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RESUMEN

La palma aceitera (Elaeis guineensis Jacg.), a nivel mundial, es uno de los cultivos de
aceite mas importantes, uno de los de mas alto rendimiento, y segundo mas consumido.
Una de las principales limitantes de la produccion de palma es la enfermedad conocida
como pudricion de cogollo (PC). En Ecuador se registro por primera vez en 1974, en la
ciudad de Santo Domingo, luego de lo cual se extendié hacia las laderas amazodnicas,
generando un efecto devastador que resulté en la pérdida de un alto porcentaje de las
palmas. Los cultivos de palma se localizan principalmente en la region costa, siendo la
provincia de Esmeraldas la que concentra el 44.37% (109405 ha) de las 246574 ha
plantadas y que presenta un mayor area de cultivos afectada por PC (82948 ha) de
acuerdo al ultimo censo palmero en 2017. El Centro de Investigacion en Palma de
Aceite (Cenipalma), en la busqueda del agente causal de la PC en Colombia, identifico a
Phytophthora palmivora en plantaciones de palma al norte de Colombia, sin embargo,

en Ecuador no existen estudios que confirmen este hallazgo.

En este trabajo de investigacion se identifican los microorganismos potencialmente
patogenos presentes en tejidos del primer y segundo estadio de PC de cultivos de palma
aceitera del canton Quinindé de la provincia de Esmeraldas. Para la identificacion se
emplearon técnicas dependientes de cultivo, barcoding y secuenciacién de alto
rendimiento (HTS). Se realizaron pruebas de patogenicidad con los microorganismos
potencialmente patogenos. Adicionalmente, como posible tratamiento se valoré la
actividad antagonica de agentes bioldgicos y quimicos contra los microorganismos
potencialmente patdgenos. Finalmente se llevaron a cabo cuantificaciones de fenoles
totales, como metabolitos implicados en la defensa y se evalué la capacidad
antioxidante de las palmas enfermas y sanas utilizando los métodos DPPH, FRAP y
ABTS.

En base a los resultados de HTS se determin6 que los hongos mas abundantes en plantas
del primer estadio fueron Fusarium (20.73%) y Coprinopsis (16.75%), a diferencia del

segundo estadio que fueron Antrodia (13.55%), un género no identificado de



Didymellaceae (26.69%) y Candida (10.82%), mientras que en plantas sanas fue
Kazachstania (81.81%). El género bacteriano mas abundante en el primer estadio fue
una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae (17.13%), mientras que en el
segundo estadio fueron Bacteroides (10.88%) y una bacteria perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae (7.08%). Con las técnicas dependientes de cultivo se obtuvo una

mayor predominancia del género Fusarium en el primer estadio de la PC.

Las pruebas de patogenicidad confirmaron la capacidad infectiva de las cepas E1H-35
(Fusarium oxysporum) y E1H-15 (Fusarium solani) al ser inoculadas en plantas sanas y
producir lesiones cloréticas con necrosis similares a la PC. Se evidencié una mayor
concentracion de fenoles y poder reductor de los radicales FRAP, ABTS y DPPH, en
los extractos metanolicos de las hojas de palma del primer estadio de PC y
aparentemente sanas. De acuerdo a las pruebas antagénicas, la cepa E2H-3
(Trichoderma atroviride) y el fungicida Himexazol presentaron una mayor capacidad de

inhibir los patdgenos F. oxysporumy F. solani.

La identificacion de los microorganismos asociados a la enfermedad de PC en plantas
de palma aceitera permitira comprender la progresion etioldgica de la enfermedad y que

sirva como base para la busqueda de un tratamiento.

Palabras clave: Palma aceitera, pudricion del cogollo, fitopatdgenos, secuenciacion

masiva, antioxidantes.



ABSTRACT

Oil palm (Elaeis guineensis Jacg.), is one of the most important oil crops, one of the
highest-yielding, and second most consumed globally. One of the main limitations of
palm production is the disease known as bud rot (PC). In Ecuador, PC was described in
1974, in the city of Santo Domingo, extending to the Amazonian slopes, generating a
devastating effect that resulted in the loss of a high percentage of oil palms. Palm crops
are located mainly in the coastal region, being the province of Esmeraldas the one that
concentrates 44.37% (109405 ha) of the 246574 ha planted in the country and the one
that has the highest incidence of PC (82948 ha affected), according to the last palm
censusin 2017. Cenipalma, in the search for the causal agent of PC in Colombia,
identified Phytophthora palmivora in palm plantations in northern Colombia, however,

in Ecuador there are no studies that confirm this finding.

In this research, the potentially pathogenic microorganisms present tissues of the first
and second stage of CP of oil palm crops from the Quinindé canton of the Esmeraldas
province were identified. Culture-dependent techniques, barcoding and high-throughput
sequencing (HTS) were used for identification. Pathogenicity tests were performed with
potentially pathogenic microorganisms. Additionally, as a possible treatment, the
antagonistic activity of biological and chemical agents against potentially pathogenic
microorganisms was assessed. Finally, quantifications of total phenols were carried out,
as metabolites involved in defense, and the antioxidant capacity of diseased and healthy
palms was evaluated using the DPPH, FRAP and ABTS methods.

Based on HTS, it was determined that the most abundant fungi in plants of the first
stage were Fusarium (20.73%) and Coprinopsis (16.75%), in the second stage were
Antrodia (13.55%), an unidentified genus of Didymellaceae (26.69 %) and Candida
(10.82%), while in healthy plants it was Kazachstania (81.81%). The most abundant
bacterial genus in the first stage belongs to the Enterobacteriaceae (17.13%), while in

the second stage were Bacteroides (10.88%) and bacterium of the Enterobacteriaceae



(7.08%). With culture-dependent techniques, a the genus Fusarium was predominant

among isolates obtained from samples in the first stage of CP.

Pathogenicity tests confirmed the infective capacity of the E1H-35 (Fusarium
oxysporum) and E1H-15 (Fusarium solani) strains when inoculated in healthy plants
and producing chlorotic lesions with necrosis similar to PC. A higher concentration of
phenols and reducing power of the radicals FRAP, ABTS and DPPH were evidenced in
the methanolic extracts of leaves from palms that were asymptomatic or in the first
stage of PC. According to the antagonistic tests, a E2H-3 (Trichoderma atroviride)
strain and the fungicide Himexazol presented greater capacity to inhibit F. oxysporum

and F. solani.
The identification of the microorganisms associated with PC disease in oil palm plants
will allow us to understand the etiological progression of the disease and will serve as

the basis for the search for a treatment.

Key words: Oil palm, bud rot, plant pathogens, massive sequencing, antioxidants.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) es una planta de gran interés comercial en
Latinoamérica, donde Colombia dominé el mercado con una produccion de 8390314
toneladas en 2019 y en cuarto lugar Ecuador con 2275948 toneladas. En los Gltimos
afios la produccidén de aceite de palma ha aumentado significativamente, constituyendo

el aceite de mayor consumo a nivel mundial [1].

Las principales enfermedades en las plantaciones de palma aceitera en América del Sur
y Central son la pudricién del cogollo (PC), la marchitez letal, pudricion de las raices y
de la base del tronco, pudricién basal del tronco, pudricion de los racimos, mal de
hilachas y el anillo rojo. Estas enfermedades generan una gran pérdida en el sector
palmicultor, limitando la produccion y desarrollo del mismo. La PC es actualmente la
mayor amenaza para la palma aceitera en paises como Ecuador, Colombia, Brasil,
Panama y Surinam, donde afecta gravemente el rendimiento y supervivencia de las
plantas [2][3][4][5].

Conforme a Turner [6] se han requerido pocos afios para que plantaciones completas de
palma hayan sido destruidas por la PC, situacion que ya ha tenido lugar en las zonas
productoras de Ecuador. Los primeros registros de dafios de la PC a gran escala se
presentaron en plantaciones de palma aceitera al norte de Colombia durante los afios
sesenta [7]. En Ecuador esta enfermedad se registré por primera vez en 1974 en la
ciudad de Santo Domingo y su efecto fue catastrofico al extenderse la enfermedad hacia

las laderas amazodnicas [4][8][9].

Segun el Instituto Ecuatoriano de Estadisticas y Censos (INEC), en 2019 la superficie
de palma aceitera plantada en Ecuador fue de 246574 hectareas, constituyendo el

15.98% de toda la superficie plantada con cultivos permanentes mientras que la



superficie cosechada a nivel nacional fue de 200908 ha, un 10.3% menos con respecto
al afo 2018 (223962 ha) [10]. Los cultivos de palma se localizan principalmente en la
region costa, cuya provincia de Esmeraldas concentra el 44.37% (109405 ha) de la
superficie total plantada en el pais, seguida por Los Rios (16.66%), Santo Domingo de
los Tsachilas (8.15%) y Manabi (7.02%) [10][11].

De acuerdo al ultimo censo palmero de 2017, el 57% de las plantaciones de palma han
sido afectadas por PC, donde la provincia de Esmeraldas presentd una mayor area de
cultivos afectados por PC (82948 ha) en comparacion con otras provincias como
Sucumbios (17830 ha), Pichincha (13475 ha), Santo Domingo de los Tsachilas (10782
ha) y Orellana (9897 ha). En Esmeraldas la enfermedad se ha encontrado en siete
cantones, mayormente en el canton Quinindé con un 90% de areas afectadas por PC
[12][13][14]. En Santo Domingo de los Tséachilas se han perdido un total de 45 ha de
palma por PC, problema que fue declarado como emergencia Nacional durante el 2014

con expectativa de recuperacion para el afio 2025 [15][14].

La palma aceitera representa un importante rubro social y econémico para el sector
agropecuario del Ecuador, por ser materia prima de aceites y grasas comestibles.
Durante el periodo 2010 a 2016 la palma constituyé el séptimo producto agricola de
exportacion del pais con un crecimiento del 8% en promedio anual. El 42% del aceite de
palma producido en Ecuador se destinaba al consumo interno, mientras que el 58% se
exportaba como aceite crudo de palma y como productos elaborados, generando US$
271 millones en divisas de exportacion y empleo a unas 100000 personas en el pais
[16]. Su peso especifico en el Producto Interno Bruto (PIB) sectorial es de 7% y en el
total 0.59% [17].

En Colombia y Ecuador se han probado varios métodos de control contra la enfermedad
de PC como: realizar cortes del tejido afectado en estadios tempranos de la enfermedad
[18], siembra de hibridos interespecificos (E. oleifera x E. guineensis) [19][20],
controles quimicos [18], etc. No obstante, estas alternativas no han establecido una

solucion para erradicar la enfermedad. Ademas, la aplicacion de ciertos productos



quimicos de uso comun en los cultivos, como los herbicidas a base de glifosato, pueden

aumentar la susceptibilidad de los cultivos a enfermedades [21].

Existen diversas hipotesis sobre la causa de la PC, mismas que contemplan aspectos
nutricionales y fisioldgicos de la planta, composicion quimica del suelo [22] e infeccion
por agentes fitopatdgenos como hongos [2][23][24][25][26][27][28], bacterias [4], virus
[29], insectos [30] y nematodos [31]. Sin embargo, estas hipdtesis no han sido

comprobadas en su totalidad.

El Centro de Investigacion en Palma de Aceite (Cenipalma) de Colombia, en la
busqueda del agente causal de la PC, examind los primeros estadios de la enfermedad y
mediante la técnica de trampeo [32] identificé a Phytophthora palmivora [2][24] como
el agente causal. Cenipalma observ6 hifas del hongo en el avance de las lesiones
necroticas en el cogollo, con esporangios en las regiones humedas y clamidosporas en
las areas necroticas. Sin embargo, en Ecuador no se ha podido identificar a este

oomicete en palmas con sintomas de PC.

Segun INIAP, en Ecuador las primeras investigaciones se llevaron a cabo en la Estacion
Experimental Santo Domingo INIAP, revelando la presencia de colonias de Fusarium
solani, F. roseum, Sporotrichum sp., Thielaviopsis sp., Rhizoctonia sp., Erwinia sp.,
Pseudomonas sp., en muestras de cogollo y raices, pero no hubo evidencia de que sean
responsables de la PC, debido a que no pudieron reproducir la enfermedad en plantas
sanas [8][23].

Ronquillo [33], en su afan de determinar los microorganismos asociados a la PC en
plantaciones de palma en San Lorenzo y Quinindé, utilizo tiras seroldgicas para detectar
la presencia de P. palmivora en hojas, cogollo y raices. No obstante, no demostré que P.
palmivora sea el agente causal debido a la ausencia del oomiceto en todas las muestras
sintomaticas, a excepcion de 2 muestras de raices de plantas asintomaticas que fueron

positivas para el oomiceto.



Resulta necesario identificar la comunidad microbiana asociada a la PC de plantas de
palma aceitera mediante técnicas dependientes de cultivo y por tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento, asi como evaluar la concentracién de los compuestos
quimicos que produce la planta frente al ataque de patdgenos como fenoles y la
determinacion de caracter antioxidante como medio comin de defensa. Esta
informacién ampliara el conocimiento sobre la etiologia de la enfermedad y permitira,
en futuras investigaciones, el desarrollo de tratamientos efectivos y especificos contra

los microorganismos identificados como patégenos causales de la PC.

1.2. Estructura de la tesis

Este trabajo de investigacion se organiz6 en las siguientes secciones:

La primera seccion es una introduccion de los antecedentes y consideraciones teoricas

sobre la enfermedad de PC en palma aceitera.

En la segunda seccién se detalla la finalidad de esta investigacion que consistié en
analizar la etiologia de la PC proponiendo enfoques microbioldgicos y moleculares para
caracterizar las comunidades fangicas y bacterianas presentes en palmas sanas y
enfermas con PC. Ademas se exponen las principales contribuciones obtenidas en el

desarrollo de este trabajo.

La tercera seccidn describe los métodos propuestos para analizar la causa de la PC que
incluyen la estandarizacion de un protocolo de extraccion de ADN total del cogollo de
buena calidad para la identificacién de comunidades fangicas y bacterianas mediante el
empleo de técnicas dependientes de cultivo, barcoding y secuenciacion de alto
rendimiento. También se explican los procedimientos bioinforméaticos empleados, asi
como las pruebas de patogenicidad elaboradas con los patdgenos que cumplieron con
los postulados de Koch y pruebas de antagonismo como posibles tratamientos
bioldgicos contra la PC. Ademas, se incluye un analisis de concentracién de fenoles y
capacidad antioxidante que servira como base de futuros estudios de otros tratamientos

de la enfermedad.



En la cuarta seccion se presentan los resultados, que incluyen un protocolo de
extraccion de ADN total dptimo para trabajar con muestras de cogollo de palma, los
analisis metataxondmicos y la eficacia de los antagonistas evaluados con los patdgenos

identificados.

En la quinta seccion se aborda la discusion de los resultados. Se comparan las
comunidades fangicas y bacterianas en cada estadio de la PC y respecto a plantas sanas,
y se discuten los resultados de la caracterizacion microbiana con resultados de otras

investigaciones.

Finalmente, las conclusiones y perspectivas futuras se presentan en la sexta seccion.

1.3. Marco teorico

1.3.1. Palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.)

1.3.1.1. Origen y distribucion geogréfica

La palma de aceite (E. guineensis) es un cultivo perenne originario del continente
africano de acuerdo a estudios palinologicos y de diversidad genética en material de
palma aceitera de 11 paises de Africa [34][35][36], nombrado por Jacquin en 1763
basdndose en la palabra griega elaion, que significa aceite, y guineensis, que hace

referencia a su region de origen.

La expansion del cultivo en América se dio en el siglo XVI a lo largo de la costa de la
regién de la antigua capital de Brasil, San Salvador. Desde entonces es cultivado en tres
areas principales de los tropicos ecuatoriales: Africa, Sudeste de Asia'y América del Sur
y Central (Figura 1) [1][37].
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Figura 1. Expansion del cultivo de palma aceitera: Paises productores de aceite de palma en
2020 [1].

La segunda especie, E. oleifera, se origind en América del Sur o Central y ha sido
llevada a otros continentes con fines de reproduccién e investigacion, pudiéndose

formar hibridos (en ocasiones fertiles) entre las especies E. guineensis y E. oleifera [38].

En Ecuador a principios de 1960, el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) establecié una estacion experimental de palma aceitera en el
canton La Concordia, cerca de la primera plantacion de palma plantada en 1953 con
semilla Dura x Deli de polinizacion abierta y origen hondurefio (mezcla de genotipos
africanos y asiaticos) [38][39][40].

1.3.1.2. Caracteristicas del cultivo

Pertenece a la familia Arecaceae dentro del reino vegetal que presenta la mayor
eficiencia en produccién de aceite por unidad de superficie en comparacion a otros
cultivos. El aceite estd compuesto por acidos grasos saturados palmitico (39.3-47.5%) y
estedrico (3.5-6%) asi como por acidos grasos insaturados como el oleico (36-44%) y

el linoleico (9-12%). Ademas el aceite de palma esta constituido por una gran cantidad



de antioxidantes como carotenos (62% de B-caroteno y 38% de a-caroteno), vitamina E
(>80% de tocotrienoles y <20% de tocoferoles), presentando cualidades benéficas para

la salud y formando parte fundamental de la dieta ecuatoriana [41].

La palma tiene hojas pinnadas con un tallo columnar con entrenudos cortos, presenta
espinas cortas en el peciolo de la hoja y dentro del racimo de fruta. Normalmente es
monoica con inflorescencias masculinas o femeninas, a veces mixtas, que se desarrollan
en las axilas de las hojas. Los frutos nacen en racimos grandes y compactos. La pulpa de

la fruta, que proporciona el aceite de palma, esta rodeada por una nuez [38].

La planta crece aproximadamente de 25 a 45 cm por afio en su tronco, iniciando su fase
productiva a los 3 afios de edad y viviendo hasta 50 afios [34]. En el caso de produccion
con fines comerciales, el promedio de vida Gtil de la palma esta entre 24 y 28 afios.
Durante este periodo la palma puede alcanzar una produccién por hectarea de racimos

con un peso aproximado de 600 toneladas bajo condiciones optimas del suelo [42].

1.3.1.3. Requerimientos edafoclimaticos

Las escasas precipitaciones y la altitud son las mayores barreras para el establecimiento
y crecimiento de la palma aceitera, dificultando su crecimiento por encima de los 300
m.s.n.m. En Camerun con suficientes precipitaciones puede crecer hasta 1300 m.s.n.m
en la montafia y hasta 1000 m.s.n.m en Guinea, Camertn y Africa Oriental, aunque los
rendimientos tienden a ser bajos [38]. Las condiciones edafocliméticas adecuadas para

el desarrollo y produccidén de palma aceitera se exponen en la Tabla 1.

Cuando los suelos presentan una alta acidez, la palma aceitera es susceptible a periodos
prolongados de déficit hidrico debido a que se limita la profundizacion de las raices,
resultando Optimos los suelos profundos de textura franco arcillosa (adecuada
porosidad) con suficiente capacidad de saturacion de humedad, buen drenaje y
contenido de materia organica. Las temperaturas inferiores a 17°C durante varios dias
provocan una reduccién del desarrollo de plantas adultas y en vivero detienen el

crecimiento de las plantulas. Ademas, la palma aceitera se identifica como planta



heliofila por sus altas necesidades de luz, requiriendo aproximadamente 1500 horas de

luz al afio para lograr altas producciones [43].

Tabla 1. Condiciones edafocliméticas par el cultivo de palma aceitera [43][44].

Condiciones edafoclimaticas

Requerimientos

Topografia

Profundidad

Textura del suelo

Pedregosidad
pH
Salinidad
Nivel de fertilidad
Drenaje
Altitud
Precipitacion
Temperatura

Humedad relativa

Terrenos planos, con pendientes suaves o ligeramente
ondulados (pendientes inferiores al 2%)

0.60 m

Franco, limoso, franco arcilloso (<35% de arcilla), franco
arcillo limoso, franco arcillo arenoso, arcillo arenoso,
arcillo limoso.

Sin o con pocas piedras.

5.6 - 6.5 (moderadamente acido) a 6.5 - 7.5 (neutro).
<2dS/m.

Media a alta (determinada segun andlisis de suelos).

Bueno a moderado

0 a 500 msnm

De 1500 a 1800 mm/afio, entre 120 a 150 mm/mes

24 a 26°C media anual

>75% media mensual

1.3.1.4. Requisitos nutricionales

La demanda de nutrientes de la palma aceitera se basa en el tipo de suelo, clima,
material genético, manejo del cultivo, etc. Generalmente la planta realiza un reciclaje
parcial de los principales elementos nutritivos al extraer nutrientes del suelo que han
sido adicionados al suelo mediante hojas senescentes, inflorescencias, renovacion del
sistema radical, racimos vacios y desechos organicos producto de la extraccion del
aceite de palma. Otra parte de los elementos nutritivos se pueden restituir mediante la
aplicacion de fertilizantes que enriquezcan el suelo con los elementos que se han
perdido. Existen 16 elementos considerados necesarios para el desarrollo de las plantas,
entre los mas importantes esta el nitrogeno, fosforo, potasio, magnesio, azufre y boro,

mismos que en su mayoria provienen del suelo [45].



1.3.2. Principales enfermedades de la palma de aceite

América del Sur y Central se consideraban areas privilegiadas para la expansion de la
palma aceitera, sin embargo, varias enfermedades que no se encuentran en otras partes
del mundo han llegado a ser perjudiciales en esas zonas. La palma aceitera presenta
requerimientos ecoldgicos especiales cuya desatencion resulta en disturbios fisioldgicos
o condiciones favorables para el desarrollo de plagas y enfermedades. Las principales
enfermedades en las plantaciones de palma en Centro y Sur América son la PC, la
marchitez letal, pudricién de las raices y de la base del tronco, pudricién basal del
tronco, pudricién de los racimos, mal de hilachas y el anillo rojo, estas enfermedades
generan una gran pérdida en el sector palmicultor, limitando la produccion y desarrollo
del mismo [3][38]. En algunos paises se han trabajado con los hibridos de E. oleifera x

E. guineensis, por su resistencia a las enfermedades [38].

1.3.2.1. Anillo rojo

Enfermedad frecuente en América del Sur caracterizada por presentar un anillo marron
de 1 a 2 cm de ancho en la zona interna del tronco junto con otros sintomas como
clorosis de hojas que evolucionan a manchas color marron, enrollamiento de las hojas
del cogollo y marchitez con podredumbre. El agente causal de la enfermedad es el
nematodo Bursaphelenchus cocophilus, transmitido por el coledptero Rhynchophorus

palmarum [46].

1.3.2.2 Marchitez letal

Se caracteriza por presentar hojas amarillas, quemadas y secas sin un orden definido en
la planta. El secado y necrosado de hojas comienza desde las puntas hasta llegar a la
base. Asimismo, las raices pueden podrirse 0 mostrar una tonalidad rojiza. De acuerdo a
investigaciones, se presume que la enfermedad esta asociada a la presencia de un
fitoplasma cuyo vector seria el insecto Myndus crudus, pudiendo afectar frecuentemente
a plantas de 15 a 18 afios [46].



1.3.2.3. Marchitez sorpresiva

A diferencia de la Marchitez Letal esta enfermedad afecta mayormente a plantas
jévenes desde 1 afio de edad, caracterizandose por presentar una pudricion repentina de
los racimos en desarrollo con marchitamiento progresivo de las hojas del nivel inferior
de la planta y clorosis en las hojas del nivel medio con coloraciones marrén rojiza en las
puntas de los foliolos. La podredumbre comienza en las extremidades y avanza hacia el
tronco y las raices inferiores, las cuales presentan una pigmentacion rojiza alrededor del

cilindro central hasta finalmente secarse [46].

Se ha asociado a Phytomonas staheli, un protozoario flagelado, como el agente causal
de esta enfermedad, encontrdndolo tanto en el floema de raices como en tejidos
meristematicos, base de lanza y tallos de inflorescencia. Por ello, algunas
investigaciones [47] han identificado al insecto Lincus lethifer, que vive en las axilas de

las hojas, como el vector responsable de la transmision del protozoario [46].

1.3.2.4. Pudricion basal del tallo

Se ha identificado a Ganoderma como el agente causal, el cual es un hongo que crece
como parasito facultativo de plantas, aunque pueden vivir como sapréfitos en tocones y
raices en descomposicion. Esta ampliamente distribuido en zonas templadas, regiones
subtropicales y tropicales y parecen desarrollarse mejor en condiciones de calor y
humedad. Algunas especies son patdgenas causando la pudricion de raiz y tallo en una
variedad de plantas monocotiledéneas, dicotiledoneas y gimnospermas, provocando la
muerta de las plantas afectadas [48].

Las esporas del hongo infectan las heridas abiertas de raices y areas inferiores de la
planta cuyos sintomas pueden tardar varios afios en desarrollarse. La presencia del
patdgeno a menudo es visible cuando el hongo ha descompuesto mas de la mitad del

tejido de la parte que funciona como ancla [48].
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1.3.2.5. Pudricién del cogollo

A inicios de 1980 habia grandes expectativas para el desarrollo de la palma aceitera en
el Oriente ecuatoriano, pero mas tarde, el brote de PC y la enfermedad del
amarillamiento fatal impidieron una mayor expansion, y el area plantada se ha
mantenido en 246574 hectareas en 2019 [1][38].

Los sintomas tipicos de esta enfermedad incluyen clorosis de hojas y dafio en el cogollo,
6rgano de la planta donde ocurre la formacion de nuevos tejidos, el mismo que se ubica
a la altura de los racimos y por encima del punto de crecimiento de la palma aceitera,

encontrandose tejidos jovenes sensibles a la PC [49].

La PC es el resultado de la interaccién de agentes bioticos y abi6ticos, existiendo en
regiones donde existe una elevada humedad relativa y temperaturas entre 25 a 30°C
[15][4]. Los primeros informes del brote de la enfermedad se reportaron en Surinam,

donde plantaciones de 4 afios se destruyeron por completo en 1920 [50][51].

Los sintomas de la PC difieren considerablemente entre las diferentes areas de cultivo,
relacionando su severidad con las condiciones edafoclimaticas, con la virulencia de los
biotipos causantes de la enfermedad y con la condicion genética y fisioldgica de las
palmas. Durante el desarrollo de la PC, la palma continuamente esta intentando producir
nuevas hojas para superar el problema, no obstante, en todas las nuevas emisiones hay
reincidencia de la enfermedad. Esos intentos de recuperacién son mas frecuentes en

zonas con baja humedad relativa y periodos secos prolongados [49].

1.3.3. Sintomatologia de la PC

La sintomatologia de la PC ha sido descrita por varios autores, generalmente en sus
zonas respectivas de intervencion [52], con aspectos similares a la anomalia que devasto
las plantaciones de Turbo en Colombia, Panama, Nicaragua y Costa Rica [23]. Los
sintomas son variables y dependen de las condiciones ambientales, material de siembra

y del manejo del cultivo [20].
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Los primeros sintomas de la PC en la palma comienzan con una clorosis en las hojas
mas jévenes con pérdida total o parcial de las hojas de lanza. La reduccidn significativa
de las hojas conlleva a una reduccion de la actividad fotosintética, una baja actividad
bioquimica y procesos metabolicos alterados que a la vez afectan la fructificacion de la

palma [53].

La enfermedad progresa al formarse una lesion necrotica en la base de la flecha,
aumentando en tamafio y nimero hasta secarse el foliolo (Figura 2). Posteriormente los
dafios avanzan hasta los tejidos meristematicos inhibiendo el desarrollo de hojas junto
con estructuras reproductivas y promoviendo su licuefaccion con la posterior muerte de
la planta [20][15][54].

Ademas, la PC generalmente se manifiesta con el doblamiento a nivel del tercio inferior
de la flecha seguido de una necrosis que se extiende por contacto de un foliolo a otro,
ocasionando la pérdida de todas las flechas. En algunos casos la pudricién interna, de
color salmdn y olor desagradable, no alcanza a afectar el meristemo apical permitiendo

la emision de nuevas hojas pequefias y deformes [4][55][6][56].

Figura 2. Lesiones tempranas de PC. A) Primeras lesiones en la flecha. B) Aumento en nimero
y tamafio de lesiones [49].

En otros casos la enfermedad avanza por la parte central de hojas no diferenciadas hasta
afectar la zona meristematica, impidiendo el crecimiento de nuevas hojas. Cuando hay
recuperacion de las plantas se observa inicialmente la emision de hojas y foliolos cortos.
La PC lleva al colapso de las hojas nuevas, el cual es un sintoma caracteristico de la
enfermedad [49][57].
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En Ecuador se ha observado tres tipos de sintomas de PC en las palmas aceiteras de
acuerdo a la region donde se desarrollan. En la region costa (zonas de las laderas del
Pacifico), la pudricion se propaga lentamente y rara vez es letal. En region oriente
(zonas de las laderas del Amazonas), la podredumbre se propaga rapidamente al
meristemo, rodeando e invadiendo todos los tejidos jovenes. Finalmente una tercera
sintomatologia se ha presentado en la Amazonia ecuatoriana, con podredumbre que se

propaga mas lento al meristemo junto con un acortamiento de las hojas jovenes [4].

Es importante mencionar que aunque exista la probabilidad de recuperacion natural de
la palma, se deben seguir estrategias de manejo de las palmas cuando se encuentran
enfermas para no extender el periodo improductivo y fortalecer los focos de la
enfermedad [58][59].

1.3.4. Aspectos epidemioldgicos de la PC

Uno de los aspectos mas criticos de la palmicultura esta relacionado con los problemas
fitosanitarios del cultivo, cuyo analisis epidemiologico presenta dos fases: en la fase 1,
de establecimiento, las palmas se infectan al azar, ocasionando pérdidas que se
mantienen por debajo del 1% al afio. En contraste, la segunda fase se caracteriza por la
propagacion focal de la enfermedad a partir de las palmas dispersas infectadas en la
primera fase, mediante la transmisién por el viento o por vectores desplazados por el
viento [60].

En trabajos se ha observado que la eliminacion de palmas infectadas durante la fase 1 de
desarrollo de la enfermedad, a través de rondas fitosanitarias realizadas cerca de seis
veces al afo, posibilita que la enfermedad permanezca en la fase 1 y cause un bajo

impacto econdémico [50][61].

En la bdsqueda de mejores manejos agrondmicos, Cenipalma ha generado un paquete
tecnoldgico que le permite a la planta comportarse mejor ante un ataque de PC, de
acuerdo a lo observado en la zona oriental de Colombia, donde aceleraron los procesos

de recuperacion de la palma [59].
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Ademas, los compuestos quimicos pueden ayudar a controlar la enfermedad, como los
compuestos férricos que afectan las poblaciones y patogenicidad de Erwinia spp. [62] o

de Fusarium spp. [63].

1.3.5. Etiologia de la PC

Estudios en Colombia han indicado que el agente causal de las lesiones iniciales es el
Oomiceto Phytophthora palmivora [2][19][24]. Posteriormente ingresan distintos
hongos y bacterias asociados a la enfermedad, para continuar con el proceso de
descomposicion de la yema, siendo mas frecuentes los hongos Fusarium sp. y
Thielaviopsis sp., y bacterias como Erwinia sp., Staphylococcus, Pseudomonas y
Enterobacter sp. (Tabla 2) [64].

Tabla 2. Géneros frecuentes de microorganismos aislados de tejidos procedentes de palmas
afectadas con PC [2][64].

Clasificacion Microorganismos asociados a la PC

Oomicetos Phytophthora y Pythium.

Fusarium, Thielaviopsis, Colletotrichum, Curvularia, Diplodia, Nigrospora,
Hongos Rhizoctonia, Alternaria, Helminthosporium, Pestalotia, Trichoderma, Phoma,

Cephalosporium y Pirenochaeta.

Bacterias Erwinia, Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus y Enterobacter.

Por otra parte Ronquillo [33], en sus investigaciones sobre palmas en Ecuador, encontrd
la presencia de los hongos Fusarium oxysporum y F. solani en plantas enfermas con
PC, los cuales someti6 a pruebas de patogenicidad y comprobé su capacidad de infectar
tejidos sanos al producir lesiones cloréticas con podredumbre. Ademas, no pudo
demostrar que Phytophthora palmivora sea el causal de la PC ya que no evidencié su

presencia en palmas enfermas.

1.3.6. Comunidades microbianas asociadas a la PC

Las comunidades microbianas que habitan las plantas se localizan en distintas partes de

la rizésfera, fildsfera y endosfera. Este microbioma esta constituido principalmente por
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bacterias, hongos, arqueas y protistas que se han adaptado a limitantes de agua y
nutrientes, exposicion a rayos UV y cambios de temperatura, donde las bacterias es el
grupo mayoritario en la fildsfera con un promedio de 10* - 10° bacterias por cada mm?
de superficie de la hoja [65][66].

La filésfera esta conformada por hojas, drganos aéreos de las plantas, que ofrecen
diversos microhabitats para el desarrollo de microorganismos. Estudios [65] sugieren
que los microorganismos no patdgenos viven como comensales en la planta huésped
brindandole apoyo contra infecciones microbianas, posiblemente por una competencia
entre microorganismos residentes e invasores. Se presume que tienen un papel
importante en la remediacion de pesticidas residuales y pueden ser aplicados como

biofertilizantes, fitoestimuladores y biopesticidas contra invasores [66].

En Ecuador las primeras observaciones de sintomatologia relacionada a la PC datan
desde el afio 1974 [9] y estudios han revelado la presencia de varios microorganismos,
como hongos, oomicetos y bacterias, con una predominancia del género Fusarium en
los diferentes estadios de la PC [33][67].

Otros estudios llevados a cabo en Shushufindi-Ecuador sobre palmas en diferentes fases
de la PC, analizaron varios 6rganos de las plantas bajo el microscopio electronico y

mediante analisis moleculares sin evidenciar la presencia de fitoplasma o virus [68][69].
1.3.6.1. Oomicetos

Esta clase de microorganismo pertenece al filo Oomycota dentro del Reino Chromista.
Anteriormente los oomicetos fueron considerados como hongos inferiores por su
crecimiento filamentoso y la capacidad de formar esporas para su reproduccién. Sin
embargo, anélisis filogenéticos han revelado que los oomicetos estan mas relacionados
evolutivamente con algas y plantas terrestres mientras que los hongos estan

relacionados con los animales [70][71].
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En la dltima decada el género Phytophthora ha recibido una mayor atencion debido al
impacto ecologico y econdmico de varias especies invasoras, existiendo alrededor de

117 entidades taxonomicas distintas [72].

En Colombia se identific6 a Phytophthora palmivora como el responsable de las
lesiones iniciales de la PC de la palma de aceite, cuya patogenicidad fue comprobada en
palmas de vivero [2]. Phytophthora palmivora es una especie tropical con méas de 170
plantas hospederas entre las que se encuentran la palma de aceite, generalmente es
capaz de infectar la parte aérea de las plantas, raices, tallos, flores y frutos [24][51].

En el afio 1986 en Shushufindi-Ecuador, frente a brotes de la enfermedad, se busco
Pythiaceaes (Phytophthora y Pythium) mediante el uso de medios de cultivos
especificos o trampas en frutas. La proporcién baja de aislados positivos encontrados
concluyeron que la familia Pythiaceaes no intervenian en la enfermedad de PC. Después
de las infecciones de PC en Ecuador en los afios 1992 y 1993, De Franqueville [4]
propuso nuevos experimentos de campo para aislar Phytophthora, pero no resultaron

concluyentes.

1.3.6.2. Hongos

Los hongos, a diferencia de los oomicetos, son haploides o dicariéticos la mayor parte
de su ciclo de vida, presentan hifas septadas y sintetizan lisina mediante la via a-
aminoadipato, mientras que los oomicetos son diploides, sus hifas no son septadas y

sintetizan lisina por la via del &cido diaminopimélico [70].

En esta clasificacion el género Fusarium es el de mayor interés fitopatoldgico porque se
lo ha asociado a pudriciones de raiz, tallos y hojas de distintas especies de plantas. Por
ejemplo, en la palma aceitera la especie F. oxysporum se ha relacionado con la
marchitez vascular, la cual inicia con una clorosis en ciertas hojas y avanza hasta
marchitar toda la planta causando una coloracién marron en el xilema [73][74]. Ademas

las micotoxinas producidas por ciertas especies de Fusarium constituyen un riesgo para

16



la salud humana y animal, pudiendo existir diferentes quimiotipos de micotoxinas de

una sola especie en las mismas regiones geograficas [74].

1.3.6.3. Bacterias

Existe una mayor frecuencia de bacterias en los surcos de las células epidérmicas de las
hojas debido al agua residual en esta zona. Las bacterias tienden a agruparse en
diferentes colonias, cuya distribucion es irregular en la superficie de la hoja,
permitiendo posiblemente diferentes respuestas en el hospedador [65].

Estudios en Ecuador sobre palmas aceiteras con PC han revelado ademas la presencia
de bacterias del género Erwinia y Pseudomonas en estados avanzados de la enfermedad.
No obstante, han sido consideradas como agentes secundarios porque su inoculacion en

plantas sanas no han reproducido sintomas de la PC [27][68].

Erwinia es un patégeno gramnegativo y necrotrofico que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, existiendo
especies asociadas especificamente a plantas, animales e insectos, pudiendo controlar la
homeostasis del hierro durante el ciclo infeccioso. Tiene la capacidad de infectar a una
gran variedad de plantas ornamentales y agricolas como arroz, maiz, tomates, cebollas,
papa, manzano, perales y hortalizas [62][75]. Una de las especies, E. carotovora, es el
patogeno de pudricion blanda mas comun que actda ablandando rapidamente los tejidos
hasta reducirlos en poco tiempo a una masa acuosa bajo condiciones de humedad y

temperaturas Optimas [76].

Por otra parte, el género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae
caracterizandose por ser gramnegativas con forma bacilar y no formadoras de esporas.
Algunas especies, como la P. fluorescens, han sido aplicadas como controles en el

establecimiento o crecimiento de patogenos, tanto en semillas como en suelos [77].
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1.3.7. Tecnologias de secuenciacion masiva y bioinformética

Las tecnologias de alto rendimiento permiten la evaluacion de un espectro mas amplio
de comunidades microbianas a diferencia de las técnicas de cultivo, sobre todo de
microorganismos viables o metabdlicamente activos que no son cultivables en medios
de cultivo, y para su andlisis pueden requerir de una muestra grande o de muestras
agrupadas ignorando la heterogeneidad del sistema investigado [66][65]. La
secuenciacion de amplicones es el procedimiento mas usado, sin embargo existen mas
técnicas que permiten obtener metagenomas que brindan informacion sobre genes u

organismos individuales de un ecosistema en particular [66].

Con el uso de secuenciacion de alto rendimiento el ADN microbiano se aisla
directamente de la muestra y se secuencia sin cultivar el microorganismo [78],
permitiendo investigar comunidades microbianas a través de la secuenciacion de genes
especificos de microorganismos como bacterias (16S ARNr y 23S ARNr) y hongos
(ITS, 18S ARNr y 28S ARN), pudiéndose secuenciar ademas el genoma completo de

los microorganismos [79][80].

Para el andlisis bioinformético existen plataformas como QIIME2 (https://giime2.org/)
[81] que es de codigo abierto desarrollada en Python y ejecutada en Linux. Es capaz de
realizar analisis metagendmicos sobre las plataformas Illumina e lonTorrent y permite
el analisis de microbiomas a través de la secuenciacion de amplicones de genes
marcadores. Cuenta con complementos (plugin) como DADA2 [82] que permite
modelar y corregir errores del amplicon mediante un control de calidad de secuencias.
Su flujo de trabajo incluye la demultiplexacion, filtrado de calidad, asignacion

taxondmica, reconstruccion filogenética, analisis y visualizaciones de diversidad [83].

1.3.8. Accion de la planta frente al patégeno

Los hongos emplean enzimas, como la celulasa, para degradar las paredes celulares de
las plantas. Tras la deteccion de estas moléculas fungicas, las plantas depositan callosa y

lignina para fortalecer sus paredes celulares. Asimismo, la planta elabora compuestos
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antimicrobianos que se acumulan en altas concentraciones y ayudan a limitar la

dispersion del patogeno, como las fitoalexinas y fitoanticipinas [21].

En una forma de represalia evolutiva, las plantas han desarrollado enzimas que
degradan los carbohidratos patogenos, incluidas las quitinasas y las B-1-3-glucanasas.
Adicionalmente existen diversas proteinas que intervienen en la defensa de la planta
como las defensinas, que son propias de plantas pequefias que atacan directamente o

inhiben los microbios invasores y las plantas parésitas[84][85][21].

Adicionalmente, para protegerse de los herbivoros las plantas pueden presentar tricomas
y producir sustancias pegajosas, como la resina y el latex que atrapan insectos. Ademas
de muchos componentes celulares, como los flavonoides, taninos, terpenoides,
alcaloides y compuestos fendlicos [86]. También algunos simbiontes, como las
rizobacterias [87] y micorrizas arbusculares [88][89], ayudan a la planta en la defensa

contra patdgenos.

1.3.8.1. Fenoles

Son metabolitos secundarios producidos por las plantas durante su interaccion con el
entorno, constituyendo un soporte mecanico para la planta al aumentar la dureza del
cuerpo vegetativo y en la coloracion de hojas y frutos, ademas protegen contra
patogenos, herbivoros y radiacién ultravioleta. La produccion de fenoles esta influida
por variaciones ambientales, fertilizaciones, factores genéticos, dafios causados por
plagas y enfermedades, encontrdndose concentraciones heterogéneas en toda la plata y
limitdndose a ciertos organos, células y tejidos [90].

Dentro de este grupo se encuentran: a) Los flavonoides, que controlan los niveles de
auxinas reguladoras del crecimiento y la diferenciacion de las plantas. b) la lignina, que
se produce por accion de las peroxidasas mediante la polimerizacion de los compuestos
fenolicos cuando la planta presenta lesiones, estrés o requiere protegerse del entorno,
aumentando la lignificacion con la edad del tejido, por ende los tejidos jovenes
resultarian mas susceptibles a factores bidticos y abioticos [90].
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1.3.8.2. Carécter antioxidante

Los antioxidantes como flavonoides, taninos, antocianinas y otros constituyentes
fendlicos, son sustancias que retrasan o evitan la oxidacion de un sustrato [91]. En los
ultimos afios ha habido interés en el estudio de los radicales libres que participan, en la
perturbacion metabdlica que resulta de lesiones tisulares y enfermedades. El oxigeno
reactivo, como el anion superdxido, peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo, se
producen en las mitocondrias y microsomas de la célula bajo condiciones fisiologicas
normales. Estas especies reactivas generan estrés oxidativo en las plantas, lo que

desencadena reacciones de sefializacion y de defensa [92][93].

1.3.9. Controles bioldgicos

Los patdgenos como hongos, bacterias, virus y nematodos, se caracterizan por causar
graves dafios a cultivos en todo el mundo, reduciendo la calidad, cantidad de produccion
y seguridad del producto. En consecuencia, existe un gran interés en desarrollar
alternativas seguras, ecoldgicas y efectivas que no dependan del uso de fungicidas
quimicos para el manejo y control de enfermedades. Algunas alternativas incluyen
fitomejoramiento para desarrollar variedades resistentes, mejoramiento genético, uso de

agentes bioldgicos y buenas practicas agricolas [94].

El control bioldgico se logra mediante la induccion de mecanismos biolégicos o por
accion antagonista de cepas microbianas que previenen el establecimiento o infeccidn
de cepas patogenas. Los agentes de control biologico suelen ser cepas bacterianas o
fangicas provenientes de la filosfera, endosfera o rizosfera, por ejemplo Trichoderma
spp., Saccharomyces, Bacillus thuringiensis, Pichia anomala, Pythium oligandrum,
Candida oleophila, etc. [94][95]. Los agentes antagonistas pueden mostrar varios
mecanismos directos o indirectos para el control bioldgico de la enfermedad, como son
antibiosis, microparasitismo, resistencia inducida para activar la respuesta de defensa en
las plantas contra patdgenos y mejora de crecimiento de plantas y reduccion de los

efectos de la enfermedad [94].
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1.3.9.1. Género Trichoderma

Es un género caracterizado por mostrar una gran capacidad para degradar las paredes
celulares de patdgenos. Se encuentran colonizando cualquier material celulésico asi
como la rizésfera de las plantas. Se han considerado como potenciales agentes
bioldgicos, ejerciendo un efecto positivo en el crecimiento de las plantas ademés de
inducir una resistencia sistémica contra patdgenos. Su accion antagonica se debe a
mecanismos de competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la antibiosis
[96].

Trichoderma es capaz de excretar un antimicotico (gliotoxina) téxico para hongos
patdgenos [94], de mostrar hiperparasitismo contra muchos patdgenos [95] y de activar
el mecanismo de resistencia sistematica inducida en la planta, al desencadenar las
cascadas de sefializacion del &cido jasmonico y de etileno, las cuales activan enzimas de
defensa como las hidroperdxido liasas, peroxidasa y fenilalanina amoniaco liasas.
También es capaz de inducir la expresion de proteinas responsables de matar a los
patogenos invasores, inducir reacciones de hipersensibilidad y reforzar paredes celulares
de plantas mediante la activacion de una respuesta sistémica mediada por el acido

salicilico [97].

1.3.9.2. Levaduras

Muchos de estos hongos unicelulares (Candida oleophila, Aureobasidium pullulans,
Metschnikowia fructicola, Cryptococcus albidus, Saccharomyces cerevisiae) se han
descrito como potenciales antagonistas de varios patdgenos vegetales, aunque su uso
como control biol6gico todavia estd poco explotado. Tienen requisitos de cultivo poco
exigentes, preocupaciones limitadas de bioseguridad, aplicabilidad y resistencia al estrés
[98].

Para las levaduras el hierro es uno de los nutrientes méas buscados y la competencia por

el hierro es reconocida como un modo de accion importante [99][100]. Los mecanismos

antagonistas involucran la competencia por nutrientes y espacio, secrecion de enzimas,

21



la produccion de toxinas, la liberacion de compuestos organicos volatiles
(hidrocarburos, alcoholes, tioalcoholes, aldehidos, cetonas, tioésteres, ciclohexanos,
compuestos heterociclicos, fenoles y derivados de benceno), el micoparasitismo y la

induccion de resistencia en las plantas [98].

En pruebas de antagonismo, algunas cepas de S. cerevisiae redujeron el crecimiento de
patdgenos vegetales como Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
parasiticus y Fusarium graminearum e inhibieron las micotoxinas producidas por estos
hongos [98][101][102][103].

1.3.9.3. Género Bacillus

Son un grupo de bacterias grampositivas que se caracterizan por ser ubicuas y producir
una amplia gama de compuestos antagonistas contra bacterias, hongos y virus. Del 5 al
8% de su genoma total estd dedicado a la sintesis de metabolitos secundarios. Las cepas
productoras de lipopéptidos (tres familias principales: surfactina, iturrinas y fengicinas)
presentan una mayor capacidad inhibitoria de patogenos [104]. Estudios con Bacillus
subtilis han mostrado un efecto antifungico contra cepas de Fusarium por la produccién

de fengicinas, confirmando la dominancia de la familia de lipopéptidos [105][106].

Los mecanismos de accion de los principales lipopéptidos estan determinados por su
capacidad de interactuar con la membrana celular del patdgeno. La surfactina capaz de
integrarse a la membrana celular, mediante interacciones hidrofébicas, para
desestabilizar su estructura y provocar una ruptura. Mientras que la iturina se caracteriza
por atravesar la pared celular de hongos formando pequefias vesiculas que alteran la
permeabilidad de la membrana y provocan la fuga de iones potasio, y del mismo modo
las fengicinas buscan solubilizar completamente la membrana mediante la formacion de
poros [104].
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:

Analizar la etiologia de la enfermedad de pudricion del cogollo (PC) en cultivos de
palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) para detectar microorganismos patdgenos
mediante el empleo de técnicas dependientes de cultivo y secuenciacion de alto

rendimiento.
2.2. Objetivos especificos:

e Detectar microorganismos patdgenos asociados a la enfermedad de PC mediante
secuenciacion masiva con tecnologias de nueva generacion.

e Disefiar estrategias de aislamiento dirigido en base a los resultados de
secuenciacion masiva.

e Identificar los microorganismos patogenos aislados por técnicas dependientes de
cultivo mediante secuenciacion Sanger.

e Comprobar la patogenicidad de los microorganismos causantes de la PC en palma
aceitera.

e Construir arboles filogenéticos a partir de las secuencias obtenidas de los
microorganismos.

e Cuantificar los fenoles totales de las plantas sanas y enfermas mediante el método
de Folin-Ciocalteu.

e Determinar la capacidad antioxidante de plantas sanas y enfermas utilizando los
métodos FRAP, ABTS y DPPH.

e Evaluar la actividad antagénica de agentes biolégicos y quimicos contra los

microorganismos causales de la enfermedad de PC.
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2.3. Posibles contribuciones de la tesis:

Las principales contribuciones que se pretenden con este trabajo son:

e Puesta a punto de un meétodo estandarizado para extraccion de ADN total del
cogollo de palma aceitera que sea de facil manejo, econdmico y que permita

obtener valores altos en cantidad de ADN y absorbancias dentro del rango 6ptimo.

e Describir la composicion de hongos y bacterias en plantas sanas y enfermas con PC
en Ecuador, mediante andlisis de secuenciacion masiva y técnicas dependientes de

cultivo.

e Realizar un analisis metataxonémico para conocer las interacciones entre hongos y

bacterias en diferentes estadios de la PC.

o Identificar posibles patdgenos causales de la PC en palma aceitera en Ecuador, con
base en los postulados de Koch y sintomatologia de la enfermedad.

e Obtener hongos antagonistas con la capacidad de enmascarar e inhibir el

crecimiento de los posibles patdgenos causales de la PC y que sirvan como una

alternativa de control bioldgico de la PC.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestreo

Se recolectd muestras de cogollo y hojas de palmas aceiteras aparentemente sanas y con
sintomatologia congruente con el primer y segundo estadio de la PC. De cinco puntos
del cantdn Quinindé (0°20'N 79°29'0) de la provincia de Esmeraldas se colectaron 15
muestras en total, que correspondieron a 5 muestras por cada estadio y 5 sanas (Tabla
3).

Tabla 3. Muestras de cogollo y hojas recolectadas en cinco puntos del cantéon Quinindé de la
provincia de Esmeraldas.

Punto de Cddigo muestra  Codigo muestra ) i Cddigo estado de la
muestreo cogollo hoja sintomatologla muestra
EOP1C EOP1H Sana EO
1 E1P1C E1P1H Estadio 1 PC El
E2P1C E2P1H Estadio 2 PC E2
" EOP2C EOPBH  sama | E0
2 E1P2C E1P1H Estadio 1 PC El
E2P2C E2P1H Estadio 2 PC E2
" EOPC  EOPABH  sama | E0
3 E1P3C E1P1H Estadio 1 PC El
E2P3C E2P1H Estadio 2 PC E2
~EOPAC  EOPIH  sama E0
4 E1PAC E1P1H Estadio 1 PC El
E2P4AC E2P1H Estadio 2 PC E2
" EOPSC  EOPMH  sama E0
5 E1P5C E1P1H Estadio 1 PC El
E2P5C E2P1H Estadio 2 PC E2

Con un cuchillo malayo, previamente desinfectado, se cortd la flecha y posteriormente

se realiz6 otro corte en sentido longitudinal a nivel del cogollo para reducir la incidencia
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de lesiones. Trozos de tejido sintomatico y sano se colocaron en bolsas plasticas con
cierre hermético de manera individual y se almacenaron en frio cuidando que las

muestras no tuviesen contacto directo con el hielo durante su transporte al laboratorio.

Las palmas aparentemente sanas seleccionadas no presentaron clorosis ni necrosis en
hojas jovenes (Figura 3, A). El primer estadio incluyd a palmas con clorosis de hojas

jévenes y lesiones necréticas menores en la flecha (Figura 3, By C).

Figura 3. Cultivos de palma aceitera: A) Sana, B) Primer estadio de la PC, C) Parte interna del
cogollo en primer estadio de la PC.

El segundo estadio correspondi6é a palmas con amarillamiento de hojas, pudricion de
flecha y cogollo (Figura 4, A 'y B). En el tercer estadio, las hojas eran de color café,

estaban secas y existio pudricion humeda del meristemo con olor fétido (Figura 4, C).

y

Figura 4. ultivos de palma aceitera en'vari‘os estadios de la PC: A) Segundo estadio de la PC,
B) Flecha en segundo estadio de PC, C) Tercer estadio de la PC.
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3.2. Procesamiento de muestras

Las muestras de cogollo se usaron para la identificacion microbiolégica y molecular de
los potenciales agentes patdgenos y las hojas para la evaluacion del caracter

antioxidante y cuantificacién de fenoles totales.

Las muestras de cogollo se lavaron con agua potable para limpiar restos de materia
organica, seguido de un lavado con agua destilada estéril. La desinfeccion se realiz6 con
hipoclorito de sodio al 1% por un minuto y etanol al 70% por 30 segundos, seguido de
dos lavados con agua destilada estéril y secado con papel toalla previo a la extraccion
del ADN y siembra en diferentes medios de cultivo [42]. Adicionalmente muestras de

cogollo se almacenaron a -80°C.

Para la preparacion de extractos metanolicos, las hojas recolectadas se lavaron y secaron
con papel toalla. Consecutivamente se dejaron a temperatura ambiente sin luz durante
dos semanas aproximadamente para un secado natural del material vegetal, después se
pulverizaron y se hicieron alicuotas con una relacion de 2g de muestra en 10 mL de
metanol al 99.5% (Lobal Chemie). Se macerd por 24 horas en oscuridad y se centrifugd
a 4000 rpm por 15 minutos. Luego con un filtro milipore de 0.22 um se filtro el
sobrenadante para obtener los extractos metandlicos que se almacenaron a 4°C hasta su

posterior evaluacion [107].

3.3. Extraccion de ADN total del cogollo

Para la extraccion de ADN total de las muestras se probaron algunos protocolos de
extraccion de ADN (Tabla 4) debido a la dureza del cogollo de la palma. Se aplic6 una
disrupcion celular, como el uso de calor, trituracién con perlas de vidrio, en mortero y
con nitrégeno liquido. Estos protocolos se evaluaron por triplicado con la finalidad de

obtener una mayor cantidad y mejor calidad de ADN total.

La integridad del ADN total se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.2% en 40 mL de buffer TBE 1X, con 10 pL del visualizador SYBR GOLD 1000X
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(Thermo Fisher Scientific, USA). En cada pocillo del gel se adicionaron 3L de muestra
o0 del marcador molecular Low DNA Mass Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) y
3uL del buffer de carga.

Tabla 4. Protocolos de extraccion de ADN total de muestras de cogollo de palma aceitera.

Tratamiento Protocolo Cita
T1 Kit Plant ExXAmp Extraction Buffer ABM [108]
T2 Protocolo de OPSDiaganostics [109]

Protocolo CTAB de Doyle con trituracion de trozos de cogollo
T3 o [110][111]
ultracongelado a -80°C con perlas de vidrio

Protocolo CTAB de Doyle con trituracion de trozos de cogollo
T4 [110][111]
ultracongelado a -80°C en mortero

T5 Protocolo de Wilson con trituracion del cogollo en mortero y con una [112]
hora de precipitacion del ADN

T6 Protocolo de Wilson con trituracion del cogollo en mortero, con doble [112]
centrifugacion y 24 horas de precipitacion del ADN

T7  Protocolo de Wilson con trituracion del cogollo en nitrégeno liquido [112]
T8  Protocolo de Weising con trituracion del cogollo en nitrégeno liquido [113]
T9  Protocolo de Wilson con trituracion del cogollo en licuadora. [112]

Para el analisis del mejor protocolo de extraccion se realizaron tres repeticiones de cada
tratamiento y se realizd un disefio completamente al azar (DCA), donde la variable
respuesta fue la cantidad de ADN obtenido. Finalmente, el tratamiento con mayores
cantidades de ADN se seleccion6 mediante la prueba de Tukey. EI ADN total extraido

de las muestras se dividio en varias alicuotas y se almacend a una temperatura de -20°C.
3.4. Amplificacion del ADN total mediante PCR

Para evidenciar la presencia de hongos, bacterias y oomicetos en los extractos de ADN
total, se emplearon los primers universales 16S ARNTr, ITS y COX Il (Tabla 5). Como

control positivo para hongos se emple6 a F. solani y para oomicetos a Phytophthora

infestans al no contar con aislados de la especie P. palmivora. Las reacciones PCR se

30



efectuaron con las programaciones indicadas en la Tabla 6 y con los componentes y

cantidades listados en la Tabla 7.

Tabla 5. Primers usados para amplificacion de los genes 16S ARNr, ITS y Coxll.

Gen Primer Secuencia 5°-3’ Referencia
_ 27F AGATTTGATYMTGGCTCAG [114]
16S ARNr (Bacterias)  1492R  ACGGYTACCTTGTTACGACTT [114]
""""""""""""""""""""" |'T'sﬁi"""'"""T'Ctié'T'Aéé'T'éAAééfé'c'éé""""""'"['ﬁg]"""'
ITS (Hongos)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC [115]
ITS (Oomicetos) ITS 300 AGTATGYYTGTATCAGTGTC [116]
CoxII(Oomlcetos) """" FM82  TTGGCAATTAGGTTTTCAAGATCC | 17
FM78  ACAAATTTCACTACATTGTCC [118]

Tabla 6. Programacion del termociclador para la amplificacion por PCR.

Temperatura
Programa (Tiempo)
DI C D A E EF F

ITS1-1TS4

(Hongos) 95°C 30 95°C 55°C 72°C 72°C 49C

COX 11 (2 min) (1 min) (1 min) (1.5min) (10 min)

(Oomicetos)
TS4-1TS300 95°C 35 95°C 58°C 72°C 72°C 490
(Oomicetos) (15 min) (0.5 min) (0.5 min) (1 min) (20 min)
27F-1492R 94°C 94°C 50°C 72°C 72°C 490

(Bacterias) (5 min) 3 (2 min) (1 min) (1 min) (10 min)

DI, desnaturalizacion inicial; C, ciclos; D, desnaturalizacion; A, anillado; E, extension; EF, extension
final; F, final.

Tabla 7. Detalle de componentes utilizados para la amplificacién por PCR.

Componentes Concentracion Cantidad (uL)®>  Cantidad (pL)°
Agua libre de ARNasas - 9.5 9.5
PCR TagMasterMix (ABM) 2X 12.5 12.5
Primer F 10 uyM 1.25 1
Primer R 10 uyM 1.25 1
ADN 100 ng/uL 0.5 1
Volumen Total 25 25

& Para primers ITS1-1TS4, FM82-FM78, 27F-1492R.
® Para primers ITS4-1TS300
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Los amplicones obtenidos se visualizaron en gel de agarosa al 1.2%, observando
presencia o ausencia de bandas de acuerdo al gen analizado y comparando con su
respectivo control positivo. Para la secuenciacion masiva se seleccionaron las muestras

que en la electroforesis presentaron las mismas bandas que su control positivo.

3.5. Identificacion molecular mediante secuenciacion masiva y analisis

bioinformatico

Los extractos crudos de ADN fueron procesados por la empresa Novogene Corporation
Inc. mediante la plataforma Illumina NovaSeq 6000. Se utilizaron los primers 341F-
806R (341F-CCTACGGGNGGCWGCAG, 806R- GGACTACNNGGGTATCTAAT)
para bacterias y los primers ITS 3F-4R (3F GCATCGATGAAGAACGCAGC; 4R
TCCTCCGCTTATTGATATGC) para hongos. La secuenciacion masiva genero
lecturas pareadas (paired-end) de ~250 pb.

Para el analisis bioinformatico de los genes ITS y 16S ARNTr se utiliz6 la plataforma
QIIME2 v.2021.4 [81][119] en Python v.3.6.13 de Ubuntu v.16.04. En primer lugar se
cred un archivo de metadatos en formato “.tsv” para cada gen con la informacion de las
muestras. Cada muestra estuvo conformada por lecturas forward y reverse en formato
FASTQ.

En QIIME2 se realiz6 la importacion de secuencias en formato demultiplexado de
extremo emparejado de Casava 1.8 y con el comando giime demux summarize se
observo la calidad de 10000 secuencias muestreadas al azar. Usando el plugin DADAZ2
[83] con el método denoise-paired, se elimind el ruido constituido por regiones de baja

calidad y secuencias de primers.

Para la asignacion taxonémica se trabajé con clasificadores taxondmicos de las bases de
datos de referencia de Greengenes (v.13.8) para bacterias y UNITE (v.8.2) para hongos
[120], estas bases de datos fueron entrenadas previamente con el algoritmo clasificador
Naive Bayes. A continuacion se clasifico las lecturas por taxén utilizando classify-

sklearn [121][122] para obtener secuencias con similitud superior al 99% y finalmente
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se generaron tablas de variantes de secuencia de amplicon (ASV) vy graficos de los
perfiles taxondmicos que se visualizaron con Qiime view (https://view.qgiime2.org/)
[123]. Adicionalmente para el caso de bacterias, se realizé una limpieza de secuencias

de mitocondrias y cloroplastos.

Los andlisis de diversidad alfa y beta se realizaron en QIIME2 y R a partir de la

clasificacion taxonémica a nivel de género.

3.6. Disefio de estrategias de aislamiento dirigido

Se disefiaron estrategias de aislamiento de los posibles patdgenos, sembrando por
triplicado trozos de cogollo desinfectado (Seccion 3.2) de 1 a 2 cm, conteniendo tanto
tejido sano como enfermo y se disefiaron estrategias de aislamiento de los posibles
patdgenos [42][124].

3.6.1. Aislamiento de bacterias

Las muestras se sembraron en agar nutriente (Himedia) por triplicado y se dejaron
incubar a 28°C entre 24 a 72 horas [2][124].

3.6.2. Aislamiento de hongos y oomicetos

Para hongos en general se utiliz6 agar papa dextrosa (PDA, Difco) adicionado con
cloranfenicol (0.01%) de la marca Himedia, PDA con acido lactico (Himedia) al 1%,
agar avena, agar agua (AA) al 2% (Bacto Agar Difco), agar harina de maiz (CMA) de la
marca Difco y agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA) [125] para Fusarium. Para
oomicetos agar centeno, agar V8-J (PARPVjs y Pi;oVP) y agar harina de maiz
modificados [2][124][126][127]. Finalmente se mantuvieron los cultivos a temperatura

ambiente (~25°C) durante una semana [2].
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Ademas se utilizaron camaras humedas para estimular el crecimiento de estructuras de
hongos, colocando papel toalla impregnado de agua estéril para mantener la humedad

necesaria [124] .

3.7. ldentificacion de microorganismos

3.7.1. Identificacién de bacterias

A las 48 horas se revisaron los crecimientos en agar nutriente y se reaislaron en un
nuevo agar mediante siembra por estrias para la obtencién de colonias separadas. Se
realizaron pruebas bioguimicas manuales que consistieron en la tincion Gram de las
colonias para determinar la morfologia de las bacterias, asi como la prueba de oxidasa
(Oxidase Strip de Merck) para determinar la presencia de la enzima del mismo nombre
y la prueba catalasa (Agua oxigenada al 3% marca Lira) para separar géneros
fitopatégenos. Ademés se realizaron inoculaciones de colonias en medio de Urea
(Invitrogen) y en medio SIM (BD) para diferenciar bacterias entéricas mediante la

produccién de sulfuro y motilidad [128].

También se inoculd rodajas de papa con cada colonia bacteriana para verificar
podredumbre blanda. Las rodajas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5%
durante 2 minutos, se cortaron en rodajas de 1 cm de grosor, se inocularon con cada
aislado y colocaron sobre un portaobjetos en cajas de Petri con papel filtro impregnado
con 5 mL de agua destilada estéril. Las rodajas inoculadas se incubaron a 28°C durante
48 horas [129]. Finalmente, las cepas con ciertas caracteristicas, de acuerdo a los

resultados de las pruebas bioquimicas, se identificaron mediante secuenciacion Sanger.
3.7.2. ldentificacion de hongos y oomicetos

Para identificar los aislados fangicos y oomicetos se considerd las caracteristicas
macroscopicas en medios de cultivo (textura y coloracion del cultivo) y las

caracteristicas microscopias observadas mediante la técnica de tincion con azul de

lactofenol y el uso de claves taxonomicas morfologicas [130][131][132]. Para la
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purificacion de las cepas se realizaron diluciones 10y se sembraron en PDA para

separar posibles consorcios fangicos.

3.8. Identificacion molecular de aislados

3.8.1. Extraccion de ADN de aislados

La extraccion del ADN de aislados fangicos y bacterianos se llevé a cabo mediante el

método de Minipreps [113].

Para el caso de hongos, los cultivos monosporicos se inocularon en caldo YPD (20 g de
extracto de levadura (BD), 10 g de peptona (BD) y 10 g de dextrosa (BD) en un litro de
agua destilada) y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante una semana.
Posteriormente la extraccion de ADN se realizé con 200 a 500 mg del micelio, el

mismo que se trituré con micropistilos.

Para la extraccion de ADN de cultivos bacterianos se realizaron siembras en caldo
nutriente de cada cultivo con un periodo de incubacién de 24 horas a 25°C. Se tom6 1.5
mL del cultivo y se centrifug6 a 14000 rpm por 5 minutos, se desechd el sobrenadante y

se repitio el mismo proceso para obtener una buena concentracion de pellet.

3.8.2. Amplificacion de ADN de aislados mediante PCR

Para la identificacion molecular se empled los primers universales 1TS4-1TS5 (4
TCCTCCGCTTATTGATATGC; 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) para hongos
y 27F-907R (27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG; 907R CCGTCAATTCMTTTRAG
TTT) para bacterias. La amplificacién por PCR se llevd a cabo empleando la PCR Taq
Master Mix de ABM (12.5 pL), afiadiendo a cada reaccion 0.5 ulL de ADN molde, 1.25
uL de cada primer (10 uL) en un volumen total de 25 L.

Para la region ITS se program6 con un ciclo inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos con

una temperatura de desnaturalizacion de 95°C por 30 segundos, una temperatura de
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anillado de 58°C por 30 segundos, una temperatura de extension de 72 °C por 30

segundos y un ciclo final de 72 °C por 10 minutos.

Para la region 16S se programo con un ciclo inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
con una temperatura de desnaturalizacién de 94°C por 1 minuto, una temperatura de
anillado de 50°C por 1 minuto, una temperatura de extension de 72 °C por 1 minuto y un

ciclo final de 72 °C por 10 minutos.

Los productos de PCR obtenidos se visualizaron en gel de agarosa (Sigma) al 1,5% con
el visualizador SYBR Green (Invitrogen). La electroforesis se realizé a 90 V por un
tiempo de 40 minutos. Se utiliz6 un marcador molecular 1 Kb plus ADN Ladder

(Invitrogen). Finalmente se observé el gel de agarosa en el UV-transiluminador [133].

3.8.3. Secuenciacion Sanger y alineamiento en bases de datos

Los productos de PCR obtenidos, con un volumen de 25 pL a una concentracion de
aproximadamente 100 ng/uL de cada muestra, se enviaron al servicio de secuenciacion
Sanger de la empresa ©Macrogen Inc. en Seul, Corea del Sur. Con el software
bioinforméatico BioEdit 7.2.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml) se
limpiaron las regiones de mala calidad de lectura, se alinearon y se cred la secuencia
consenso. Finalmente, mediante la herramienta en linea BLAST se busco la secuencia
homologa con mayor identidad a nivel de nucleétidos, a partir de la similitud (80 a
100%) con secuencias disponibles en las bases de datos (rRNA/ITS databases) de
GenBank.

3.8.4. Analisis filogenético

El andlisis filogenético de los aislados se realizé con MEGA version X [134], en primer
lugar se obtuvo las secuencias consenso de mejor calidad de cada aislado en el
programa BioEdit, posteriormente se alinearon todas las secuencias con Clustalw del
programa MEGA X y después se busco el modelo evolutivo que mejor se ajusto a la

construccion filogenética.
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El arbol filogenético de hongos se construyé0 mediante el método de maxima
verosimilitud con un bootsrap de 1000 repeticiones [135]. Las secuencias de Fusarium
oxysporum (MF467275.1), Fusarium sacchari (MC464630.1), Fusarium cyanescens
(AB190389.1), Fusarium ferrugineum (LT46276.1y LT46277.1), Fusarium ambrosium
(MT179765.1), Fusarium sp. (MH884135.1 y LCA476551.1), Fusarium ambrosium
(KR610401.1) y Fusarium solani (MK968891.1 y MK446913.1) depositadas en la base
de datos de GenBank, se incluyeron como especies de referencia junto con las
secuencias del género Fusarium obtenidas en este estudio. La especie Penicillium
janthinell (GU981585.1) se usé como grupo externo para la construccion del arbol

evolutivo.

3.9. Pruebas de patogenicidad

Para comprobar la capacidad infectiva de los agentes patégenos asociados a la PC, se
trabajo con 93 plantas de palma aceitera de seis meses de edad de la variedad Tenera
INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias) certificadas como material
tolerante a la PC (Figura 5). Las pruebas de patogenicidad se llevaron a cabo en

invernadero con el fin de conservar la humedad y temperatura.

Se seleccionaron nueve cepas fungicas en base a su frecuencia y asociacion con la PC.
Para la preparacion de las suspensiones fangicas se tomo cada cepa en cajas de Petri y
se realizaron lavados con agua destilada estéril para obtener suspensiones de esporas,
cuya concentracion se midié en camara Newbauer y se ajusté a 10’ conidios/esporas
mL™ [136].
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Figura 5. Plantas de palma aceitera de seis meses de edad de la variedad Tenera INIAP.

Se inocularon tres plantas con cada cepa fungica, tres plantas con la mezcla de las cepas
fangicas y como control a tres plantas con agua destilada estéril. La inoculacién se
realizd por tres metodos: a) Puncion de 200 uL de suspension fangica, 6 agua destilada
estéril para el caso del control, en ambos lados de la base de la hoja méas joven de cada
planta. b) Contacto del aislado en PDA, 6 PDA estéril para el caso del control, con la
hoja mas joven y sujetada con plastico film para mantener la humedad del agar y c)
Goteo de 1 mL de la suspension fangica, ¢ agua destilada estéril para el caso del
control, en la superficie de la hoja mas joven (Figura 6). Adicionalmente para mantener
la humedad cada planta se cubri6 con una funda plastica y se sigui6 un régimen de riego

de tres veces por semana con agua corriente.

Figura 6. Pruebas de patogenicidad. Izquierda) Inoculacién por puncion. Derecha) Inoculacién
por contacto.
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3.9.1. Evaluacién de sintomas

Se realiz6 un seguimiento semanal para observar cambios de color en las hojas
inoculadas de cada planta. Los sintomas de cada planta se evaluaron de acuerdo a la
escala de severidad desarrollada por Cenipalma para palmas jévenes (Tabla 8)
[137][138][139][140][141]. Para evaluar el método de inoculacion y las capacidades
patogénicas de los aislados flngicos se empled un disefio de bloques completamente al
azar (DBCA).

Tabla 8. Grado de sintomas externos de pudricion de cogollo en palma aceitera
[137][138][139][140][141]

Grado Sintomas
0 Flecha sin lesiones
1 Flecha con lesiones necroticas que cubren un area entre 0.1% y 20%
2 Flecha con lesiones necroticas que cubren un area entre 20.1 y 40%
3 Flecha con lesiones necréticas que cubren un érea entre 40.1 'y 60%
4 Flecha con lesiones necréticas que cubren un area entre 60.1% y 80%
5 Flecha con lesiones necroticas que cubren un area mayor al 80.1%

3.9.2. Reaislamiento de patdgenos a partir de plantas sintomaticas

El tejido foliar sintomatico de las plantas inoculadas se cortd a nivel de la interfase de
tejido sano/enfermo en cuadrados de 1 cm. Las muestras se lavaron con agua corriente,
posteriormente se desinfectaron con etanol al 70% y una solucién de hipoclorito de
sodio al 5% durante 1 minuto cada uno, y finalmente se enjuagaron tres veces con agua
destilada esteril [42].

Con papel toalla estéril se retir6 el exceso de humedad de las muestras de tejido y se
inoculé en PDA, colocando tres pedazos de tejido sintomatico de cada planta e
incubando a temperatura ambiente durante una semana. Los resultados se compararon
morfolégicamente con cada uno de los aislados inicialmente inoculados en las plantas

de palma con el objetivo de comprobar su presencia.
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3.10. Evaluacion de la actividad antagonica

Las pruebas de antagonismo se realizaron con las cepas de mayor capacidad infectiva de
acuerdo a las pruebas de patogenicidad. Las inoculaciones del patégeno y controles se
realizd mediante la técnica de cultivo dual en medio PDA a temperatura de 25 °C,
colocando 5 mm del cultivo antagonista a una distancia de 5 cm del cultivo
fitopatdgeno. Los controles del patdgeno se inocularon en el centro de cada caja de Petri

y cada tratamiento tuvo tres repeticiones.

Se trabajé con controles bioldgicos y quimicos para evaluar la capacidad de inhibir la
actividad de hongos fitopatégenos. Como controles bioldgicos se utilizd cepas fangicas
nativas del cogollo que fueron identificadas como Trichoderma sp., Trichoderma
koningii, Trichoderma atroviride, y Sacharomyces sp. [142][143][144] [145]. Como
controles quimicos [146][147][148] se evalud fungicidas como Benomil (Benomyl 50
PM de Espagrotec), PCNB (Terraclor®) e Himexazol (Tachigaren®).

El porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR) se evalu6 a los 7 dias de la

inoculacion del antagonista mediante la Ecuacion 1.

Ri— R,

PICR=< )XlOO

1

(Ecuacion 1)

Donde R; es el crecimiento radial del control en el cultivo dual, y R es el crecimiento

radial del patégeno en el cultivo dual.
Los datos se analizaron como un disefio completamente al azar, donde la variable

respuesta fue el porcentaje de inhibicion de los controles bioldgicos y quimicos frente a

las cepas fitopatdgenas vinculadas a la PC.
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3.11. Determinacioén de fenoles totales

El contenido total de fenoles se realiz6 con el método colorimétrico Folin-Ciocalteu
modificado. En 10 pL del extracto se adicion6 agua destilada hasta completar 500uL,
posteriormente se agregaron 250 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu (grado analitico,
Sigma-Aldrich) y se dejo reposar por 5 minutos. Luego se adicionaron 1250 uL de
Na,CO3 (J.T Baker) al 20% p/v y se dej6 en oscuridad por 2 horas. Para evaluar el
contenido de fenoles se prepar6 una solucién patrén de acido galico (grado analitico,
Sigma-Aldrich) en concentraciones crecientes entre 0 a 20 mg/mL, que sirvidé para
construir la curva de calibracion. Finalmente se leyd la absorbancia a 725 nm vy el
contenido de fenoles totales se expresé en mg equivalentes de acido galico por gramo de
materia seca [149][150][92].

3.12. Evaluacion del caracter antioxidante

3.12.1. Por el método FRAP

Se elabor¢ el reactivo FRAP diluyendo TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina, grado analitico,
Sigma) en buffer acetato 0.3 M (Invitrogen) con un pH de 3.6 y cloruro férrico
hexahidratado (Sigma) a 20 mM. Se adiciond 100 pL del extracto diluido de cada
muestra con 3 mL de FRAP con 300 pL de agua destilada y se mantuvo durante 4
minutos a oscuridad y temperatura ambiente. Las absorbancias se midieron a una
longitud de onda de 593 nm teniendo como blanco toda la mezcla de reactivos con 100
puL de metanol que reemplazd a los extractos. La curva de calibracion se llevé a cabo
con gradientes de concentracion de FeSO,.7H,O (BDH) disueltos en metanol (Lobal
Chemie) desde 100 hasta 1100 uM. Los analisis se llevaron a cabo por triplicado,

expresando los resultados en umol de Fe** por g de muestra [150].

3.12.2. Por el método DPPH

Se prepard una solucion de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, grado analitico, Sigma)

a una concentracion de 20 mg/L en metanol. Luego se tomd alicuotas de 1 mL de cada
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muestra por triplicado y se agregd 5 mL de solucion de DPPH, agitando vigorosamente
y se dejé en reposo por 30 minutos en obscuridad a temperatura ambiente. La curva de
calibracidn se elabor6 con gradientes de concentracion desde 0.1 a 1.5 mM, adicionando
100 pL de Trolox (grado analitico, Sigma-Aldrich) en DPPH 0.15mM. Posteriormente,
se leyo la absorbancia a 517 nm frente a un blanco. El resultado se expresé como

porcentaje de inhibicion de DPPH mediante la Ecuacién 2 [92].

% Inhibicién = 2>~ A 100
A (Ecuacion 2)

Donde A, es la absorbancia del blanco, y An, es la absorbancia de las muestra.
3.12.3. Por el método ABTS

Se prepard las soluciones de ABTS (acido 2,2’-azinobis-(3-etillbenzotiazolin-6-
sulfénico), grado analitico, MP Biomedicals) de 7mM y persulfato potésico de 2.45mM
y se mezclé ambas soluciones en partes iguales manteniéndolas en oscuridad por 16
horas. Luego se mezclé con 50 mL de etanol y se tom6 1 mL de la solucion para
mezclar con 100 pL de extracto. Se dejo en incubacion a 30°C durante 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. La curva de calibracion se llevé a cabo con la
adicion de 20 pL de Trolox (grado analitico, Sigma-Aldrich) con un gradiente de
concentracion, desde 0.1 hasta 1 mM, en la mezcla. La absorbancia se leyé a una
longitud de onda de 730 nm. El resultado se expresé como porcentaje de inhibicion de
ABTS mediante la Ecuacién 2 [150].
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4. RESULTADOS

4.1 Puesta a punto de un protocolo de extraccion de ADN total de
muestras de palma

Las muestras de cogollo de palmas con PC y sanas se usaron para el analisis
microbioldgico y molecular. Las muestras de hojas se emplearon para cuantificacion de
fenoles y capacidad antioxidante. No se incluyo al tercer estadio puesto que present6 un
crecimiento masivo en las pruebas de laboratorio, resultado del avanzado estado de

putrefaccion del tejido.

Se compard diferentes técnicas de extraccion de ADN de muestras de cogollo tomando
en cuenta la cantidad y calidad del ADN extraido, realizando tres repeticiones por cada
tratamiento. Los resultados de los nueve tratamientos descritos anteriormente en el
apartado 3.3. se resumen en la Tabla 9. El analisis estadistico realizado en el programa
InfoStat evidencid una diferencia estadistica significativa para la variable cantidad de
ADN, resultando diferentes las medias de los tratamientos con un valor p = 0.0008
(Tabla 10).

La prueba de Tukey se realizé para comparar las medias entre tratamientos y se observo
que el tratamiento de extraccion de ADN mediante los protocolos de Wilson con
trituracion del cogollo en nitrégeno liquido (Tratamiento T7) y el de Wilson con
triturado manual del cogollo en mortero (Tratamiento T6) fueron los que obtuvieron
mayor concentracion de ADN por muestra procesada, por ende se situan en el mayor

rango de significancia como se muestra en la Tabla 11.

En la Figura 7 se puede observar los diferentes tratamientos de extraccion de ADN total,
donde la longitud de la barra representa la concentracion de ADN total respecto al
método de extraccion de cada tratamiento. Pese a que visualmente se evidencia una leve

diferencia entre los tratamientos T7 y T6, estadisticamente esta diferencia no fue
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significativa, por ese motivo con ambos tratamientos se puede obtener una mayor

concentracion de ADN total a partir de las muestras de cogollo de palma aceitera.

Tabla 9. ADN total extraido en cada tratamiento y cuantificado en Nanodrop.

Tratamiento  Repeticion Concentracion de Relacion Relacion
ADN (ng/uL) 260/280 260/230

| 1082.00 1.35 2.33

T1 I 1223.50 1.34 1.73

i 2107.40 1.34 1.68
""""""""""""""""" I 440 127 05

T2 I 10.50 1,35 0.51

Il 10.53 1.35 0.53
"""""""""""""""""" I 10200 142 043

T3 1 390.00 1.77 0.95

Il 513.00 1.70 0.78
"""""""""""""""""" | 17400 116 029

T4 1 124.00 1.24 0.31

i 149.00 1.20 0.29
""""""""""""""""" I 187200 202 159

T5 I 1930.00 1.95 1.36

i 545.60 1.96 1.24
""""""""""""""""" I 150300 198 142

T6 1 1580.00 1.97 1.39

Il 1553.00 1.94 1.28
"""""""""""""""""" I 51360 149 067

T7 1 2475.00 1.92 1.04

il 1889.00 1.77 1.27
"""""""""""""""""" I 129300 18 124

T8 I 1203.00 2.03 1.47

i 1248.00 1.96 1.36
""""""""""""""""" I 51620 172 091

T9 I 476.90 1.73 0.88

Il 482.00 1.72 0.89
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Tabla 10. Anélisis de la varianza para la variable concentracion de ADN en InfoStat.

Fuente de Suma de G.L Cuadrado de F-Valor p-Valor
variabilidad cuadrados la media
Modelo 10593784.33 8 1324223.04 6 0.0008
Tratamiento  10593784.33 8 1324223.04 6 0.0008
Error 3969696.33 18  220538.68
Total 14563480.66 26

Tabla 11. Prueba Tukey para la variable concentracion de ADN en InfoStat.

Tratamientos Medias® n  E.E. Resultado”
T7 162587 3 271.13 A
T6 154533 3 27113 A
Tl 147097 3 27113 A B
T5 144920 3 27113 A B
T8 124800 3 27113 A B C
T9 49170 3 27113 A B C
T3 335,00 3 27113 A B C
T4 149.00 3  271.13 B C
T2 8.48 3 27113 C

* Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p>0.05).
& Concentracion media de ADN expresada en ng/pL

1980,00
1800,00
1620,00 A

1440,00

1260,004 ABC
1080,004
900,001
720,001

540,001 ABC

Concentracion de ADN (ng/ul)

380,001 ABC

180,004 BC

0,001

ird T8 T i T8 9 T3 T4 T2
Tratamientos

Figura 7. Concentracion de ADN total en cada tratamiento. Las letras encima de las barras
representan las medias de cada tratamiento, existiendo diferencias significativas con letras
diferentes.
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La electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para confirmar la integridad de los extractos
de ADN del tratamiento T6 y T7 se puede observar en la Figura 8. Los valores de
absorbancia a 280/260 nm en ambos tratamientos T6 y T7 indicaron una pureza 6ptima
del ADN (entre 1.8-2.0). Los valores de absorbancia 260/230 nm mostraron
contaminacion por compuestos organicos en ambos tratamientos, probablemente por el

compuesto CTAB empleado en la extraccion de ADN.

Figura 8. Electroforesis para visualizar integridad del ADN total de cogollo. Pocillos 1-4:
Tratamiento mediante el protocolo de Wilson con trituracion del cogollo en nitrégeno liquido
(Tratamiento T7). Pocillos 5-8: Tratamiento mediante protocolo de Wilson con triturado manual
del cogollo en mortero (Tratamiento T6).

De acuerdo a los resultados de concentracion de ADN obtenidos junto con las
relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230 nm, se define el siguiente protocolo
del tratamiento T6 (Tabla 4) para extraer ADN total del cogollo de palma aceitera: Se
tritur6 en un mortero trozos de cogollo (~400mg) junto con 10 mL de buffer de
extraccion (2.5% CTAB de Invitrogen, 1.4M NaCl de Merck, 20 mM EDTA de J.T
Backer y 100 mM Tris-HCI de Invitrogen) y 40 uL de B-mercaptoetanol de Sigma. El
tejido macerado se colocd en tubos falcon y se incubaron a bafio de Maria a 60°C por 30
minutos, invirtiendo los tubos cinco veces cada 10 minutos. A continuacion se afiadid
10 mL de cloroformo frio (Merck), se homogenizé en vortex por 30 segundos y se dejé
reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos. Luego se centrifugd a 4000 rpm
durante 20 minutos y se transfirio 500 pL de sobrenadante a tubos eppendorf de 1.5 mL,
teniendo especial cuidado en no tocar la interfase. Se realizé una segunda centrifugacion
a 14500g por 5 minutos y se separd el sobrenadante en nuevos tubos eppendorf.
Posteriormente se afiadio 500 pL de etanol absoluto frio (Fisher BioReagents) junto con
150 pL de acetato de sodio 3M (Invitrogen) y 300 uL de etanol al 70% y se dejo reposar
durante 24 horas hora a -20°C. El precipitado se centrifugé a 14500 g por 17 minutos, se

elimind el sobrenadante y se lavd dos veces con 200 pL de etanol al 70%, centrifugando
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a 16500g por tres minutos entre cada lavado. A continuacion se secaron los tubos con
ayuda de una camara de flujo laminar durante 30 a 45 minutos. Se resuspendio el pellet
con 100 pL de agua ultrapura libre de nucleasas (Invitrogen), se afiadié 1 uL de RNAsa
(20 mg/mL PureLink™ RNase A) y se incub6 en termobloque con agitacién a 37°C por

15 minutos. Finalmente las muestras se almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis.

Con los extractos de ADN se realiz6 una valoracion de los primers seleccionados (Tabla
5) mediante la técnica PCR, con la finalidad de comprobar que la amplificacion fuese
especifica para los grupos de interés (hongos, bacterias, oomicetos). En la Figura 9 se
puede observar la presencia de amplicones analizados en geles de agarosa al 1.2%. Para
el gen 16S rRNA se obtuvo amplicones de ~1500 pb y para el gen ITS se obtuvo

amplicones de ~670 pb. En el anlisis de oomicetos no se obtuvo amplicones.

1500pb --

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para amplicones ADN total. A) Amplicones
16S ARNTr. Pocillo 1: Marcador molecular GeneRuler 100bp Thermo Scientific. Pocillo 2:
muestra sana (EOP1C). Pocillo 3: muestra en estadio 1 (E1P1C). Pocillo 4: muestra en estadio 2
(E2P1C). B). Amplicones ITS. Pocillo 1: Marcador molecular 100bp Plus Opti. Pocillos 2-3:
muestras sanas (EOP1C-EOP2C). Pocillos 4-5: muestras en estadio 1 (E1IP1C-E1P2C). Pocillos
6-7: muestras en estadio 2 (E2P1C-E2P2C). Pocillo 8: control positivo (Fusarium solani).

4.2. Calidad de los resultados de secuenciacion para ITS y 16S ARNr

En las Tablas 12 y 13 se puede apreciar el nimero de secuencias obtenidas y los
cambios en cada etapa del tratamiento con del plugin DADAZ2. Mediante el script giime
dada2 denoise-paired se elimind secuencias de primers junto con el ruido de las

secuencias de extremos emparejados y se filtrd posibles quimeras.
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Tabla 12. Nimero de secuencias en cada paso del pipeline del plugin DADAZ2 de QIIME 2 para

el gen ITS.

Muestra  Input  Filtrado Denoised Merged  Non-chimeric
EOP1C 119394 104657 103973 102680 101311
EOP2C 157731 102584 97280 81817 75591
EOP3C 144454 120159 117555 109923 108528
EOP4C 152490 134526 133028 130495 127987
EOP5C 162583 84242 80635 70824 61603

CEIPIC 80361 1584 1569 1312 1312
E1P2C 106210 56366 55652 52839 47279
E1P3C 155453 125366 124768 122022 105655
E1PAC 179752 146141 145295 138961 116585
E1P5C 145024 81389 80872 79034 72661

CE2PIC 87482 13142 13103 11070 11052
E2P2C 97960 30995 30815 27817 22956
E2P3C 56604 14585 14391 12841 12125
E2P4C 10189 4161 3949 3310 3169
E2P5C 13557 5549 5385 3429 3429

Tabla 13. NUmero de secuencias en cada paso del pipeline del plugin DADAZ2 de QIIME 2 para

el gen 16S ARNTr.

Muestra input Filtrado Denoised Merged Non-chimeric
EOP1C 187816 173770 172331 165681 162031
EOP2C 180500 167410 166749 165294 162049
EOP3C 172998 162294 160558 157911 156829
EOP4AC 179429 168431 166692 163559 157599
EOP5C 159770 152058 149262 140746 125058
~EIPIC 52068 25253 24278 21788 8084
E1P2C 25511 11273 11047 10642 3439
E1P3C 165355 154721 150241 139093 125535
E1P4C 182226 171110 162853 145987 126816
E1P5C 138565 130990 127599 116766 104915
~E2PIC 48198 19006 18010 16258 6977
E2P2C 32690 15146 14432 12967 4643
E2P3C 164280 152961 151758 148208 143799
E2P4C 173306 162453 155374 141037 127739
E2P5C 163129 152241 143430 122354 111986
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4.3. Andlisis taxondmico de la comunidad fangica

El analisis de secuenciacion masiva del gen ITS gener6 1669244 secuencias sin
procesar con una longitud media de ~347 pb. Después del control de calidad y
eliminacion de quimeras se obtuvo 871243 secuencias correspondientes a 1789

secuencias unicas.

Los datos fueron normalizados por proporcion previo al analisis de abundancias. En la
Figura 10 se puede observar los principales filos de las comunidades fungicas, donde
Ascomycota fue el més abundante en los tres estadios, principalmente en las plantas
sanas (89.30% en promedio) y en primer estadio de la PC (73.17% en promedio). En
contraste con las muestras del segundo estadio, donde fueron mas frecuentes los filos

Ascomycota con 65.44% y Basidiomycota con 33.75% en promedio.

0 1 2
1.00 -
0.75-
o Phylum
% - Ascomycota
2050- o
= - Basidiomycota
fe)
< ] unigentifiea
0.25-
0.00-
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
m m m m m m m m m m m m m m m
o (=] o o o =% T — e o rN L=l r P ro
o nel 0 o 0 el 0 o sl el el e 0 el el
- o] w R o - N w - o -t N w e o
O O O O O O O O O O O O O O O
Sample

Figura 10. Composicion de las comunidades fingicas en muestras de cogollo a nivel de filo.
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A nivel de familia (Figura 11) el grupo mas abundante en plantas sanas (EO) fue
Saccharomycetaceae con un 81.87% en promedio. En el primer estadio de PC (E1) el
grupo mas frecuente fue Nectriaceae con un 35.14% en promedio, mientras que en el
segundo estadio (E2) fueron Didymellaceae con un 36.84%, Fomitopdidaceae con un

16.94% y Phaeosphaeriaceae con un 8.25%.
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. Botryosphaeriaceae
Ceratobasidiaceae
. Cucurbitariaceae
. Didymellaceae
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. Phaeosphaeriaceae
. Plectosphaerellaceae
Psathyrellaceae

0.75-

0.50-
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Saccharomycetaceae
Saccharomycetales_fam_Incertae_sedis
. Trichocomaceae

. unidentified

. Xylariales_fam_Incertae_sedis
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Figura 11. Composicion de las comunidades fungicas en muestras de cogollo a nivel de familia.

A nivel de género (Figura 12) el grupo mas numeroso en plantas sanas (EO) fue
Kazachstania con un 81.81% en promedio. En el primer estadio de PC (E1) fueron los
géneros Fusarium con 20.73%, Coprinopsis con 16.75% y Lasiodiplodia con 10.18%,
en menor porcentaje se encontraron a Paracremonium con 8.65% y Arthrobotrys con
4.5%.
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En el segundo estadio de PC (E2) los géneros mas abundantes en promedio fueron
Antrodia con 13.55%, un género no identificado que pertenece a la familia
Didymellaceae con un 26.69% y Candida con 10.82%.
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Figura 12. Composicion de las comunidades fungicas en muestras de cogollo a nivel de género.

En la Figura 13 se puede observar las proporciones de taxones a nivel de género
mediante un mapa de calor. Una mayor proporcion esta representada por una menor
intensidad del color (color amarillo). Ademas, se pudo observar que el género
Kazachstania fue el mas frecuente en plantas sanas y disminuy6 con el progreso de la
PC, mientras que el género Fusarium aumenté en el primer estadio de PC.

Para el analisis diferencial de ASV (variantes de secuencia amplificadas) se

normalizaron los datos y analiz6 la abundancia diferencial con Deseg2 en R. En el
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analisis los genes se ordenaron y se seleccionaron aquellos con un p-valor menor a 0.5,
obteniéndose 1789 genes que se expresan diferencialmente entre sanas y enfermas.

Fungi; Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales; Nectriaczae; Volutella

Fungi; Ascomycota; Sordariomycates; Glomerellales; Glomerellaceas; Collztotrichum

Fungi; Basidiomycota; Agaricomycstes; Agaricales; Psathyrelisceas; Coprinopsis

Fungi, Ascomycota; Sordaromycetes; Glomereliales; Plectosphaere osphaerela
Fungi; Ascomycota, Sordariomycetes; Hypocreales; Nectrisceae; Paracremonium

Fungi; Ascomycota; Dothideomycetes; Botryosphagniales; Botryosphasniaceas; Lasiodiplodia
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Figura 13. Mapa de calor de la abundancia relativa de secuencias de hongos a nivel de género.
Los taxones mas abundantes en las muestras presentaron una menor intensidad de color (cuadro
rojo).

En la Figura 14 se observa la distribucion de las secuencias ASV con abundancia
diferencial entre plantas sanas y enfermas. Correspondiendo las secuencias ASV_644 y
ASV _ 640 a la familia Didymellaceae, las secuencias ASV_102, ASV_20y ASV 54 a

hongos sin clasificacion taxonomica y la secuencia ASV_785 al género Kazachstania.
Ademaés, se puede apreciar que las secuencias ASV_644, ASV_102, ASV_20, ASV_54
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y ASV_785 estan presentes solamente en plantas sanas y en consecuencia podrian ser

consideradas como potenciales biocontroles para proteccion de la planta contra la PC.
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Figura 14. Conteos normalizados entre plantas sanas y enfermas para las ASV con abundancias
diferenciales.

4.3.1. Analisis de biodiversidad alfa
El andlisis de diversidad alfa se realizd con la finalidad de conocer la riqueza de

especies presentes en las muestras. Para la medicion de la riqueza de especies se

realizaron analisis de los indices Observed, Shannon, Simpson e Inverso de Simpson,
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los cuales presentaron una buena diversidad de especies fungicas en las muestras sanas

y en cada estadio de PC (Figura 15).
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Figura 15. indices de biodiversidad fungica analizada en muestras de cogollo en cada estadio
de PC.

La medida ‘Observed’ representa la cantidad de taxones observados en cada muestra,
resultando mayor en plantas sanas. Para el indice de Shannon los valores estuvieron en
el rango de 1 a 4, considerandose valores inferiores a 2 como bajos en biodiversidad y
mayor a 3 como altos en biodiversidad. Ademas, se pudo observar una mayor

diversidad de especies en el primer estadio de la PC (Tabla 14).

En el indice de Simpson las muestras mas cercanas a “l” indicaron una mayor
dominancia de una especie y las muestras mas cercanas a “0” una mayor biodiversidad.
Mientras que el indice inverso de Simpson revel6 que en la mayoria de las muestras
hubo una mayor riqueza, pues a un mayor valor del indice hay una mayor diversidad de

especies (Tabla 14).
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Tabla 14. Diversidad de especies fungicas en las muestras analizadas por NGS.

Taxones indice de indice de indice Inverso
observados Shannon Simpson Simpson
EOP1C 124 1.68 0.54 2.18
EOP2C 512 3.04 0.79 4.76
EOP3C 373 1.27 0.55 2.21
EOP4C 174 1.15 0.56 2.29
EOP5C 480 2.78 0.76 4.25
E1P1C 28 2.65 0.91 10.88
E1P2C 180 3.61 0.94 15.91
E1P3C 144 1.98 0.72 3.54
E1P4AC 126 2.01 0.72 3.54
E1F5C 127 1.76 0.59 2.42
E2P1C 38 1.14 0.46 1.85
E2P2C 34 1.22 0.58 2.37
E2P3C 50 1.81 0.71 3.47
E2P4AC 56 3.10 0.93 13.49
E2F5C 51 2.92 0.88 8.63

A partir del paquete Metacoder en R [151] se analizé y manipul6 los datos taxondmicos

para obtener arboles de calor (Figura 16) que representan cuantitativamente las

estadisticas de cada taxdn mediante la utilizacién de color y tamafios de nodos.

Los taxones marrones indicaron un enriquecimiento en los tejidos sanos y los taxones

celeste a tejidos enfermos. Los nodos del arbol, donde cada nodo desde el centro (reino)

hasta el exterior (familia) representa diferentes niveles taxondmicos, presentaron un

tamafio proporcional al conteo de ASVs en muestras sanas y enfermas. Se observé una

mayor abundancia de los filos Ascomycota en las muestras sanas y Basidiomycota en

las muestras enfermas.
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Figura 16. Arbol de calor diferencial que representa el cambio en la abundancia de taxones
fangicos entre plantas sanas y enfermas.

4.3.2. Andlisis de biodiversidad beta
La diversidad beta se realiz6 para comparar la variedad de especies entre cada estadio
de la PC asi como la diversidad entre plantas sanas y enfermas. Al comparar las

comunidades fungicas, entre plantas sanas con enfermas y entre cada estadio, mediante
el calculo de la matriz de disimilitud de Bray-Curtis se pudo observar variabilidad en el
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conjunto de datos. El indice de Bray-Curtis se caracteriza por realizar comparaciones a
partir de las abundancias de especies, como se puede observar en la Figura 17 donde los
objetos (puntos) ordenados juntos son mas similares que los ordenados mas lejos,

teniendo cada eje su propio valor que representa la cantidad de variacion capturada.

La ordenacion PCoA reveld una separacion de las muestras de plantas sanas (EQ) y
enfermas (E1 y E2), indicando que la comunidad fungica de cada estadio de PC (E1 y
E2) es distinta al de las muestras sanas (E0). Se pudo distinguir que las muestras en el
primer y segundo estadio de PC se agruparon en el componente principal 1 (Axis 1), el

cual presentd una mayor cantidad de variacion correspondiente a 30.18%
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Figura 17. PCoA calculado utilizando medidas de Bray-Curtis para el gen ITS. La distancia
entre los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y enfermas y B)
Estadios de la PC (E1 y E2) y sanas (EO).
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También se evaluo el indice Jaccard cuya medida de similitud no considera la filogenia
al igual que Bray-Curtis y que realiza comparaciones a partir de la ausencia o presencia
de especies (Figura 18). Las muestras formaron agrupaciones indicando una diversidad
fangica similar en cada uno de los estadios con una mayor cantidad de variacion

(21.29%) en el componente principal 1 (Axis 1).

Axis 2 (10.27 %)

A) 'y o o
[
L °
°
o
° o M Enferma
M Sana
°
[ ]
Axis 3 (9:110-%) Axis-1421.29 %)
Axis 2 (10.27 %) o
B) ? -]
°
® o
L ]
[ ]
(V]
e W E0
BE]
BNE2
L ]
[ ]
Axis 3 (9189} Axis—H21.29 %)

Figura 18. PCoA calculado utilizando medidas de Jaccard para el gen ITS. La distancia entre
los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y enfermas y B) Estadios
de laPC (E1y E2) y sanas (EO).

También se compar6 las comunidades microbianas mediante otra métrica de distancia
Unifrac que considera a las distancias filogenéticas entre los microorganismos

observados en el calculo. Se emple6 la prueba Unifrac no ponderada (Unweighted
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Unifrac) que considera la presencia o ausencia de microorganismos observados (Figura
19) y Unifrac ponderada (Weighted Unifrac) que considera la abundancia de los

microorganismos (Figura 20).

El componente principal 1 (Axis 1) de la prueba Unifrac ponderada presentd una mayor
cantidad de variacion correspondiente a 47.87%, agrupandose en este eje la mayoria de

las muestras del primer y segundo estadio de la PC.
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Figura 19. PCoA calculado utilizando medidas de Unweighted Unifrac para el gen ITS. La
distancia entre los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y enfermas
y B) Estadios de la PC (E1 y E2) y sanas (EO).
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Figura 20. PCoA calculado utilizando medidas de Weighted Unifrac para el gen ITS. La
distancia entre los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y enfermas
y B) Estadios de la PC (E1 y E2) y sanas (EO).

Al realizar el analisis de varianza multivariante permutacional (Permanova) con 10000

permutaciones entre la diversidad fangica de cada estadio se obtuvo que existen

diferencias significativas en las comunidades de cada estadio (Tabla 15).

Tabla 15. Prueba de permutacion de dispersiones multivariadas para hongos.

Df SumOfSgs R2 F Pr(>F)
Stadium 2 1.7940 0.5983 8.9374 0.00009999 Fxx
Residual 12 1.2044 0.4016
Total 14 2.9983 1.0000

Significado codigos: 0 “***’(0.001 “** 0.01 “** 0.05 *.” 0.1 *” 1

61




4.4. Analisis taxondmico de la comunidad bacteriana

El anélisis de secuenciacion masiva del gen 16s ARNr generd 2025841 secuencias sin
procesar con longitud promedio de ~419 pb. Después del control de calidad y
eliminacién de quimeras quedaron 1527499 secuencias correspondientes a 7361
secuencias Unicas. Finalmente, despues de la eliminacion de secuencias de cloroplastos

y mitocondrias se obtuvo 408663 secuencias correspondientes a 7087 secuencias unicas.

Para el andlisis de abundancias relativas los datos se hormalizaron mediante proporcién.
En la Figura 21 se puede observar una mayor presencia de los filo Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria tanto en plantas sanas como enfermas con
PC. En plantas sanas el filo Proteobacteria estuvo presente con un 32.12% en promedio,
Firmicutes con un 40.34% en promedio, Bacterioidetes con un 7.4% en promedio y
Actinobacteria con un 8.2% en promedio. En el primer estadio de PC los filos méas
abundantes fueron Proteobacteria con un 43.25% en promedio, Firmicutes con un
37.41% en promedio, Bacteroidetes con un 20.93% en promedio y Actinobacteria con
un 3.15% en promedio. En el segundo estadio de PC el filo Proteobacteria estuvo
presente en un 50.31% en promedio, Firmicutes con un 10.72% en promedio,
Bacterioidetes con un 29.12% en promedio y Actinobacteria con un 5.25% en
promedio.

A nivel de familia (Figura 22) se pudo observar un mayor porcentaje del grupo
Paenibacillaceae en plantas sanas con un 31.97% en promedio (18.33% en EOP1C,
1.27% en EOP2C, 25.90% en EOP3C y 82.37% en EOP4C). En el primer estadio de PC
(E1) fueron mas representativos los grupos Enterobacteriaceae con un 19.82% en
promedio (5.50% en E1P1C, 60.50% en E1P2C, 19.84% en E1P3C, 12.10% en E1P4C
y 1.14% en E1P5C) y de Lachnospiraceae con un 13.68% en promedio (16.75% en
E1P1C, 12.93% en E1P3C, 14.44% en E1P4C y 10.60% en E1P5C). En el segundo
estadio de PC (E2) fueron Enterobacteriaceae con un 10.86% en promedio (3.86% en
E2P1C, 11.55% en E2P2C, 14.75% en E2P3C, 19.76% en E2PAC y 4.403% en E2P5C)
y Bacteroidaceae con un 10.89% en promedio (2.71% en E2P1C, 4.83% en E2P2C,
26.39% en E2P3C, 9.30% en E2P4C y 11.24% en E2P5C).
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A nivel de género (Figura 23) las plantas sanas (EO) presentaron un mayor porcentaje de
Paenibacillus con un 31.75% en promedio (18.33% en EOP1C, 0.79% en EOP2C,
25.58% en EOP3C y 82.28% en EOP4C). En contraste con el primer estadio (E1) donde
una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae sin clasificacion de género
fue mas abundante con un 17.13%. En el segundo estadio (E2) los géneros con mayor
frecuencia fueron Bacteroides con un 10.88% en promedio (2.71% en E2P1C, 4.83% en
E2P2C, 26.39% en E2P3C, 9.28% en E2P4C y 11.24% en E2P5C) y la misma bacteria
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae sin clasificacion de género del primer
estadio con un 7.08% en promedio (2.32% en E2P1C, 8.89% en E2P2C, 4.02% en
E2P3C, 17.89% en E2P4C y 2.27% en E2P5C).
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Figura 21. Composicion de las comunidades bacterianas en muestras de cogollo a nivel de filo.
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Figura 22. Composicion de las comunidades bacterianas en muestras de cogollo a nivel de
familia.
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Figura 23. Composicion de las comunidades bacterianas en muestras de cogollo a nivel de
género.

En la Figura 24 se muestra un mapa de calor con las proporciones de taxones a nivel de
géneros bacterianos, cuyo aumento se puede observar como una menor intensidad en
color (color amarillo). Ademés, se pudo observar un aumento de ciertos géneros
bacterianos conforme se desarrollé la enfermedad, tal es el caso de los géneros
Enterobacter, Bacteroides y un taxon perteneciente a la familia Enterobacteriaceae sin
clasificacion de género. Solamente en las muestras de plantas sanas se pudo observar

que el género Paenibacillus disminuyé conforme se desarrollé la PC.
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Figura 24. Mapa de calor de la abundancia relativa de secuencias de bacterias a nivel de género.
Los taxones mas abundantes en las muestras presentaron una menor intensidad de color (cuadro
rojo).

Para el analisis diferencial de ASV se normalizé los datos y se analizaron mediante la
libreria Deseg2 de R. En la Figura 25 se puede observar la distribucion de las secuencias
ASV con mayor abundancia diferencial entre plantas sanas y enfermas. Las secuencias
ASV_6007 y ASV_6022 correspondieron a la familia Enterobacteriaceae, ASV_4018 al
género Coprococcus, ASV 3181 a la bacteria ABS-6, ASV_4397 al género
Ruminococcus y ASV_3685 a bacterias del orden Acidimicrobiales. Ademas, se puede

apreciar que las secuencias bacterianas ASV_3181 y ASV_3685 estuvieron presentes
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solamente en plantas sanas y por esa razon podrian ser consideradas como potenciales

biocontroles para proteccion de la planta contra la PC.
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Figura 25. Conteos normalizados entre plantas sanas y enfermas para las ASV bacterianas mas
abundantes.

4.4.1. Analisis de biodiversidad alfa
La medicion de riqueza de especies bacterianas presentes en cada muestra se realizd a

partir de los indices Observed, Shannon, Simpson e Inverso de Simpson (Figura 26),

cuyos analisis indicaron una buena diversidad de especies bacterianas en las muestras.
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Figura 26. indices de biodiversidad bacteriana analizados en las muestras de cogollo en

cada estadio de PC.

El indice Observed indic6 una mayor cantidad de taxones observados en las muestras
del primer y segundo estadio de PC. Los valores del indice Shannon estuvieron en el
rango de 1 a 6, teniendo una mayor biodiversidad las muestras con valores mayores a 2,
como se puede observar en todas las muestras del segundo estadio. El indice de
Simpson indicé que hay una mayor posibilidad de dominancia de una especie al tener
valores mas cercanos a “1”. El indice Inverso de Simpson mostré que las muestras del

segundo estadio tuvieron una mayor riqueza de especies bacterianas (Tabla 16).
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Tabla 16. Diversidad de especies bacterianas en las muestras analizadas por NGS.

Taxones Indice de Indice de Indice Inverso
observados Shannon Simpson Simpson
EOP1C 113 4.11 0.96 32.31
EOP2C 183 4.54 0.98 56.57
EOP3C 267 4.54 0.95 24.17
EOP4C 429 1.93 0.62 2.67
EOP5C 495 3.45 0.88 8.67
E1P1C 108 4.52 0.98 82.77
E1P2C 10 2.03 0.82 5.86
E1P3C 917 5.06 0.97 38.06
E1P4C 1592 5.16 0.97 47.68
E1F5C 1034 4.96 0.97 47.77
E2P1C 117 4.53 0.98 79.13
E2P2C 91 4.27 0.98 60.83
E2P3C 586 4.48 0.2 13.18
E2P4C 1509 5.21 0.97 40.53
E2F5C 1998 6.42 0.98 70.56

En el arbol de calor (Figura 27) obtenido con el paquete Metacoder en R [151], se
observd la composicion bacteriana entre plantas sanas y enfermas representada por un
mapa ponderado y codificado por colores de acuerdo al numero de lecturas, asignando
el color marrén a muestras sanas y el color celeste a muestras con PC. Ademas, cada

nodo presentd un tamafio proporcional de ASVs para cada nivel taxonémico.

En el arbol de calor se observd una mayor abundancia de los filos Proteobacteria y
Bacteroidetes en plantas enfermas, a diferencia de las plantas sanas que presentaron
grupos significativos como Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria.
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Figura 27. Arbol de calor diferencial que representa el cambio en la abundancia de

taxones bacterianos entre plantas sanas y enfermas.

4.4.2. Andlisis de biodiversidad beta

La comparacién de especies se realizd entre estadios asi como entre plantas sanas y
enfermas mediante analisis de similitudes que emplean medidas de distancia que no

consideran la filogenia (Bray-Curtis y Jaccard) y otras medidas que consideran la

filogenia (Unifrac).
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En la ordenacion PCoA de la medida de Bray-Curtis se puede observar una separacion
de las muestras sanas (EO) y enfermas (E1 y E2). Sin embargo, entre el primer y
segundo estadio de PC hubo una mayor similitud ya que las muestras se agruparon mas
cerca, en contraste con las muestras sanas que se agruparon mayormente en el

componente principal 1 (Axis 1) con una cantidad de variacion del 13.36% (Figura 28).
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Figura 28. PCoA calculado utilizando medidas de Bray-Curtis para el gen 16S ARNr. La
distancia entre los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y enfermas
y B) Estadios de la PC (E1y E2) y sanas (EO).

El indice Jaccard, que no considera la filogenia, se empled para comparaciones a partir
de la presencia o ausencia de especies presentes en las muestras. En la Figura 29 se

puede observar que las muestras se agruparon mejor entre sanas y enfermas, en
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contraste con cada estadio donde cada componente principal no presentd una mayor

cantidad de variacion.
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Figura 29. PCoA calculado utilizando medidas de Jaccard para el gen 16S ARNr. La distancia
entre los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y enfermas y B)
Estadios de la PC (E1 y E2) y sanas (EO).

Ademas, las comunidades microbianas se analizaron mediante la distancia Unifrac no
ponderada (Figura 30) que considera la presencia o ausencia de taxones bacterianos
observados y Unifrac ponderada (Figura 31) que considera la abundancia de taxones

bacterianos.
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En ambas medidas Unifrac se observo una separacion de las muestras sanas y enfermas,

mientras que las muestras del primer y segundo estadio se ordenaron juntas, indicando

que a nivel de especies hay una mayor similitud entre las muestras agrupadas.
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Figura 30. PCoA calculado utilizando medidas de Unweighted Unifrac para el gen 16S ARNT.
La distancia entre los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y

enfermas y B) Estadios de la PC (E1 y E2) y sanas (EO).
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Figura 31. PCoA calculado utilizando medidas de Weighted Unifrac para el gen 16S ARNTr. La
distancia entre los puntos indica el grado de diferencia entre las variables: A) Sanas y enfermas
y B) Estadios de la PC (E1 y E2) y sanas (EO).

El andlisis de varianza multivariante permutacional (Permanova) con 10000
permutaciones indico que existen diferencias significativas en la diversidad bacteriana

de cada estadio (Tabla 17).

Tabla 17. Prueba de permutacion de dispersiones multivariadas para bacterias.

Df SumOfSgs R2 F Pr(>F)

Stadium 2 0.5878 0.3451 3.1618 0.0149
Residual 12 1.1156 0.6548
Total 14 1.7034 1.0000

Significado codigos: 0 “***’0.001 “** 0.01 “** 0.05 *.” 0.1 *” 1
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4.5. Aislamiento e identificacion de cepas fungicas asociadas a la PC

Se obtuvo un total de 90 cepas flngicas de las muestras de cogollo en primer y segundo
estadio de PC, de las cuales 34 procedieron de medios de cultivo PDA, 13 de CMA, 7
de agar centeno, 9 de AA, 18 del agar V8-J/PARPV8/V10VP, 3 PARP (PDA)y 6 de
AN (Figura 32). Las muestras sanas y con PC sembradas en agar avena presentaron
crecimiento de levaduras, no se observo crecimiento de hongos filamentosos.

Figura 32. Hongos aislados del cogollo. Cogollo sembrado en: A) PDA, B) Agar Centeno, C)
Agar PARP-V8, D) Agar P10VP-V8, E) CMA. F) Agar agua.

Con el uso de claves taxondémicas [130][131][132] los 90 aislados se identificaron a
nivel de género describiendo coloracion y textura de colonias, morfologia de esporas y
estructuras fungicas visualizadas con tincion de azul de lactofenol. En la identificacién
de las 61 cepas del primer estadio de PC se obtuvieron 47 cepas de Fusarium, 5 cepas
de Trichoderma, 5 cepas de Thielaviopsis, 2 cepas de Aspergillus y 2 cepas de
Penicillum. En las 29 cepas del segundo estadio de PC se observaron 23 cepas de

Fusarium, 1 cepa de Trichoderma, 1 cepa de Penicillum y 4 cepas de Mucor (Tabla 18).
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Tabla 18. Cepas flngicas identificadas a nivel de género en base a sus caracteristicas
macroscépicas y microscopicas.

4 Color Color
cenas colonias colonias Textura colonia Morfologia Género
b (anverso) (reverso)
Blancas con . -
] .| Amarilla, Macroconidia curvada
centros: café, :
amarillo ocre, be_lge, con septos. _
70° violeta ’ café, beige, Algodonosa Fialide fina y alargada, | Fusarium
L blancay fidlide gruesa y corta,
beige, y " s o)
. tonos rojizos y fialide ramificadas
rojizo
Esporas redondas y en
racimos.
Blanca con Conidioforos con
6° exudados Blanca Algodonosa Trichoderma
ramas laterales cortas
verdes .
con conidios color
verde
Esporangios grandes
gue contienen
4° Beige Beige Algodonosa endosporas dentro. Mucor
Hifa oscura, gruesa y
alargada.
Conidios de color
pardo oscuro y forma
5 Verde oscuro | Verde oscuro | Vellosa cilindrica. Thielaviopsis
Hifas septadas con
fialides hialinas
Microsporas.
Verde con osp .
. . Conidioforos tabicados -
3 bordes Blanca Aterciopelada ) - Penicillium
con métulas y fialides
blancos .
en forma de pincel
Verde con Microsporas.
2f Beige Pulverulenta Hifas hialinas con Aspergillus

borde blanco

conidios globosos.

Distribucién de cepas por estadio: 47 cepas en primer estadio y 23 cepas en segundo estadio. ° 5 cepas

en primer estadio y 1 cepa en segundo estadio. ¢ 4 cepas en segundo estadio. ° 5 cepas en primer estadio.

€2 cepas en primer estadio y 1 cepa en segundo estadio. " 2 cepas en primer estadio.

En base a las caracteristicas de los cultivos y estructuras microscépicas se seleccionaron

21 cepas para su identificacion molecular. Del proceso de extraccion de ADN se obtuvo

concentraciones de ADN entre 20 a 2000 ng/uL medidas por espectrofotometria en el

equipo Nanodrop con una relacién 260/280 entre 1.8 a 2. Mediante PCR se obtuvieron

amplicones de aproximadamente 600 pb, los mismos que coinciden con el tamarfio de la

region amplificada de los primers ITS5 e 1TS4 (Figura 33).
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Figura 33. Electroforesis de los productos PCR de los aislados (gen ITS), en gel de agarosa al
1.5%, amplificados con primers 1TS4 e ITS5. Pocillo 1: 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen.
Pacillos 2, 4 y 6: aislados fungicos.

De las 21 cepas seleccionadas para analisis molecular se identifico a 9 especies distintas

en total. En las muestras del primer estadio de PC (Tabla 19) se obtuvo 12 cepas del

género Fusarium (7 F. solani, 1 F. sacchari, 1 F. cyanescens, 1 F. oxysporum, 1 F.

ferrugineum y 1 F. ambrosium), 2 cepas de Trichoderma koningiiy y 7.17%

Thielaviopsis paradoxa. En el segundo estadio (Tabla 20) se identificé molecularmente

a 5 cepas del género Fusarium (2 F. solani, 2 F. cyanescens, 1 F. ambrosium) y 1 cepa

de Trichoderma atroviride.

Tabla 19. Aislados fungicos del cogollo de palma aceitera en primer estadio de PC
identificados mediante secuenciacion Sanger del gen ITS.

Cepa I\_/Iétod_o de Organismo de mayor similitud % de id?qtidad a nivel de
aislamiento (N° de acceso GenBank) nucledtidos con Blast
E1H-2 CMA Fusarium solani (MK968891.1) 99.10%
E1H-3 CMA Fusarium solani (MK446913.1) 99.65%
E1H-15 PARPVS Fusarium solani (KF918554.1) 98.94%
E1H-16 PARPV8 Fusarium solani (MK968891.1) 100.00%
E1H-24 PDA Fusarium solani (KF030977.1) 100.00%
E1H-27 PDA Fusarium solani (MF495401.1) 100.00%
E1H-41 PDA Fusarium solani (MF495401.1) 99.82%
E1H-19 PDA Fusarium sacchari (KC464630.1) 100.00%
E1H-28 AN Fusarium cyanescens (AB190389.1) 99.46%
E1H-7 PDA Trichoderma koningii (MF780846.1) 99.84%
E1H-8 PDA Trichoderma koningii (MF780846.1) 100.00%
E1H-6 PDA Thielaviopsis paradoxa (MW082790.1) 100.00%
E1H-35 AA Fusarium oxysporum (MF467275.1) 99.82%
E1H-17 P10VP Fusarium ferrugineum (LT746276.1) 99.82%
E1H-39 P10VP Fusarium ambrosium (EU329669.1) 99.60%
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Tabla 20. Aislados flngicos del cogollo de palma aceitera en segundo estadio de PC
identificados mediante secuenciacion Sanger del gen ITS.

% de identidad a nivel

Método de Organismo de mayor similitud o
Cepas . . o de nucleotidos con

aislamiento (N° de acceso GenBank) Blast
E2H-1 PDA Fusarium solani (KY785015.1) 99.82%
E2H-28 AA Fusarium solani (KY785015.1) 99.66%
E2H-2 PDA Fusarium cyanescens (AB190389.1) 100.00%
E2H-14 CMA Fusarium cyanescens (AB190389.1) 100.00%
E2H-3 PDA Trichoderma atroviride (MH283876.1) 100.00%
E2H-15 CMA Fusarium ambrosium (EU329669.1) 99.62%

En la Figura 34 se puede observar las caracteristicas macroscopicas de las cepas como
el color, textura y presencia de anillos en medio PDA. En la Figura 35 se puede

observar las esporas y morfologia de los hongos aislados.

Figura 34. Fotografias del anverso y reverso de los cultivos de los hongos aislados: A)
Fusarium solani, B) Fusarium oxysporum, C) Fusarium sacchari, D) Fusarium cyanescens
(Phialophora cyanescens), E) Fusarium ferrugineum (basénimo Neocosmospora ferruginea), F)
Fusarium ambrosium (sinénimo homotipico Neocosmospora ambrosia)
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Figura 34 (Continuacion). Fotografias del anverso y reverso de los cultivos de los hongos
aislados: G) Trichoderma koningii, H) Trichoderma atroviride, 1) Mucor sp. J) Thielaviopsis
paradoxa, K) Penicillium sp., L) Aspergillus sp., M) Aspergillus sp.

79



Figura 35. Tincién de esporas de los aislados flngicos: A) Macroconidia de Fusarium sacchari,
B) Conidios de Thielaviopsis paradoxa, C) Clamidosporas de Fusarium solani, D) Conidios de
Trichoderma koningii, E) Clamidosporas de Trichoderma atroviride, F) Esporas de Aspergillus,
G) Microsporas de Penicillium sp., H) Conidiéforo Aspergillus, 1) Conidioforo Penicillium sp,
J) Conidio6foro de Aspergillus, K) Microconidios de Fusarium ferrugineum.
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4.6. Andlisis filogenético de los aislados fungicos

El arbol filogenético se construyd a partir del gen ITS del género Fusarium mediante el

método de maxima verosimilitud, donde el mejor modelo estimado por MEGA X fue

K2+l (Kimura 2-parameter), que presenté un menor valor BIC (Criterio de Informacién

Bayesiano) de 4012.125, valor AICc (Criterio de Informacion Akaike corregido) de

3621.425, un valor InL (valor de méxima verosimilitud) de -1755.372, 55 parametros y

un cociente de transicion/transversion (R) de 0.93 (Tabla 21).

Tabla 21. Modelos de sustitucién de nucle6tidos estimados en MEGA X para el gen ITS de

aislados fungicos.

Model Parameters BIC AlCc InL +) (+G) R
K2+l 55 4012.125 3621.425 -1755.372 0.14 n/a 0.93
K2+G 55 4013.348 3622.647 -1755.983 n/a 3.32 0.94
K2+G+l 56 4015.675 3617.884 -1752.589 0.09 3.67 0.94
T2+l 56 4016.950 3619.159 -1753.226 0.13 n/a 0.93
K2 54 4017.424 3633.815 -1762.579 n/a n/a 0.91
T92+G 56 4017.745 3619.953 -1753.624 n/a 3.28 0.94
JC+I 54 4017.777 3634.168 -1762.756 0.16 n/a 0.50
JC+G 54 4021.236 3637.627 -1764.485 n/a 3.25 0.50
JC+G+I 55 4022.005 3631.305 -1760.312 0.13 3.67 0.50
T92 55 4022.047 3631.346 -1760.333 n/a n/a 0.92
T92+G+l 57 4023.719 3618.836 -1752.053 0.09 3.67 0.95
JC 53 4025.762 3649.245 -1771.306 n/a n/a 0.50
HKY+I 58 4036.744 3624.771 -1754.007 0.13 n/a 0.94
HKY+G 58 4037.734 3625.762 -1754.502 n/a 3.35 0.94
TNO3+I 59 4041.479 3622416 -1751.816 0.13 n/a 0.94
TNI93+G 59 4041.504 3622.442 -1751.829 n/a 3.32 0.95
HKY 57 4041.625 3636.743 -1761.006 n/a n/a 0.92
HKY +G+l 59 4042.422 3623.359 -1752.288 0.09 3.67 0.95
TNO93 58 4045.425 3633.452 -1758.348 n/a n/a 0.92
TNI93+G+l 60 4046.601 3620.449 -1749.820 0.08 3.60 0.96
GTR+I 62 4065.687 3625.358 -1750.247 0.13 n/a 0.93
GTR+G 62 4066.228 3625.898 -1750.517 n/a 3.35 0.95
GTR 61 4069.957 3636.716 -1756.939 n/a n/a 0.92
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En el arbol filogenético de la Figura 36, cuyas ramas externas estuvieron soportado por
un valor bootsrap mayor a 50%, el género Fusarium se dividié en seis clados. Las cepas
de Fusarium aisladas en este estudio se ubicaron en cuatro de los clados, encontrandose
10 cepas en el primer clado, 4 cepas en el segundo clado, una cepa en el cuarto clado y
2 cepas en el sexto clado.

| Cldo}

57 : Clado 2

KC464630.1 Fusarium sacchari ) -|C|:|,d.:. 3

" ——— T3]

53 | b MF467275.1 Fusarium oxnysporum Clade 4
KRE10401.1 Fusarium ambrosium

—l LCATE551.1 Fusarium sp. |

MHBE4135,1 Fusarium sp. JClado 5

AB190389,1 Fusarium cyanescens ]

MESSER91, 1 Fusarium solani
ME446913,1 Fusarium solan

Lk

59

————————— LTT46277.1 Neocosmospera sp. (Fusarium Ferrugineum) Clado 6
M [Finz8]

——[EiR1r
[ — LTT46276.1 Meocosmaspora sp. (Fusarium Ferrugineum)
GUAE1585.1 Penicillium janthinell

Figura 36. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de secuencias de la region ITS de
hongos aislados (cuadro rojo) del cogollo de la palma aceitera. Los nimeros en los nodos
representan los valores de soporte estadistico (bootsrap).

Las cepas del primer y segundo clado (cuadrado azul) formaron cuatro subclados sin
agruparse con ninguna de las secuencias de referencia escogidas en este estudio. En el
cuarto clado la cepa E1H-35 y la secuencia de referencia Fusarium oxysporum
(MF467275.1) formaron otro subclado (cuadrado verde). En el sexto clado, la cepa
E1H-17 junto con la secuencia de referencia Fusarium ferrugineum (LT46276.1)

formaron un subclado (cuadrado verde) y se observo una estrecha relacion filogenética
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con el subclado conformado por la cepa E1H-17 (cuadrado verde) al compartir un

ancestro comun (nodo).

El grupo externo (outgroup) fue Penicillium janthinell, el cual formé un clado fuera de

la ramificacién del arbol.

4.7. Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas asociadas a la PC

De los muestreos se obtuvieron 7 aislados bacterianos sembrados en agar nutriente. Para
una primera identificacion de géneros patdgenos relacionados con la PC, se empled la

tincién Gram y las pruebas descritas en la Tabla 22 [124].

Tabla 22. Pruebas de identificacion evaluadas en aislados bacterianos.

Cepa
Tincién Gram
Prueba
catalasa
Prueba oxidasa
H,S
Motilidad
Urea
Pudricion de
papa
Color colonias

E1B-1
E2B-2
E2B-3
E1B-4 - + - - + - + Blanca

1
+

1

1
+

1
+

Blanca

1

1

1

1
+

1

1

Blanca

1
+

1

1
+

1
+

Blanca

E1B-5 + + - - + - - Blanca
E2B-6 - + - - + - - Blanca
E2B-7 - + - - - - - Blanca

+ positiva; - negativa

Ademas, los aislados se inocularon sobre rodajas de papa y se obtuvo tres cepas que
maceraron el tejido (Figura 37), por consiguiente se las consider6 como candidatas al
género Erwinia. En el analisis microscopico de las cepas bacterianas se observo bacilos
con tincién gramnegativa a excepcion de la cepa E1B-5 que presentd una tincién
grampositiva. La identificacion molecular se realiz6 Unicamente a las cepas con tincién

gramnegativas y forma de baston (Tabla 23), puesto que es una caracteristica de los
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miembros del orden Enterobacteriales, los cuales han sido implicados como principales

fitopatdgenos en algunos cultivos [152].

Figura 37. Prueba de pudricion de papa a las 72 horas. A) Control sin inoculacion. B) Tejido
macerado inoculado con la cepa E1B-1. C) Tejido macerado inoculado con la cepa E2B-3. D)
Tejido macerado inoculado con la cepa E1B-4.

Tabla 23. Identificacion molecular de los aislados bacterianos mediante secuenciacion Sanger
del gen 16S ARNTr.

. N % de identidad a
Organismo de mayor similitud

Cepa nivel de nucledtidos
(N° de acceso GenBank)

con Blast
E1B-1 Escherichia coli (NR_024570.1) 99.23%
E2B-3 Citrobacter amalonaticus (NR_104823.1) 99.21%
E1B-4 Citrobacter farmeri (NR_024861.1) 96.39%
E1B-5 Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis (NR_126208.1) 100.00%
E2B-6 Stenotrophomonas maltophilia (NR_040804.1) 96.95%
E2B-7 Pseudomonas parafulva 90.60%

4.8. Evaluacion de la patogenicidad de aislados

Sintomas similares a la PC, como clorosis y necrosis en hojas, fueron notorios a los 40

dias de evaluacion. A los 50 dias se realiz6 una segunda revision de sintomas, pero no
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existio desarrollo de sintomas a excepcién del tratamiento A5 (E1H-39, Fusarium
ambrosium), que presento lesiones necréticas en una de las plantas (Figura 38).

Figura 38. Evolucién de sintomas del dia 40 (izquierda) al dia 50 (derecha) en el tratamiento
Ab5 con la cepa E1H-39 (Fusarium ambrosium).

En la Tabla 24 se muestran los resultados de la capacidad infectiva de los diferentes

microorganismos y sus métodos de inoculacion.

Tabla 24. Pruebas de patogenicidad. Aislados inoculados por diversos métodos en la palma
aceitera.

Métodos de Inoculacion

(Repeticiones)

_ Cepa Puncién Contacto Goteo
Tratamiento Inoculada T LI R L [T N T I
Al E1H-28 o 0 00 O O O 0 o
A2 E1H-17 2 0 2 0 2 2 0 0 0
A3 E1H-24 1 0 1 1 0 1 1 0 0
A4 E1H-35 3 4 3 3 4 3 2 2 2
A5 E1H-39 4 3 2 2 1 0 0 1 o0
A6 E1H-19 2 2 0 2 0 0 0 2 o
A7 E1H-6 2 0 0 2 0 2 2 1 o
A8 E1H-15 4 3 3 3 2 0 2 2 2
A9 E1H-2 0 O 0 0 O 0 0 O 0
Al0 Mezcladeaislados 2 2 2 2 0 0 2 0 O
All Control (agua) 0o 0 00 O O O 0 O
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El andlisis de varianza para la variable sintomas mostré que existen diferencias
estadisticas significativas para los tipos de microorganismos y el método de inoculacion
(Tabla 25).

Tabla 25. Andlisis de la varianza para la variable sintomatologia en InfoStat.

Fuente de variabilidad Suma de G.L Cuadraclo F-Valor  p-Valor
cuadrados de la media

Modelo 112.30 14 8.02 5.88 <0.0001

Tipo de microorganismo 94.99 10 9.50 6.96 <0.0001

Método de inoculacion 11.23 2 5.62 4.11 0.0198

Interaccion 6.08 2 3.04 2.23 0.1142

Error 114.6 84 1.37

Total 226.99 98

Al comparar las medias de cada tratamiento con la prueba de Tukey (Tabla 26) se
observo que la cepa E1H-35 (Fusarium oxysporum) infecté un mayor nimero de plantas
por los diferentes métodos de inoculacion, asi como las cepas E1H-39 (Fusarium
ambrosium) y E1H-15 (Fusarium solani).

Tabla 26. Prueba Tukey para la variable tipo de microorganismo en InfoStat.

Tratamiento Cepa inoculada Medias n E.E. Resultado*
Ad E1H-35 2.89 9 039 A
A5 E1H-39 2.44 9 039 A B
A8 E1H-15 2.33 9 039 A B C
Al10 Mezcla de aislados 1.11 9 039 A B C D
A7 E1H-6 1.00 9 0.39 B C D
A6 E1H-19 0.89 9 0.39 B C D
A2 E1H-17 0.89 9 0.39 B C D
A3 E1H-24 0.56 9 0.39 C D
A9 E1H-2 0,00 9 0.39 D
Al E1H-28 0,00 9 0.39 D
All Control 0,00 9 0.39 D

* Medias con una letra comln no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Se observé sintomatologia en las hojas mediante los tres métodos de inoculacion, donde
existié diferencias significativas (valor p=0.0198) como se muestra en la Tabla 25. Por
tanto, la prueba de Tukey (Tabla 27) confirmé que el método de inoculacién por

puncion permitid la infeccion de un mayor nimero de plantas.

Tabla 27. Prueba Tukey para la variable método de inoculacion en InfoStat.

Método de inoculacion Medias n E.E. Resultado”

Puncion 1,42 33 0.20 A
Contacto 1,24 33 0.20 A B
Goteo 0,64 33 0.20 B

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

En la Figura 39 se puede observar la cuantificacion de sintomas respecto al
microorganismo inoculado. Las barras representan el grado de sintomas externos (Tabla
8) de pudricion de cogollo en palma aceitera a los 55 dias de acuerdo al método de

inoculacién de las cepas.

Capacidad infectiva

10 .,
== Puncion

© 8- == Contacto
k= Goteo
g 64
I=
E 44
=
(9]

2 1

n [
0_
PR R RS

Tratamientos (cepas)

Figura 39. Capacidad infectiva de las diferentes cepas de acuerdo a la cuantificacién de
sintomas en cada método de inoculacién. Al: Cepa E1H-28 (Fusarium cyanescens); A2:
Cepa E1H-17 (Fusarium ferrugineum); A3: Cepa E1H-24 (Fusarium solani); A4: Cepa
E1H-35 (Fusarium oxysporum); A5: Cepa E1H-39 (Fusarium ambrosium); A6: Cepa E1H-
19 (Fusarium sacchari); A7: Cepa E1H-6 (Thielaviopsis paradoxa); A8: Cepa E2H-15
(Fusarium ambrosium); A9: Cepa E1H-15 (Fusarium solani); A10: Mezcla de aislados;
All: Control.
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A los 40 dias las plantas infectadas con la cepa E1H-35 (Fusarium oxysporum) de la
Figura 40 y la cepa E1H-15 (Fusarium solani) de la Figura 41 presentaron sintomas
similares a la PC, como clorosis y necrosis en hojas, mientras que a los 55 dias la cepa
E1H-39 (Fusarium ambrosium) presentd sintomas (Figura 42).

Figura 40. Evaluacion de sintomas externos con la cepa E1H-35 (Fusarium oxysporum). A-C:
Lesiones necréticas en hojas inoculadas por puncién, D-F: Lesiones necréticas en hojas
inoculadas por contacto, G-1: Lesiones necroticas en la hoja inoculada por goteo en cada planta.
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Figura 41. Evaluacion de sintomas externos con la cepa E1H-15 (Fusarium solani). A-C:
Lesiones necroticas en hojas inoculadas por puncion. D-F: Lesiones necréticas en hojas
inoculadas por contacto. G-I: Lesiones necréticas en la hoja inoculada por goteo en cada planta.
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Figura 42. Evaluacion de sintomas externos con la cepa E1H-39 (Fusarium ambrosium). A-C:
Lesiones necrdticas en hojas inoculadas por puncion, D-F: Lesiones necrdticas en hojas
inoculadas por contacto, G-1: Lesiones necroticas en la hoja inoculada por goteo en cada planta.

De los trozos de hojas con lesiones necréticas sembrados en PDA, solamente en los
tratamientos con las cepas E1H-35 (Fusarium oxysporum) y E1H-15 (Fusarium solani)
se obtuvieron hongos con caracteristicas iguales a los hongos inoculados al principio,

como se puede observar en las Figura 43y 44.
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Figura 43. Cepa E1H-35 (Fusarium oxysporum) reaislada en medio PDA. A) Crecimiento de la
cepa E1H-35 en muestras de hojas de la palma infectada B) Morfologia de la cepa. C-D)
Fotografias del anverso y reverso del cultivo.

Figura 44. Cepa E1H-15 (Fusarium solani) reaislada en medio PDA. A) Crecimiento de la cepa
E1H-15 en muestras de hojas de la palma infectada B) Morfologia de la cepa. C-D) Fotografias
del anverso y reverso del cultivo.

91



4.9. Pruebas de antagonismo con controles bioldgicos y quimicos

Se probd la capacidad inhibitoria de 3 cepas fingicas de Trichoderma, una cepa de
levadura (Saccharomyces) y 3 fungicidas comerciales frente a tres cepas patdgenas de
Fusarium, seleccionadas por su capacidad infectiva en las pruebas de patogenicidad.
Las cepas en confrontacion presentaron mayores diferencias en su crecimiento radial
respecto al control a partir del sexto y séptimo dia de evaluacién. Los resultados del
crecimiento de las tres cepas de Fusarium en presencia de los diferentes controles

bioldgicos y quimicos se detallan en la Tabla 28.

En el analisis del porcentaje de inhibicién de la cepa E1H-35 (Fusarium oxysporum) se
observo diferencias significativas (valor p=0,0001) de su crecimiento frente a controles
bioldgicos y quimicos (Tabla 29). En la Tabla 30 se puede observar que el tratamiento
quimico con Himexazol y los tratamientos biolégicos con Trichoderma koningii (cepa
E1H-7) y Trichoderma atroviride (cepa E2H-3) influyeron en el crecimiento de la cepa
E1H-35.

El andlisis de inhibicion de la cepa E1H-15 (Fusarium solani) reveld que existen
diferencias significativas (valor p=0,0001) entre todos los tratamientos con controles
biologicos y quimicos (Tabla 31). Estas diferencias entre tratamientos revelaron que los
controles bioldgicos con Trichoderma koningii (cepa E1H-7) y Trichoderma atroviride
(cepa E2H-3) tuvieron mayor porcentaje de inhibicidén en el crecimiento radial de la
cepa E1H-15 (Tabla 32).

De la misma manera se observo diferencias significativas (valor p=0,0001) en las
pruebas de antagonismo de la cepa E1H-39 (Fusarium ambrosium) frente a controles
bioldgicos y quimicos (Tabla 33). Con la prueba de Tukey (Tabla 34) se comprob6 que
los controles con Trichoderma atroviride (cepa E2H-3) y con Himexazol tuvieron una

mayor capacidad inhibitoria en el crecimiento de la cepa E1H-39.
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Tabla 28. Crecimiento radial y porcentaje de inhibicion de cepas fungicas en el séptimo dia del
bioensayo dual.

R 2
o 8 8
?) %) g = g ©
IS c “ S &E; s § S
S S 2 s o = = S
£ | 3 E 28 | 88 | E
= Q =) ~ 9 = =
s | & z : 2 | 55 | ¢
3 O E 3 E©° | ¥
\O - — - —
o ] ]
S S
O O
TiC1 C1: Trichoderma sp. 2.55 2.85 9,94
T1C2 C2: Trichoderma koningii 1.32 2.85 53,80
T1C3 T1: C3: Trichoderma atroviride 1.22 2.85 57,30
T1C4 | E1H-39 | C4: Sacharomyces cerevisiae 2.10 2.85 26,30
T1C5 C5: Benomil 2.00 2.85 24,00
T1C6 C6: PCNB 2.77 2.85 2,92
T1C7 C7: Himexazol 1.02 2.85 64,30
T2C1 C1: Trichoderma sp. 1.25 1.55 19,40
T2C2 C2: Trichoderma koningii 0.78 1.55 49,50
T2C3 T2: C3: Trichoderma atroviride 0.72 1.55 53,80
T2C4 | E1H-35 | C4: Sacharomyces cerevisiae 1.50 1.55 3,23
T2C5 C5: Benomil 1.47 1.55 5,38
T2C6 C6: PCNB 1.47 1.55 5,38
T2C7 C7: Himexazol 0.92 1.55 40,90
T3C1 C1: Trichoderma sp. 2.60 2.80 7,14
T3C2 C2: Trichoderma koningii 2.40 2.80 14,30
T3C3 T3 C3: Trichoderma atroviride 1.33 2.80 52,40
T3C4 E1H '15 C4: Sacharomyces cerevisiae 2.13 2.80 23,80
T3C5 C5: Benomil 2.03 2.80 28,60
T3C6 C6: PCNB 2.23 2.80 20,20
T3C7 C7: Himexazol 1.30 2.80 53,60

& Controles biolégicos y quimicos. ® Crecimiento del hongo patdgeno sin siembra dual. ¢ Cultivos duales
para inhibicién del crecimiento del patégeno frente al antagonista.

93



Tabla 29. Analisis de la varianza para la variable porcentaje de inhibicion de la cepa E1H-35
(Fusarium oxysporum) vs. controles bioldgicos y quimicos en InfoStat.

Fuente de Suma de Cuadrado de la

G.L F-Valor p-Valor
variabilidad  cuadrados media
Modelo 10679,33 6 1779,89 42,23 0,0001
Tratamientos  10679,33 6 1779,89 42,23 0,0001
Error 590,04 14 42,15
Total 11269,37 20

Tabla 30. Prueba Tukey para la variable porcentaje de inhibicion de la cepa E1H-35
(Fusarium oxysporum) vs. controles biolégicos y quimicos en InfoStat.

Tratamientos Medias n  E.E. Resultado”
T1C7 64,33 3 3,75 A
T1C3 57,30 3 3,75 A
T1C2 53,80 3 3,75 A
T1C4 26,30 3 3,75
T1C5 23,97 3 3,75
T1C1 9,97 3 3,75 B C
T1C6 2,92 3 3,75 C

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(p>0.05).

Tabla 31. Analisis de la varianza para la variable porcentaje de inhibicion de la cepa E1H-15
(Fusarium solani) vs. controles bioldgicos y quimicos en InfoStat.

Fuente de Suma de Cuadrado de la

S G.L ] F-Valor p-Valor
variabilidad cuadrados media
Modelo 8857,99 6 1476,33 18,11 0,0001
Tratamientos  8857,99 6 1476,33 18,11 0,0001
Error 1141,18 14 81,51
Total 9999,18 20
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Tabla 32. Prueba Tukey para la variable porcentaje de inhibicion de la cepa E1H-15 (Fusarium
solani) vs. controles bioldgicos y quimicos en InfoStat.

Tratamientos Medias n EE. Resultado”
T2C3 53,77 3 521 A
T2C2 49,47 3 521 A
T2C7 40,87 3 521 A
T2C1 19,36 3 521 C
T2C6 5,38 3 521 C
T2C5 5,38 3 521 C
T2C4 3,23 3 521 C

* Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes

(p>0.05).

Tabla 33. Andlisis de la varianza para la variable porcentaje de inhibicion de la cepa E1H-39
(Fusarium ambrosium) vs. controles bioldgicos y quimicos en InfoStat.

Fuente de Suma de

Cuadrado de la

variabilidad  cuadrados eL media F-valor p-valor
Modelo 5842,02 6 973,67 33,94 0,0001
Tratamientos  5842,02 6 973,67 33,94 0,0001
Error 401,65 14 28,69

Total 6243,67 20

Tabla 34. Prueba Tukey para la variable porcentaje de inhibicion de la cepa E1H-39 (Fusarium
ambrosium) vs. controles biologicos y quimicos en InfoStat.

Tratamientos  Medias n E.E. Resultado’
T3C7 53,57 3 300 A

T3C3 52,37 3 300 A

T3C5 28,57 3 309 B
T3C4 23,80 3 309 B
T3C6 20,23 3 309 B C
T3C2 14,27 3 309 B C
T3C1 7,14 3 3,09 C

* Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes

(p>0.05).

Finalmente, estos resultados muestran que el control biolégico Trichoderma atroviride

(cepa E2H-3) y el control quimico Himexazol tuvieron una mayor capacidad

antagonista sobre cada patogeno del presente estudio. En las Figuras 45, 46 y 47 se
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muestran los controles bioldgicos y quimicos enfrentados con las cepas E1H-35
(Fusarium oxysporum), E1H-15 (Fusarium solani) y E1H-39 (Fusarium ambrosium)

respectivamente.

Figura 45. Pruebas de antagonismo cepa E1H-35 (Fusarium oxysporum) en medio PDA. A)
Cepa E1H-35 (P) vs. Trichoderma koningii (A), B) Cepa E1H-35 (P) vs. Trichoderma
atroviride (A), C) Fusarium oxysporum (P) vs. Himexazol (A), D) Control Cepa E1H-35.

Figura 46. Pruebas de antagonismo de cepa E1H-15 (Fusarium solani) en medio PDA. A) Cepa
E1H-15 (P) vs Trichoderma koningii (A), B) Cepa E1H-15 (P) vs Trichoderma atroviride (A),
C) Control cepa E1H-15.
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Figura 47. Pruebas de antagonismo de cepa E1H-39 (Fusarium ambrosium) en medio PDA. A)
Cepa E1H-39 (P) vs Trichoderma atroviride (A). B) Cepa E1H-39 (P) vs Himexazol (A). C)

Control cepa E1H-39.

4.10. Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles se determind por el método Folin-Ciocalteu. La curva de
calibracion se prepar6 con &cido galico (R2 = 0.992) y mediante la ecuacién de regresion
lineal (y = 0.101x - 0.083) se calcul6 la concentracion de fenoles totales (Tabla 35) de

las muestras hojas de palma aceitera en todos los estadios.

Tabla 35. Valores obtenidos en la determinacion de fenoles totales

Estadio Muestras  Fenoles totales (mg/g)*

EOP1H 23.723

EOP2H 19.762

Sana EOP3H 15.911
EOP4H 19.416

EOP5H 15.634

E1P1H 25.723

E1P2H 25.901

El E1P3H 32.446
E1P4H 23.792

E1P5H 24.104

E2P1H 5.782

E2P2H 6.168

E2 E2P3H 5.752
E2P4H 5.010

E2P5H 6.257

* Equivalentes de acido galico (GAE, mg de acido galico/g de

extracto de la muestra)
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El andlisis estadistico realizado en el programa InfoStat demostré una diferencia
estadistica significativa (valor p = 0.0001) para la variable concentracion de fenoles
totales, resultando diferentes las medias de los tratamientos, como se observa en la
Tabla 36.

Tabla 36. Andlisis de la varianza para la variable concentracion de fenoles totales en InfoStat.

Fuente de Suma de Cuadrado de la

L G.L ) F-Valor  p-Valor
variabilidad cuadrados media
Modelo 1086.89 2 543.45 69.25 0.0001
Tratamiento 1086.89 2 543.45 69.25 0.0001
Error 94.18 12 7.85
Total 1181.07 14

Al existir diferencias significativas entre las muestras, se realiz6 una prueba de Tukey
para comparar las medias. Se obtuvo una mayor concentracion de fenoles totales en las
muestras del primer estadio, por ello se sitian en el mayor rango de significancia como

se muestra en la Tabla 37.

Tabla 37. Prueba Tukey para la variable concentracion de fenoles totales en InfoStat.

Muestras Medias® n E.E. Resultado®
El 26.39 5 125 A
Sana 18.89 5 125 B
E2 5.79 5 125 C

 Contenido medio de fenoles totales expresado en mg de &cido
galico/g de extracto de la muestra.

® Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p>0.05).

En la Figura 48 se puede observar los diferentes tratamientos de concentracion de
fenoles totales. La longitud de la barra representa la concentracion de fenoles en cada

estadio.
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Figura 48. Concentracion de fenoles totales. Concentracion de fenoles en cada estadio.

4.11. Capacidad antioxidante

En la Tabla 38 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de la capacidad
antioxidante de las muestras con PC y sanas mediante los métodos FRAP, ABTS y
DPPH. Los valores del porcentaje de inhibicion de las muestras variaron entre el 35.69
y 60.69% para el ensayo con ABTS y de 40.65 a 75.53% para el ensayo con DPPH. Los

resultados del ensayo con FRAP estuvieron en el rango de 0,016 y 0,097.

4.11.1. Método FRAP

La ecuacion (y = 0.0434x - 0.0117) obtenida de la curva de calibracion con
FeS0,4.7H,0 (R? = 0.998), se utiliz6 para el calculo de la capacidad antioxidante FRAP

(Tabla 38) de las muestras de hojas de palma aceitera. Los resultados se expresaron en

pumol equivalente FeSO,4.7H,O por gramo solido soluble.
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Tabla 38. Evaluacion de la capacidad oxidante de los extractos de palma aceitera mediante los
métodos FRAP, ABTS y DPPH.

Extractos Muestras FRAP (umol/g)®” ABTS (umol/g)®” DPPH (umol/g)®”

EOP1H 56.007 35.696 73.78

EOP2H 57.044 39.691 73.74

Sana EOP3H 57.666 40.077 73.01
EOP4H 55.569 60.696 74.39

EOP5H 54.647 59.407 74.96

E1P1H 57.666 46.521 75.20

E1P2H 57.873 44.716 75.53

Estadio 1 E1P3H 57.459 47.552 75.45
E1P4H 56.260 60.696 75.28

E1PSH 56.260 59.407 75.12

E2P1H 14.647 34.794 40.65

E2P2H 17.297 32.474 40.77

Estadio 2 E2P3H 15.177 38.273 60.89
E2P4H 23.795 38.015 67.44

E2P5H 24.694 36.985 67.32

* Los valores representan el promedio de tres repeticiones.

& umol equivalente FeS0O,.7H,0 por gramo sélido soluble.

® porcentaje de inhibicion de la formacién de radicales ABTS o DPPH, expresado como pmol
equivalentes de Trolox por gramo peso seco de muestra (umol ET/g de PS).

El analisis estadistico realizado en el programa InfoStat demostré que existe una
diferencia significativa (valor p = 0.0001) de poder reductor en los extractos evaluados

por el método FRAP, como se observa en la Tabla 39

Tabla 39. Andlisis de la varianza para la variable porcentaje de inhibicion en la actividad
antioxidante por el método FRAP en InfoStat.

Fuente de Suma de Cuadrado de la

o G.L ) F-Valor p-Valor
variabilidad  cuadrados media
Modelo 4695.38 2 2347.69 281.81 0.0001
Tratamientos  4695.38 2 2347.69 281.81 0.0001
Error 99.97 12 8.33
Total 4795.35 14
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Al existir diferencia significativa entre los tratamientos, se realizé una prueba de Tukey
para comparar las medias entre tratamientos. Se obtuvo que las muestras del primer
estadio y sanas tuvieron una mayor actividad antioxidante a diferencia de las muestras
en segundo mediante el método FRAP, asi pues se sitlan en el mayor rango de

significancia como se muestra en la Tabla 40.

Tabla 40. Prueba Tukey para la variable porcentaje de inhibicion en la actividad antioxidante
por el método FRAP en InfoStat.

Tratamientos Medias® n  E.E. Resultado*
Estadio 1 57.10 5 129 A
Sana 56.19 5 129 A
Estadio 2 19.12 5 129 B

* Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p>0.05).
& Capacidad antioxidante media presentada como pmol equivalente FeSQO,.7H,0 por
gramo de muestra.

En la Figura 49 se puede observar los diferentes tratamientos en la evaluacion de la
actividad antioxidante por el método FRAP. La longitud de la barra representa la
concentracion umol de Fe2+ por g de muestra en la actividad antioxidante por el
método FRAP.

Meétodo FRAP
60,26 N
- A
~ 49564
=
=
¥ 3876
[}
o
S 27.964
B
716 1 .
E1 Sana E2
Estadios

Figura 49. Evaluacion de la actividad oxidante por el método FRAP.
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4.11.2. Método DPPH

El célculo de la capacidad antioxidante por inhibicidn del radical DPPH, de las muestras
hojas de palma aceitera sanas y en los dos estadios de la PC, se muestra en la Tabla 38.
Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo peso

seco de muestra (umol/g).

El andlisis estadistico realizado en el programa InfoStat demostré6 una diferencia
estadistica significativa (valor p = 0.0029) para la variable porcentaje de inhibicién en la

actividad antioxidante por el método DPPH, como se observa en la Tabla 41.

Tabla 41. Andlisis de la varianza para la variable porcentaje de inhibicion en la actividad
antioxidante por el método DPPH en InfoStat.

Fuente de Suma de Cuadrado de la

o G.L ] F-Valor p-Valor
variabilidad cuadrados media
Modelo 1237.39 2 618.69 9.88 0.0029
Tratamientos  1237.39 2 618.69 9.88 0.0029
Error 751.07 12 62.59
Total 1988.46 14

Al existir una diferencia significativa entre los extractos, se realizé una prueba de Tukey
para comparar las medias entre tratamientos. Se obtuvo que las muestras del primer
estadio y sanas tuvieron un mayor porcentaje de inhibicion en comparacion con las
muestras del estadio 2, por lo que se situan en el mayor rango de significancia como se

muestra en la Tabla 42.

Tabla 42. Prueba Tukey para la variable porcentaje de inhibicidn en la actividad antioxidante
por el método DPPH en InfoStat.
Tratamientos Medias® E.E. Resultado”

n

Estadio 1 75.32 5 001 A
Sana 74.22 5 001 A

Estadio 2 52.97 5 0.01 B

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
Porcentaje de inhibicion de la formacién de radicales DPPH, expresado como pmol
equivalentes de Trolox por gramo peso seco de muestra (umol/g).

102



En la Figura 50 se puede observar los diferentes tratamientos en la evaluacion de la
actividad antioxidante por el método DPPH. La longitud de la barra representa el

porcentaje de inhibicion en cada estadio.

Método DPPH

80,037

A
A
73,58
67,13
60,69
IB
54,24 1

Estadio 1 Sana Estadio 2

% Inhibicién

Tratamientos

Figura 50. Evaluacion de la actividad oxidante por el método DPPH.

4.11.3. Método ABTS

La capacidad antioxidante por inhibicién del radical ABTS, de las muestras sanas y
enfermas con PC, se muestra en la Tabla 38. Los resultados se expresaron como
micromoles equivalentes de Trolox por gramo peso seco de muestra (umol/g). El
analisis estadistico realizado en el programa InfoStat demostr6 una diferencia estadistica
significativa (valor p = 0.0312) para la variable porcentaje de inhibicion en la actividad
antioxidante por el método ABTS, resultando diferentes las medias de los tratamientos,

como se observa en la Tabla 43.

Tabla 43. Andlisis de la varianza para la variable porcentaje de inhibicion en la actividad
antioxidante por el método ABTS en InfoStat.

Fuente de Suma de Cuadrado de la

variabilidad  cuadrados CL o media F-valor  p-Valor
Modelo 647.39 2 323.69 4.69 0.0312
Tratamientos  647.39 2 323.69 4.69 0.0312
Error 827.70 12 68.98

Total 1475.09 14
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Como existio diferencia significativa entre los tratamientos, se realizd una prueba de
Tukey para comparar las medias entre tratamientos. Se obtuvo un mayor porcentaje de
inhibicién en las muestras del primer estadio y sanas en comparacion con las muestras
del segundo estadio, con lo cual se sitian en el mayor rango de significancia como se

muestra en la Tabla 44.

Tabla 44. Prueba Tukey para la variable porcentaje de inhibicion en la actividad antioxidante
por el método ABTS en InfoStat.

Tratamientos Medias n E.E. Resultado
El 51.78 5 3.71 A
Sana 47.11 5 3.71 A
E2 36.11 5 3.71 B

* Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p>0.05).

En la Figura 51 se puede observar los diferentes tratamientos en la evaluacion de la
actividad antioxidante por el método ABTS. La longitud de la barra representa el

porcentaje de inhibicion en cada estadio.

Meétodo ABTS

56,46
A
51,134
S AB
=
£ 4530
x
40,47 1
B
35,14
Estadio 1 Sana Estadio 2
Tratamientos

Figura 51. Evaluacion de la actividad oxidante por el método ABTS.
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5. DISCUSION

5.1. Perfil taxondmico fungico mediante NGS

Para el analisis de la comunidad microbiana de las plantas enfermas, se consideraron los
dos primeros estadios ya que en las Gltimas etapas de la enfermedad existié una
invasion de microorganismos oportunistas, haciendo complicada la discriminacion del
agente causal. De acuerdo a De Assis et al. (2018) [111], el avance de la enfermedad
genera cambios en la comunidad fangica que se evidencia por la seleccién de ciertas
especies, de esta manera la composicion de la comunidad dependera del primer
microorganismo establecido en las primeras etapas de la enfermedad, puesto que la
produccidn de metabolitos facilitaran o impediran el desarrollo de nuevas especies que

quieran llegar mas adelante.

Después de varias décadas desde que se registrdé por primera vez la PC en palmas
aceiteras en Ecuador, la enfermedad sigue afectando a muchos cultivos y los estudios
Ilevados a cabo no han podido determinar el agente causal de la enfermedad, pese a que
en Colombia se ha determinado que el oomiceto Phytophthora palmivora es el
responsable de la PC [2][50][51][153][154]. Otro estudio realizado en plantaciones de
Brasil con sintomas similares a la PC tampoco evidencio la presencia de Phytophthora
[111].

Para verificar la presencia del oomiceto se utilizo los primers ITS300/ITS4 descritos por
Riit [155][156], asi como los primers COX Il empleados por Maizatul [117] para la
identificacion de P. palmivora en hojas infectadas de palma de aceite en Colombia. No
obstante, en ninguna de las muestras se obtuvo amplificacion para el género
Phytophthora, a diferencia del control positivo que amplifico para los primers
ITS300/ITS4 y COX Il. Del mismo modo, el analisis de la region ITS con los primers
universales ITS4/ITS3 no evidencié la presencia del género Phytophthora en las

muestras procesadas por NGS.
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Como la composicion microbiana juega un importante rol en el desarrollo de la PC, es
necesario evaluar las comunidades fungicas para explicar las diferencias entre los
estadios de la PC y plantas sanas, asi como los posibles candidatos patdgenos causales
de la enfermedad. En la caracterizacion de la comunidad fangica mediante
secuenciacion masiva del gen ITS se obtuvieron 871243 lecturas de buena calidad, con
una dominancia del filo Ascomycota tanto en plantas sanas como enfermas al igual que
los resultados obtenidos por De Assis et al. [111] en sus estudios de la comunidad

fungica en palma aceitera con la enfermedad.

En las plantas sanas el género mas abundante fue Kazachstania (81.81%), un miembro
de la familia Saccharomycetaceae que esta estrechamente relacionada con la levadura
Saccharomyces cerevisiae con buenas capacidades fermentativas y por ello se la ha
aprovechado en la produccion de vino [157], por ende su presencia y abundancia podria
ser considerado un indicador de palma aceiteras sanas. Estos resultados contrastan con
los De Assis et al. [111], que en plantas aparentemente sanas encontré una mayor
participacion del género Pyrenochaetopsis y de otro grupo no clasificado, mientras que
en esta investigacion el género Pyrenochaetopsis estuvo presente en bajas cantidades en

las plantas enfermas.

En todas las muestras del primer estadio fueron méas representativos los géneros
Fusarium (20.73%) y Coprinopsis (13.40%), mostrandose como dominante el género
Fusarium al igual que los resultados obtenidos por De Assis et al. [111]. En el segundo
estadio en contraste con el primer estadio, existio un bajo porcentaje de Fusarium
(0.23%) y una mayor presencia de los géneros Antrodia (67.79%) seguido por un
género clasificado a nivel de la familia Didymellaceae (36.03%). De acuerdo con estos
resultados, en el disefio de estrategias de aislamiento se incluyeron medios de cultivo
para Fusarium, un género patdgeno involucrado en la pudricion y marchitez en una

variedad de plantas [158].
La disminucion de Fusarium en el segundo estadio podria deberse a la presencia de

otros microorganismos, cuya colonizacion podria darse por una alteracion bioldgica del

huésped, bien sea por la capacidad de algunos microorganismos simbiontes de producir
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proteinas efectoras que suprimen o alteran proteinas del huésped hasta la capacidad de
transformar el metabolismo del huésped. Estas alteraciones finalmente resultan ser
beneficiosas o perjudiciales para ciertos grupos de microorganismos, provocando

cambios en la estructura del microbioma [159].

En este estudio no se considero, para las pruebas de patogenicidad, a los géneros
Coprinopsis porgue es un hongo endéfito [160], ni a Lasiodiplodia dado que fue
abundante solo en la muestra E1IP3C. Tampoco se consideraron a Paracremonium y
Arthrobotrys encontrados en bajos porcentajes y ademas porque correspondieron a
hongos sin relacion con la PC de acuerdo a investigaciones sobre la composicion
microbiana del cogollo con PC [27][28][111].

Por otra parte, de acuerdo a Lombard 2014 [161] las especies de Paracremonium
estarian mas asociadas a infecciones humanas, mientras que el género Arthrobotrys
pertenece a hongos nemat6fagos que en presencia de nematodos tienen la capacidad de
pasar de un estado safréfito a una etapa depredadora de nematodos produciendo
metabolitos [162].

Con respecto a la riqueza de especies fangicas se pudo observar un mayor numero de
taxones en las muestras sanas respecto a las muestras enfermas, en las cuales disminuyo
del primer al segundo estadio de PC. Sin embargo, los indices de Shannon e Inverso de
Simpson indicaron una mayor diversidad en las muestras del primer estadio de PC en
comparacion con las muestras sanas y del segundo estadio, sugiriendo que las muestras

del primer estadio tienen una mayor diferenciacién en la composicion de taxones.

En el andlisis de la composicion de comunidades fungicas entre estadios se pudo
evidenciar diferencias en la composicién entre comunidades flangicas, donde las
muestras analizadas formaron agrupaciones por estadio segun los indices Bray-Curtis y
Unifrac ponderado que toman en cuenta los indices de disimilitud basados en
abundancias relativas y cuyas diferencias significativas se confirmaron con el andlisis

de permanova.
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Las diferentes respuestas en las abundancias observadas en este estudio podrian estar
relacionadas con diferencias en las estrategias de estilo de vida de hongos y bacterias
[163][164] o incluso una predominancia del hongo patégeno puede deberse a que

compite con otros hongos por el mismo nicho ecoldgico [165].

5.2. Perfil taxondmico bacteriano mediante NGS

De acuerdo a la bibliografia revisada no se encontré estudios previos sobre la
comunidad bacteriana presente en el cogollo de palma aceitera con PC, por tal motivo,
se analiz6 la diversidad bacteriana presente en plantas sanas y en cada estadio de la PC.
La secuenciacién masiva del gen 16S generd 408663 secuencias de buena calidad que
correspondieron a 140499 secuencias de plantas sanas, 143063 secuencias del primer

estadio y 125101 secuencias del segundo estadio.

En la caracterizacion de la comunidad bacteriana a nivel de género se encontré en
plantas sanas una mayor frecuencia de Paenibacillus (31.75%), a diferencia del primer y
segundo estadio con bajos porcentajes de 0.71% y 0.84% respectivamente. El género
Paenibacillus es miembro de la familia Paenibacillaceae del filo Firmicutes, el cual
deriva del género Bacillus pero que fue separado sobre la base de las secuencias del gen
ARNr 16S en otro grupo al ser filogenéticamente distinto [166]. Las especies de este
género son de naturaleza ubicua que desempefian un papel importante en la industria y
agricultura al influir en la fijacion del nitrégeno, crecimiento de plantas e inhibicién de
patégenos [167][168][169][170], de ahi que su presencia se podria considerar como

indicador de plantas sanas.

En las muestras del primer estadio de PC se identific6 una mayor presencia de un
miembro no identificado de las Enterobacteriaceae (17.13%), a diferencia del segundo
estadio donde fue mas abundante el género Bacteroides (10.88%) y el miembro no
identificado de las Enterobacteriaceae (7.08%). En esta investigacion no se identifico al
género Erwinia, que es una de las bacterias asociadas a la PC de acuerdo a algunas

investigaciones.
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En el analisis de riqueza de especies bacterianas se pudo observar un menor nimero de
taxones en las muestras sanas (208 taxones en promedio) a diferencia del primer estadio
(794 taxones en promedio) y segundo estadio (860 taxones en promedio). No obstante,
en base a los indices de Shannon e Inversa de Simpson existié una mayor diversidad de
especies en el segundo estadio a diferencia de las plantas sanas donde fue menor esta

diversidad.

Ademaés, las plantas sanas presentaron un mayor conteo de taxones de hongos que de
bacterias. De acuerdo a Sundin [171], esta diferencia puede deberse a que en
condiciones ambientales Optimas aumenta la tasa de crecimiento de las poblaciones
bacterianas y por ende aumentan los niveles de infeccidn en la planta. Tales condiciones
pueden darse con la fabricacion de productos que benefician a patégenos que se
encuentran compitiendo por espacio asi como la alteracion de las funciones bioldgicas
de las plantas, producto del ataque de patdgenos. Wemheuer [172] en sus
investigaciones sobre comunidades enddéfitas bacterianas y fangicas, encontrd
diferencias en las abundancias de hongos y bacterias respecto a los factores de
afectacion de las plantas de Acer campestre y sitios de muestreo.

Por otra parte, Tondo manifiesta [173] que las bacterias deben superar la barrera de
estrés oxidativo para colonizar la planta huésped, la cual es puesta por la planta al
producir especies reactivas de oxigeno (ROS) para prevenir el ingreso y crecimiento de
patégenos bacterianos, por tanto esta podria ser otra posible razén del bajo nimero de

taxones en plantas sanas respecto al avance de la enfermedad.

En el analisis de diversidad microbiana de comunidades entre plantas sanas y con PC, se
obtuvo diferencias estadisticamente significativas entre plantas sanas y en los dos
estadios de la PC de acuerdo a la prueba permanova, pese a que en el analisis de los
indices de similitud no fue muy evidente la agrupacién de todas las muestras de acuerdo

a su estadio.
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5.3. Frecuencia de aislamiento de la comunidad fungica mediante

tecnicas dependientes de cultivo

Coincidiendo con el andlisis molecular, Fusarium fue el género mayormente obtenido
por las técnicas de cultivo dependiente en las muestras con PC. En el estadio 1 se
encontraron 47 cepas del género Fusarium, de los cuales se identificd molecularmente a
cepas de F. solani, F. cyanescens, F. oxysporum, F. sacchari, F. ferrugineum y F.
ambrosium (3,13%), ademas de 5 cepas del género Trichoderma Yy cepas del género
Thielaviopsis. A diferencia del estadio 2 donde se encontraron 23 cepas del género
Fusarium cuyas especies identificadas molecularmente fueron F. solani, F. cyanescens
y F. ambrosium y ademas se identifico una cepa del género Trichoderma. En ambos

estadios la especie comun y mas abundante fue F. solani.

Estos resultados coinciden con la investigacion de Rivas [28] en el canton San Lorenzo
de la provincia de Esmeraldas, donde identifico al género Fusarium con una abundancia
del 85,71%, cuyas especies F. oxysporum (50 %), F. proliferatum (33.33%) y F. solani
(16,67) fueron las més representativas. Ademas, evidencio la presencia de otros géneros
como Trichoderma (6,34%), Diplodia (1,58%), Chalaropsis (3,17%), Colletotrichum
(1,58%) y Pestalotiopsis (1,58%).

Igualmente la relacion de diversidad fungica encontrada en esta investigacion concuerda
con lo observado por Sarria 2008 [27], que identifico en diferentes estadios de
infeccion y con mayor frecuencia a Fusarium spp. (37.83%), Colletotrichum spp.
(11.51%), Basidiomycete spp. (4.61%), Pestalotia spp. (8.22%), Erwinia spp. (4.93%),
Rhizoctonia spp. (3.29%), Alternaria spp. (2.63%), Phytophthora spp. (2.30%),
Thielaviopsis sp. (1.64%) y Curvularia spp. (1.64%). Al igual que Ronquillo [33] que
identificd a Fusarium spp. (36.59%), Colletotrichum spp. (8.43%), Pestalotia spp.
(7.23%), Curvularia spp. (6.02%) y Alternaria spp. (4.82%), y Buitrago [174] que
descubrié en mayor frecuencia a F. solani (62.5%) y Pestalotia spp (50,0%).

De las muestras de cogollo sembradas tanto en medios generales (PDA) como en

medios selectivos para oomicetos [2][124][126][127], se seleccionaron colonias blancas
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con textura algodonosa tipicas del género Phytophthora para observar principalmente la
presencia de hifas no septadas y esporangios ovalados [24][175]. Sin embargo, no
fueron notorias las caracteristicas morfoldgicas del grupo oomicetos y los analisis de
secuenciacion confirmaron la ausencia de oomicetos en las muestras evaluadas. Las
especies de Phytophthora se caracterizan por ser microorganismos hemibiotréficos y su
aislamiento en lesiones avanzadas puede ser dificil de conseguir con la presencia de
patdgenos oportunistas, siendo mas notaria su presencia en los bordes externos de las

lesiones [50].

5.4. Frecuencia de aislamiento de la comunidad bacteriana mediante

tecnicas dependientes de cultivo

Mediante técnicas dependientes se identific6 molecularmente a 5 aislados de las
muestras en primer y segundo estadio de la PC, teniendo una baja prevalencia en
comparacion al nimero de cepas obtenidas de hongos. De acuerdo a Rastogi y col
(2010) [176] que analizaron la abundancia de bacterias totales en hojas de lechuga,
encontraron que solo el 0.1 - 8.4% de la comunidad bacteriana total fue cultivable.
Otros estudios indican que la porcion cultivable de bacterias en la filosfera se encuentra

a menudo en el rango de 0.1 - 5% [66].

Los aislados bacterianos no se consideraron en los ensayos de patogenicidad por su baja
frecuencia en el primer estadio en comparacion a la frecuencia de hongos y porque en la
literatura se ha reportado a las bacterias, especialmente a Erwinia, como agentes
secundarios de la PC porque no han reproducido la enfermedad en las pruebas de

patogenicidad [4].

Las bacterias identificadas de esta investigacion fueron bacilos gramnegativos, donde
las cepas E1B-1 (Escherichia coli), E2B-3 (Citrobacter amalonaticus) y E1B-4
(Citrobacter sp.) tuvieron la capacidad de macerar el tejido de la papa, una importante
caracteristica de bacterias de la especie Erwinia carotora que hidrolizan la pectina para

obtener oligogalacturonidos como fuente de carbono [62].
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5.5. Pruebas de patogenicidad

Las plantas de palma aceitera en invernadero presentaron manchas cloréticas con
lesiones necréticas similares a la PC. Las lesiones necrdticas se presentaron
mayormente en el sitio de inoculacion y en el caso de los tratamientos con las cepas
E1H-35 (F. oxysporum), E1H15 (F. solani) y E1H-39 (F. ambrosium) se presentaron
ademas lesiones necroticas en el tercio superior de las hojas inoculadas. Resultados
similares obtuvo Maizatul 2019 [117] y Mohamed 2019 [177], que observaron lesiones
marrones localizadas en sitios de inoculacién, las cuales fueron equiparables a la forma

no letal de la enfermedad.

Ademas, investigaciones realizadas por Cenipalma en Colombia observaron la presencia
de necrosis en los foliolos de las plantas y ademas evidenciaron que la pudricion de
flecha se inicié con una lesién rodeada por un halo naranja que fue oscureciéndose
rapidamente hasta secarse y permanecer solamente los residuos de las nervaduras
secundarias [49]. También De Frangieville [4] indic6 que generalmente los primeros
sintomas se manifiestan con clorosis en las hojas jovenes, seguida de una podredumbre
himeda en los foliolos de las lanzas desde donde se propaga por contacto entre foliolos

y finalmente se extiende hacia el meristemo.

En esta investigacion se observd sintomas de infeccion mediante los tres métodos de
inoculacion (puncion, contacto y goteo). Sin embargo el tratamiento con dafio mecanico
(puncidn) present6 diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la escala de
severidad de sintomas externos desarrollada por Cenipalma [137][138][139][140][141].
Estos resultados coinciden con Maizatul 2019 [117] que establecio la necesidad de herir
la lanza para producir la infeccién y contrastan con los resultados de Sarria et al. 2016

[26] que reprodujo la infeccion sin causar heridas en la lanza.

Perthuis [178] en sus investigaciones observd una mayor prevalencia del insecto
Scaptocoris minor Berg (Heteroptera, Cydnidae) en plantas con PC y lo consider6 un
potencial vector de la PC. Por otra parte, Martinez [179] identificd a Leucothyreus sp.

(Coleoptera, Scarabaeidae) un insecto defoliador que se alimenta de la palma aceitera.
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También el insecto Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera, Curculionidae) que
constituye una plaga directa de la palma ya que se lo ha asociado con la PC [180][181].
En la naturaleza los dafios mecanicos en palmas aceiteras sanas podrian darse por
insectos que se alimentan de la planta causando dafio en los tejidos y que facilitan la
infeccidn con el patégeno.

En la pruebas de patogenicidad, un inéculo inicial de 200 pL de suspensién de 10’
esporas/mL de cada hongo permitié establecer la infeccion en las plantas. De acuerdo a
Maizatul 2019 [117], la cantidad y viabilidad del indculo primario es determinante para
una infeccion exitosa, mientras que un indculo secundario determinara la gravedad de la

infeccion y su propagacion.

Solamente las plantas inoculadas con las cepas E1H-35 (F. oxysporum), E1H15 (F.
solani) y E1H-39 (F. ambrosium) presentaron clorosis con lesiones necréticas que
fueron evolucionando con los dias. En consecuencia, se consideraron a esos hongos
como los de mayor capacidad infectiva de acuerdo a los analisis estadisticos. Los
primeros sintomas fueron evidentes a los 40 dias de inoculacion con las cepas E1H-35
(F. oxysporum) y E1H15 (F. solani), mientras que la cepa E1H-39 (F. ambrosium) a los
50 dias present6 una evolucion de las lesiones necroticas. En todos los casos las lesiones

necradticas no avanzaron hasta el cogollo.

La edad de la planta podria ser un factor importante para el progreso de la enfermedad,
lo que explicaria que en este estudio las lesiones necréticas no avanzaran hacia las
yemas de la planta, ya que las palmas usadas en esta investigacion tuvieron seis meses
de edad. Munné [182] en sus trabajos con Cistus clusii, observé un aumento progresivo
del estrés oxidativo en los cloroplastos a media que las plantas envejecian y que
ocasionaba una reduccién de la fotosintesis con dafio de las funciones biolégicas de las

plantas.
También se presume que el desarrollo de los sintomas pudo estar influenciado por las

condiciones ambientales, pues en la temporada de mayor humedad y lluvia los sintomas

fueron evidentes. En Colombia se ha observado que la pudricion del cogollo se ha
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desarrollado de diferentes maneras en distintas partes del pais, donde el progreso de la
enfermedad ha sido mas rapido en zonas con mucha lluvia y alta humedad relativa

durante periodos prolongados [51].

Por otro lado, el uso de bolsas plasticas permitié conservar por mas tiempo la humedad
en las plantas, favoreciendo el desarrollo de patdégenos flangicos en las hojas. Las
temperaturas fluctuantes pueden hacer a las plantas mas susceptibles a un patégeno en
particular e igualmente los mecanismos de virulencia de patdgenos que infectan tejidos
aereos estan influenciados por la temperatura, lluvia asi como el porcentaje y duracion
de humedad relativa [183].

5.6. Evaluacién de antagonismo

Las estrategias de control basadas en el uso extensivo de fungicidas muchas veces
acarrean problemas de resistencia fungica en algunos componentes activos del producto,
ademas de lograr perturbar y contaminar el ecosistema. Por eso, el uso de controles
bioldgicos constituye un método ecolégicamente amigable para el tratamiento y control
de enfermedades. En este estudio los ensayos de antagonismo con los controles
bioldgicos Trichoderma atroviride (cepa E2H-3) y Trichoderma koningii (cepa E1H-7)
mostraron una mayor eficiencia al enmascarar por completo al patdgeno y detener su
crecimiento, a diferencia de las cepas Trichoderma sp. (C1) y Saccharomyces (C4) que

presentaron una menor actividad microparasitaria en el trayecto de una semana.

La cepa E2H-3 (T. atroviride) fue la que obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion
(52.37 - 57.30%) en el crecimiento de las cepas E1H-35 (F. oxysporum), E1IH15 (F.
solani) y E1H-39 (F. ambrosium). De la misma manera Trichoderma koningii ha
resultado un buen antagonista contra algunas cepas de Fusarium sp. [184]. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Hewedy et. al. 2019 [185], donde los
aislados de Trichoderma inhibieron significativamente el crecimiento de F. oxysoorum
desde un 35.71 a 85.75% de inhibicion.
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El género Trichoderma es el méas utilizado como biofungicida debido a su actividad
antagonista contra una amplia gama de microorganismos, donde su actividad
micoparasita esta atribuida a una competencia por nutrientes y a produccion de enzimas
degradadoras de la pared celular y antibiosis. Ademas, muchas especies de
Trichoderma resultan resistentes al aumento de los niveles de H,O,, producto de la
actividad de la glucosa oxidasa, en comparacién de Pythium ultimum, Pythium

aphanidermatum, Rhizoctonia solani y Verticillium dahliae [186].

La actividad microparasitica de Trichoderma incluye el reconocimiento molecular del
patogeno fungico (huésped) y una unidén directa mediante un enrollamiento de las hifas
alrededor del hospedador fungico, lo que origina la produccion de enzimas hidroliticas y
metabolitos secundarios necesarios para matar al patégeno [97]. De acuerdo a algunos
investigadores [187][188], los microorganismos en determinadas situaciones de
competencia por espacio 0 nutrientes, tienen la capacidad de producir metabolitos

secundarios que inhiben el crecimiento de varias especies de fitopatdgenos.

En el proceso de enmascaramiento de Trichoderma a Fusarium, la pigmentacion del
patogeno fue méas oscura. De acuerdo a Nosanchuk et al. [189] y Eisenman [190], la
melanina es un pigmento que en los hongos constituye un mecanismo de defensa contra
condiciones ambientales y favorece su virulencia al proporcionarle resistencia frente a

mecanismos antimicrobianos.

Chen 2021 [191] observé que bajo condiciones de monocultivos consecutivos la
abundancia de hongos patégenos como F. oxysporum fue mayor en comparacion a
Trichoderma, lo que desencadend la represion de siete genes relacionados con la
defensa de la planta y causé su infeccion. De igual manera Peix 2001 [192] y Zhao 2003
[193], cuyas investigaciones en plantas de tomate infectadas con Pseudomonas syringae
y de frijol infectadas con Burkholderia cepacia presentaron la represion de genes,
sugiriendo que la infeccion con patogenos reduce el mecanismo de defensa de la planta.
De manera que, el uso prolongado de monocultivos de palma aceitera en la provincia de
Esmeraldas podria ser la principal causa del aumento de patdégenos que ocasionarian la

rapida diseminacion de la PC en los cultivos.
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5.7. Concentracion de fenoles y capacidad antioxidante

El mayor contenido de fenoles se obtuvo de extractos metandlicos de hojas en primer
estadio de PC (26.393 mg GAE/g de muestra, valor promedio) en comparacion con las
muestras de hojas sanas (17.681 mg GAE/g de muestra, valor promedio) y del segundo
estadio de PC (5.794 mg GAE/g de muestra, valor promedio). Seria adecuado
identificar los componentes fendlicos presentes en el primer estadio de PC y analizar su
efecto en plantas con PC, ya que los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios

que desemperfian un papel clave como defensa de la planta.

Estos metabolitos contienen varios grupos como 4acidos fendlicos, flavonoides y
antocianinas, que dependiendo de su solubilidad pueden encontrarse de forma libre o
esterificados [194], y su determinacidn se fundamenta en la capacidad de reducir ciertos
acidos del reactivo Folin-Ciocalteau en presencia de compuestos fendlicos de los
extractos de la planta [195].

Debido al mayor contenido de fenoles en el primer estadio de PC, se presume que
existi6 una mayor resistencia a la invasion de patdgenos. Con el avance de la
enfermedad la resistencia a patdgenos se fue perdiendo, posiblemente por la necrosis y
pérdida de hojas, las mismas que constituyen el 6rgano productor de metabolitos de
defensa en la planta. Los fenoles son sintetizados en la hoja, donde se encuentran en
mayor concentracién, por lo cual una mayor concentracion contribuye a una mayor
actividad antimicrobiana [196][197].

Ademas, los compuestos fendlicos podrian estar involucrados en la cascada de captura
de H,O, [198], una de las especies reactivas de oxigeno (ROS) que en altas
concentraciones ejerce un efecto toxico sobre la célula provocando estrés
oxidativo[199]. Como resultado, si la cantidad de antioxidantes no es suficiente para
neutralizar las ROS, ocurrird la oxidacion de biomoléculas, como la peroxidacion de
lipidos, dafio de proteinas, oxidacion de nucleétidos de ADN y ARN, inhibicion de

enzimas y la activacion de la apoptosis [199].
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Se observé que los extractos metandlicos de las hojas de palma presentaron un poder
reductor de los radicales FRAP, ABTS y DPPH, demostrando que existe una diferencia
entre la capacidad antioxidante de plantas sanas y en cada estadio de la PC como
resultado de perturbaciones metabodlicas. Tales perturbaciones pueden causar la
formacidn de radicales libres, que son moléculas inestables con uno o mas electrones
desapareados, y tienen un rol importante en procesos biologicos con la capacidad de
reaccionar con el ADN y dafarlo. Asi pues, los antioxidantes actian como un sistema
de defensa dentro de la planta al ayudar a minimizar el dafio causado por radicales libres
debido a su capacidad de donar electrones (agentes reductores) [200].

El ensayo FRAP es un método que mide directamente los antioxidantes en una muestra
en comparacion con los métodos DPPH y ABTS que miden la inhibicion de los
radicales libres [201]. Los valores del ensayo FRAP fueron mayores en las muestras del
primer estadio (57.66 pmol Fe®*/g muestra) y en sanas (56.18 umol Fe?*/g muestra)
respecto a las muestras del segundo estadio (19.12 umol Fe®*/g muestra). Es decir, que
los extractos organicos polares de la palma aceitera sana y en primer estadio de PC
presentaron una mayor concentracion de antioxidantes con la capacidad de donar
electrones al Fe** para convertirlo en Fe®* [201], demostrando que un mayor FRAP es

proporcional a una mayor capacidad reductora sobre Fe®".

Por otra parte, la evaluacion de la actividad antioxidante por los métodos DPPH y
ABTS evidenciaron una buena capacidad de captacion de radicales DPPH y ABTS en
los extractos metandlicos de muestras sanas y en primer estadio de PC (ABTS: 47.11%
sanas y 51.77% primer estadio; DPPH: 74% sanas y 75.32% primer estadio). De
acuerdo a investigaciones de Sasidharan et. al. [92], los extractos metanolicos de hojas

de palma aceitera sanas presentan buenas capacidades antioxidantes.

Segln Dumanovi¢ [199], las plantas son ricas en compuestos antioxidantes, siendo los
maés destacados el ascorbato (se encuentra principalmente en hojas), glutation, fenoles,
tocoferoles, tocotrienoles y carotenoides liposolubles. Po tanto, seria importante

determinar los compuestos antioxidantes de las muestras de palmas sanas y del primer
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estadio de PC, con la finalidad de aprovecharlo como un posible tratamiento abiotico de

la enfermedad.
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6. CONCLUSIONES

Se estandariz6 un protocolo de facil manejo y econdmico, para la extraccion de
ADN gendémico del cogollo de palmas aceiteras, que permitié obtener mayores
concentraciones de ADN de buena calidad, de acuerdo a las relaciones de

absorbancias 260/280 que estuvieron dentro del rango 6ptimo (entre 1.8 'y 2.0).

El andlisis molecular de las comunidades flangicas y bacterianas, de plantas
sanas y enfermas con PC, demostro que los estadios de la enfermedad afectaron
significativamente a la diversidad de hongos y bacterias en las muestras de
cogollo de palma aceitera. En este estudio, se distinguié una mayor riqueza de
las comunidades fungicas en el primer estadio, a diferencia de las comunidades

bacterianas cuya riqueza fue mayor en el segundo estadio de la PC.

En la caracterizacion fungica se obtuvo una mayor abundancia del filo
Ascomycota (89.30%) en plantas sanas, Ascomycota (73.17%) en el primer
estadio, y Ascomycota (65.44%) junto con Basidiomycota (33.75%) en el
segundo estadio. A nivel de familia, el grupo fungico mas significativo fue
Saccharomycetaceae (81.87%) en plantas sanas, Nectriaceae (35.14%) en el
primer estadio, y Didymellaceae (36.84%), Fomitopdidaceae (16.94%) junto a
Phaeosphaeriaceae (8.25%) en el segundo estadio. El género fangico con mayor
porcentaje fue Kazachstania (81.81%) en plantas sanas, Fusarium (20.73%) y
Coprinopsis (16.75%) en el primer estadio, y Antrodia (13.55%), un género no
identificado de Didymellaceae (con un 26.69%) junto a Candida (10.82%) en el

segundo estadio.
Esta investigacion constituye el primer andlisis de microbiota bacteriana

realizada en plantas de palma aceitera del primer y segundo estadio de la PC, de

acuerdo a la literatura revisada.
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En la caracterizacion bacteriana los filos més abundantes fueron Proteobacterias
(32.12%), Firmicutes (40.34%), Bacteroidetes (7.4%) y Acidobacterias (8.2%)
en plantas sanas, Proteobacterias (43.25%), Firmicutes (37.41%), Bacteroidetes
(20.93%) y Acidobacterias (3.15%) en el primer estadio, y Proteobacterias
(50.31%), Firmicutes (10.72%), Bacteroidetes (29.12%) y Acidobacterias
(5.25%) en el segundo estadio de la PC. El grupo familiar bacteriano més
representativo  fue  Paenibacillaceae  (31.97%) en plantas sanas,
Enterobacteriaceae (19.82%) junto con Lachnospiraceae (13.68%) en el primer
estadio, y Enterobacteriaceae (10.86%) junto con Bacteroidaceae (10.89%) en el
segundo estadio. A nivel de género en bacterias se obtuvo una mayor frecuencia
de Paenibacillus (31.75%) en plantas sanas, de una bacteria perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae (17.13%) en el primer estadio, y Bacteroides
(10.88%) junto a la bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae
(7.08%) en el segundo estadio.

El andlisis metataxondmico de hongos revel6 que un miembro de la familia
Didymellaceae, un género Kazachstania y tres hongos sin clasificacion
taxondmica estuvieron presentes exclusivamente en plantas asintomaticas. En el
andlisis de bacterias se observaron dos miembros, ABS-6 y una bacteria del
orden Acidimicrobiales, presentes Unicamente en plantas sanas. En
consecuencia, los miembros fangicos y bacterianos mencionados anteriormente
podrian considerarse como indicadores de plantas sanas y como potenciales

biocontroles para proteccion de la palma aceitera contra la PC.

Mediante teécnicas dependientes de cultivo se obtuvo un mayor nimero de cepas
fangicas que de cepas bacterianas. El género Fusarium (17 cepas identificadas
molecularmente) fue predominante en ambos estadios de la PC, cuya especie F.
solani estuvo presente con mayor frecuencia. Para el caso de bacterias se
identificaron los géneros Citrobacter (dos cepas), Escherichia (una cepa),
Stenotrophomonas (una cepa) y Pseudomonas (una cepa).
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La inoculacion primaria en las palmas aceiteras fue suficiente para establecer
infeccion con las cepas E1H-35 (F. oxysporum), E1H15 (F. solani) y E1H-39
(F. ambrosium), y en las pruebas de patogenicidad se observo sintomas similares
a la PC que incluyeron clorosis y dafio necrético en las hojas inoculadas de
palma aceitera. Sin embargo, a los 50 dias de evaluacion no se produjeron

sintomas mas graves de la enfermedad como pudricién de yemas.

Los sintomas causados por las cepas E1H-35 (F. oxysporum), E1H15 (F. solani)
y E1H-39 (F. ambrosium), en hojas de palma aceitera, se presentaron en los tres
métodos de inoculacion evaluados. No obstante, el grado de severidad de

sintomas externos fue mayor en el método de puncién (valor p = 0.0198).

Los postulados de Koch fueron respaldados por el tratamiento con la cepa E1H-
35 identificada molecularmente como F. oxysporum 'y por el tratamiento con la
cepa E1H-15 identificada como F. solani, por ende, se las ha considerado como

posibles patdgenos implicados en el establecimiento de la PC.

De acuerdo a las pruebas antagonicas, la cepa E2H-3 (Trichoderma atroviride)
y el fungicida Himexazol presentaron una mayor capacidad inhibitoria en el
crecimiento de las cepas E1H-35 (F. oxysporum), E1H-15 (F. solani) y E1H-39
(F. ambrosium), con porcentajes de inhibicion comprendidos entre 40.9% vy
64.3%. En consecuencia, Trichoderma atroviride resulta un interesante

candidato a considerarse como alternativa de control bioldgico de la PC.

El contenido de fenoles totales estuvo relacionado con la capacidad antioxidante,
resultando mayor en el primer estadio de la enfermedad como respuesta al
ataque de los patdgenos. Se evidencio que los extractos metanolicos de las hojas
de palma aceitera sanas y del primer estadio de PC presentaron un mayor poder
reductor de los radicales FRAP, ABTS y DPPH en comparacion con las hojas
del segundo estadio de PC. La caracterizacion de los fenoles y compuestos
antioxidantes de las muestras sanas y en primer estadio servird como base para

futuros tratamientos abi6ticos de la enfermedad de PC.
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6.1. Recomendaciones futuras

e Emplear la cepa E2H-3 (Trichoderma atroviride) para el control de la PC, dado
que presentd mayor capacidad para inhibir el crecimiento de los hongos
patdgenos Fusarium oxysporum, F. solani y F. ambrosium. Se recomienda
aplicar este hongo antagonista tanto en plantas del primer estadio de PC como en
plantas sanas, con la finalidad de reforzar el sistema de defensa de la planta y

disminuir poblaciones de hongos patogenos.

e Hacer una comparativa del microbiota presente en raices e insectos vinculados

con la PC.

e Realizar un analisis metabolémico en el primer estadio de la PC, para identificar
compuestos involucrados en la defensa de la palma y usarlos como un posible

tratamiento contra la PC.

e Realizar un mayor numero de pruebas de patogenicidad con plantas de
diferentes edades, asi como la evaluacién de inoculaciones primarias junto con
inoculaciones secundarias para estudiar la agresividad y progresion de la

enfermedad.

e Caracterizar los metabolitos producidos por el hongo Trichoderma atroviride

(cepa E2H-3) en los procesos de antagonismo.
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