotovora Flecha Aiquisa
11 Erwinia amylovora Flecha Tabuche
19 Erwinia amylovora  Meristemo apical ~ Palmeras de los Andes
16 Erwinia carotovora Flecha Tabuche
Testigo Agua estéril
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La evaluacion se realizo cada dos dias para verificar la aparicion de sintomas, se utilizo

una escala visual para determinar la severidad de 1 a 7, siendo 1: sana, sin sintomas visibles, con

tejido verde, 3: amarillamiento de las hojas, pequefias lesiones en la hoja més joven, 5:

amarillamiento de hojas, pudricion de la hoja mas joven, y 7: planta muerta, maceracién de los

tejidos del meristemo (Estévez com. pers.).

Tabla 4. Pruebas de patogenicidad en palmas de vivero con diferentes aislados de Fusarium.

Aislado Hongo Seccion Origen del aislado
12 F. solani Raiz Kayall
28 Fusarium sp. Flecha Palpailén
50 Fusarium sp. Flecha PDA
31 Fusarium sp. Flecha PDA
32 Fusarium sp. Flecha PDA
94 Fusarium sp. Flecha Kayalu
65 Fusarium sp. Flecha Tabuche
69 Fusarium sp. Flecha Palpailén
70 F. oxysporum Raiz Palpailon
87 Fusarium sp. Flecha PDA
90 Fusarium sp. Flecha PDA
84 Fusarium sp. Flecha PDA
70+12 Fusarium spp. Raiz Palpailén, Kayalu
70+69 Fusarium spp. Raiz, flecha Kayalu, Palpailon
62+12 Fusarium spp. Base peciolar, raiz ~ Palesema, Kayalu
69+87 Fusarium spp. Flecha Palpailon, PDA
Testigo Agua estéril

3.8.2. Reaislamiento de patogenos

Se realizaron aislados desde el tejido sintomético de las plantas inoculadas. Para el

aislamiento en medio PDA se utilizd la metodologia descrita anteriormente, una vez descritas las

caracteristicas morfoldgicas se procedio a realizar la extraccion de ADN de los hongos aislados

de acuerdo con la metodologia descrita para la identificacion molecular de hongos.
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3.9. Anadlisis estadistico
El contenido de nutrientes de las muestras de suelo colectadas en las plantaciones de

palma aceitera se correlaciond con la severidad de la enfermedad mediante el programa

estadistico Infostat version estudiantil (InfoStat, 2005).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el muestreo realizado en siete plantaciones del Canton San Lorenzo y Quinindé,
se determin6é que la PC present6d variacion en la sintomatologia segun la localidad. En las
plantaciones muestreadas, se colectd un total de 132 muestras (Tabla 5) de cuatro secciones de la
palma (cogollo, flecha, meristemo apical y raices). De acuerdo con la escala de severidad
establecida para el estudio (Tabla 2), las muestras analizadas estuvieron conformadas de tejido
afectado por PC en estados iniciales, intermedio y avanzado. En las plantaciones Aiquisa,
Kayall, Palesema, PDA, Palpailon, Alespalma y Tabuche, se observd que la PC se propagd
rapidamente al cogollo ocasionando la muerte repentina de la palma. Esta sintomatologia es
similar a lo reportado en Tumaco provincia cercana a San Lorenzo (Elliott, 2009). En las mismas
plantaciones también se observé casos en donde la enfermedad no se propag6 con rapidez al
cogollo. De acuerdo con Elliott (2009), la diferencia en la manifestacion de los sintomas de la PC
puede estar relacionada con las condiciones ambientales locales, las cuales pueden ser o no

propicias para el desarrollo de la enfermedad.

En la plantacion Aiquisa se muestreo el lote identificado como 8A, con material Deli x
Ghana de 5 afios de edad. En esta area la enfermedad estuvo dispersa, las palmas afectadas
presentaban amarillamiento de las hojas jovenes o cogollo, acompafiado de necrosis de la flecha
con o sin doblamiento. Los sintomas internos se caracterizaron por pudricion descendente de
flecha hasta el meristemo apical, en palmas con dafio inicial la pudricion no alcanz6 el
meristemo (Estévez de Jensen, 2011). También se distinguié palmas sin amarillamiento del
cogollo y presentaban necrosis en diversas areas de la flecha (Figura 3). En el sistema radicular,
las raices cuaternarias fueron escasas, quebradizas y mostraron necrosis, en las palmas

muestreadas fue notoria la reduccion de raices absorbentes.

Desde las muestras colectadas en esta plantacion no se logré aislar Phytophthora desde
tejido de raiz y flecha. Las pruebas de serologia fueron negativas para la presencia de
Phytophthora. Desde raiz se obtuvo un aislado de Fusarium sp. En relacién a bacterias se

identificé a Erwinia carotovora de acuerdo con la prueba de serologia realizada.
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Tabla 5. Muestras colectadas en las siete plantaciones de palma aceitera muestreadas en la

Provincia de Esmeraldas.

Plantacion Muestra | Altitud Coordenadas Material Edad (afos)
Al 125 18°13'101"N Deli x Ghana 5
66° 56'432"W
A2 128 01° 08" 018"N Deli x Ghana 5
78° 47261"W
A3 117 01° 08'006"N Deli x Ghana 5
Aiquisa 78° 47254"W
Ad 135 1° 0"7988"N Deli x Ghana 5
78° 47251"W
Ab 143 1° 08'037"N Deli x Ghana 5
78° 47265"W
A6 123 1° 08'050"N Deli x Ghana 5
78° 47'223"W
K1l 225 1°12'369"N guineensis 6
78° 42'858"W
Kayalu K2 179 1°12"770"N guineensis 4
76° 42'838"W
K3 165 1°12"779"N guineensis 4
78° 42'847"W
K4 ND 1°12"790"N guineensis 4
78° 42'848"W
P1 175 1°12'790"N Coari x Lamé 2
78° 42'847"W
P2 271 1°16'932"N Coari x Lamé 2
72° 44'978"W
P3 264 1° 16'934"N Coari x Lamé 2
Palesema 78° 24'984"W
P4 268 1° 16'868"N Coari x Lamé 2
78° 44'958"W
P5 249 1° 17'098"N guineensis 10
78°45'305"W
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Tabla 5. Muestras colectadas en las siete plantaciones de palma aceitera en la Provincia de

Esmeraldas (Continuacion).

Plantaciébn Muestra | Altitud Coordenadas Material Edad (afos)
Al 1 142 1° 15'050”"N Deli x Avros 11
78° 48'194"W
Al 2 122 1° 15'046"N Deli x Avros 11
Alespalma 78° 48'194"W
Al 3 103 1° 14'616"N Deli x Avros 11
78° 49'616"W
Al 4 72 1° 14'625"N Deli x Avros 11
78° 49'185"W
Pal 1 125 1° 13'983"N Deli x Avros 10
78° 49'535"W
Pal 2 99 1° 13'992"N Deli x Avros 10
Palpaildon 78° 49'526"W
Pal 3 86 1° 13'995”"N Deli x Avros 10
78° 49'548"W
Pal 4 96 1°13'619”"N Deli x Avros 10
78° 49'629"W
Pdal 121 1°13°620"N Coari X Lamé 2
78° 49°30"W
Pda 2 204 1° 14°666"N Coari X Lamé 2
78° 45°44"W
Palmeras Pda3 ND 1°17°618"N Coari X Lamé 2
de los 78° 42°884"W
Andes Pda 4 ND 1°17°609"N Coari X Lamé 2
78° 42°850"W
Pda 5 ND 1°16°843"N Coari X Lamé 2
78° 41°357"W
PDAG6 136 1°07°917"N guineensis 4
78° 54°209"W
T1 243 0° 42°540"N guineensis 6
79°33°858"W
T2 226 0°42°549"N guineensis 6
Tabuche 79° 33°856"W
T3 220 0°42°548"N guineensis 6
79° 33°845"W
T4 209 0°42°550"N guineensis 6
79° 33°849"W

*ND: No disponible
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Figura 3. Sintomatologia interna y externa de palmas con PC en la plantacion Aiquisa. A)
Amarillamiento del cogollo; B) Lesiones necréticas en tejido de la flecha; D) Pudricion de la

flecha; E) Pudricion del meristemo apical.

En la plantacién Kayall, se muestrearon palmas de material guineensis de 4 y 8 afios de
edad. La enfermedad estuvo generalizada, las palmas mostraron sintomas tipicos de
amarillamiento del cogollo y pudricion descendente de la flecha. Se muestrearon palmas con
sintomas iniciales de la enfermedad, estas presentaron pequefias areas necréticas en la flecha de
color café claro. Las palmas en estado avanzando mostraron pudricion descendente de la flecha
hasta el meristemo apical, se observo la presencia de fibras de color negro en la parte inferior del
estipe (Figura 4B) (Estévez de Jensen, 2011). De acuerdo con Elliott (2009), las fibras oscuras en
la base del estipe son parte de la anatomia y desarrollo normal de la palma aceitera y otras
especies de palmas, estas fibras se puede encontrar en palmas enfermas o sanas. El analisis del
sistema radicular se mostré poco desarrollo en palmas con sintomas avanzados de la enfermedad,

la presencia de raices cuaternarias fue escasa (Figura 4C).

Desde flecha, raiz y bases peciolares se obtuvieron siete aislados de Fusarium spp., uno
de los aislados de raiz fue identificado como Fusarium solani. No se logré aislar a Phytophthora
y las pruebas de serologia no detectaron al cromista. Se obtuvo un aislado bacteriano Gram
negativo que de acuerdo al analisis seroldgico fue negativo para Erwinia spp. En la plantacion

Palmeras de los Andes (PDA), se muestrearon palmas de vivero del hibrido Coari x Lamé y
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palmas guineensis de 4 afios de edad. En palmas de vivero se observd clorosis de las hojas con

lesiones necroticas en la base de los foliolos, sin embargo el punto de crecimiento estuvo sano.

Figura 4. Sintomatologia interna y externa de palmas con PC en la plantacion Kayald. A)
Amarillamiento del cogollo; B) Fibras negras en la base del estipe; C) Ausencia de raices

cuaternarias.

Las palmas fueron desprendidas de la funda de vivero y se not6 necrosis de raices (Figura
5). En palmas adultas, se observo el tipico amarillamiento del cogollo y pudricion de la flecha,
en algunos casos no presentd doblamiento. La sintomatologia interna se caracterizé por
pudricion descendente de la flecha hasta alcanzar el meristemo causando maceracion del tejido.
Las raices cuaternarias fueron escasas y con sintomas de pudricién. De las muestras colectadas,
desde flecha y raiz se obtuvieron diez aislados de Fusarium spp., uno de estos aislados obtenido
desde la flecha se identificé como F. equiseti. Con la tira seroldgica se detectd a Phytophthora en
tejido de raiz de una palma hibrido de 2 afios de edad. Se identifico a Erwinia amylovora de
acuerdo con las pruebas de serologia.

En la plantacion Palesema se muestreo en el lote 317 con material Coari X Lamé de 2
afios y en el lote 34 con palmas guineensis de 10 afios. Los sintomas observados fueron
consistentes en cuanto a amarillamiento del cogollo y pudricién de la flecha. Sin embargo, en el
hibrido las hojas presentaron bordes cloroticos paralelos a la vena central (Figura 6). De acuerdo
al estado de desarrollo de la enfermedad las palmas presentaron pudricion descendente que

alcanz6 o no el meristemo. Los sintomas en estado avanzado en material guineensis se
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caracterizaron por pudricidn severa del cogollo acompafiado de mal olor y el sistema radicular

presento necrosis y escaso desarrollo.

W

Figura 5. Palmas de vivero en la plantacion PDA. A) Sistema radicular escaso en planta
sintomatica; B) Sistema radicular abundante en palma asintomatica; C) Amarillamiento de hojas

y pudricion de la hoja mas joven.

Desde tejido de raiz y bases peciolares se obtuvieron 3 aislados de Fusarium spp. No se
logré aislar a Phytophthora, sin embargo, en una muestra de raiz del hibrido Coari x Lamé se
detecto mediante tira serol6gica. Se obtuvieron cinco aislados bacterianos, unos de ellos se

identific6 como E. amylovora.

Figura 6. Sintomatologia de palmas hibridas con PC en la plantacion Palesema. A) Pudricion de

la flecha; B) Amarillamiento del cogollo; C) Bordes clor6ticos en foliolos.
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En la plantacion Alespalma se muestreo el lote S004 y 20 con material ASD de 11 afios.
Los sintomas se caracterizaron por el amarillamiento del cogollo, pudricion descendente de la
flecha acompafiada de maceracion de tejido en el meristemo. Ademas, se observd un sistema
radicular escaso con pocas raices absorbentes. Palmas asintomaéticas dentro de un sector con alta
incidencia de PC mostraron un sistema radicular escaso y se observé necrosis extendida hacia las
raices secundarias y terciarias (Figura 7). En esta plantaciébn no se aisl6 a Fusarium ni
Phytophthora desde ninguna de las muestras colectadas. Las pruebas de serologia no detectaron
a Phytophthora en tejido de raiz ni flecha. Ademas, no se obtuvieron aislados bacterianos.

En la plantacion Palpailon, en el lote 19 con material ASD de 10 afios las palmas
presentaron alta incidencia y severidad de la enfermedad que se caracteriz6 por la muerte de las
palmas afectadas. El sintoma caracteristico fue el amarillamiento del cogollo, en algunas palmas
que presentaron este sintoma no se encontrd necrosis ni pudricion de la flecha (Figura 8).
Ademas, se observd palmas que presentaron lesiones necréticas en la flecha extendidas hasta el
apice, en este caso la pudricion no avanzé al meristemo. También, se encontré palmas con
pudricion avanzada que ocasiond maceracion de tejidos del meristemo con mal olor. Desde
tejido de flecha y raiz se obtuvo dos aislados de Fusarium spp., uno de ellos fue identificado
como F. oxysporum. No se logré aislar a Phytophthora, las pruebas de serologia no detectaron al

cromista en raiz y flecha. No se obtuvieron aislados bacterianos desde las muestras colectadas.

Figura 7. Sintomatologia interna y externa de PC en la plantacion Alespalma. A) Amarillamiento
del cogollo; B) Pudricién descendente que avanza al meristemo; C) Sistema de raices

absorbentes escaso.
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Figura 8. Sintomatologia interna y externa de PC en la plantacion Palpailon. A) Amarillamiento

del cogollo; B) Pudricion de la flecha; C) Ausencia de pudricion descendente.

Finalmente, en el Canton Quinindé en la plantacién Tabuche sembrado con material
guineensis, la enfermedad estuvo distribuida de manera uniforme, la mayoria de las palmas del
lote muestreado presentaron sintomas de amarillamiento del cogollo, pudricién de la flecha con
doblamiento (Figura 9). Ademas en una de las palmas muestreadas hubo presencia de micelio,
siendo este el Unico caso de observacion de signos durante todo el proceso de muestreo. En esta
plantacion se observaron los sintomas tipicos de la PC, el amarillamiento del cogollo estuvo
acompafiado de pudricién descendente de la flecha hasta el meristemo, resultando en una

maceracion completa del tejido acompafiado de exudado bacteriano de color crema.

Desde tejido de flecha y raiz se obtuvieron dos aislados, uno de F. solani y otro de
Fusarium sp. No se aisl6 ni detectdé a Phytophthora desde tejido de raiz y flecha. Se obtuvieron
cinco aislados bacterianos, identificados como E. amylovora y E. carotovora de acuerdo con las

pruebas seroldgicas.
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Figura 9. Sintomatologia interna y externa de PC en la plantacion Tabuche. A) Amarillamiento
del cogollo; B) Pudricion de la flecha con doblamiento; C) Maceracion de tejidos

meristematicos.

De manera general, los sintomas externos de la PC incluyen: amarillamiento de las hojas
jévenes (cogollo), necrosis en areas de la flecha y en estados avanzados de la enfermedad se
observa pudricion y doblamiento de la flecha. Los sintomas internos se caracterizan por una
pudricién descendente que alcanza el meristemo apical, en estados avanzados se puede observar
maceracion de tejidos. Al examinar el sistema radicular se observd raices cuaternarias escasas y
presentan o no necrosis. Chinchilla (2010), describe que los sintomas de la PC pueden o no estar
precedidos de clorosis (amarillamiento) en porciones dispersas de las hojas mas jovenes, pero
particularmente en la base de algunos foliolos de la base. Las pudriciones pueden penetrar
profundamente en la region del cogollo y causar la muerte de las plantas. El desarrollo radical
particularmente las raices finas se encontraron alteradas, lo cual normalmente ocurre ain antes

de que se desarrollen los sintomas aéreos.

4.1. Microorganismos asociados a la PC

Se obtuvieron 83 aislados fungicos (Tabla 6), el 36.59% de los hongos aislados

correspondieron a Fusarium spp. Otros géneros aislados fueron Colletotrichum spp. (8.43%),

Pestalotia spp. (7.23 %), Curvularia spp. (6.02 %) y Alternaria spp. (4.82 %). La mayoria de los
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hongos fueron identificados a nivel de género, basados principalmente en las estructuras de
reproduccion. Algunos micelios estériles no pudieron ser identificados debido a que no
produjeron estructuras de reproduccién que facilitara su identificacion. Similar a los estudios de
microorganismos asociados a la PC en Colombia, los més frecuentes fueron Fusarium spp.,
Colletotrichum sp., Pestalotia sp., Rhizoctonia sp., Thielaviopsis sp., Nigrospora sp.,
Phytophthora sp. y Pythium sp. (Sarria et al., 2008). En medio de cultivo selectivo PARP no se
aislé Phytophthora desde tejido de cogollo, flecha, bases peciolares, meristemo apical y raices.
En contraste con los estudios de Colombia donde se reporta a Phytophthora palmivora como el

agente causal de la pudricién del cogollo en la palma aceitera (Torres et al., 2010)

Por otro lado, el 18.07% de los aislados de hongos correspondieron al género
Trichoderma. En plantaciones de San Lorenzo se ha trabajado con el uso de alternativas
bioldgicas para el control de la PC, principalmente con el hongo antagonista Trichoderma spp.
Es probable que la alta frecuencia de aparicion de Trichoderma spp. se deba a que en
plantaciones como Energy Palm, Alespalma y Palpailon se han realizado aplicaciones de
biofungicidas a base Trichoderma spp.

Para el caso de bacterias, se obtuvieron 29 aislados bacterianos, los géneros mas
frecuentes fueron Erwinia spp. (31.03%) y Bacillus spp. (17.24%) (Tabla 7). Estos resultados
concuerdan con los de Sarria y colaboradores (2008) donde Erwinia spp. fue aislada con mayor

frecuencia de palmas afectadas con pudricion del cogollo.
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Tabla 6. Frecuencia de aparicion de hongos aislados desde tejido con PC en plantaciones de

palma aceitera en la Provincia de Esmeraldas.

Hongo No. Aislados Porcentaje Estructura afectada
Acremonium spp. 1 1.20 Flecha
Alternaria spp. 4 4.82 flecha, foliolos del cogollo, raiz
Cladosporium spp. 3 3.61 flecha, foliolos del cogollo
Colletotrichum spp. 7 8.43 flecha, raiz
Curvularia spp. 5 6.02 flecha, foliolos del cogollo, raiz
Diaporte spp. 1 1.20 Flecha
Fusarium spp. 30 36.59 flecha, foliolos del cogollo, raiz.
Nigrospora spp. 2 241 flecha, raiz
Pestalotia spp. 6 7.23 base de los foliolos, raiz
Phoma spp. 2 241 foliolos del cogollo, raiz
Polypore spp. 1 1.20 Flecha
Trichoderma spp. 15 18.07 Raiz
Micelio estéril 5 6.02 foliolos del cogollo, raiz
Total 83 100.00

Tabla 7. Frecuencia de bacterias aisladas desde tejido con sintomas de PC en la Provincia de
Esmeraldas.

Bacteria No. Aislados  Porcentaje Estructura
Afectada
Erwinia spp. 9 31.03 flecha y meristemo apical
Bacillus spp. 5 17.24 flecha y meristemo apical
Klebsiella spp. 2 6.90 flecha y meristemo apical
Otras Gram negativas 8 27.59 flecha y meristemo apical
Otras Gram positivas 7 17.24 flecha y meristemo apical
Total 29 100.00
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4.2. ldentificacion morfoldgica y molecular del género Fusarium

4.2.1. ldentificacion morfoldgica de Fusarium spp.

Del muestreo en plantaciones de palma aceitera en la Provincia de Esmeraldas, se
obtuvieron 30 aislamientos del género Fusarium, de los cuales se seleccionaron 16 aislamientos
de acuerdo a las caracteristicas morfologicas de las macro y microconidias sobre medio APDA y
en base a que se aislaron desde la flecha, bases peciolares y raiz (Tabla 8). Los principales

géneros identificados fueron F. oxysporum y F. solani.

Tabla 8. Origen e identificacion taxondmica de los aislamientos de Fusarium, obtenidos desde
flecha y bases peciolares en palma aceitera con PC.

. ., ., Identificacion
Aislado Plantacion Seccidn .

Morfoldgica

12* Flecha Fusarium oxysporum
15 bases peciolares Fusarium spp.
50* Flecha Fusarium spp.
51 Kayalu Flecha Fusarium spp.
53 Raiz Fusarium spp.
54 Raiz Fusarium spp.
99 Raiz Fusarium spp.
28* Flecha Fusarium spp.
30 Flecha Fusarium spp.
31* Flecha Fusarium spp.
32* Flecha Fusarium spp.
36 Palmeras de los Raiz Fusarium spp.
37 Andes Flecha Fusarium spp.
39 Raiz Fusarium spp.
87* Flecha Fusarium spp.
90* Flecha Fusarium spp.
95 Flecha Fusarium spp.
62* bases peciolares Fusarium spp.
94* Palesema Raiz Fusarium spp.
96 Raiz Fusarium spp.
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Tabla 8. Origen e identificacion taxondémica de los aislamientos de Fusarium, obtenidos desde

flecha y bases peciolares en palma aceitera con PC (Continuacion).

69* . Flecha Fusarium spp.
Palpailon .
70* Flecha Fusarium oxysporum
1 Raiz Fusarium spp.
73 Raiz Fusarium spp.
44 Aiquisa Raiz Fusarium spp.
41* Flecha Fusarium solani
42* Flecha Fusarium spp.
65* Raiz Fusarium spp.
68* Tabuche Flecha Fusarium solani
84* Raiz Fusarium spp.

*Aislamientos seleccionados

4.2.1.1. Fusarium oxysporum

Sobre medio de cultivo APDA todos los aislamientos de F. oxysporum tuvieron rapido
crecimiento de micelio aéreo y blanco, que en algunas ocasiones vari6 a purpura. Las
microconidias midieron en promedio 5.53+£0.68 um de largo y 2.61+0.35 um de ancho, y las
macroconidias midieron en promedio 31.05+6.75 pm de largo y 3.17£0.72 um de ancho
(Apéndice 9). Las microconidias fueron producidas a partir de falsas cabezas y las macroconidias
presentaron una célula apical bastante atenuada y una célula basal formando un pie (Figura 10).
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Figura 10. A) Cultivo de Fusarium oxysporum en medio APDA; B) Microconidias; C)
Macroconidias y microconidias y C) Clamidosporas. B, C y C. Microscopio en contraste de fase,
lente 40x.

4.2.1.2. Fusarium solani

En medio de cultivo APDA todos los aislamientos de F. solani desarrollaron micelio
color blanco cremoso poco abundante con presencia de esporodoquios. Las caracteristicas
distintivas fueron: microconidias mas largas que midieron en promedio 11.36+£1.41 um de largo
y 4.45+0.58 um de ancho, mientras que las macroconidias midieron en promedio 30.81+2.95 um
de largo y 5.44+0.48 um de ancho (Apéndice 9). Las microconidias son de pared mas gruesa y
producidos en menor cantidad y las macroconidias fueron mas gruesas (Figura 11). De acuerdo

con Leslie y Summerell (2006), los cultivos de F. solani en medio papa dextrosa agar
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usualmente son de color blanco a crema con micelio escaso. La macroconidia es relativamente

recta, corpulenta y robusta.

Figura 11. A) Cultivo de Fusarium solani en medio APDA; B) Microconidias; C y D)

Macroconidias y microconidias. B, C y D. Microscopio en contraste de fase, lente 40x.

4.2.1.3. ldentificacion molecular de Fusarium spp.

Se realiz6 la identificacion molecular de los aislados de Fusarium codificados como: 41, 54,
50, 89, 90, 42, 12, 84 y 70 En todos los aislados se obtuvo una banda de ADN con 500 pares de
bases (pb) producto de la amplificacion con los cebadores ITS1 e ITS4 (Figura 12),
correspondiente con el peso molecular para hongos utilizando cebadores universales, el cual esta
enmarcado entre 500 y 570 pb (Abd-Elsalam, 2003).
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Figura 12. Gel de agarosa al 1% con productos de amplificacion de la region ITS de 500 pb.
Carril 1: marcador 1 kb. Carril 2-10 aislados de Fusarium (41, 54, 50, 89, 90, 42, 12, 84 y 70).
Carril 11 y 12 control negativo y positivo.

Las secuencias de la region ITS del ADN ribosomal de los aislados 41, 54, 50, 89, 90, 42,
12, 84 y 70, comparadas con la secuencias depositadas en el Gen Bank (Tabla 9), a través del
BLAST correspondieron a diferentes especies de Fusarium. Los aislados 12 y 70 con nimero de
acceso al Gen Bank JX896998 y JX897002, mostraron un porcentaje de homologia del 100%
con las secuencias de F. solani y F. oxysporum respectivamente (Tabla 9). Los aislados 54 y 68
con numero de acceso al Gen Bank JX897000 y JX897001, mostraron un porcentaje de
homologia del 99% con las secuencias de F. solani, de igual manera el aislado 41 con nimero de
acceso al Gen Bank JX896995, mostrdé 99% de homologia con la secuencia de F. oxysporum.

Unicamente el aislado 90 correspondio a F. equiseti con el 99% de homologjia.

Estos resultados demuestran la predominancia de aislados de F. oxysporum y F. solani en
tejido de palma aceitera con sintomas de PC. Varios estudios sobre microorganismos asociados
a la PC han postulado a F. solani y F. oxysporum como causantes de la enfermedad (Figueroa,
1977; Renard, 1991; Nieto y Gomez, 1991; Buitrago, 1993. Citados por Bastidas y Enriquez,
2008).
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Tabla 9. Identificacion molecular de especies de Fusarium aislados desde tejido de palma
aceitera con PC, utilizando la secuenciacién de la region ITS del ADN ribosomal y el programa
BLAST.

Datos del aislado Identificacion en GenBank
dl\(leuan(;]cegs()o Aislado Descripcién Numero de Cobertura  Homologia
GenBank * acceso (%6) (%6)
JX896998 12 Fusarium solani EU214559.1 100 100
JX8969% 41 Fusarium oxysporum JN020659.1 99 99
JX896999 42 Fusarium sp. AYB842395.1 99 98
JX896996 50 Fusarium sp. HQ223034.1 99 99
JX897000 54 Fusarium solani JX173101.1 99 99
JX897001 68 Fusarium solani EU733636.1 99 99
JX897002 70 Fusarium oxysporum JF807394.1 99 100
JX897003 84 Fusarium sp. EU214560.1 100 99
JX896997 90 Fusarium equiseti GQ352485.1 100 99

8 Cadigo asignado en GenBank para la secuencia reportada

4.3. ldentificacion seroldgica del género Phytophthora

De las 35 muestras de raices colectadas en las plantaciones de palma aceitera, se
determind la presencia de Phytopthora spp. en las muestras PDA4 y P2 con escala de severidad 1
y 3 respectivamente (Tabla 10). De acuerdo con la escala de severidad establecida para el estudio
(Tabla 2), el grado 1 corresponde a una planta aparentemente sana y el grado 3 a una palma con
sintomas iniciales de la PC. Estos resultados concuerdan con lo publicado por Fairhust y Hardter
(2012) en donde mencionan que Phytophthora palmivora es uno de los patdgenos mas comunes
que ocurren en la raiz. En muestras de tejido de flecha y base de los foliolos no se detecto la

presencia de Phytophthora spp. en ninguna de las muestras analizadas.
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Tabla 10. Deteccion de Phytophthora sp. con DAS-ELISA vy la tira seroldgica (ImmunoStrip®
Test, Agdia, Inc.).

Escala de DAS-

Plantacion Muestra Severidad ELISA*

Tira seroldgica*

Al
A2
AIQUISA A3
Ad
A5
A6
ALl
ALESPALMA AL2
AL3
AL4
K1
KAYALU K2
K3
K4
PDA1
PDA2
PDA3
PDA PDA4
PDA5
PDAG6
P1
P2
PALESEMA P3
P4
P5
PAL1
PAL2
PALPAILON PAL3
PAL4
T1
TABUCHE T2
T3
T4
*Detecta todas las especies de Phytophthora presentes en la muestra (PathoScreen kit e InmunoStrip test

w

O N W O|N O W RPN W PR, WO, W Oo1olok, N O WO W NJOoTw 01 P N
1
1

para Phytophthora, Agdia, Inc.)
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4.4, Identificacion de aislados bacterianos

4.4.1. Pruebas bioguimicas y de crecimiento

Se obtuvieron 29 aislados bacterianos desde las muestras de tejido colectado en las
plantaciones de palma aceitera. Se seleccionaron 19 aislados (Tabla 11) que correspondieron a
bacterias Gram negativas (Figura 13). Estos aislados no formaron pigmentos en YDC y no
formaron fluorescencia en medio B de King. Los aislados tuvieron crecimiento a 37 °C. Ocho
aislamientos presentaron una coloracién parpura luego de colocar una gota de solucién acuosa
1% de metil-f-fenilendiamina en la colonia, considerandose una reaccion positiva para la prueba
de oxidasa (Figura 14). Cuatro colonias bacterianas en medio CVP formaron un crater en el
punto de siembra.

Segun lo expuesto por Schaad et al., (2001), las bacterias del género Erwinia son tincion
Gram negativa, de crecimiento anaerébico, no forman colonias amarillas en medio YDC, ni
colonias fluorescentes en medio KingB y son oxidasa negativa. Erwinia amylovora, E. alni, E.
nigrifluens, E. epsidii, E. pyrifoliae y E. tracheiphila no degradan pectactos; mientras que
E.carotovora, E. paradisiaca, E. persicinus, E. quercina, E. rubrifaciens y E. salicis realizan

degradacion de pectatos (Schaad et al., 2001).

En el ensayo de maceracion de tejidos en tubérculos de papa, cinco aislados a las 48
horas produjeron maceracion del tubérculo. Sin embargo, la maceracion de los tejidos no ocurrié
con igual intensidad, los aislamientos 10, 11, 16 y 19 maceraron completamente el tejido a las 48
horas y se aprecid bacterias secundarias, mientras que la maceracion completa del tejido con los
aislados 4 y 5 fue a las 72 horas. Los tubérculos del testigo inoculados con agua estéril no

mostraron alteracién alguna.

Los resultados sefialan la presencia de aislamientos més virulentos que puede deberse a
una secrecién mayor de enzimas pectoliticas, de acuerdo a lo expuesto por Franco et al., (2004),
quienes determinaron diferencia enzimatica entre cepas de Erwinia sp. Igualmente Duarte et al.

(2004) encontraron que aislamientos de Erwinia de papa de Brasil poseian una capacidad mayor
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de maceracion, y por consiguiente de patogenicidad, y causaron sintomas a las 72 horas en
comparacion con una cepa tipo de E. carotovora subsp. atroseptica, que requirio de siete dias.

Segun Schaad et al., (2001), la habilidad de una bacteria para macerar tejidos de plantas
confirma la naturaleza pectolitica y es un indicador de patogenicidad. La maceracion de tejidos
no es una prueba de la patogenicidad de la bacteria en el medio ambiente en el cual se desarrolla.
Falsos positivos pueden ocurrir, debido a que en la naturaleza estan presenten microorganismos

endofitos o epifitos asociados con el tejido inoculado.

Figura 13. Tincion Gram de aislados bacterianos 11y 27.

Figura 14. Prueba de la oxidasa. A) Resultado negativo, reaccion de color amarillo; B) Resultado

positivo, reaccion de color purpura.
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Tabla 11. Caracteristicas de los aislados obtenidos en palma aceitera con sintomas de PC.

Tincion Pigmentos Fluorescencia Crecimiento Degradacion Maceracion
Aislado Gram en YDC en King B a37°C Oxidasa de pectatos  de tejidos

27 - - - Si + - -
13 - - - Si + - -
19 - - - Si - + +
11 - - - Si - + +
17 - - - Si + - -
5 - - - Si - - +
25 - - - Si - + -
8 - - - Si + - -
16 - - - Si - - +
28 - - - Si + - -
10 - - - Si + + +
9 - - - Si - - -
24 - - - Si + - -
12 - - - Si - - -
17 - - - Si + - -
29 - - - Si - - -
14 - - - Si + -

4 - - - Si + - +
3 - - - Si + - -

4.4.2. Pruebas de serologia para el género Erwinia

La prueba del inmunoblot para la identificacion de Erwinia carotovora, mostrd resultados
positivos para los aislados 10, 19, 16 y 3 (Tabla 12) al producir una coloracién parpura en el
punto de inoculacion de la bacteria (Figura 15B). La prueba DAS ELISA para la identificacion
de E. amylovora fue positiva para los aislados 5, 25, 19, 11 y 29 (Tabla 12), el resultado positivo
se determind mediante la formacion de una coloracion amarilla en los pocillos que contienen la
suspension bacteriana (Figura 15A). La técnica DAS ELISA a pesar de su eficiencia y
sensibilidad produjo reaccién cruzada con el aislamiento 19, este aislado también fue positivo
para E. carotovora (Tabla 12). De acuerdo con Champoiseau (2009), los métodos seroldgicos
son generalmente rapidos y seguros pero sufren de problemas con la especificidad, la

sensibilidad o los dos.
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Tabla 12. Resultados de la prueba ELISA para la identificacion de Erwinia amylovora e
Inmunoblot para la identificacion de Erwinia carotovora.

. DAS ELISA Inmunoblot
Aislado
E. amylovora E. carotovora
14 - -

5 + -
25 + -
13 - -
10 - +
17 - -

8 - -
16 - +
19* + +
11 +

3 - +
29 + -

4 - +

9 - -
27 - -
C- - -
C+ + +

*Reaccion cruzada, positivo en las dos especies.

Figura 15. Resultados de las pruebas de serologia realizadas a los aislados de E. amylovora y E.
carotovora. A) DAS ELISA para E. amylovora y B) Inmunoblot para E. carotovora.
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4.4.3. Reaccion de hipersensibilidad de tabaco (Nicotiana tabacum)

Con los aislados 5, 25, 10, 19, 16, 11, 3 y 4 que resultaron positivos para el E. amylovora
y E. carotovora en las pruebas DAS ELISA e inmunoblot respectivamente se realizo la prueba
de reaccion de hipersensibilidad (HR) en plantas de tabaco (Tabla 13),. En esta prueba todas las
hojas infiltradas con la suspension de los aislados 10, 11, 16 y 19 mostraron una necrosis
parcialmente desecada y con un halo de color amarillo alrededor de la lesion a las 48 horas
(Figura 16). Ninguna lesion fue observada en aquellas plantas que se inocularon con agua estéril.
Las plantas de tabaco se utilizan con frecuencia en pruebas de HR ya que posee hojas con
grandes espacios intervenales que permite realizar facilmente infiltraciones de una suspension de
bacterias. El tejido se vuelve sensible al patdgeno, lo que resulta en una muerte rapida de las
células vegetales locales, y la inmovilizacion del agente patdgeno. El colapso del tejido en el
punto de inoculacion dentro de las 48 horas indica que probablemente la bacteria sea un

patogeno de otro hospedero (Vidaver and Lambrecht, 2004).

Tabla 13. Resultados de la prueba de reaccién de hipersensibilidad en plantas de tabaco con

nueve aislados bacterianos.

No. Aislado HR
19 +
11 +
3 -
5 -
25 -
8 -
16 +
4 -
10 +
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Figura 16. Reaccion de hipersensibilidad a las 48 horas después de la inoculacién de aislados de
Erwinia spp. A) Punto de inoculacién; B) y C) Necrosis en el punto de inoculacion con los

aislados 11 y 16.

4.4.4. Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Con los aislados bacterianos 10 (E. carotovora), 11 (E. amylovora), 16 (E. carotovora) y
19 (E. amylovora) que resultaron positivos en la prueba de reaccidon de hipersensibilidad se
determind la capacidad de producir acido a partir de seis fuentes de carbohidratos: maltosa,

celobiosa, manitol, sorbitol, dulcitol y trehalosa.

Los resultados a los 2, 4, 6, 21 y 28 dias de evaluacion (Apéndice 10) demuestran que los
aislados no produjeron &cido a partir de los carbohidratos, es decir; no hubo cambio en la
coloracion del medio de purpura a amarillo (Figura 17), se observé una ligera variacion en el
color original del medio base, este cambio no se consider6 como positivo en la produccion de
acido, ya que Schaad et. al. (2001), indica que un resultado se considera positivo cuando el
medio cambia a color amarillo. Los resultados obtenidos no concuerdan con lo publicado por
Martinec and Kocur (1964), los autores indican que Erwinia amylovora forma acido a partir de
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las fuentes sorbitol, manitol y trehalosa. Mientras que Schaad et. al, (2001), indica que Erwinia
carotovora no produce acido a partir de Sorbitol. Se deberia complementar la identificacion de
la especie de Erwinia con pruebas moleculares. En este ensayo no se pudo concluir sobre la
presencia de Erwinia amylovora, se requeriran pruebas adicionales. Uno de los factores que
disminuye la eficiencia de las pruebas de serologia es la reaccion cruzada, esta ocurre cuando
moléculas analogas al sustrato pueden detectarse y enlazarse con anticuerpos especificos,
creando una respuesta no especifica. Por ello, se sugiere realizar la prueba ELISA varias veces
utilizando la misma muestra o realizar un ensayo previo para estandarizar la prueba (Limpton et
al., 2000. Citado por Romero, 2012).

W ] W yi:'

Figura 17. Medio C de Dye con seis fuentes de cargohidratos. No se observo produccion de

acidos con los aislados bacterianos 10, 11, 16 y 19.

4.45. ldentificacién molecular de aislados bacterianos

Se realizé la identificacion molecular de los 4 aislados seleccionados que resultaron
patdgenos en la prueba de reaccion de hipersensibilidad (Tabla 13) y que presentaron
caracteristicas morfolégicas similares a Erwinia spp. En todos los aislados se obtuvo una banda
de ADN con aproximadamente 1400 pb del gen de la fraccion 16S del rRNA producto de la
amplificacion con los cebadores 27f y 1492r (Figura 18) correspondiente correspondiente con el
peso molecular reportado para el dominio bacteria con el uso de cebadores universales (Alvarez,
2012).
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Figura 18. Gel de agarosa al 1% con productos de la amplificacion de la region 16S de ARN
ribosomal de 500 pb de Fusarium spp. Carril. Carril 1: marcador 1 kb. Carril 2-5 aislados

bacterianos 10, 19, 16 y 11. Carril 6 y 7 control negativo y positivo.

4.5. Ensayo de patogenicidad con Erwinia carotovora y E. amylovora

Se inocularon palmas de vivero con los aislados de Erwinia spp. (Tabla 3), se incluy6 un
testigo inoculado con agua estéril. Después de dos meses de la inoculacién, los datos indican que
no se manifestaron sintomas en las plantas inoculadas con los aislados de Erwinia spp. (Tabla
14). Después de dos meses de evaluacion las plantas inoculadas no mostraron sintomas (Figura
19). Los resultados de la investigacion concuerdan con lo citado Franqueville (2001), el autor
indica que Erwinia es considerada como un agente secundario cuya inoculacién, nunca ha
permitido la obtencion de los sintomas de la PC. Sin embargo, Duff (1963) citado por
Franqueville (2001), obtuvo los sintomas de la pudricion en plantas jévenes de palma aceitera
después de haber inducido un choque fisiologico provocando un retardo en el crecimiento, este

trabajo no fue continuado.
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Por otro lado Quillec et al., (1984) citado por Franqueville (2001), indica que la accion
de las bacterias en la PC es principalmente saprofita, pero muy rapidamente siguen la dispersion
de Phytophthora que causa la maceracion de los tejidos, estado al cual el agente primario, cuya
accion es muy fugaz, desaparece y se pone particularmente dificil de aislar.

Tabla 14. Numero de plantas inoculadas con Erwinia amylovora y E. carotovora con y sin

sintomas.

Aislado Bacteria No. Plantas Severidad

10 Erwinia carotovora 6 1

11 Erwinia amylovora 6 1

16 Erwinia amylovora 6 1

19 Erwinia carotovora 6 1

Testigo Agua esteril 6 1

Total 30 1

Figura 19. Plantas inoculadas con el aislado 10 de E. carotovora. A) Sin sintomas visibles; B)
Lesiones causadas por la herida al momento de la inoculacion.
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4.6. Ensayo de patogenicidad con Fusarium oxysporum y F. solani

En el material susceptible CIRAD codigo 2504 con el aislado 70 inoculado con F.
oxysporum Yy el aislado12 inoculado con F. solani, y los aislados combinados 70+12 inoculado
con F. oxysporum y F. solani, 70+69 inoculado con F. oxysporum y Fusarium sp. y 62+12
inoculado con Fusarium sp. y F. solani presentaron diferencias al ser comparadas con el control
(Tabla 15).

Las plantas inoculadas con el aislado 70 de Fusarium oxysporum presentaron sintomas
de necrosis en la hoja mas joven después de 4 dias de la inoculacion. Los sintomas se
manifestaron con severidad 3: amarillamiento de las hojas, pequefias lesiones en la hoja mas
joven. Después de 27 dias de la inoculacion los sintomas progresaron a amarillamiento de hojas,

pudricién de la hoja mas joven sin descender al cogollo (Figura 20).

Luego de dos meses los sintomas no progresaron, incluso hubo emision de hojas nuevas.
Sin embargo, el hecho que el hongo cause lesiones y pudricion descendente en la hoja méas joven

demuestra la patogenicidad de F. oxysporum.

F. oxysporum estd asociado a la PC de la palma de aceite en el Ecuador y puede ser
importante en el desarrollo de la enfermedad. Es probable que la PC en el Ecuador sea un
complejo en el que intervienen varias especies de hongos, entre ellos Fusarium, para que la
enfermedad resulte letal. En Ecuador, Chavez (1974) en la Estacion Experimental Santo
Domingo del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias del Ecuador (INIAP)

concluyeron que Fusarium oxysporum, y F. roseum estaban asociados con la PC.

Las plantas inoculadas con el aislado 12 de Fusarium solani presentaron sintomas de
necrosis en la hoja méas joven con amarillamiento de las hojas. Los sintomas no progresaron en el
transcurso de los dos meses de evaluacion (Figura 21). En Sibiti, en el Congo-Brazzaville, Bachy
(1954), citado por de Franqueville (2001) reporté una fuerte asociacion entre la pudricion del

cogollo, las bacterias y los Fusarium, principalmente F. oxysporum, F. solani y F. roseum.
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En contraste, segin lo publicado por de Franqueville (1998), que inoculé Fusarium, a
nivel del suelo, en la fase de plantula. Unos meses después, mitad de las plantas inoculadas
recibieron una suspensién bacteriana a nivel de la flecha. Este ensayo estd basado en la hipotesis
de una origen del suelo de la PC, causado por las formas hipo virulentas del Fusarium, migrando
hacia el cogollo de manera sistémica, y favoreciendo el desarrollo bacteriano. La inoculacion
artificial de especies de Fusarium ha terminado sin resultados, los sintomas de la PC no han

podido ser reproducidos (de Franqueville, 2001).

Tabla 15. Promedio de la severidad luego de la inoculacion de Fusarium spp. en material
susceptible CIRAD cddigo 2504.

Aislado Hongo No. Plantas Severidad
12 F. solani 3 3
28 Fusarium sp. 3 1
30 Fusarium sp. 3 1
31 Fusarium sp. 3 1
37 Fusarium sp. 3 1
51 Fusarium sp. 3 1
65 Fusarium sp. 3 1
69 Fusarium sp. 3 1
70 F. oxysporum 3 5
87 Fusarium sp. 3 1
90 Fusarium sp. 3 1
95 Fusarium sp. 3 1

70+12 Fusarium spp. 3 3
70+69 Fusarium spp. 3 3
62+12 Fusarium spp. 3 3
69+87 Fusarium spp. 3 1
Testigo Agua estéril 3 1

Por otra parte, los tratamientos combinados de F. oxysporum y F. solani, presentaron
amarillamiento de las hojas y lesiones necroticas en la hoja méas joven y no progresaron durante

el periodo de evaluacién (Figura 22).
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Figura 20. Pruebas de patogenicidad con el aislado 70 de F. oxysporum en palmas CIRAD
cddigo 2504. A y B) Necrosis en la hoja mas joven después de 4 dias de la inoculacion; C y D)

Pudricién descendente de la hoja mas joven después de 27 dias de la inoculacion.
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Figura 21. Pruebas de patogenicidad con el aislado 12 de F. solani en palmas CIRAD codigo
2504. A) Necrosis en la hoja méas joven después de 4 dias de la inoculacion; B) Pudricion

descendente de la hoja mas joven después de 27 dias de la inoculacion.

El efecto de la inoculacién combinada de estos patdgenos no fue letal en las plantas, sin
embargo los sintomas se observaron a los 4 dias de la inoculaciéon. Segun Chinchilla (2010), las
pudriciones del cogollo, no son necesariamente letales, y una proporcion variable de las plantas
(que puede ser cercana a 100%) puede recuperarse de los sintomas. La severidad de los sintomas,
la velocidad de recuperacion y la proporcion de plantas que se recuperan normalmente dependen
del sitio escogido para hacer la plantacion y su historial de manejo agronémico, incluyendo la

preparacion del terreno y las practicas de siembra.
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Figura 22. Pruebas de patogenicidad con los aislados 70 y 12 de F. oxysprum y F. solani en
palmas CIRAD codigo 2504, necrosis de la hoja méas joven 4 dias después de la inoculacion. A)
Inoculacién con los aislados 8+9 de Fusarium sp. y F. oxysporum; B) Inoculacion con los

aislados 1+9 de F. solani y F. oxysporum.

En material tolerante “hibrido O x G” Unicamente el aislado 70 de F. oxysporum mostrd
sintomas de necrosis en la hoja nueva (Tabla 16). Estos sintomas fueron ubicados en el grado 3
dentro de la escala de severidad. Durante el periodo de evaluacion no se notd progresion de los
sintomas, la emision de hojas nuevas en las plantas inoculadas fue un indicativo de que las
plantas se encontraban aparentemente sanas al final de la evaluacion (Figura 23). Las lesiones
causadas por F. oxysporum en material CIRAD cddigo 2504 y en material tolerante “hibrido”
fueron diferentes. Mientras que F. oxysporum causd sintomas de grado 5 en la escala de
severidad en material CIRAD, en el “hibrido O x G” fueron de grado 3. Segun lo publicado por
Chinchilla (2010), la especie E. oleifera es una fuente importante de tolerancia a las pudriciones
del cogollo, y esta caracteristica puede ser combinada con los genes de E. guineensis para
obtener los hibridos O x G, que han sido plantados en sitios previamente afectados por la PC con
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un grado variable de éxito. Ademas, en el Oriente Ecuatoriano de Franqueville (2001), pudo
constatar esporadicamente la presencia de sintomas de la PC en los hibridos interespecificos O x
G. El mismo autor concluye que tal tolerancia podria corresponder a la formacion de una barrera

de cicatriz encima del meristema que bloquearia la progresion de la pudricion.

Tabla 16. Promedio de la severidad luego de la inoculacion de Fusarium spp. en material hibrido

interespecifico O x G.

Aislado Hongo No. Plantas Severidad
12 F. solani 3 1
28 Fusarium sp. 3 1
30 Fusarium sp. 3 1
31 Fusarium sp. 3 1
37 Fusarium sp. 3 1
51 Fusarium sp. 3 1
65 Fusarium sp. 3 1
69 Fusarium sp. 3 1
70 F. oxysporum 3 3
87 Fusarium sp. 3 1
90 Fusarium sp. 3 1
95 Fusarium sp. 3 1

70+12 Fusarium spp. 3 1
70+69 Fusarium spp. 3 1
62+12 Fusarium spp. 3 1
69+87 Fusarium spp. 3 1
Testigo Agua estéril 3 1
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Figura 23. Pruebas de patogenicidad con el aislado 70 de F. oxysporum en material tolerante
“hibrido”. A) Necrosis en la hoja méas joven después de 4 dias de la inoculacion; B) Pudricion

descendente de la hoja mas joven después de 27 dias de la inoculacion.

4.7.  Reaislamiento de F. oxysporum y F. solani desde plantas inoculadas

De las plantas inoculadas con el aislado 70 de F. oxysporum y el aislado 12 de F. solani
se obtuvieron los mismos hongos luego del reaislamiento de los hongos inoculados. El estudio de
las caracteristicas morfolégicas demuestran que los aislamientos realizados a partir de tejido

infectado correspondio a F. oxysporum y F. solani (Figura 24).

En esta investigacion se comprob6 la patogenicidad de F. oxysporum y F. solani al ser
inoculados en plantas de palma aceitera de 2 meses de edad y causar lesiones necréticas y
pudricién descendente de la hoja méas joven. Un nuevo aislamiento desde tejido sintomatico
producto de la inoculacion y estudiar las caracteristicas morfoldgicas, corrobor6 la presencia de
F. oxysporum y F. solani en el tejido. Segin Agrios (2005), los postulados de Koch comprueban
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la hipdtesis de que el patdgeno es la causa de la enfermedad y para ello es importante que el
patdgeno sea aislado una vez mas en un cultivo puro y sus caracteristicas deben corresponder al

patdgeno inoculado.

Figura 24. Reaislamiento en medio APDA de F. oxysporum y F. solani. A) Crecimiento de F.
oxysporum desde tejido inoculado; B) Crecimiento de F. solani desde tejido inoculado; C)

Macroconidias de F. oxysporum y D) Macroconidias y microconidias de F. solani.

Con los cultivos puros de F. oxysporum y F. solani se realizd una vez mas, la
amplificacion de la region intergénica ITS mediante PCR y los cebadores ITS1 e ITS4. Esta
caracterizacion permitio identificar a nivel molecular a F. oxysporum y F. solani. Se amplificd
fragmentos de 500 pares de bases de acuerdo a lo reportado por Abd-Elsalam (2003), para la

amplificacion de la region ITS con cebadores universales (Figura 25).
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Figura 25. Gel de agarosa al 1% de F. oxysporum y F. solani aislado desde tejido inoculado en
palmas de vivero. Carril 1: marcador 1kb; Carril 3: aislado 9 de F. oxysporum; Carril 5: aislado 1

de F. solani; Carril 7 y 8: Control negativo y positivo.

4.8.  Propiedades del suelo y la severidad de la PC

Los resultados del andlisis de las propiedades quimicas del suelo de las plantaciones de
palma aceitera muestreadas en la Provincia de San Lorenzo se presentan en la Tabla 16. El
analisis de la correlacion lineal simple fue significativo para la concentracion de fosforo (P),
cobre (Cu), hierro (Fe) y materia organica (MO) en el suelo. Los coeficientes de correlacion
fueron: P (0.33), Cu (0.34), Fe (0.39) y MO (0.43) (Tabla 17). De acuerdo con Silva (2008), la
significacion de la correlacion lineal simple depende del nimero de pares de observaciones,

mientras mayor es el nimero, mayor es la probabilidad de obtener significancia.

70



Tabla 17. Resultados de analisis de las propiedades quimicas del suelo en palmas con distintos grados de severidad.

ppm meq/100 ml | ppm meq/100ml| % meq/100 ml ppm
Escalade

Identificacion| Severidad | pH |NH4 P S K Ca Mg Zn Cu Fe Mn B |Al+H Al |[MO|Ca/Mg Mg/K Cat+Mg/K Z Bases | ClI
Al 3 570 28.00 6.30 870 0.08 350 0.83 1.30 150 155.00 14.40 0.70 0.70 230 4.22 10.38 54.13 5.11 53.30
A2 7 485 4700 770 89 017 340 082 210 290 287.00 2350 060 170 0.60 4.20 4.15 4.82 24.82 6.09 142.00
A3 1 486 3500 6.30 5.70 0.1 390 100 060 1.70 197.00 1790 060 2.70 0.70 2.60 3.90 10.00 49.00 7.70 79.90
A4 5 463 4100 630 630 008 440 100 080 310 27500 1190 0.50 5.00 230 3.30 4.40 12.50 67.50 10.48 181.10
AS 3 472 3800 790 2000 009 340 120 100 190 157.00 11.80 0.60 1.80 0.60 2.50 2.83 13.33 51.11 6.49 138.50
A6 5 540 43.00 860 13.00 0.22 670 090 110 1.70 204.00 11.40 0.60 0.50 330 744 4.09 34.55 8.32 177.50
ALl 7 487 4400 1200 13.00 009 240 050 120 150 18400 66.60 150 1.20 0.50 2.40 4.80 5.56 32.22 4.79 115.40
AL2 1 544 30.00 7.70 16.00 0.27 460 0.77 120 240 11400 64.20 0.80 0.40 220 597 2.85 19.89 6.04 106.50
AL3 3 432 27.00 13.00 2600 025 110 037 080 340 16800 830 080 450 200 1.70 297 1.48 5.88 6.22 106.50
AL4 5 434 3200 62.00 2800 034 220 064 080 270 191.00 19.80 1.30 3.40 130 210 344 1.88 8.35 6.58 160.90
K1 3 445 6500 930 650 021 092 028 170 210 30500 105.00 0.70 3.20 0.90 4.40 3.29 1.33 5.71 4.61 168.60
K2 5 482 2200 700 970 032 270 09 210 3.00 16700 630 070 180 050 240 284 2.97 11.41 5.77 88.80
K3 7 462 3200 740 1400 019 340 120 260 6.60 192.00 16.80 0.60 3.80 1.30 3.00 2.83 6.32 24.21 8.59 74.60
K4 1 510 24.00 3.50 11.00 0.13 430 120 130 3.20 155.00 23.60 0.60 1.10 0.50 2.80 3.58 9.23 42.31 6.73 94.10
PDA1 5 4.50 240.00 14.00 121.00 120 340 110 3.20 490 21500 153.80 5.80 140 050 3.20 3.09 0.92 3.75 7.10 257.40
PDA2 5 5.26 720.00 65.00 68.00 180 160 082 3.10 5.00 175.00 99.80 390 170 110 240 1.95 0.46 1.34 5.92 417.10
PDA3 5 6.18 99.00 62.00 24.00 2.20 590 280 6.00 7.10 289.00 68.40 0.90 530 211 1.27 3.95 10.90 310.60
PDA4 1 573 25.00 18.00 20.00 110 3.20 210 190 3.00 112.00 28.40 0.70 220 152 1.91 4.82 6.40 159.80
PDA7 3 463 4100 790 1200 059 150 047 150 250 22800 2880 0.70 240 1.00 3.00 3.19 0.80 3.34 4.96 145.60
PDA8 1 527 3000 510 790 031 460 170 330 2.70 107.00 34.90 0.70 0.60 200 271 5.48 20.32 7.21 94.10
PDA9 5 446 63.00 18.00 1000 0.27 160 100 170 210 271.00 3450 0.60 2.00 0.60 470 1.60 3.70 9.63 4.87 124.00
PDA10 1 568 27.00 420 220 032 370 093 1.70 190 99.00 57.30 0.80 2.00 3.98 291 14.47 4.95 106.50
P1 5 524 33.00 11.00 820 031 440 130 290 240 186.00 48.70 0.80 0.5 260 3.38 4.19 18.39 6.51 97.60
P2 3 471 30.00 21.00 1200 065 330 110 170 260 194.00 40.30 1.10 1.5 0.50 2.30 3.00 1.69 6.77 6.55 168.60
P3 1 51 3600 510 820 054 320 085 170 2.00 173.00 57.40 0.80 1.1 0.40 240 3.76 1.57 7.50 5.69 97.60
P4 3 458 40.00 840 1000 028 18 050 120 2.00 242.00 58.10 0.80 1.7 0.60 3.20 3.60 1.79 8.21 4.28 150.90
P5 7 463 4200 510 970 011 250 047 130 200 247.00 27.70 0.70 25 090 290 5.32 4.27 27.00 5.58 97.60
PAL1 1 451 36.00 30.00 1500 0.24 160 040 200 210 176.00 36.70 3.40 1.8 0.40 1.80 4.00 1.67 8.33 4.04 106.50
PAL2 3 471 30.00 2400 1500 034 220 056 160 210 15400 39.70 3.20 1.2 050 1.80 3.93 1.65 8.12 4.30 168.60
PAL3 5 42 3200 74.00 26.00 0.69 1.30 0.40 1.10 140 227.00 17.40 110 26 050 220 3.25 0.58 2.46 4.99 213.00
PAL4 7 451 6000 53.00 1200 110 3.20 0.76 210 3.80 249.00 5830 1.70 1.1 050 3.30 421 0.69 3.60 6.16 248.50
T1 5 6.31 23.00 43.00 4.20 130 17.10 240 220 3.60 95.00 12.10 0.9 250 7.13 1.85 15.00 20.80 88.80
T2 3 598 21.00 2500 400 071 1640 2.30 1.50 440 137.00 11.20 0.80 210 7.13 3.24 26.34 19.41 115.40
T3 7 578 28.00 38.00 6.10 092 1700 230 280 4.20 133.00 17.40 0.80 330 7.39 2.50 20.98 20.22 97.60
T4 5 6.43 24.00 3900 260 110 1730 220 170 3.50 68.00 16.50 0.80 3.00 7.86 2.00 17.73 20.60 97.60
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Tabla 18. Coeficientes de correlacion de la severidad y la concentracion de nutrientes en el suelo.

Elemento N Pearson p-valor
pH 35 -0.10 0.5783
NH4 35 0.15 0.3920

P 35 0.33 0.0507

S 35 0.13 0.4741

K 35 0.19 0.2727

Ca 35 0.17 0.3204
Mg 35 0.05 0.7637

Zn 35 0.21 0.2223

Cu 35 0.34 0.0439

Fe 35 0.39 0.0201

Mn 35 -0.01 0.9364

B 35 0.06 0.7459
Al+H 28 0.20 0.2999
Al 23 0.16 0.4664
MO 35 0.43 0.0101
Ca/Mg 35 0.20 0.2381
Mg/K 35 -0.09 0.5977
Ca+Mg/K 35 -0.02 0.9232

Significancia para p_ valor <0.05

Segun Chinchilla (2010), la presencia de la PC ha sido asociada con baja concentracion
de Zn y Cu, un desequilibrio en la relacion Mn/Fe, baja concentracién de boro y la incapacidad
de la planta de obtener el calcio en periodos criticos del desarrollo de los puntos de crecimiento,
pero estas relaciones no son siempre claras. Segun el mismo autor, recientemente, se ha sugerido
la asociacion entre una alta saturacion de aluminio (Al) en el suelo y la PC, aunque en
condiciones naturales con frecuencia la palma aceitera crece en suelos fuertemente acidos con un
alto nivel de ese elemento. En esta investigacion, el analisis de correlacion entre la severidad de

la PC y el contenido de Al fue no significativo.
Ensayos de nutricion mineral realizados en Ecuador en los afios ochenta no mostraron

ningun efecto significativo que permitan relacionar el efecto de la fertilizacion y la PC

(Franqueville, 2001). Por otro lado, en 1988 en Brasil, mostraron que no habia ningun efecto de
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la fertilizacion en el desarrollo de la enfermedad y que N, P, K, Mg o Ca no intervenian en la

predisposicion de la planta a PC (Van Slobbe, 1996. Citado por Franqueville, 2001).

En Colombia, Acosta y Munevar (2005) resaltan la importancia del buen manejo del
suelo para controlar la PC. Recomiendan un manejo preventivo que incluya establecimiento de

drenaje y fertilizacion balanceada.

En la plantacion Aiquisa, el andlisis de suelo del lote 8A indica que el nivel de P fue bajo,
este se encontrd entre 6.30 y 8.60 ppm. De igual manera, el K estuvo en baja concentracion,
entre 0.08 y 0.17 meq/100 (Apéndice 11). La baja concentracién de P y K en las muestras
analizadas fue tanto en plantas sanas como enfermas, es decir el contenido de P y K en las
muestras analizadas fue independiente del grado de severidad. Franqueville (2001), propone que
los macroelementos no tienen efecto en el desarrollo de la PC, pero que los microelementos estar
involucrados en su aparicion. Respecto a la concentracion de Al, en una palma con grado 5 el Al
se encontrd en niveles tdxicos (2.30 meg/100), mientras que en otras palmas sanas y enfermas el
Al estuvo en nivel medio (Apéndice 11). Laing (2009), sugiere que un factor edéafico asociado

con la incidencia de la PC es la alta concentracién de aluminio en los primeros 20 cm del suelo.

En la plantacion Kayal(, en el sitio de muestreo se encontré pH acido y baja
concentracion de P y K en todas las palmas muestreadas. Ademas, la concentracion de Ca fue
baja en plantas con grado 3, 5y 7. Por otro lado, la concentracién de hierro (Fe) fue alto para
todas las palmas muestreadas. Respecto a la concentracion de Al, los niveles fueron téxicos para
palmas enfermas, este mismo elemento se encontrd en nivel medio en palmas sanas (Apéndice
12).

En el lote HO7B de la plantacion Palmeras de los Andes, los anélisis de suelo indican que
los niveles en la concentracion de nutrientes como: P, K, Ca y Mg varia en todas las palmas
muestreadas con distinto grado en la escala de severidad. De igual manera la concentracion de Al
fue diferente en todas las palmas muestreadas. Resaltan la alta concentracion de Fe y Mn tanto

en palmas sanas como enfermas (Apéndice 13).
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En la plantacion Alespalma, el lote muestreado tuvo suelos con pH &cido, niveles bajos
de Mg y Zn, y alta concentracion de Fe en todas las muestras analizadas (Apéndice 14). Algo
similar se observo en los anélisis de la plantacion Palesema, en donde el lote muestreado
presento pH acido, baja concentracién de Ca, Mg y Zn, y alta concentracion de Fe y Mn en las

muestras analizadas con distinto grado en la severidad. (Apéndice 15).

De igual manera en la plantacion Palpailon, los analisis indican pH &cido en lote
muestreado, baja concentracién de Ca, Mg y alta concentracién de Fe y Mn en las muestras
analizadas (Apéndice 16). Lo contrario ocurre en la plantacion Tabuche, en Quinindé, los
analisis muestran alta concentracion de P y K, baja concentracion de S y alta concentracion de

Ca, Mgy Fe en las muestras analizadas. Esto ocurre en palmas sanas y enfermas (Apéndice 17).

Los analisis de las propiedades quimicas del suelo, indican que la severidad no fue
relacionada con la concentracion de nutrientes en el suelo como: P, K, Ca, Mg, Mn y Fe. La alta
0 baja concentracion de estos elementos se encuentra tanto en palmas sanas como en palmas
enfermas. Chinchilla 2010, indica que algunas caracteristicas podrian estar presentes en una
palma estresada y que la predisponen a la PC, principalmente la baja disponibilidad de K,
cambios en las gradientes de nutrientes en los tejidos, particularmente K, Ca y la relacion N/K,
posibles relaciones desfavorables Fe/Mn y entre otros elementos (bajo Cu y Zn) y posible
deficiencia inducida de Ca (alteracion de corriente de transpiracion). EI mismo autor indica que
no necesariamente elementos como K, Ca, Fe, Mn, Cu y Zn estaran siempre presentes en una

planta predispuesta, esto podria variar con la presencia de otros elementos.
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5. CONCLUSIONES

Fusarium oxysporum y Fusarium solani se aisl6 con mayor frecuencia (36.59%) desde

tejido de flecha, bases peciolares y raiz con sintomas de PC.

No se aislé a Phytophthora desde tejido de flecha y raiz.

Las pruebas morfoldgicas, bioquimicas y de serologia, indican que cuatro aislados

bacterianos (10, 11, 16, 19) corresponden al género Erwinia.

Los aislados 70 y 12 correspondientes a F. oxysporum y F. solani respectivamente
causaron lesiones necrdticas en la hoja mas joven de palmas codigo 2504 cuatro dias

después de la inoculacion, sin llegar a causar la muerte de la planta.

El aislado 70 de F. oxysporum causo lesiones necréticas pequefias en la hoja mas joven

del hibrido interespecifico O x G en comparacion con el material CIRAD c6digo 2504.

La inoculacion de Erwinia spp en palmas de vivero no mostré sintomas de la

enfermedad.

El andlisis de la correlacion lineal simple fue significativo para la concentracion de

fésforo (P), cobre (Cu) y hierro (Fe) en el suelo.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar nuevos muestreos en las plantaciones del Canton San Lorenzo para

determinar la presencia de Phytophthora spp.

Realizar pruebas de patogenicidad con el aislado de Fusarium oxysporum, Fusarium

solani y los aislados de Erwinia spp. en la zona de San Lorenzo.

Determinar la concentracion de nutrientes en palmas con y sin sintomas de PC con

andlisis foliar.
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APENDICES

Apéndice 1

Medio papa dextrosa agar acidulado, APDA (Martin, F. 1992a).

Difco potato dextrose agar 39¢
Agua destilada 1L
Acido lactico 10 ml

Disolver el agar en agua destilada y autoclavar a 125 °C y 15 psi durante 30 minutos.

Posteriormente, adicionar el acido lactico, mezclar bien y servir en platos Petri.

Apéndice 2

Medio maiz agar modificado PARP (Kanwischer and Mitchell 1978).

Maiz agar 17 g
Agua destilada 1L

Combinar los ingredientes y autoclavar. Enfriar el medio hasta 45 °C adicionar los siguientes

antibidticos.
Ampicilina 0.27g
Rifampicina 0.01g
Piramicina 0.02g

Procurar adicionar los antibidticos en el siguiente orden: piramicina, rifampicina y ampicilina.

Anadir 100 g de pentacloronitrobenceno (PCNB). Mezclar bien y servir.
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Apéndice 3

Medio agar nutritivo (AN) (Schaad et al., 2001)

Agar nutritivo 23 ¢
Agua destilada 1L

Disolver el agar en agua destilada y autoclavar a 125 °C y 15 psi durante 30 minutos. Enfriar el

medio hasta aproximadamente 55 C y servir.

Apéndice 4

Medio extracto de levadura, carbonato de calcio, glucosa (YDC) (Schaad et al., 2001)

Extracto de levadura 10¢
Dextrosa 209
Carbonato de calcio (CaCOs;) 10g
Bacto agar 159
Agua destilada 1L

Anadir los ingredientes en 1 litro de agua destilada y mezclar bien con un agitador. Autoclavar a
125 °C y 15 psi durante 30 minutos. Enfriar el medio hasta aproximadamente 55 °C y servir.
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Apéndice 5

Medio agar suave (Schaad et al., 2001)

Glicerol 100 mi
Bacto agar 50
Agua destilada 400 ml

Mezclar bien los ingredientes y esterilizar. Servir el medio en tubos de vidrio y esperar que
enfrié. Posteriormente, sembrar colonias de la bacteria crecidas durante 48 horas en medio YDC,
identificar y sellar con papel parafilm. Realizar dos repeticiones por muestras y c.onservar a 4
°C

Apéndice 6

Medio King B (Schaad et al., 2001)

Peptona proteosa #3 Difco 20.0¢
Fosfato dipotasico (K;HPOy) 15¢
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0Q,.7H,0) 159
Glicerol 15.0 ml
Agar 1509
Agua destilada 1L

Mezclar todos los ingredientes y autoclavar durante 25 minutos a 120°C.

84



Apéndice 7

Medio CVP (Schaad et al., 2001)

1 N Hidréxido de potasio (NaOH)

10% Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0)
Nitrato de sodio (NaNO3)

Agar

Polipectado de sodio

SDS

0.075% cristal violeta

Agua destilada

4.5 ml
3.0ml
10g

15¢g

10.0¢
0.5ml
1.0ml
500 ml

Precalentar 300 ml de agua y agregar el hidréxido de sodio, cloruro de calcio dihidratado, nitrato

de sodio, agar y mezclar. Agregar el polipectato de sodio y mezclar. Agregar los 200 ml de agua

destilada restantes. Agregar el SDS y el cristal violeta. Autoclavar durante 25 minutos a 120°C.

Apéndice 8

Medio C de Dye (Schaad et al., 2001)

Amonio fosfato monobasico (NH;H,PO,)

Fosfato dipotasico (Ko;HPO,)

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0O,.7H,0)
Cloruro de sodio (NaCl)

Extracto de levadura

Agar

Agua destilada

Parpura de bromocresol 1.5%

Mezclar todos los ingredientes y esterilizar 25 minutos a 15 psi y 120°C.
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Apéndice 9

Medidas que 20 conidias de Fusarium oxysporum y Fusarium solani

Fusarium solani

Fusarium oxysporum

macroconidia microconidia microconidia Macroconidia
No.deconidia largo ancho largo ancho | largo ancho largo Ancho
pum um
1 29.31 5.62 10.11 3.31 6.04 2.29 25.81 3.62
2 27.84 5.56 10.07 4.12 4.99 2.56 30.34 3.06
3 27.63 5.53 12.42 4.66 6.09 2.03 35.03 2.97
4 25.43 5.46 10.44 3.81 5.76 2.37 26.10 3.24
5 34.03 5.35 12.61 4.66 4,95 2.78 30.93 3.56
6 32.18 5.12 10.43 4.06 5.41 3.06 53.55 3.06
7 29.83 4.24 13.68 4,52 5.52 2.81 28.33 4.66
8 36.12 5.53 11.44 5.15 4.99 2.47 33.27 3.03
9 33.94 5.15 9.64 4,72 6.60 2.81 26.93 3.09
10 36.03 4.45 10.04 5.58 5.78 2.52 33.72 3.32
11 28.49 6.30 12.16 4.45 4.89 2.21 26.54 2.47
12 31.32 5.18 13.65 4.44 5.64 2.56 30.93 2.16
13 31.23 5.95 13.11 4.43 4.86 2.32 18.45 2.33
14 28.67 5.41 10.44 5.22 4.99 2.37 30.10 3.43
15 28.66 5.81 9.97 3.84 6.95 2.20 32.74 2.79
16 33.39 6.08 11.76 4.72 4.85 2.61 28.88 2.12
17 32.27 5.40 9.99 4.28 4.30 2.92 34.50 3.30
18 27.75 5.44 12.94 5.26 6.20 3.43 37.56 4.02
19 29.65 5.69 10.94 3.85 6.13 2.86 28.95 3.32
20 32.43 5.46 11.39 3.90 5.72 2.97 28.31 3.75
Promedio 30.81 5.44 11.36 4.45 5.53 2.61 31.05 3.17
Desviacién
Estandar 2.91 0.48 1.34 0.58 0.68 0.35 6.75 0.62
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Ensayo de formacidn de &cidos a partir de carbohidratos para aislados de Erwinia.

Apéndice 10

Aislados
Repeticiones 10 11 16 19 C- C+
Azucares Tiempo 2 2 2 3 1 2 2 2
(dias)

2 - - - - - . - -

4 - - - - - . - -

Maltosa 6 - - - - - - -
21 - - - - - - - -

28 - - - - - - - -

2 - - - - - . - -

4 - - - - - . - -

Celobiosa 6 - - - - - - - -
21 - - - - - - - -

28 - - - - - - - -

2 - - - - - . - -

4 - - - - - . - -

Dulcitol 6 - - - - - - -
21 - - - - - - - -

28 - - - - - - - -

2 - - - - - . - -

4 - - - - - . - -

Sorbitol 6 - - - - - - - -
21 - - - - - - - -

28 - - - - - - - -

2 - - - - - . - -

4 - - - - - - -

Trehalosa 6 - - - - - . - -
21 - - - - - - - -

28 - - - - - - - -

2 - - - - - . - -

4 - - - - - . - -

Manitol 6 - - - - - . - -
21 - - - - - - - -

28 - - - - - - - -
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Apéndice 11

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en seis palmas muestreadas en la Plantacion Aiquisa.

i ESTACION EXPERTMENTAL "SANTA CATALTNA™
Q LABORATORIO DE MANEJO DE STUELOS Y AGUAS
Em 14 172 Panamencana Sur, Apdo. 17-01-340
IHETITUTE L AUTaRG w0 oF Cruto- Eouador  Telf: 620-591/92/93 Fax: 690-653
TV EATIEAGIGHES A RGP =GR RIaE
REEPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROFIEDAD PARA US0 DEL LABORATORIO
Nombre : ANCUPA Nombre : AIQUISA
Dhreccion = JUININDE Provincia : ESMEFATDAS Cultive Actual : PALMA AFRICANA
Ciudad Canton : QUININDE Fecha de Muestres : 06072011
Telefono Parroquia : Fecha de Ingrezo : 220772011
Fax Uhicacion @ KM 3712 VIA STO. DOMDNGO Fecha de Salida : 1078/2011
N* Muest| Identificacion ppm meq100hml ppm
Laborat, del Lote pH NH4 P 5 K Ca Mz in Cu Fe Mn B
B5208 (a1 517TAe RC| 28000 (| 630B| 870 B| 008 B| 350 B 083 B 13 B 15 M 1550 A] 144N 0,700
B39 Az 435 Ac RC| 4700 A 7TT0B| 8% B| 017TB| 340 B 0,32 B 21 M 29N 2BTO0A[ 235 A 08010
83210 (a3 436 Ac RC| 3500M| 630B| 57 B| 0I0B| 3% B 1,00 AL 06 B 1.7 M 15970 A 1795 A| 06010
85211 |a4 463 Ac RC| 41,00 A| 630 B| &30 B| 008 B| 440N | LOOA 08 B 31N 2750 Al 1L9AI| 0500
85212 |as 472 Ac RC| 3800M | 720 B 2000M| 009 B| 340 B 1,20 M 10 B 15 M 157.0 A| 118N 06010
85213 |As 5A0Ac RC| 4300 A| B60 B| I300MNL| 022 N[ &70M| 09 B 11 B 178 2040 A[ 114N 060A]
INTERFEETACTON
pH Elementos AMETODOLCTA USADA
& - Ao N = e B =Eue PH = Smoasm(l25 PECaMg = Olsen Modificado
LAcr = Liz=r Acido LAl = Lize Alcalmo M =Madio 5. B = Fosfato d= Calcio CuFelinZn = Oisen Modificado
FN = Prac Neumo Al = Alcaling A =Am B = Curcumina
RC = Paquisren Cal T = Toxico (Boro)

-

-

o

RESPONSABLE LABORATORIO
Para la version onginzl, faver renutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Suelos v Aguzs de TNIAP Sta. Catalina
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Anadlisis de las propiedades quimicas del suelo en seis palmas muestreadas en la Plantacion Aiquisa (Continuacion).

Apéndice 11

) ESTACTION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINAY
ﬂ LABORATOFRIO DE MANEJD DE SUELDS ¥ AGUAS
Em. 14 1/2 Panamencana Sur, Apdo. 17-01-340
NECIOHAL AUTANE N B Quito- Ecuzdor Telf : 690-69192/93 Fax: 690-693
TRVEETIGRCHNHEE A PO RS AR R
EEPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL FROPIETARIO DATOS DE LA FROFIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : AMCUPA Nombre  : AIQUISA
Dhreccion : QUINIDNDE Provincia : ESMERAIDAS Cultive Actual : PATMA AFRICAMNA
Cindad : Cantdn + QUININDE Fecha de Muestres @ 060772011
Telefono Parroguia : Fecha de Ingrese : 2200772011
Fax Ubicacion @ ELI 37172 VIA STO. DOMDNGD Fecha de Salida + 10082011
N* Muest. meaq100ml dS/m (%a) Ca | Mg [Ca+Mig|meg100ml “a ppm Textura (%2}
Laberat. AR Al Na CE. ALO. Az K K |I Bases NTot 1l IArenal Lime [Arcillal Clase Textural
85208 0,70 A 230 B 427 10,38 34,13 511 53,30
85209 1,70 T| 060N 420 M| [ 415] 4582 2482 6,09 142,00
85210 270 T| 0.70M 280 B 3.90| 10,00( 45,00 7.70 79.90
85211 500 T) 230T 330 M| [ 440) 12.50| 67,50 10,48 181,10
85212 130 T| 080AL 250 B 2.83| 13,33| 51,11 6.49 13850
85213 0,50 A JI0M| [ 744 400] 3455 8.32 177.50
INTERFRETACION ABREVIATURAS METODOLOCTA TSADA
ALH AlyNa CE MO vy (1 CE = Condoctividad Elecinica CE = Pasta Sanmada
B = Bajo NS = INo Salino s = Salino B = Bajo MO. = Maeria Orpamica MO. = Digomato dePotasio
M = Medio LS = Liz %Salino M5 = Moy Salino M = Medio RAS = Felacion de Adsorcion de Sodio AFH = Timlacion MaOH
T = Towco A =AW
_,_f 3 I ,r‘(
.jif‘;f'{-‘ Qg -../ Er f_ '4"'?‘;”%@_-"
RESPONSABLE LABORATORIO IARTRATORISTA

Para la vertion originzl, faver renutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Suelos v Aguzs de INIAF Sta. Catalina
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Apéndice 12

Anadlisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Kayalu.

&

L J
INETITUTE ASTIHD WD OB
TNV ERT EATIGHES AT RS PSR H R

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"

LABOBATORIO DE MANETJQ DE SUELOS Y AGUAS
Em 14 1/2 Panamencana Swr, Apdo. 17-01-340
Choto- Ecuader  Telf: 650-691/92/83 Fax: 690-653

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : ANCUPA Nombre :EAYAIU
Direccion @ QUINIMDE Provimeia :ESMERAIDAS Cultive Actual : PATMA AFRICAMA

Fecha de Muestreo @ 067072011

Ciudad Cantén : QUININDE
Telefono Parroquia : Fecha de Ingreso : 22072011
Fax Uhicacion @ EM 37172 VIA 5TO. DOMDNGO Fecha de Salida : 10082011
N° Muest| Identificacion ppm meq'10hml ppm
Laborat, del Lote pH NH4 P 5 K Ca Mg In Cu Fe Mn B
B5123 (K1 445 Ae RC| 65,00 A 2310 B 650 B| 021M| 052 B 028 B 1.7 B 11 M 3050 A0 105N 0,70 A
B5124 (K2 483 Ac RC| 2200ML| 700 B 970 B| 032M| 270 B 095 B 21 M 3.0 M 1670 A 6.3 M| 0,70 AJ
B3225 (K3 462 Ac RC| 3200M | 740 B| 1400M | 0,19 B 340 B 1,20 AL 26 M 66 A 1920 A 168 A| 0,601
B5226 |[E4 510 A RC| 2400AM[| 350 B| 1100M| 013 B 430 M 1,20 AL 12 B 32 M 1550 A 236 A| 0,600
NTERFEETACION
pH Flementos METODOLMCIA TSADA
Ar = And N = Neums B =Exo pH = Susoazm (1035 PECalMz = Olsen Modificads
LAc = Liger Acide LAl = Liz= Alcalino M =Madio 5 B = Fosfato de Calcio CoFelinZa = (Oisen Modificado
N = Prac. Neatmo Al = Alcaling A= B = Curcumina
RC = Reguieren Cal T = Toxico (Bom)
- s
- .
et P APXY =
RESPONSABLE LABORATORIO LARORATORISTA

Para la version onignal, faver renutirse 2l Laboratonio dal Departamento de Manejo de Sueles v Aguas de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 12

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Kayald (Continuacion).

] ESTACTON EXPERIMENTAL "SANTA CATALINAY
Q LABORATORIC DE MANEJO DE SUELOS ¥ AGUAS
Em 14 12 Panamenicana Sur, Apdo. 17-01-340
[LERIRITE =) AUTSEAO N Q‘I.].ltu— Ecuador Telf: 690-69192/93 Fax: 650-693
IRVEESTIGRTHIHEE A PO PO AR RS
EEFPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROFIEDAD PARA TS0 DEL LABORATORIO
Momhbre  : ANCTTPA Nombre :EAYAID
Direccion  : QUININDE Provimeia : ESMERAIDAS Cultive Actual + PALMA AFRICAMA
Cindad H Cantén : QUINDNDE Fecha de Muestreo @ 06072011
Telefono - Parrogquia : Fecha de Ingreso + 220772011
Fax : Thicacion : ENM 37172 VIA 5TO. DOMDIGD Fecha de Salida : 1VDE2011
" Muest. meq/100m] dS/m %a) Ca | Mg [CasMg|meg100ml %a PPm Texhoa (%)
Laborat, | ARH Al Na C.E. ALO. Mz | K K (I Bases NTot €1  [JArena|Limo [Areillal Clase Textural
85223 320 T| 050M 440 M| 329 133 571 461 168,60
83224 180 T| 050N 240 B|| 284 257 1141 5,77 88,80
B5125 380 T| 130T 3,00 M| | 283 632 2421 8359 74,60
B3226 110 M)  050M 280 B|| 338 523 4231 6,73 a4 10
INTERFRETACION ABREVIATURAS METODLOGIA TEADA
AFH Aly Na CE ALO. vy (1 CE = Condoctividad Elecinca CE = Pasta Sahmada
B = Bajo N5 = Mo Salino g = Saling B = Bajo MO. = Maferia Orgamica MO. = Digomato dePotasio
M = Medio LS = Lig Saline M5 = Muy Saline M = Medio RAS = Felacion de Adsorcion de Sodio AFH = Tirlacion MaOH
T = Tawiomo A =Aw
¥ ) : /
AN, Y,
RESPONSABLE LABORATORIO SABBRATORISTA

Para la vertion origimal, faver renutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Suelos y Aguas de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 13

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en ocho palmas muestreadas en la Plantacion Palmeras de los Andes.

| ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"Y
Q LABOFRATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
Em 14 12 Panamencana Sur, Apde. 17-01-340
IHETITUTD L AUTHE 4T O Choto- Ecnador  Telf - 6%0-691/92/93 Fax: 690-693
IV EATIOATIGHES A D= R EaE
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL FROPIETARIO DATOS DE LA PROFIEDAD PAFRA TS0 DEL LABORATORIO
Nombre : ANCUPA Nomhbre :PDA
Dhreccion @ QUININDE Provincia : ESMERAIDAS Cultive Actual : PATLMA AFRICAMA
Ciudad : Cantén : QUININDE Fecha de Muestres : 06072011
Telefono @ Parroquia : Fecha de Ingrezo : 220072011
Fax : Uhicacion : KM 37172 VIA STO. DOMIMNGO Fecha de Salida : 10/08/2011
N° Muest| Identificacion ppm meq/100ml ppm
Labaorat. del Lote pH NH4 P 5 K Ca Mg In Cu Fe Mn B
85192 |pDal 450 Ac RC(24000 A | 1400 M |12100 A| 120 A 340 B 110 AL izM 4% A 2150 A) 1538 A| 580T
85193 |PDaAl 526 Ac RC|T2000 A | 6500 A| 6800 A | 1LBD A 160 B 032 B 31 M 50 A 1750 A] 998 A| 390 T
85194 |PDAl 6,18L.Ac 9000 A 6200 A 2400 A| 220 A| 59DMN| 280 A 6.0 M 71 A 2890 A) &B4 A| 090AD
85195 |pDa4 5,73LAc 2500 AL 1800 ML| 20000 LI0A| 3B 210 A 19 B 30M 1120 A] 284 A| 070N
85196 |PDA7T 463 Ac RC| 4100 A | 790 B| 1200M | 0359 A 150 B 047 B 15 B 15 M 2280 A 2BEE A| 0.TOM
85197 |PDaAs 52TAc RC| 3000AL]| 510 B 79 B| 031 M| 480 M 1,70 AL il M 27 M 1070 A 349 A 0,70M
85198 |PDAs 445 Ac RC| 6300 A | 1500 M| 1O00NM| 02TM 160 B 1,00 AL 17 B 21 M 27,0 4] 345 A 06800
B51%9 |PDA W 5,68LAc 2TO0N| 420 B 2B 032M| 3T0B 09 B 17 B 1.9 M 990 Al 373 Al 0,800

INTEFFEETACION
pH Elementos METODOLOCTA TSADA
N

Ac = Arda = Neuma B =Bajo pH = Suslorazoa (125 PECaMg = Oisen Modificado
LAcr = Liger Acido LAl = Liz= Alcaling M =NMadio 5 B = Fosfato d= Calcio CuFelin Zn = Oisen Modificado
FN = Prac Neamo Al = Alcaline A =4 B = Currumina
R = Flaguizren Cal T = Toxico (Bom)
1/"_ - ' &&f
B AT - ot Lo
RESFONSABLE LABORATORIO LABOEATORISTA

Para la version ariginal, faver renutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Suelos v Azuas de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 13

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Kayald (Continuacion).

] ESTACTION EXPERTAMENTAL "SANTA CATATINA"
Q LABORATORIO DE MANEJOD DE STELOS Y AGUAS
Em 14 1/2 Panamencana Sur, Apdo. 17-01-340
AT AL ALTE NGNS 8 Chuto- Ecuzdor  Telf - 690-69192/93 Fax: 690-693
EEPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA FEOFIEDAD PAFRA US0 DEL LABORATORIO
Nombre : ANCTUPA Nombre :PDA
Dhreccion = QUININDE Provincia : ESMERATDAS Cultive Actual : PATMA AFRTICANA
Cindad H Canton : QUINDNLIE Fecha de Muestreo : 060772011
Telefono = Parroquia : Fecha de Ingreso : 2WOTR011
Fax : Uhicacién : KN 37172 VIA STO. DOMDNGD Fecha de Salida : 1OVDE2011
N® Muest. meq/10ml dS/m (%a) Ca | Alz |Ca+Mig|meg100ml “a rpm Texhwoa (Y&}
Laborat. Al+H Al Na C.E. ALO. Mg K K |I Bases NTot 1 IArenal Limo [Arcillal Clasze Textural
85192 140 N 0.30ML 3200 309 092 3,75 7,10 257 40
85193 170 T| L10T 240 B 195 046 1,3 5582 H17.10
85194 530 A 211 127 395 10.20 310,60
85195 20 B 1,52 191 4,82 6,40 159 80
83195 240 T L0OMAL 000 309 080 34 496 145,60
85197 0,60 A 200 B 271 548 2032 7.21 410
85198 200 T 060M 470 M 160l 3,701 963 487 142 00
85199 200 B 398 251 1447 495 106,50
INTERFRETACION ABFEVIATURAS METODOLOCLA TSADA
AFH AlyNa CE MO yC1 CE = Condoctividad Electrica CE = Pasta Sahmada
B = Bajo N5 = NNo Sakino s = Galing B = Bajo MO. = Maeria Orgamica MO. = Dicomato de Potasio
M = Medwo LS = Lig. Saling AMS = Muy Salino M = Medio RAS = Felacion de Adsercion de Sodio AKH = Tirolacion MNaOH
T = Toxico A = Al
"3 ; ' /
RESPONSABLE LABORATORIO SAFBRATORISTA

Para la version engmnal, favor renutirse al Laboratone dal Departamento de Manejo de Suelos v Aguas de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 14

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Alespalma.

ﬂ
IHETITUTS L AJTOHD MO OB
TV EAT CAGICGHES A G P = R 5

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALTNAY

LABORATORIO DE MANEJD DE SUELOS ¥ AGTAS
Em 14 172 Panamencana Sur, Apde. 17-01-340
Chuoto- Eonador  Telf - 620-691/92/93 Fax: 620-693

REPORTE DE ANATISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA US0 DEL LABORATORIO
Nomhbre : ANCTUPA Nombre : ATFSPATMA
Dhreccion = QUINDNDE Provineia @ ESMERATIDAS Cultive Actual : PALMA AFRICAMNA
Ciudad H Canton : QUININDE Fecha de Muestree : 06072011
Telefono Parroquia : Fecha de Ingrezo : 22072011
Fax : Uhicacion : EM 37172 VIA 5TO. DOMDNGD Fecha de Salida : 109082011
N Muest| Identificacion ppm meq’ 1 00ml ppm
Laborat, del Lote pH NH4 P 5 K Ca Mz Zn Cu Fe Mn B
83214 |anl 487 Ac RC| 4400 A | 12000 | 13000M| 008 B 240 B 0,50 B 1.2 B 1.3 M IB40 A 663 A(1130T
83215 |ar2 544 Ac RC| 3000NML| 770 B| 1600MN[| 02T M| 480M| 077 B 12 B 24 A 1140 Al 642 A 0,200
85216 |AL3 432 Ac RC| 2T00MNL| 1300ML| 2600 A| 025 M 1,10 B 037 B 08 B 34 A 1580 A E3NI| 0O20A]
85217 |ar4 434 Ac RC| 3200ML| 6200 A| 2E00 A| 034 M| 220 B 064 B 08 B 27 M 1910A] 198 A1 130T
INTERFEETACTION
pH Elementos AMETODOLOCTA TSADA
A = Admo N = Neumo B =Eapo PH = Sufoazm(125) PECaMg = Osen Modificado
LAc = Liz=r Acide LAl = Lige Alcaling M =Madio 5. B = Fosfaio d= Calcio CuoFelnTn = Cisen Modificado
PN = Prac MNeoro Al = Alcalino A = B = Curcumina
RC = Reguseren Cal T = Toxico (Bom)
= el
e s o - - sty Loy
BESPONSABLE LABORATORIO LABOEATORISTA

Para la version onginal, favor remutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Suelos v Aguas de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 14

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Alespalma (Continuacion).

ESTACION EXPERTMENTAL "SANTA CATALINAY
LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
Em. 14 1/2 Panamencana Sur, Apdo. 17-01-340
INATITUTS NMECHIHAL ALITONO N b8 QLutu— Ecuzdor Telf: 690-69192/93 Fax: 690-693
IRVEETIGACHIHESE A PO UAR R
REFPORTE DE ANATISIS DE SUELOS
DATOS DEL FROPIETARIO DATOS DE LA PROFIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nomhbre : ANCUPA Nomhbre : ALESPATMA
Dhreccion : QUININDE Provincia : ESMERALDAS Cultive Actual : PATMA AFRICANA
Cindad Canton : QUININDE Fecha de Muestreo : 06072011
Teléfono Parroquia : Fecha de Ingrezo ¢ 220772011
Fax Ubicacion : ENM 37172 VIA STO. DOMDNGD Fecha de Salida : 1VOE2011
N® Muest. meq/100ml dS'm (%a) Ca | Mg [Ca+Mg|meg100ml “a Ppm Textura (%)
Laborat, AH Al Na C.E. ALD. Mg K K (I Base: NTot Cl lArenal Litno [Arcillal Claze Textural
E5214 1,20 M| 050N 240 B 480 356 32,22 4,18 115,40
B5215 040 B 210 B 597 285 19.89 6,04 106,50
E5216 450 T| 200T 1,70 B 297 148 588 6,22 106,50
B5217 340 T| 130T 210 B 344| 188 835 6,58 160,90
INTERFEETACION ABREVIATURAS METODOLOGLA TSADA
AFH Aly Na CE MOy 1 CE = Condurtividad Elecirica CE = Pasta Sahmada
B = Bajo N5 = Lo Salino 5 = Saling B = Bajo MO. = Materia Orgamica MO. = Dicromato de Potasio
M = Medio LS = Liz Saling M5 = Moy Salmo M = Meadio RAS = Felion de Adsorcion de Sodio AFH = Tirolacson MaOH
T = Taxico A = Al
s ) ; S
il —f g
RESPONSABLE LABORATORIO SISAFEORATORISTA

Para la version aniginal, favor renutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Suelos v Aguzs de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 15

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cinco palmas muestreadas en la Plantacion Palesema

INETITUTS
INYEATIEATIOHES ARG P ECILARIAS

4

L J
L ASTOHD WD OB

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA™

LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS ¥ AGUAS
Em 14 172 Panamencana Swr, Apdo. 17-01-340
CQuito- Eonador  Telf : 690-691/92/93 Fax: 690-693

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : ANCTUPA Nombre : PATESERMA
Direccion : QUININDE Provincia :ESMERAITIAS Cultive Actual : PALMA AFRICAMA
Ciudad Cantén : QUININDE Fecha de Muestreo = 06072011
Teléfono Parrogquia Fecha de Ingreso : 22072011
Fax Ubicacién : EM 37172 VIA STO. DOMINGO Fecha de Salida : 10/08/2011
N®Muest| Identificacion ppm meq100ml Ppm
Laborat. del Lote pH NH4 P s K Ca Mg In Cu Fe Mn B
B3218 (m 524 Ac RC| 3300M0| 1100M| 320 B| 031 M| 440N 1,30 AL 29 M 24 M 1860 A 487 A 080171
B5219 (m 471 Ac RC| 30,00 M| 21,00 A | 1200M| 065 A 330 B 1,10 AL 1.7 B 16 M 1940 A 403 A[ 110 T
B5220 (p3 510 Ac BRC| 3600M| 510 B 30 B| 034 A 320 B 085 B 1.7 B 20M 1730 A 574 A 0800
B5221 (M 458 Ac RC| 4000 M| 540 B| 1000M | 028 M 180 B 050 B 12 B 10M 2420 Al 581 A| 0,800
B5222 [ps 463 Ac RC| 4200 A| 510 B 970 B| 011 B 250 B 047 B 13 B 20M 2470A 277 A 070N
INTERFEETACTON
pH Elementos METODOLOMGLA USADA
At = Adm ¥ = Neumo B =Bao PH = Sugoazma (125 PECaMg = Oisn Modificado
LAr = Lizar Acido LAl = Liz= Alcalimo M =NMadio 5.B = Fosfao dz Calcio CoFelhinZn = (Oizen Modificado
PN = Prac Neuiro Al = Alcaling A =Alw B = Curcumina
RC = Fequieren Cal T = Tosico (Bom)
s Vi
e A i - gt Lodlnlie o~
RESPONSABLE LABORATORIO LABORATORISTA

Para la versnion ongmnal, favor renutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Suelos v Aguas de [NLAP Sta. Catalina
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Apéndice 15

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cinco palmas muestreadas en la Plantacion Palesema (Continuacion).

] ESTACTON EXPERTMENTAL "SANTA CATALINA"
Q LABORATORIO DE MANEIQO DE STUELOS ¥ AGTUAS
Em. 14 1/2 Panamericana Sur, Apdo. 17-01-340
AL ALTORGN B8 Chuto- Ecuzdor  Telf : 690-691/92/93 Fax: 650-693
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROFIEDAD PARA TS0 DEL LABORATORIO
Nombre  : ANCTUPA Nombre :PALESEMA
Dhreccion : QUININDE Provinein : ESMERAIDAS Cultive Actual : PATMA AFRICANA
Cindad : Canton : QUININDE Fecha de Muestreo  : 0670772011
Teléfono Parroguia : Fecha de Ingreso + 2072011
Fax Uhicacion : EM 37172 VIA 5TO. DOMDIGO Fecha de Salida : 10V0R2011
N Muest. meq/100ml dS/m (%a) Ca | Alz |Ca+Mg|mey 100ml “a ppm Textura (%)
Laborat, Al+H Al Na C.E. ALO. % K K |I Bases NTot 1 IArena| Limo [Areills) Clasze Textural
85218 0,50 Al 280 B 3,38 4,19 1839 6,51 97.60
85219 150 A 0O30MI 230 B 3,00 189 677 6,55 168,60
83220 110 A 040AI 240 B 3Tl 157 T30 5,69 97.60
85221 1,70 T| 0680AI 320M) | 3600 179 821 428 150,90
85222 250 T| 090A 150 B 532 427 27,00 5.58 97.60
INTERFEETACION ABREVIATURAS METODOLOGIA TSADA
AFH AlyNa CE MO yC1 CE = Condoctividad Flactrica CE = Pasta Sanmada
B = Bajo N5 = No Salino E = Salina B = Bajo MO, = Materia Orgamica MO, = Dicomato de Potasio
M = Meadio LS = Liz Saling AMS = My Saline M = Medio RAS = Felwion de Adsorcion de Sodio AKH = Titalacion NaOH
T = Todom A =4l

e
__,-';,;4_, Ot _I_./

.

RESPONSABLE LABORATORIO
Para la version ongmal, faver renutirse al Laboratone del Departamento de Manejo de Suelos v Aguas de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 16

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Palpailon.

| ESTACTON EAPERIMENTAL "SANTA CATALINA"
LABOEATORIO DE MANEJO DE SUELOS ¥V ACTUAS
Em 14 172 Panamencana Sur, Apde. 17-01-340
IHETITUTD L ASTOHD W0 o8 Quite- Ecuader Telf: 690-691/92/93 Fax: 690-603
WY EEA T AT MRS R R P R e
EEPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL FROPIETARIO DATOS DE LA PROFPIEDAD PARA US0O DEL LABORATORIO
Nomhre : ANCUPA Nomhbre : PATPATTON
Dhireccion : QUININDE Provincia : ESMEFAIDAS Cultive Actual : PATNA AFRICAMNA
Ciudad Cantén : QUINDINDE Fecha de Muestres : 06072011
Telefono Parrogquia : Fecha de Ingrezo : 207011
Fax Uhicacion : ENM 37172 VIA 5TO. DOMDSGO Fecha de Salida : 10M82011
N* Auest| Identificacion ppm meq1(ml ppm
Laborat, del Lote pH NH4 P 5 K Ca Az In Cu Fe Mn B
B5200 |pAL1 451 Ac RC| 3600AL) 3000 A 15000 | 024 M 160 B 040 B 20 M 21 M 1760 A 367 A[340T
E5201 |pALz 471 Ae RC| 3000AL) 2400 A| 1500M| O034M| 220 B 0,56 B 16 B 21 M 1540A) 397A[(320T
B5202 |pALZ 420 Ac RC| 32000 7400 A| 2600 A | 069 A 130 B 040 B 11 B 14 M 22704 1I7T4A[(L10T
§35203 |pAL4 451 Ac RC| 6000 A | 5300 A 1200M| 110 A 320 B 0,76 B 21 M 38 M 24904 SBIA[L1LTWT
INTERFRETACION
pH Flementos AMETODOLCIA TSADA
A = Addo N = Neumo B =EBaxo PH = Susioazm (125 PECaMg = Olsen Modificado
LAr = Liger Acido LAl = Lize Alcalmo M =NMadio 5 B = Fosfaio de Calcio CoFelin Im = (Oisen Mopdificado
PN = Prac Neuairo Al = Alcaling A =Alw B = Currumina
BC = Blaquisren Cal T = Tosico (Bor)

-

=y

-

RESPONSABLE LABORATORIO
Para la version original, faver remutirse al Iaboratone del Departamento de Manejo de Suelos v Aguas de INIAP 5ta. Catalina
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Apéndice 16

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Palpailon (Continuacion).

&

INFEETIGRGHIMEE AGROF G AR RS

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATATLINAY
LABORATORIO DE MANETO DE SUELOS ¥ AGUAS

Em. 14 1/2 Panamencana Sur, Apdo. 17-01-340
Chuto- Ecuader  Telf : 690-65192/93 Fax: 6590-693

EEPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : ANCTUPA Nombre :PAIPATION
Direccion @ QUININDE Provineia : ESMERATIDAS Culiive Actaal : PATMA AFRICANA
Cindad Canton : QUINDINDE Fecha de Muestreo : 06072011
Telefono Parroquia : Fecha de Ingreso + 2200772011
Fax Thicacion : KM 3712 VIA 5TO. DOMDIGO Fecha de Salida : 1V0R2011
" Muest. meq100ml dS/m %) Ca | Mgz |CasMg|meg100ml % ppm Texhua (%)
Laborat. AH Al Na CE. ALO. Mg K K | Base: NTot Cl lArenal Lime |Areillaf Claze Textural
85200 180 T O40AL 180 B 400] 187 833 404 106,50
83201 120 M| 030AL 180 B 393 Les| &12 4.30 168,60
85202 260 T| 050ML 1M B 325 058 246 4.99 213,00
85203 110 A 0350ML 330 M| 421 089 360 6,16 248 50
INTERFEETACION ABREVIATURAS METODOLOCTA T5ADA
AFH AlyNa CE ALy C CE = Condoctividad Blecmica CE = Pasta Sanmada
B = Bajo N5 = NpSalino s = Salino B = Bajo MO, = Materia Organica MO, = Dicromato de Potasio
M = Medio LS = Lig Saline M5 = Moy Salino M = Medio RAS = Relbwioo de Adsorcion de Sodio AFH = Tiralacion MaOH
T = Towo A =Amw
, s
o i _.-{ g
I \,‘/ [ ¥ _._'-_,;?:p"i_':‘ﬂﬂ-"'
RESPONSABLE LABORATORIO —FARORATORISTA

Para la version onginal, faver renutirse al Laboraterio del Departamento de Manejo de Suelos v Aguas de INIAP Sta. Catalina
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Apéndice 17

Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Tabuche.

ﬂ
IHETITUTE WD WD OF

INYERTISACIGHES AS RGP ECIA RIS

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATATTNAY
LABORATORIO DE MANETO DE SUELOS Y AGUAS
Em 14 172 Panamencana Sur, Apdo. 17-01-340
Chuto- Eouador  Telf: 690-691/92/93 Fax: 620-693

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA US0 DEL LABORATORIO
Nombre : ANCUPA Nombre : TABUCHE
Direccion  : QUINDIDE Provineia : ESMERATDAS Cultive Actual : PATMA AFRICAMNA
Cindad Cantén : QUININDE Fecha de Muestrea : 06072011
Telefono Parrogqua Fecha de Ingreso 207011
Fax Ubicacion : EM 3712 VIA STO. DOMDNGO Feacha de Salida + 100872011
N* Muest| Identificacion ppm meq/1 ({ml ppm
Laborat. del Lote pH NH4 P 5 K Ca Az In Cu Fe Mn B
524 (T 631LAc 2Z00M0) 4300 A 420B| 130 A( 17,10 A| 240 A 22 M 3.6 M 950 A 121MI| 05010
B5205 (T2 5.98LAc 2L00ND| 2500 A 400 B 071 A 1840 A 230 A 15 B 44 A 137.0 A 11210 080N
B5206 (13 5,78LAc JB00NL) 3800 A S0 B| 092 A( 1700 A 230 A 28 M 42 A 1330 A 174 A| 0801
B5207 |14 643LAc 240000( 3900 A 280 B 110 A| 1730 A 220 A 17 B 35 M 680 A 165 A | 020N
INTEFTREETACION
pH Elementos AETODMLOCIA TSADA
A = Adde N = Neumo B =Ezo pH =Sufoasm(l25 PECaMz = Olsen Modificado
LAc = Liz=r Acido LAl = Liz= Alcalimo M =NMadio 5B = Fosfao d= Calcio CoFelin Zn = Oisen Modificado
PN = Prac. Neafro Al = Alcaling A=Al B = Curcumina
RC = Faguisren Cal T = Towxico (Boro)
e o oot Lo
EESPONSABLE LABORATORIO LABORATORISTA

Para la version engnal, favor renuiirse al Laboratone del Departamento de Manejo de Suelos v Aguas de INIAP Sta. Catalina

100



Analisis de las propiedades quimicas del suelo en cuatro palmas muestreadas en la Plantacion Tabuche (Continuacion).

Apéndice 17

&

i ALTEN GV

ESTACTON EXPERTMENTAL "SANTA CATATINAY
LABORATORIO DE MANETJD DE SUELOS ¥ AGUAS

Em 14 172 Panamericana Swr, Apdo. 17-01-340

Cuto- Ecuzdor  Telf : 690-69192/93 Fax: 690-693

REPORTE DE ANATLISIS DE SUELOS

E il P

RESPONSABLE LABORATORIO
Para la version original, faver renutirse al Laboratono del Departamento de Manejo de Sueles v Aguas de INIAP Sta. Catalina
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DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROFIEDAD PARA TS0 DEL LABORATORIO
Nombre  : ANCTPA Nombre : TABUCHE
Direccion : QUININDE Provincia : ESMERATDAS Cultive Actual : PATMA AFRICAMA
Cindad : Canton : QUININDE Fecha de Muestreo  : 0610772011
Teléfono Parrogquia : Fecha de Ingrezo + 2072011
Fax Ubicacion : EM 37172 VIA STO. DOMDNGO Fecha de Salida + LVOE2011
N Muest. meq/100ml dS'm (%) Ca Mg |Ca+=Mg|meg100ml “a Ppm Textura (Ya)
Laborat, Al+H Al Na C.E. ALD. A K K (I Bases NTot 1 IArenal Limno [Areillal Clase Textural
85204 1250 B 7,13 1.85| 1500 20,80 8580
83203 210 B T13| 3.24| 2634 19.41 115,40
85206 330M 7,39 2.50| 2098 2022 97.60
85207 3.00 M 7,86 200] 17,73 20,60 97.60
INTEEFEETACTION ABREVIATURAS AMETODOLOCTA T75ADA
AFH AlyNa CE ALO. vy 1 CE = Condoctvidad Elecmica CE = Pasta Sanmada
B = Bajo N5 = No Salino s = Saling B = Bajo MO, = Maueria Orpamica MO, = Dicomate de Potasio
M = Meadio LS = Liz Salino AMS = Muy Salino M = Madio RAS = Beladon de Adsorcion de Sodio AKFH = Tirlacion Ma0H
T = Towico A = Al
=i
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