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RESUMEN

Durante la ultima década, el cultivo de plantas ornamentales en Espafia ha
presentado un incremento paulatino y sostenido. Esto es debido a una fuerte corriente
comercial que ha sido promovida principalmente por la industria viveristica, sobre todo
la dedicada a la produccion de palmeras ornamentales. Estos cultivos al igual que los
agricolas, no estan exentos de problemas sanitarios que perjudican directamente la
produccion. Por esta razén, es que surge la necesidad de determinar cuales son los
problemas fitopatoldgicos frecuentes en la produccién de estas plantas en viveros,
para establecer medidas agronémicas de manejo. Por lo anterior, este Trabajo de Fin
de Maéaster, tiene como objetivo general diagnosticar enfermedades de etiologia
fungica, en plantas de palmera y tipo palmera de uso ornamental, ademas de proponer
medidas de manejo de las infecciones diagnosticadas. Para responder a los objetivos
planteados se analizaron muestras de Chamaerops humilis cv. vulcano, Yucca
rostrata, Syagrus romanzoffiana y Cycas revoluta, provenientes de un vivero de la
Comunidad Valenciana, que presentaban sintomas de posibles infecciones causadas
por hongos en la zona foliar y radical. Las muestras se procesaron en el Laboratorio
de Patologia Vegetal de la Universidad Politécnica de Valencia, para su analisis. Los
6rganos vegetales sintomaticos a infecciones fungicas, se sometieron al protocolo de
desinfeccién y de aislamiento en cultivo puro de hongos presentes en tejido vegetal.
Los hongos fueron identificados basdndose en secuencias de las regiones ITS,
Histona H3, Factor de Elongacién a y B-tubulina. Como resultado se diagnosticaron
doce muestras vegetales, de las cuales en nueve se logré aislar hongos. De estas
plantas, a seis se les pudo relacionar la sintomatologia presentada con el organismo
aislado e identificado, estableciéndolos como posibles agentes causales de las
infecciones presentadas. Adicionalmente, se identificaron tres patégenos no descritos
para los hospederos analizados, pudiendo ser los primeros reportes de los mismos.
Estos ultimos resultados quedan sujetos a la comprobacién con pruebas de

patogenicidad.
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ABSTRACT

During the last decade, the cultivation of ornamental plants in Spain has
presented a gradual and sustained increase. This is due to a strong commercial flow
that has been promoted mainly by the nursery industry, especially that dedicated to the
production of ornamental palms. These crops, like agricultural crops, are not exempt
from sanitary problems that directly affect production. For this reason, it is necessary to
determine the frequent phytopathological problems in the production of these plants in
nurseries, in order to establish agronomic management measures. Because of this, this
Master's Thesis aims to diagnose diseases of fungal etiology, in palm and palm-tree
plants for ornamental use, as well as propose measures for the management of
diagnosed infections. To answer the proposed objectives, samples of Chamaerops
humilis cv. vulcano, Yucca rostrata, Syagrus romanzoffiana and Cycas revoluta, from a
nursery in the Valencian Community, which presented symptoms of possible infections
caused by fungi in the leaf and root zone were analyzed. The samples were processed
in the Plant Pathology Laboratory of the Polytechnic University of Valencia, for
analysis. Plant organs symptomatic to fungal infections were subjected to the protocol
of disinfection and isolation in pure culture of fungi present in plant tissue. The fungi
were identified based on sequences of the ITS, Histone H3, Elongation Factor a and B-
tubulin regions. As a result, twelve plant samples were diagnosed, and from nine of
them were isolated fungi. Of these plants, six could be related to the symptomatology
previously described with the isolated and identified organisms, establishing them as
possible causal agents of the presented infections. Additionally, three pathogens not
described for the analyzed hosts were identified, which may be the first reports of them.

These last results are subject to verification with pathogenicity tests.

Key words: diagnosis, fungi, PCR.
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1. INTRODUCCION

1.1 PLANTAS ORNAMENTALES EN ESPANA.

Durante la ultima década, el cultivo de plantas ornamentales en Espafia ha
presentado un incremento paulatino y sostenido (Ministerio de Agricultura y Pesca,
Alimentacion y Medio Ambiente, 2018). Esto es debido a una fuerte corriente comercial
gue ha sido promovida principalmente por la industria viveristica, sobre todo la
dedicada a la produccién de palmeras ornamentales (Ballester-Olmos, 1996; Ballester-
Olmos, 1999), las cuales se encuentran asociadas a las ideas de jardines tropicales y

exaoticos.
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FIGURA 1. Evolucién de la superficie de produccion de ornamentales en Espafia.
Fuente: MAPAMA (2018).

Albardiaz (1997), indica que las plantas ornamentales se encuentran
relacionadas con un bien de consumo de lujo, demandados por paises con mayor
poder adquisitivo principalmente, lo que ha representado a lo largo de los afios, un
importante nicho de negocios y de produccion agricola para Espafia. Por lo anterior,
MAPAMA (2018), indica que la produccion de ornamentales en el afio 2011 logré
superar las 5.500 hectareas de produccion en Espafia (Figura 1), destacando las
zonas de Andalucia y Comunidad Valenciana, caracterizadas por poseer condiciones

climéticas adecuadas para su produccion comercial masiva.



1.2 GENERALIDADES DE PALMERAS ORNAMENTALES Y TIPO PALMERAS.

Las plantas ornamentales con forma de palmera producidas en Espafia y en el
resto del mundo, corresponden a especies monocotileddéneas, clasificadas
taxondmicamente en varios érdenes, destacando Arecales, Asparagales y Cycadales.
En estos 6rdenes, las principales familias producidas son Arecaceae, Agavaceae y
Cycadaceae, respectivamente (AGP Il, 2003).

Comunmente, la denominacion “palmera” responde a las plantas
pertenecientes a la familia botanica Arecaceae (Plumed y Costa, 2013), no obstante,
Mota (2006), indica que existen otras especies fuera de esta familia que cominmente
se conocen como plantas “tipo palmera” o “falsa palmera”, como las familias botanicas
mencionadas anteriormente. Esto es debido a la similitud morfoldgica o arquetipo que
existe con las verdaderas palmeras, propiamente tal.

En cuanto a su morfologia, Mota (2006), indica que presentan raiz fasciculada,
que se interna en el suelo para garantizar una adecuada fijacion y nutricion. Algunas
palmeras que son multicaules (en botanica: plantas que tiene varios tallos que nacen
juntos), pueden desarrollar raices adventicias o aéreas en la base de la planta o peana
(Argimén de Vilardaga, 2001).

Puig y Ramoneda (2000), indican que las palmeras poseen estipite o estipe,
que corresponde a un falso tronco, el cual generalmente se presenta de forma
solitaria, aunque hay algunas especies que lo presentan de forma ramificada,
multicaules y que forman pequefios hijuelos cercanos al suelo. En cuanto al tamafio,
se presentan de variadas modalidades: largos, finos, cortos, gruesos y de muchas
texturas como: lisos, asperos, cubiertos de fibras o espinas que les sirven para trepar.
Los estipites al ser falsos troncos, no poseen las mismas estructuras que una planta
arbGrea comun, éstos carecen de cambium, por lo que la yema terminal al crecer es la
encargada de formar el estipite.

Las hojas, también conocidas como palmas, son de caracter perenne, es decir,
estas plantas estan contantemente produciendo hojas nuevas, que se ubican en la
parte superior del estipite. El peciolo de la hoja se encuentra lignificado y abrazando el
estipite, ésta puede ser de diferentes formas: palmeadas (forma de abanico), pinnadas
(forma de pluma), costapalmadas (forma entre abanico y pluma) y enteras (sin

divisiones) (Mota, 2006). Segun la direccién de la curvatura de los foliolos, hacia el haz



o0 el envés, se puede hablar de induplicados y reduplicados, respectivamente (Puig y
Ramoneda, 2000).

Las flores son unisexuales o bisexuales, de tamafio pequefio y colores poco
vistosos como el blanco y el beige, es por esto que la polinizacidon principalmente es
anemofila y en menor medida es entomdfila. Se agrupan en inflorescencias protegidas
por bracteas (Puig y Ramoneda, 2000; Mota, 2006).

Finalmente, los frutos pueden ser bayas, drupas o una nuez, de tamafios
variados, donde no todos son comestibles, algunos pueden ser altamente toxicos para

humanos y animales (Puig y Ramoneda, 2000).

1.3 PRINCIPALES GENEROS DE PALMERAS ORNAMENTALES Y TIPO
PALMERAS.

1.3.1 Syagrus romanzoffiana (Cham., Glassman).

Corresponde a una palmera de gran tamafio (Figura 2-A), de origen neotropical
(Plumed y Costa, 2013). También llamada Palmera Reina y Coco Plumoso, se
caracteriza por tener hojas pinnadas de hasta seis metros, con aspecto plumoso por la
elevada cantidad de foliolos que presenta. Posee un tronco solitario, es decir, sin
ramificaciones, creciendo sobre los 10 m y 60 cm de diametro (Puig y Ramoneda,
2000).

Si bien esta palmera puede crecer y cultivarse en zonas templadas
mediterrdneas, Albano (2005); Mota (2006), indican que es recomendable la
aportacién de fertilizantes y elevar la frecuencia de riegos, sobre todo en los primeros
afos de produccioén, donde la susceptibilidad a la desecacion se agudiza. Los mismos
autores recomiendan ubicarlas en zonas soleadas del vivero o jardin, ya que es un
cultivo susceptible a las bajas temperaturas, por o que poseer un sistema de control
de heladas, representa una ventaja comercial a la hora de su produccién masiva. En
cuanto al tipo de suelo, se recomienda un suelo profundo para poder maximizar la
produccion de follaje. Optimizando los requerimientos productivos, esta palmera puede

crecer rapidamente varios metros, en pocos afios.

1.3.2 Cycas revoluta (Thunb).
Planta de origen japonés. Corresponde a una planta perenne, con tamafo

medio (1 a 3 metros) (Figura 2-B). Forma parte de las llamadas falsas palmeras ya que



corresponde a una planta gimnosperma. Posee un tronco principal, sin ramificaciones
y con numerosos brotes en la base del tronco. Las hojas se presentan en una roseta
apical que persiste, con foliolos rigidos, espinescentes y de color verde brillante, los
que al llegar a la base se trasforman en espinas (Montes y Romero, 2005; Hill, 2010).

FIGURA 2. Principales géneros de palmeras ornamentales y tipo palmeras. (A)
Syagrus romanzoffiana, (B) Cycas revoluta, (C) Yucca rostrata y (D) Chamaerops
humilis.

Fuente: (A) Universidad de Méalaga (2018); (B) Romero (2005); (C) The University of Arizona
(2016); (D) Galan y col. (2013).



Actualmente existen pocas especies del género Cycas, debido a procesos de
extincion (Donaldson, 2003), relacionados con la extraccion de poblaciones silvestres
con fines comerciales (Moreno y col. 2014). Sin embargo, algunas especies como la C.
revoluta, debido a su elevado valor ornamental, ha encontrado nicho en la
reproduccidon comercial, pese a la dificultad de su propagacién, escases de semillas y

tasa lenta de crecimiento (Perez y Vovides, 1997)

1.3.3 Yuccarostrata (Engelm. ex Trelease).

Segun The University of Arizona (2016), esta falsa palmera se caracteriza por
hojas largas y estrechas pero ligeramente ensanchadas en la base foliar, de color
verde-azulado, con bordes amarillentos, que forman una roseta simétrica densa en la
parte superior (Figura 2-C). El tallo principal esta cubierto por una falda de hojas viejas
y secas, las cuales proporcionan sombra y protegen al tronco de las quemaduras
solares que pueden generar pequefias grietas, desencadenando problemas fungicos.

Sanchez de Lorenzo (2003), indica que esta planta se multiplica por semillas,
por hijuelos y por esquejes o estacas de la raiz. Guillot y Van Der Meer (2009); Ortiz y
col. (2013), agregan que, desde el punto de vista viveristico, se producen
principalmente de manera asexual, siendo utilizada la reproduccién sexual con el
objeto de mejoramiento vegetal en la obtencion de hibridos altamente demandados en
la actualidad. Los mismos autores sefialan que esta planta prospera en variados tipos
de suelos, principalmente los arenosos, como los de su zona de origen en el norte de
México y sur de Estados Unidos (donde es resistente a sequia), por lo que necesita
poco riego. Vive bajo un amplio rango de temperaturas, desde muy bajas a elevadas,
siendo cultivadas en viveros al aire libre, valorando su elevada rusticidad como cultivo

comercial.

1.3.4 Chamaerops humilis (L).

También conocida como Margallé, Palmito, Palma di San Pietro y Palma
Mediterranea (Figura 2-D), Albano (2005), indica que es una pequefia palmera
endémica de la region mediterranea de Europa. Esta caracterizada por tener hojas
palmeadas y coriaceas. Algunas variedades presentan una capa de cera recubriendo
las hojas, confiriéendoles una coloracion grisdcea a blanquecina. Los peciolos se
presentan densamente dentados. Esta palmera presenta produccion de hijuelos

basales, los que se inclinan para apartarse uno del otro y tener espacio para la



produccion del folio. Albano (2005); Mota (2006), indican que crece normalmente en
lugares soleados y acantilados que bordean el mar de la zona mediterranea. Puig y
Ramoneda (2000) indican que es muy rustica y que tolera todo tipo de suelos, aunque
crece vigorosamente en suelos bien regados. Es resistente a los vientos marinos, frio,
sequia, pleno sol y condiciones de sombra. A lo anterior, Plumed y Costa (2013)
discrepan con respecto la tolerancia al frio, indicando que es susceptible a heladas. Su
cultivo masivo se realiza al aire libre, preferentemente el periodo de cria se realiza con
las temperaturas de otofio-primavera. El riego es realizado segun condiciones

edaficas, variando de dos a tres riegos por semana (Mota, 2006).

1.4 PRINCIPALES AGENTES CAUSANTES DE ENFERMEDADES FUNGICAS EN
PALMERAS ORNAMENTALES Y TIPO PALMERAS.

1.4.1 Especies del género Fusarium (Link ex Grey).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género corresponden a
hongos de la familia Nectriaceae, de la Division Ascomycota.

Chase y col. (1991); Chase y Broschat (1993); Ballester-Olmos (1996); Albano
(2005); Hernandez-Hernandez y col. (2010); Rodriguez y Rodriguez (2010), indican
gque los agentes causales Fusarium oxysporum y F. proliferatum se han aislado de la
palmera canaria (Phoenix canariensis), provocando sintomas de bandeados necroticos
del raquis de las hojas y necrosamiento progresivo de los foliolos de un lado de la
hoja, manteniéndose sanos en el otro, dandole una apariencia asimétrica. La infeccion
contindia con el marchitamiento general de las hojas a causa de la invasién vascular
desde las raices hacia la parte superior de la planta. Los sintomas se agravan cuando
las condiciones medioambientales son de altas temperaturas y humedad relativa
media.

Ballester-Olmos (1996) informa sobre infecciones causadas por F. oxysporum
en viveros de palmera, indicando que la infeccion ingresa y parte por las raices, a
través de heridas ocasionadas por el manejo del cultivo (arranque o trasplante) y sube
hasta llegar a las hojas mas altas, alcanzando la yema terminal, dando lugar a la
muerte de la palmera.

Armengol y col. (2005), report6 por primera vez a F. proliferatum afectando a la
palmera mediterranea C. humilis, con sintomas similares a los causados por este

patdgeno en la palmera canaria. El modo de infeccidén de este patdgeno se basa en la



produccion de una bateria de micotoxinas que necrosan tejidos vegetales, éstas son

fumonisina, beauvericina, fusaproliferina, moniliformina y &cido fusarico.

1.4.2 Especies del género llyonectria (Chaverri y Salgado).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género recaen bajo la
clasificacion momentanea de “Incertae sedis”, que significa falta de acuerdo entre los
especialistas para ubicarlos en una familia. Con certeza se sabe que son hongos de la
Divisién Ascomycota.

Aiello y col. (2014), aislaron variadas cepas patogénicas de |. palmarun
provenientes de palmeras ornamentales. La sintomatologia descrita por los autores fue
una podredumbre basal del tallo o tronco en plantas de viveros en maceta. Los
vastagos principales se doblaban con facilidad e inusualmente las plantas enfermas
producian hojas por debajo de la lesion causada por el patégeno. La podredumbre de
la raiz se observo ocasionalmente. Opuestamente, Chaverri y col. (2011), indican que
especies del género llyonectria se encuentran en el suelo y producen pudriciones

radicales en variados cultivos.

1.4.3 Especies del género Pestalotiopsis (Steyaert).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género corresponden a
hongos de la familia Pestalotiopsidaceae, de la Divisibn Ascomycota.

En palmeras ornamentales, se ha descrito la enfermedad causada por la
especie P. palmarum, descrita por Chase y col. (1991); Chase y Broschat (1993);
Elliott y American Phytopathological Society (2004), como una pequefia mancha de
color oscuro, que con el pasar de los dias (y si hay condiciones predisponentes para la
infeccion), crecen para formar lesiones circulares de hasta 2 mm de didmetro. En la
madurez de la planta, las lesiones se vuelven de un color amarillo, casi blanco, con un
halo y un centro necrético. Las lesiones pueden aparecer en el raquis y en los foliolos.
La infeccion por P. palmarum, se encuentra restringida a la familia Arecaceae.
Rodriguez y Rodriguez (2010), indican que ademas de P. palmarum, las especies P.
phoenicis y P. papposa también son patégenas para la familia Arecaceae.
Especificamente, Khey y col. (2013), aislaron desde la palmera mediterranea C.
humilis, la especie patogénica P. cruenta, desde los esporodoquios formados en el haz

de las hojas. Braithwaite y col. (2006), determinaron que especies del género Cycas,



son hospederos susceptibles para P. versicolor. Para ambos casos, la sintomatologia

descrita corresponde a la anteriormente mencionada.

1.4.4 Especies del género Colletotrichum (Corda).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género corresponden a
hongos de la familia Glomerellaceae, de la Divisibn Ascomycota.

Ballester-Olmos (1996); Puig y Ramoneda (2000), informan infecciones
causadas por C. gloeosporioides en viveros de palmeras, donde se inicia con
pequefias manchas aceitosas 0 grandes lesiones necréticas redondeadas o
irregulares, con halo clordtico, sintomas que van cambiando segun hospedero.
Pequefios puntos en el centro de las lesiones corresponden a la formacion de
acérvulos del hongo. Al avanzar la infeccion, las manchas pueden llegar a coalescer.
Chase y col. (1991); Chase y Broschat (1993), agregan que en algunas especies, la
mancha necroética se delimita por la nervadura de la hoja. Plantas pequefias de viveros
son extremadamente susceptibles, debido a las condiciones de elevada humedad en
que se producen. En campo, la mancha ocasionada por C. gloeosporioides, es
facilmente confundible con la ocasionada por Bipolaris spp., debido a la similitud de la
sintomatologia. Shtereva y Mirkova (2006), informan infecciones por C.
gloeosporioides, afectando a las palmeras C. humills, Phoenix dactylifera y Elaeis
guineensis. Braithwaite y col. (2006), informan infecciones por C. capsici en
ornamentales tipo palmera como Yucca sp. y a C. acutatum infectando palmeras

verdaderas como Archontophoenix sp. y Jubaea chilensis.

1.4.5 Especies del género Alternaria (Nees ex Fr).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género corresponden a
hongos de la familia Pleosporaceae, de la Division Ascomycota.

De Corato y col. (2003), describe la enfermedad afectando a C. humilis, C.
excelsa y Washingtonia robusta, todas palmeras de la familia Arecaceae. La alteracion
se observé como un intenso color amarillento que cubria la mayoria de las hojas de la
parte basal del follaje de plantas adultas. Posteriormente en las manchas cloroticas
aparece un halo necrotico de color marrén-negruzco. Estas manchas se multiplican, y
se distribuyen uniformemente en toda la hoja y en algunos peciolos. Las lesiones
pueden ser vistas tanto por el haz como el envés de la hoja. Conforme avanza la

infeccion, las plantas presentan sintomas de marchitamiento generalizado.



Suwannarach y col. (2015), describieron sintomas similares afectando a la especie
Elaeis guineensis (Arecaceae), la palma aceitera, causados por A. longipes.
Posteriomente Haldhar y col. (2017), reportaron dafios causados por A. alternata en P.
dactylifera.

Cabe mencionar que segun Agrios (2005), los sintomas ocasionados por
especies de Alternaria, corresponden a manchas necroticas con formacion de halos
concéntricos, 1o que no es posible observar en algunas palmeras, ya que éstas son
monocotiledoneas y la distribucién de los haces vasculares en las hojas es paralela,
por lo que la observacion del sintoma comudn en dicotiledéneas se vislumbra, como los
reportados por De Corato y col. (2003).

Rocha (2012), realiz6 una prospeccion de hongos asociados a manchas
foliares en Yucca spp., en las que aislé Alternaria sp. La misma autora explica que a
pesar de que esta planta produzca grandes cantidades de saponinas como
mecanismo de defensa a patdgenos foliares, distintas especies de Alternaria, pueden
detoxificar dichos compuestos, superando esta barrera y produciendo infecciones en
Yucca spp.

1.4.6 Especies del género Diaporthe (Nitschke).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género, corresponden a
hongos de la familia Diaporthaceae, de la Division Ascomycota.

Las especies de Diaporthe y su fase anamorfa Phomopsis, son endofitos y
patégenos en una amplia gama de plantas, incluidas las palmeras ornamentales
(Santos y Phillips, 2009). Abbas y col. (1991), informan sobre los dafios ocasionados
por P. phoenicicola (actual D. phoenicicola, Index Fungorum, 2018) a P. dactylifera, en
los que se describe la muerte del brote terminal del tallo, ocasionando la muerte de
todas las hojas de la planta. El-Deeb y col. (2007), indican para el mismo hospedero,
muerte de raices ocasionada por Phomopsis sp. Los autores antes mencionados
indican que la infeccién en P. dactylifera, se encuentra asociada a un complejo de
hongos, en los que se encuentran especies como Fusarium sp., Gliocladium sp. y
Diplodia sp., donde todos son patdgenos habitantes comunes del suelo.

Charchar y col. (2003), inocularon plantas de Syagrus oleracea (Arecaceae)
con aislados de Diaporthe sp., obtenidos de una leguminosa, observando que en el
90% de la plantas inoculadas se presentaron sintomas asociados a la infeccion por

este patégeno, indicando el caracter polifago del mismo.


http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Phomopsis

1.4.7 Especies del género Phoma (Fr).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género, corresponden a
hongos de la familia Didymellaceae, de la Division Ascomycota.

El-Deeb y col. (2007), indican una baja frecuencia de aparicion de Phoma spp.
en palma datilera P. dactylifera (Arecaceae), muestreadas en Egipto, donde describe
la enfermedad como manchas marrones, limitadas por la nervadura de la hoja. Solo se
encontré generando infeccién en hojas.

Nayab y Akhtar (2016), presentan el primer reporte de P. herbarum en C.
revoluta (Cycadaceae) en Pakistan, describiendo la enfermedad inicialmente como
pequefias manchas circulares (1 a 3 mm), de color marrén, con margenes amarillos,
que cubrian el 30% de la hoja. Con el pasar del tiempo, las manchas necréticas se
fusionaban formando macro lesiones necréticas, angulosas al limitarse por la

nervadura de la hoja.

1.4.8 Especies del género Thielaviopsis (Went).

Segun Index Fungorum (2018), las especies de este género, corresponden a
hongos de la familia Ceratocystidaceae, de la Division Ascomycota.

La especie de T. paradoxa y su teleomorfo Ceratocystis paradoxa, son agentes
causales de infecciones en las especies de Arecaceas, P. canariensis, P. dactylifera y
Cafa de azucar. La sintomatologia que presenta en dichas especies es similar.
Generalmente esta enfermedad es considerada poco importante debido a que sélo
afecta a plantas debilitadas, en las que puede generar sintomas severos como:
escaldado o quemadura de hojas, podredumbre de inflorescencias, corazén, estipite y
de la yema terminal, posterior a esto la planta muere. La expresion de los sintomas
suele acelerarse cuando las condiciones de elevada humedad relativa y temperatura
moderada se presentan (Rodriguez y Rodriguez, 2010).

Chase y Broschat (1993), indican que la infeccion en las hojas parte de la base
de las mismas o a lo largo de ellas, con lesiones irregulares de color marrén a negras,
debido a la abundante produccion de clamidosporas del hongo. Las hojas nuevas
tienden a deformarse.

Garofalo y McMillan (2004), reportaron 23 especies de Areciceas como
susceptibles a T. paradoxa, indicando que los brotes enfermos se encuentran
asociados a estrés ambiental y con el dafio mecanico del tronco, siendo las heridas su

principal via de ingreso a la planta.
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1.5 METODOS DE DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES EN PALMERAS
ORNAMENTALES Y TIPO PALMERAS.

1.5.1 Diagndéstico por observacion de sintomas.

El diagndstico por sintomas es el primer acercamiento a la determinacion del
agente causal de una infeccion. Estos, nos entregaran informacion sobre el tejido
vegetal que debe ser analizado en laboratorio y a su vez en que érgano/s esta/n
repercutiendo la infeccion. El diagnoéstico en campo debe ir de la mano con el
diagndstico en laboratorio, de esta forma, se evitan los falsos positivos, que son muy
comunes en enfermedades de palmeras, sobre todo cuando se muestrea el tejido
vegetal incorrecto o una planta con sintomas avanzados (Elliott y Broschat, 2017).

En algunas palmeras, no se observaran sintomas hasta cuando la infeccion se
encuentre avanzada, perdiendo afios de cria en plantas de crecimiento lento, por lo
que la prevencién de infecciones toma importancia junto con un diagnéstico certero.

Arango y col. (2012), indican que en el diagnéstico de hojas de palmera, se
deben observar desde las hojas viejas a las nuevas y si existe presencia de
bronceado, necrosis o clorosis. En el caso del tallo, observar grietas de la madera a
distintas alturas y buscar tejido blanco o podrido. En raices, observar pigmentaciones

rojizas a marrones, las que contrastan facilmente con las raices sanas de la planta.

1.5.2 Diagndstico por técnicas moleculares.

Riley y col. (2002), indican que actualmente se desarrollan con frecuencia en
los laboratorios de diagndstico de enfermedades, pruebas como la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR), la que busca detectar organismos especificamente
segun su secuencia de DNA. Este tipo de procedimientos requiere de equipos de
laboratorio y material especializado. Para dicho analisis es necesario obtener micelio
del hongo a identificar, por lo que ésta metodologia cobra importancia a la hora de

realizar diagnosis de patégenos que no se pueden cultivar en medios in vitro.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las enfermedades de los cultivos en general, representan un problema
importante que los agricultores deben solucionar si quieren resguardar el patrimonio
fitosanitario de su unidad productiva. En los viveros de plantas ornamentales, este
problema toma mayor relevancia, ya que patologias que afecten las hojas o incluso
problemas fldngicos en raices, repercutirdn sobre la parte aérea de la planta,
disminuyendo de inmediato el valor ornamental de dichos cultivos, el cual es el
principal propdsito de su produccion.

Es por esto que el diagnostico temprano toma gran relevancia en los viveros de
plantas ornamentales, considerando que en el caso de las plantas de palmera y tipo
palmera, el crecimiento es lento y el costo de produccién es elevado, pudiendo
perderse afos de trabajo y dinero en una planta que puede ver alterado su valor
ornamental y econémico a causa de una infeccion fangica.

Por lo anteriormente descrito, se plantearon como objetivos de este Trabajo Fin

de Master, los siguientes:

Objetivo general:
Diagnosticar enfermedades de etiologia flngica, en plantas de palmera y tipo palmera

de uso ornamental.
Objetivo especifico:

Proponer medidas de manejo de las infecciones diagnosticadas, enmarcandose en el

Manejo Integrado de Enfermedades (MIE).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 RECEPCION DE MUESTRAS SINTOMATICAS EN LABORATORIO.

Se recepcionaron en el Laboratorio de Patologia Vegetal, perteneciente al
Departamento de Ecosistemas Agroforestales de la Universitat Politecnica de
Valéncia, doce muestras de plantas de palmera y tipo palmera de uso ornamental,
provenientes de un vivero de plantas ornamentales ubicado en la Comunidad
Valenciana.

Las muestras fueron analizadas escalonadamente mientras fueron llegando

desde el vivero hasta el Laboratorio (Tabla 1).

Tabla 1. Muestras recibidas en el Laboratorio de Patologia Vegetal, de la Universitat

Politecnica de Valéncia

FECHA MUESTRA  ESPECIE VEGETAL FAM. BOTANICA
3384 Chamaerops humilis var. Vulcano Arecaceae

14 dic. 2017 3385 C. humilis var. vulcano Arecaceae
3386 C. humilis var. vulcano Arecaceae
3390 C. humilis var. vulcano Arecaceae
3391 C. humilis var. vulcano Arecaceae
3392 C. humilis var. vulcano Arecaceae

28 feb. 2018 3393 C. humilis var. vulcano Arecaceae
3394 Yucca rostrata Asparagaceae
3396 Cycas revoluta Cycadaceae
3397 C. revoluta Cycadaceae

15 mar.2018 3398 C. revoluta Cycadaceae

11 jun. 2018 3445 Syagrus romanzoffiana Arecaceae

Las muestras analizadas presentaban sintomas de posibles infecciones
causadas por microrganismos, en diversos oOrganos de la planta como tallos o
estipites, raices, hojas y peciolos, apareciendo con mayor frecuencia las manchas

necraticas en las hojas y lesiones necroticas en las raices principales y secundarias.
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3.1.1 Sintomatologia del material vegetal.
Las muestras analizadas presentaron variados sintomas en diferentes 6rganos

vegetales, expuestos en la Figura 3 y descritos a continuacion.

FIGURA 3. Sintomatologia presente en plantas de palmera y tipo palmera de uso

ornamental, a diagnosticar. Cédigo de muestra se indica a pie de cada fotografia.
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Muestra N° 3384, Especie C. humilis var. vulcano: planta en maceta, que

presenta en base del estipite una zona despoblada de raices gruesas y de anclaje,
provocando menor arraigamiento de la planta al sustrato. La planta presenta
abundante produccién de raices finas en zonas periféricas de la raiz. Presencia de
lesion necrotica en zona media del estipite de la planta. Raices secundarias presentan
lesiones necréticas en zonas medias, sin llegar a los apices radicales.

Muestra N° 3385, Especie C. humilis var. vulcano: planta en maceta, que

presenta en base del estipite una zona despoblada de raices gruesas y de anclaje,
provocando menor arraigamiento de la planta al sustrato. La planta presenta
abundante produccion de raices finas en zonas periféricas de la raiz. Lesiones foliares
cercanas al peciolo.

Muestra N° 3386, Especie C. humilis var. vulcano: planta en maceta, que

presenta en base del estipite una zona despoblada de raices gruesas y de anclaje,
provocando menor arraigamiento de la planta al sustrato. Necrosis en raices
principales en zona del cuello de la planta. Manchas necréticas con halo clorético en
hojas basales.

Muestra N° 3390, Especie C. humilis var. vulcano: planta con algunas hojas

completamente secas.

Muestra N° 3391, Especie C. humilis var. vulcano: planta que presenta muchas

hojas con la totalidad de su superficie cubierta de pequefias manchas marrén-
violaceas. En zonas distales de la hoja, las manchas presentan un halo clorético que
se limita a la nervadura de la hoja. Cuando la mancha necrética crece, pasa de forma
redonda a forma angular. Base de la hoja con manchas necréticas de forma estriada, a
lo largo del pliegue de la hoja.

Muestra N° 3392, Especie C. humilis var. vulcano: planta con lesiones

necroéticas concentradas en la base de los foliolos y en peciolo. Las manchas son de
color claro a oscuro en los bordes y presentan un halo clorético delgado que coalesce
con los deméas. Mancha necraética inicialmente delimitada por la nervadura de la hoja.

Muestra N° 3393, Especie C. humilis var. vulcano: planta con lesiones

necroticas estriadas en hojas que aun no se han expandido en su totalidad.

Muestra N° 3394, Especie Y. rostrata: planta cuyas hojas se encuentran con

marchitez en expansion desde la zona distal a la proximal de la hoja. Se observan tres
zonas: una marchita de color claro, una clorética y una sana. En zona seca se

observan bandas o rayas longitudinales de color marrén.
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Muestra N° 3396, Especie C. revoluta: planta cuyas hojas se encuentran con

foliolos completamente secos, distribuidos de forma aleatoria, tanto en el lado
izquierdo como derecho de la hoja. El resto de los foliolos se encuentran con color
verde intenso, incluso los adyacentes a los foliolos secos.

Muestra N° 3397, Especie C. revoluta: planta que presenta todos los foliolos de

las hojas con desecacion desde el extremo distal al proximal. En cada foliolo se
diferencian cuatro zonas, partiendo desde un extremo seco, siguiendo con una zona
en proceso de necrosis, seguido de una zona clorética (en proceso de marchitamiento)
y una zona sana de color verde intenso.

Muestra N° 3398, Especie C. revoluta: planta que presenta algunas hojas con

todos los foliolos encrespados hacia el interior de los mismos, cuyos extremos distales
presentan marchitez. La planta presenta una hendidura en el tronco, acusando una
lesion necrotica progresiva y profunda, en direccion transversal en el tallo. Al aserrar la
lesién, esta presenta un color rosado pdlido y abundante produccion de exudados
inodoros y de dudosa procedencia.

Muestra N° 3445, Especie S. romanzoffiana: planta que se troncha en el vivero

a una altura media del estipite, por lesién necrética. Cortes transversales al estipite
acusan una lesion profunda, concentrada en la zona central del estipite, sin llegar a los
bordes del cilindro. En la zona central y de mayor edad de la lesion, fibras de madera
comienzan a degradarse fuertemente, cambiando de color marrén a negro. En corte
longitudinal del estipite se pueden observar fibras de madera completamente
necrosadas, otras en vias de necrosarse y otras completamente sanas. La planta no

presenta sintomas en zona radical ni en follaje.

3.2 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS.

Las muestras vegetales fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia
Vegetal, del Departamento de Ecosistemas Agroforestales, en donde se lavaron con
agua de grifo a presion, para eliminar restos de suelo en raices y excesos de
fungicidas cupricos en hojas. Posterior a esto se identificaron los érganos vegetales a
analizar segun sintomatologia descrita en el punto anterior y se separaron las partes
aéreas de las subterrdneas. En aquellas muestras donde las infecciones se localizaron
en el tronco o el estipite (donde existe una zona lignificada), éstas fueron trozadas con

sierra metalica en direccién transversal y longitudinal a la lesion.
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Para el caso de las muestras en donde la sintomatologia se encontraba en la
zona radical, se tomo tejido vegetal de raices finas y gruesas que presentaban
necrosis en zona proximal y apical.

En el caso de las muestras sintomaticas en hojas, se lavaron cuidadosamente
procurando no eliminar signos correspondientes a estructuras reproductivas sexuales

0 asexuales presentes en el tejido vegetal.

3.2.1 Desinfeccién de tejido vegetal.

Con la finalidad de eliminar posibles contaminantes ubicados en la superficie
del tejido vegetal a analizar, ya sean esporas de hongos o bacterias cosmopolitas, se
utilizaron dos métodos de desinfeccion de la superficie externa del tejido vegetal, con
hipoclorito de sodio (NaClO) al 4% y alcohol etilico al 70%.

La desinfeccién con NaClO se utilizé6 para muestras de tejido verde y radical, es
decir, hojas, tallos y raices. El método consistié en hacer una dilucién de 0,25 L de
NaClO al 4% con 0,75 L de agua destilada estéril. Cada muestra analizada, se
sumergié por un tiempo variable entre tres y cinco minutos (dependiendo de la
consistencia del tejido) en dicha solucién, acabado el tiempo, se retir6 el tejido de la
solucién y se pas6 en dos ocasiones por agua destilada estéril, dos minutos mas, para
retirar excesos del desinfectante.

La desinfeccion con alcohol etilico al 70%, se utilizd6 para muestras de tejido
vegetal lignificado, es decir, partes de troncos o estipites, los cuales tienen una
elevada capacidad de absorber agua, por lo que si se desinfecta con NaClO, se
arriesga a absorber mayor cantidad de desinfectante, afectando a los microrganismos
internos de la muestra, los que son el objetivo de este estudio. EI método consistié en
sumergir la muestra durante un segundo en alcohol etilico al 70% y flamearla hasta

consumir el combustible.

3.2.2 Siembra de tejido vegetal en medio de cultivo fangico y aislamiento en
cultivo puro.

Posterior a la desinfeccion, se sembraron en tres medios de cultivo deferentes,
pequefios fragmentos de tejido vegetal en la placa Petri (Figura 4), para luego ser
incubadas en estufa a 26 °C +/- 1 °C, por 7 dias. El crecimiento fungico fue
monitoreado desde el segundo dia, por la presencia de algunos hongos con rapido

crecimiento micelial que pudieran obstaculizar el crecimiento de los demas puntos.
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FIGURA 4. Siembra de tejido vegetal en medios de cultivo para crecimiento fungico,

antes de incubacion (izquierda) y posterior a incubacion en estufa (derecha).

Los medios utilizados para el aislamiento de hongos desde el material vegetal y
posterior repique en cultivo puro, fueron PDAS, PDA, PARPBH y SNA.

El medio PDAS es utilizado para crecimiento de cualquier hongo no obligado,
gque afecte a vegetales, inhibiendo la aparicibon de bacterias sensible a la
estreptomicina, con la adicion de dicho antibiotico. Se prepard con 39 g de Agar Patata
Dextrosa (PDA) Biokar Diagnostics, por litro de agua destilada, se esterilizd6 por 15
minutos a 121°C en autoclave. Una vez tibio, se agreg6 0,75 g de estreptomicina.
Finalmente se dispuso en placas Petri para su solidificacion y utilizacion. El medio
PDA se prepar6 de la misma forma, pero sin la adicion de estreptomicina.

El medio PARPBH es utilizado para el crecimiento de oomicetos. Se prepar6
con 17 g de CMA (Agar de Harina de Maiz) por 1 L de agua destilada y se esterilizd
por 15 minutos a 121°C en autoclave. Una vez tibio, se agregé 0,4 g de pimaricina,
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0,125 g de ampicilina, 0,01 g de rifampicina, 0,02 g de benomilo, 0,101 g de
pentacloronitrobenceno y 0,069 g de himexazol. Finalmente se dispuso en placas Petri
para su solidificacion y utilizacion (Pérez y col., 2012).

El medio SNA (Synthetischer Nahrstoffarmer Agar) es utilizado para observar
esporulacion en especies del género Fusarium, pudiendo crecer variados hongos en
él. Se preparé con 1 g de KH; PO4, 1 g de KNOg, 0,5 g de MgSO4 7H20, 0,5 g de KCl,
0,2 g de glucosa, 0,2 g de sacarosa, 0,6 ml de NaOH 1N y 1 L de agua destilada. Se
disolvieron todos los ingredientes y se ajusté el pH a 6-6,5. Luego se agreg6 23 g de
agar y se esterilizé por 15 minutos a 121°C en autoclave. Se dejé enfriar y se dispuso
en placas Petri para su solidificacion. Finalmente a cada placa Petri se agregaron dos
rectangulos de papel filtro estéril (2x3 cm) sobre el agar (Nirenberg y O'Donnell, 1998).

Una vez incubadas las placas Petri con fragmentos de tejido vegetal infectado,
se repic6 el crecimiento micelial presente, en placas con medio PDA, para su
aislamiento en cultivo puro, incubandose en estufa a 26 °C +/- 1 °C, por 5 dias, para
lograr obtener micelio suficiente que permitiera realizar las observaciones

microscépicas y el andlisis molecular.

3.2.3 Obtencidn de cultivos monosporicos.

El cultivo monospérico es aquel que se desarrolla a partir de una Unica Unidad
Formadora de Colonia (UFC), el cual busca generar un cultivo puro, es decir, con
pureza genética.

En aquellos casos en que los organismos aislados correspondieran a Fusarium
spp. e llyonectria spp. (identificados microscépicamente), se realizaron cultivos
monosporicos. Algunas especies de estos géneros son patogénicas en raices de
palmeras de uso ornamental y su aparicion o aislamiento es poco recurrente, por lo
que su diagnéstico toma relevancia.

Para su realizacion se tomé un disco de micelio crecido en medio PDA con
micelio de cada aislado de Fusarium spp. e llyonectria spp., se introdujo en un tubo
Eppendorf con 1 mL de agua destilada estéril y se agité en un vértex para desprender
las esporas del medio. Luego se extrajeron 100 pL de dicho tubo y se agregan a otro
tubo Eppendorf con 1 ml de agua destilada estéril, luego se pas6é por vortex
nuevamente. Esta operacion se repite cinco veces hasta. Posteriormente se tomo 1
mL de las dltimas tres diluciones y se sembraron en placas Petri con medio PDAS,

respectivamente. Posteriormente las placas sembradas fueron dispuestas en la
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camara de flujo laminar para que se evapore una parte del agua agregada. Finalmente
las placas fueron incubadas en estufa a 26 °C +/- 1 °C, por 2 a 3 dias. Finalizado este
periodo, se revisaron las placas y con ayuda de un bisturi, se extrajo una colonia
aislada de cada muestra analizada y se repic6 en medio PDA, de esta forma se
garantiza que el cultivo obtenido corresponde al crecimiento de un solo organismo. Las
nuevas placas fueron incubadas en estufa a 26 °C +/- 1 °C, por 4 dias para su

crecimiento.

3.3 IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE HONGOS AISLADOS.

Se caracterizaron e identificaron morfoldégicamente algunos hongos aislados
del tejido vegetal sintomatico por medio de observacion del patrén de crecimiento de la
colonia en cultivo puro en PDA, incubado a 26°C +/- 1 °C, por 5 dias, en donde se
caracterizé coloracion de colonia, presencia de esporulacién, producciéon de exudados,
etc. Para ello se realizaron preparaciones del tejido fungico y se observaron al
microscopio Optico.

La identificacion de géneros se realizO por medio de las claves de
reconocimiento de hongos de Barnett y Hunter (2006) y se registraron en fotografias

las principales estructuras producidas.

3.4 IDENTIFICACION MOLECULAR DE HONGOS AISLADOS.

La identificacion molecular de los aislados de hongos provenientes de tejido
vegetal sintomatico, se realizé mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la
DNA Polimerasa (PCR). Este procedimiento busca sintetizar in vitro grandes
cantidades de DNA de una region concreta del genoma de la muestra, para luego
secuenciarla y compararla con las depositadas en la base de datos de secuencias del
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) de los Estados Unidos. Los

pasos para la identificacion se describen a continuacion.

3.4.1 Extracciéon de DNA.
Para iniciar el proceso de PCR, es necesario obtener DNA gendémico de la
muestra fingica a analizar. Por lo anterior, se realiz6 una extraccion rapida de DNA,

donde se tomé una pequefia fraccion del micelio de cada hongo a analizar con una
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punta plastica de micropipeta, desde las placas Petri con cultivo puro. La muestra de
micelio se introdujo en tubo de PCR con 20 pL de NaOH 25mM, pH 12.
Posteriormente se introdujo en el termociclador programado que calentd la muestra
hasta 100°C por 15 minutos y se enfri6 a 4°C por cinco minutos. A continuacion se
agreg6 40 pL de Tris-HCI 40mM a pH 5, para frenar el proceso de lisis celular. Este
proceso corresponde a una lisis alcalina que se encarga de romper el micelio del
hongo y desnaturalizar proteinas con accién endonucleasa, que puedan afectar a la

reaccion.

3.4.2 Seleccion de cebadores universales.
Para la identificacion de los hongos aislados, se empleé cebadores universales

que amplifican distintas regiones del DNA (Tabla 2).

Tabla 2. Cebadores universales utilizados en las reacciones de PCR, para

identificacion de hongos aislados.

REGION
., NOMBRE SECUENCIA 5°- 3’ REFERENCIA
GENICA
TEF-1a ATGGGTAAGGAGGACAAGAC
EF Cong y col. (2016)
TEF 2 GGAAGTACCAGTGATCATGTT
_ CylH3F AGGTCCACTGGTGGCAAG
Histona H3 Crous y col. (2004)
CylH3R AGCTGGATGTCCTTGGACTG
TS ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White y col. (1990)
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes y Bruns (1993)
BT CadF *MATGCGTGAAATYGTAAGT
B-Tub 2 Travadon y col. (2015)

BT CadR TCAGCACCCTCAGTGTAATG

*M: A o C (Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada IUPAC)
EF: Factor de elongacion de Fusarium.

Histona H3: Histona.

ITS: Espaciador Transcrito Interno del DNA ribosémico.

B-Tub 2: Gen de la B-Tubulina.

3.4.3 Amplificacion de DNA y electroforesis en gel de agarosa.

Para la PCR, se prepararon los reactivos segun la region del DNA a amplificar,

detallados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Mezcla de PCR por reaccion.

REACTIVOS CONCENT. CONCENT. VOLUMEN
STOCK FINAL FINAL (uL)

Agua - - 13,3

Canvax Buffer B (x) 10 1 2,5

Canvax MgCl, (mM) 25 2,5 2,5

Canvax dNTPs (mM) 8 0,8 2,5

Canvax Horse Power Taq (U/uL) 5 1 0,2

Cebador 1* 10 0,4 1

Cebador 2* 10 0,4 1

DNA gendmico - - 2

Total - - 25

*Pareja de cebadores varia segun regién a amplificar. Detalles en Tabla 2.

Para la amplificacibn del DNA, se utiliz6 un termociclador PTC 200 MJ

Research. Los programas de amplificacion se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Programas para la amplificacién de DNA, segun regién a analizar.

REGION

Fac. elong. Histona H3 ITSy B-Tub 2
ETAPA °C Tiempo °C Tiempo °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3 min 94 2 min 94 3 min 1
Desnaturalizacién 94 30 seg 94 30 seg 94 30 seg
Anillamiento 62 30 seg 60 30 seg 55 30 seg 35
Extensién 72 45 seg 72 45 seg 72 45 seg
Amplificacion final 72 10 min 72 10 min 72 10 min 1

Junto con las muestras de DNA a amplificar, también se afiadi6 un tubo con
DNA de Cylindrocarpon spp. actuando como control positivo de la reaccion y un tubo
sélo con los reactivos de PCR, sin adicion de DNA gendmico, actuando como control
negativo.

Para comprobar si hubo amplificacién, el producto obtenido luego de la PCR,

se analizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa, el cual se prepard utilizando
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agarosa al 1,5 % disuelta en tampdén TAE (Tris-acetato-EDTA, 40mM Tris-acetato,
1mM EDTA) 1X. La mezcla se calenté en microondas de 600W por un minuto, hasta
quedar completamente disuelta, finalmente se le agregd una solucién de tincion de
acidos nucleicos RedSafe (20.000x). Dicha mezcla se volcé en el molde con un peine
de 30 pocillos para su solidificacion.

Paralelamente se prepararon las muestras con 5 pL de producto PCR, 1 uL de
tampén de carga (10 mM Tris-HCl a 7,6 de pH), 0,03% de azul de bromofenol, 0,03%
de xylencyanol FF, 60% glicerol y 60 mM EDTA).

Cuando el gel solidificd, se montd en la cubeta de electroforesis junto con el
tampdén TAE y se cargaron los pocillos con la mezcla del producto PCR y los demas
reactivos mencionados anteriormente. Para identificar el tamafio de las bandas, se
cargd en el primer pocillo del gel, un marcador molecular (GeneRuler ™™- 100 pb Plus
DNA Ladder, Thermo Scientific).

La electroforesis se realiz6 a 140 V y se dejé hasta que el frente de avance
lleg6 a las 3/4 partes del largo total del gel. La presencia de las bandas se observé con
ayuda de un transiluminador de luz ultravioleta. Los resultados se interpretaron como

positivos cuando se observé una banda y negativo cuando no se presentd (Anexo 3).

3.4.4 Secuenciacion de DNA.

Aquellas muestras que amplificaron correctamente (observadas en el gel de
agarosa tras la electroforesis), fueron enviadas a secuenciar a la empresa Macrogen
(Madrid, Espafia), previamente preparadas con 5 uL de producto PCR y 5 uL de uno
de los cebadores especificos, usados en la amplificacion de la region del DNA

correspondiente.

23



4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES FUNGICAS EN MUESTRAS DE
Chamaerops humilis.

Las muestras analizadas de C. humilis corresponden a los codigos 3384, 3385,
3386, 3390, 3391, 3392 y 3393. En la muestra 3393 no se logré aislar
microorganismos debido a que el viverista realiz6 un control con fungicidas una
semana antes de enviar las muestras al laboratorio.

En el caso de la muestra 3384, se aislaron e identificaron los hongos
Chaetomium globosum, F. oxysporum, llyonectria capensis, I. liligena, I. liriodendri,
Pestalotiopsis sp. y Xenoacromonium sp. (Figura 5, Anexo 1 y 2-B). Al relacionar la
sintomatologia presente con los organismos identificados, se determiné que los
posibles agentes causales de dicha infeccién son el complejo patogénico formado por
I. capensis, I. liligena e I. liriodendri.

Los sintomas presentados como la podredumbre seca del estipite, con una
lesion profunda y de color marrén, se corresponden con los sintomas de infecciones
descritos por Aiello y col. (2014), ocasionados por otra especie del género llyonectria,
afectando a variadas plantas de la familia Arecaceae. Junto con lo anterior, el
necrosamiento de raices presentado en la planta, coincide con los sintomas descritos
por Chaverriy col. (2011).

Actualmente no existe registro de |I. liligena afectando a esta especie en
Espafa, por lo que este hallazgo representaria el primer reporte de dicho patégeno
afectando a C. humilis. Estos resultados se deben comprobar con pruebas de
patogenicidad, las cuales no se realizaron por escaparse del tiempo de realizacion de
esta investigacion. Junto con estos patdgenos, desde la lesién fue aislado otro hongo
descrito como patégeno para este hospedero, Pestalotiopsis sp. Este resultado no
concuerda con lo planteado por Khey y col., 2013, ya que generalmente infecciones
por este hongo se encuentran asociados a manchas foliares en palmeras, pero no a
pudriciones de estipite ni radicales, aunque en otros cultivos de ornamentales como el
Rhododendron sp. se ha encontrado a Pestalotiopsis sp. generando pudriciones
radicales (Hopkins y McQuilken, 2000).
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FIGURA 5. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3384 de C. humilis. (A)
Chaetomium globosum, (B) Fusarium oxysporum, (C) llyonectria capensis, (D) I.

liligena, (E) I. liriodendri, (F) Pestalotiopsis sp. y (G) Xenoacromonium sp.

Con respecto a la presencia de F. oxysporum, no se puede afirmar que
corresponda a un aislado patogénico, considerando que no se hicieron pruebas de
patogenicidad y los sintomas presentes no se asocian a infecciones causadas por este
hongo. Junto con lo anterior, Garcés y col. (2001) indican que este hongo es un
habitante comun del suelo y que su aislamiento desde raices es frecuente. A pesar de
lo anterior, existen formas especiales (f. sp.) de este hongo que son patdégenas de
algunos cultivos, como por ejemplo F. oxysporum f. sp. albedinis en Phoenix
dactylifera (Benzohra y col. 2015) y F. oxysporum f. sp. palmarum en Phoenix

canariensis (Elliott y col. 2010).
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Con respecto a Chaetomium globosum, se descarté como integrante del
complejo infectivo, al ser considerado saprofito (Piontelli, 2011). Con respecto a
Xenoacremonium sp., la literatura no describe relacion de patogenicidad con cultivos.

En el caso de la muestra 3385, se aislaron e identificaron los hongos F.
oxysporum y F. solani (Figura 6 y Anexo 1). Desde las lesiones foliares no fue posible
aislar microorganismos, al no haber crecimiento fungico en dichas placas con medio
PDA, lo que indica la inactividad del posible agente causal de las manchas necréticas

0 una posible fitotoxicidad por exceso de fungicidas.

FIGURA 6. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3385 de C. humilis. (A)

Fusarium oxysporum y (B) F. solani.

Segun lo anterior, no es posible establecer el agente causal de dicha
sintomatologia, debido a no saber si estas especies son patogénicas o no. Sumado a
esto, los sintomas observados en la muestra, no coinciden con los producidos por las
especies patogénicas de F. oxysporum y F. solani, ademas, como se dijo
anteriormente, Garcés y col. (2001) indican que al ser organismos comunes del suelo
son aislados frecuentemente, pero no necesariamente generando infecciones.

Al culminar este analisis, la posible causalidad del problema podria ser una
alternacion fisiol6gica, ocasionada por un exceso de fertilizacion nitrogenada en la
zona del cuello de la planta, la cual ha provocado un despoblamiento de las raices
adyacentes a esta zona, generando una menor adherencia de la planta al sustrato. La
Sociedad Quimica y Minera de Chile (2001) indica que un exceso en la dosis de
fertilizacién nitrogenada en forma de urea, puede producir quemadura de raices, sobre
todo si ésta es aplicada muy cercana al cuello de la planta. Por esta razén, la planta
produce abundantes raices finas en la zona periférica, para que estas suplan la falta

de arraigamiento al sustrato.
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En el caso de la muestra 3386, al presentar sintomatologia foliar y radical, se
aislaron e identificaron hongos de ambas zonas con problemas. Desde la zona foliar,
se identific6 Colletotrichum siamense y Colletotrichum sp. Desde la zona radical se
identifico a F. oxysporum y Zopfiella latipes. Por otro lado existe un individuo aislado el
cual no fue posible identificarlo con amplificacién de la regién ITS, por lo que se le

denomind Ascomiceto no identificado (Figura 7 y Anexo 1).

FIGURA 7. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3386 de C. humilis. (A)
Colletotrichum siamense, (B) Colletotrichum sp., (C) Fusarium oxysporum, (D)

Ascomiceto no identificado y (E) Zopfiella latipes.

Al relacionar la sintomatologia foliar presente con los organismos identificados,
se determin6 que los posibles agentes causales de dicha infeccién son C. siamense y
Colletotrichum sp., causando la enfermedad llamada Antracnosis. Si bien en el caso
de estos hongos, ocurre lo mismo que con las especies de Fusarium, es decir, existen
especies que son saprofitas y otras parasiticas, puntualmente la especie C. siamense
ha sido descrita como patogénica en el cultivo de la cebolla junto con C. truncatum
(Chowdappa y col. 2015) y en Coffea arabiga (Prihastuti y col. 2009), por lo que se
podria pensar que podria tener mas hospederos, al afectar a plantas de familias
distintas, dandole un caracter polifago. Esta hipotesis habria que confirmarla con

pruebas de patogenicidad.
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Un resultado similar es el que reporta Elmhirst (2017), indicando casos de
antracnosis en C. humilis, causados por la especie C. gloeosporioides en Canada.
Actualmente en la regiébn mediterrdnea no existen reportes de C. siamense
ocasionando antracnosis en la palmera mediterrdnea, por lo que éste podria ser el
primer reporte de esta especie en este hospedero.

Con respecto al diagndstico del area radical, no existe coincidencia entre la
sintomatologia presentada y los organismos aislados, ya que F. oxysporum
corresponde a un patégeno vascular, generando otro tipo de sintomatologia. Sumado
a lo anterior y como se ha mencionado en varias ocasiones en este texto, la
macroespecie F. oxysporum posee individuos saprofitos y formas especiales
patogénicas, por lo que para identificarlas es necesario realizar pruebas de
patogenicidad.

Finalmente, el hongo Zopfiella latipes aislado de esta muestra, Guarro y col.
(1997) indican que especies de dicho género se encuentran en material vegetal en
descomposicion, por lo que es considerado un hongo saprdfito presente en el suelo.
Abdel-Aziz (2016) y Manimohan y col. (2011) indican que Z. latipes corresponde a un
hongo acuatico y cominmente es aislado desde cauces de rio.

En el caso de la muestra 3390, se aislaron e identificaron los hongos
Aureobasidium pullulans, Cladosporium macrocarpum, Cladosporium sp., Penicillium
polonicum y Penicillium sp. (Figura 8, Anexo 1y 2-A). Al relacionar la sintomatologia
presente con los organismos identificados, no es posible establecer un agente causal.
La muestra recepcionada venia con sintomatologia muy avanzada, por lo que la
posibilidad de aislar un posible patégeno causante de la infeccion primaria era remota,
incluso si se siembra en medio PDA tejido vegetal de la zona de avance de la infeccion
(que en este caso correspondié a segmentos de peciolo de la hoja).

Las especies aisladas de Penicillium y Cladosporium, corresponden a hongos
del orden Eurotiales, caracterizados por producir gran cantidad de conidias sobre
fidlides, capacidad que les da la posibilidad de colonizar variados sitios actuando como
hongos saprofitos (Piontelli, 2011). Con respecto a Aureobasidium pullulans, es un
hongo que se puede encontrar en diferentes ambientes, de forma epifita o enddfita en
plantas, en el suelo o en el agua. Cuando se desarrolla en plantas no genera sintomas
de enfermedades (Andrews y col., 2002), incluso tiene un papel beneficioso al usarse
como agente de control biolégico de variadas enfermedades de postcosecha, como los

reportados por Ferreira-Pinto y col. (2006) y Zhang y col. (2012).

28



FIGURA 8. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3390 de C. humilis. (A)
Aureobasidium pullulans, (B) Cladosporium macrocarpum, (C) Cladosporium sp., (D)

Penicillium polonicum y (E) Penicillium sp.

Para el caso de la muestra 3391, se identificd el hongo Alternaria infectoria
(Figura 9, Anexo 1). Este hongo produce un micelio blanco, contrastante con el verde
oscuro de A. alternata (Andersen y Thrane, 1996). Al relacionar la sintomatologia con
el organismo identificado, se determiné que puede existir una relacién patogénica. Si
bien A. infectoria no es la especie cominmente asociada a C. humilis causando
alternariosis (De Corato y col., 2003), Perello y col. (2008) describen a A. infectoria
como patogénica para trigo y considerando que Agrios (2005) describe al género como
polifago, es una posibilidad pensar que esta especie sea patogénica para C. humilis.

FIGURA 9. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3391 de C. humilis.

Alternaria infectoria.
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A pesar que los sintomas expuestos por la planta, se corresponden con los
asociados a una tipica alternariosis, la literatura consultada es ambigua en cuanto a la
especie causante de esta enfermedad en palmeras, indicando en la mayoria de los
casos solamente el género Alternaria, sin indicar especie, donde sélo en un caso se
menciona concretamente A. alternata en C. humilis (De Corato y col., 2003), por lo que
habria que comprobar el planteamiento de la infectividad de A. infectoria a C. humilis,
con una prueba de patogenicidad.

En el caso de la muestra 3392, se aislaron e identificaron los hongos A.
alternata, Alternaria sp., Diaporthe foeniculina, Penicillium sp. y Phoma sp. (Figura 10,
Anexo 1, 2-A y 2-C). Al relacionar la sintomatologia presente con los organismos
aislados e identificados, se determind que el posible agente causal de dicha infeccién
es A. alternata, debido a que los sintomas como las manchas necroticas presentes en
la base de los foliolos se correlacionan con los causados por dicho patégeno. Estos
resultados coinciden con los establecidos por De Corato y col. (2003) para el mismo
hospedero. A su vez, este autor indica que la infeccion se inicia con una clorosis
generalizada de las hojas en las que posteriormente aparecen pequefias manchas

necréticas que crecen con el tiempo, sintoma que se observé en la muestra analizada.

FIGURA 10. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3392 de C. humilis. (A) A.

alternata, (B) Alternaria sp., (C) Diaporthe foeniculina, (D) Penicillium sp. y (E) Phoma

sp.
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Con respecto a D. foeniculina, Gomes y col. (2013), indican que especies de
este género son a menudo reportadas como patdégenos, no patdégenos, enddfitos y
saprofitos, por lo que no se puede establecer una relacion infectiva con la informacién
disponible. Sumado a lo anterior, si bien, existen especies del género Diaporthe, como
D. phoenicicola que han sido reportadas causando dafio en palmeras (Abbas y col.,
1991), los sintomas ocasionados en esta muestra no se relacionan con los reportados
en los demas hospederos de la familia Arecaceae, los cuales son muerte de raices y
brote terminal. En el caso de Phoma sp., si bien la sintomatologia podria ser asociada
con infecciones causadas por este hongo, no se aislé de manera consistente (de todos
los fragmentos de tejido vegetal sembrado, solo en uno crecid), estos resultados
coinciden con los reportados por El-Deeb y col. (2007) que indican que existe una baja
frecuencia de aparicion de este hongo en otra especie de palmera. En el caso de

Penicillium sp. éste aparece como saprofito (Piontelli, 2011).

4.2 DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES FUNGICAS EN MUESTRAS DE Yucca
rostrata.

La muestra analizada de Y. rostrata corresponde al cédigo 3394. De dicha
muestra se aislaron e identificaron los hongos Alternaria alternata, A. infectoria,

Penicillium sp. y Stemphyllium sp. (Figura 11, Anexo 1y 2-A).
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FIGURA 11. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3394 de Y. rostrata. (A)
Alternaria alternata, (B) A. infectoria, (C) Penicillium sp. y (D) Stemphyllium sp.

31



De los organismos aislados, A. alternata, A. infectoria y Stemphyllium sp., son
capaces de generar infecciones en plantas, existiendo de igual forma poblaciones de
Alternaria y de Stemphyllium que son saprofitas. En el caso de Stemphyllium sp., al no
poder llegar a identificar la especie con la secuenciacion de la region ITS (Anexo 1), no
se puede afirmar con seguridad si corresponde a una especie patogénica o saprofita,
teniendo que hacer pruebas de patogenicidad, escapandose del tiempo que abarca
este estudio para su realizacion, por lo que en el diagnéstico de esta muestra no lo
consideraremos.

Al relacionar la sintomatologia presente con los organismos aislados e
identificados, se determiné que el posible agente causal de dicha infeccién es un
complejo patogénico entre A. alternata y A. infectoria, debido a que los sintomas
presentados como bandas o rayas necréticas longitudinales se corresponden con los
sintomas de infecciones avanzadas de alternariosis en otras especies de la familia
Asparagaceae, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Gautam (2013).
Sumado a lo anterior, Rocha (2012), indica que especies del género Alternaria, son de
los pocos organismos capaces de detoxificar las grandes cantidades de saponinas que
produce la yucca como mecanismo de defensa, invadiendo tejidos y generando
infeccion. Con respecto al Penicillium sp. aislado, éste es considerado un
contaminante, al ser un hongo que se encuentra comunmente en las superficies

vegetales, con caracter cosmopolita, sin generar infecciones (Piontelli, 2011).

4.3 DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES FUNGICAS EN MUESTRAS DE Cycas

revoluta.

Las muestras analizadas de C. revoluta corresponden a los codigos 3396, 3397
y 3398. En las muestras 3396 y 3397 no se logré aislar microorganismos debido
posiblemente a que el viverista realizé una aplicacién con fungicidas antes de enviar
las muestras al laboratorio. De la muestra 3398, se aisld F. oxysporum y F. solani y
Trichoderma sp. (Figura 12 Anexo 1 y Anexo 2-D). De los organismos aislados, Agrios
(2005) describi6 actividad patogénica de las especies F. oxysporum y F. solani,
afectando a distintos hospederos de variadas familias botanicas, siempre asociados a
infecciones vasculares y pudriciones de cuello y raices, respectivamente. Al relacionar
la sintomatologia presente con los organismos aislados e identificados, no es posible

establecer un agente causal ya que tanto F. oxysporum como F. solani, son
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macroespecies con formas especiales patogénicas y otras que no lo son. Para
establecer una presunta responsabilidad de alguno de estos hongos en dicha lesién
seria necesario hacer una prueba de patogenicidad y cumplir los postulados de Koch-
Pasteur.

FIGURA 12. Hongos aislados en medio PDA, de la muestra 3398 de C. revoluta. (A)

Fusarium oxysporum, (B) F. solani y (C) Trichoderma sp.

Si bien, con la informacién que se dispone no se puede establecer la
causalidad de la enfermedad, en esta muestra, la pudricién necrética parte en la zona
media del tronco, desde la corteza hacia el interior, por lo que se puede pensar que el
inicio de la infeccidén se ocasion6 por una herida causada en el trasplante o en la poda,
generando una via de acceso a microrganismos presentes en el sustrato. Teniendo en
cuenta lo anterior, F. solani, es un patégeno ampliamente descrito en la literatura como
un agente de pudricién de raices y cuello de plantulas, necesitando de la presencia de
heridas para su ingreso a los tejidos vegetales, pudiendo generar una infeccién, por lo
gue cabe la posibilidad que el aislado de F. solani obtenido, sea patogénica para C.
revoluta. Una idea opuesta tiene Xin-rong (2005), el cual indica que existen varias
especies de Cycas que son susceptibles a este hongo, pero la especie C. revoluta se
encuentra dentro de las altamente resistentes a F. solani. En el caso de Trichoderma
sp., llama la atencion su aislamiento desde tejido vegetal interno, debido a que
generalmente es un hongo presente en la superficie vegetal, pero Hosseyni-
Moghaddam y Soltani (2014), han aislado T. atroviride y T. koningii desde tejido
interno en plantas de la familia Cupressaceae, considerandolos como enddfitas. Las
especies de este género no son consideradas patogénicas para las plantas, son, por el
contrario, especies benéficas, concepto avalado por la extensa literatura cientifica
referente a la relacion antagoénica de Trichoderma spp. con hongos fitopatégenos.
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4.4 DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES FUNGICAS EN MUESTRAS DE Syagrus

romanzoffiana.

En el caso de la muestra 3445, se aislaron e identificaron los hongos
Trichoderma sp., Phaeoacremonium venezuelense y Xenoacremonium falcatus
(Figura 13, Anexo 1y 2-D).

Al relacionar la sintomatologia presente con los organismos identificados, se
determiné que el posible agente causal de dicha infeccion es P. venezuelense. Segun
Gramaje y col. (2015), actualmente esta especie se encuentra descrita en Espafa
afectando a albaricoquero (Prunus armeniaca) y en Argelia y Sudafrica afectando a
vides (Vitis vinifera). Segan Olmo y col. (2014), este patégeno genera un colapso de
ramas, clorosis de las hojas y muerte regresiva de los brotes. En el interior del tronco,
los autores observaron manchas negras y vetas oscuras en los vasos xileméticos, en
secciones transversales y longitudinales.

Segun lo anterior, estos resultados coinciden con la sintomatologia descrita por
Olmo y col. (2014) en albaricoquero y por Berraf-Tebbal y col. (2011) en vides, por lo
gue se puede pensar que este hongo es patogénico para S. romanzoffiana. Al igual
que en los casos anteriores, estos resultados deben comprobarse con una prueba de
patogenicidad y cumplir los postulados de Koch-Pasteur para poder establecer una
relacion clara de causalidad de la infeccién. Segun lo planteado, estos resultados
podrian corresponder al primer reporte de este patégeno causando muerte vascular en

S. romanzoffiana en Espaa.

FIGURA 13. Hongos aislados de la muestra 3445 de S. romanzoffiana. (A)
Trichoderma sp., (B) Phaeoacremonium venezuelense y (C) Xenoacremonium

falcatus.
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Con respecto al aislado de Trichoderma sp. y como se dijo anteriormente, este
es un hongo que puede vivir tanto dentro como fuera de la planta, sin causar dafio y es
usado en formulados biol6gicos como antagonista de variados patégenos. Con
respecto a Xenoacremonium falcatus, es muy poca la informacion que se posee de él,

no existiendo registro de caracteristicas patogénicas en cultivos.

4.5 RECOMENDACIONES DE MANEJO DE ENFERMEDADES FUNGICAS EN
PLANTAS DE PALMERAS Y TIPO PALMERA.

En las muestras analizadas y diagnosticadas, la prevalencia de infecciones
presentadas posee una etiologia fangica, pudiéndose manejar agronémicamente con
medidas preventivas y curativas en casos en los que la enfermedad se encuentra
establecida en el cultivo.

En el caso de las infecciones foliares diagnosticadas en esta investigacion,
como las causadas por Colletotrichum sp., C. siamense, Alternaria alternata, A.
infectoria y Phaeoacremonium venezuelense, enmarcandonos en un manejo
sustentable de las enfermedades en los cultivos de palmeras, se recomienda:

— evitar riegos por aspersion, ya que éstos dejan agua libre sobre el follaje de las
plantas, aumentando la humedad relativa del ambiente y permitiendo germinar
esporas de hongos que requieren de agua libre (Chase y Broschat, 1993).

— Aislar del cultivo o eliminar aquellas plantas que se encuentren sintomaticas
para los hongos patdgenos descritos en esta investigacion, ya que éstas
representan un foco de dispersién de esporas y por ende una fuente de inéculo
para futuras infecciones.

— Realizar podas fitosanitarias, es decir, eliminar hojas, tallos, etc., que presenten
infecciones y que su recuperacion sea improbable (Mota, 2006).

— Realizar deshojado de érganos secos, pero no a ras de peciolo (cercano al
estipite), debido a que en la base de las hojas se producen quimicos que
inhiben la proliferacion de hongos en el estipite (Mota, 2006). Al realizar esta
labor, eliminar los restos vegetales del suelo y del vivero, ya que estos
representan una fuente de indculo de infecciones.

— Realizar fertilizaciones con nitrogeno de forma mesurada, debido a que un
exceso, fomenta el crecimiento vegetativo y la expansion celular, generando

células turgentes y sencillas de atravesar por los tubos germinativos de las
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conidias de los hongos. Continuando con el nitrégeno, preferir fuentes
amoniacales en vez de nitricas, ya que éstas son de entrega lenta y ayudan a
disminuir el problema planteado anteriormente (Marschner's, 2012).

Mantener ventilacion de forma persistente en el lugar donde se encuentran las
plantas. Esta ayudard a bajar la humedad relativa y cambiar masas de aire que
puedan contener esporas de hongos patégenos. Este punto se relaciona con el
anterior, ya que elevadas dosis de nitrégeno, aumentan materia seca foliar en
las plantas, disminuyendo la circulacién del aire en el cultivo.

Realizar control biolégico con hongos beneficiosos como Trichoderma spp. o
con formulados de bacterias, Bacillus spp. Los microrganismos de estos
formulados pueden actuar por antibiosis, micoparasitismo y/o competencia por
espacio, nutrientes, etc.

Implementacién de sistemas de alerta de condiciones predisponentes para
patégenos, como el control del Déficit de Presién de Vapor (DPV), si se
produce en invernaderos (Beluzan, 2013).

Como ultima opcidn, realizar manejos preventivos con productos de protecciéon

como el Mancozeb (Puig y Ramoneda, 2000) o cupricos.

En el caso de las infecciones de estipite, tronco y raices diagnosticadas en esta

investigacion, como las causadas por llyonectria liligena, I. liriodendri, 1. capensis y

Fusarium solani, se recomienda:

Biofumigar el suelo con abonos verdes de plantas que produzcan sustancias
antifingicas como los glucosinolatos en coles o la avenacina en avena.
Eliminar las zonas dafiadas del tronco/estipite por patégenos, con la aplicacion
de un sellante en la herida. Esta medida es cuestionada por algunos autores,
sefialando que variadas investigaciones han probado que no disminuye la
incidencia de enfermedades de madera (Mota, 2006).

Evitar manejos bruscos que puedan dafar el tronco/estipite de las plantas en
maceta. Especies del género Fusarium, requieren la presencia de heridas para
comenzar a infectar, por lo que evitarlas puede ayudar a disminuir incidencia

de las enfermedades ocasionadas por estos patdgenos (Agrios, 2005).
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— Favorecer el drenaje del suelo/sustrato y evitar el encharcamiento. Considerar
en la preparacion del sustrato, una fraccion de arena que favorezca el drenaje
activo del exceso de agua (Argimoén de Vilardaga, 2001).

— No instalar goteros en zonas cercanas al tronco/estipite, debido a que el
exceso de agua ablanda los tejidos vegetales y los deja propensos a la
colonizacién por bacterias y hongos. Se recomienda ubicarlos en zonas
periféricas de la maceta (Argimon de Vilardaga, 2001).

— Realizar la aplicacion de urea en zonas periféricas de la maceta, ya que este
fertilizante es capaz de quemar el tejido vegetal que se encuentre cercano a él,
dafando raices y cuello de la planta, si es aplicado cercano al estipite. Este
dafio significaria una via de acceso a patdgenos que se encuentran

comuUnmente en el suelo.
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5. CONCLUSIONES

Se diagnosticaron doce muestras vegetales, en nueve de ellas se logré aislar
microorganismos fungicos. De estas plantas, a seis se les pudo relacionar la
sintomatologia presentada con el organismo aislado e identificado, estableciéndolos
como posibles agentes causales de las infecciones presentadas.

En Chamaerops humilis, se diagnosticaron siete muestras, de las cuales a
cuatro se logro asociar causalidad de infeccion en dicho hospedero. Los organismos
diagnosticados como causantes de infecciones en el area foliar fueron Colletotrichum
siamense, Colletotrichum sp., Alternaria infectoria y A. alternata. Sumado a lo anterior,
los organismos diagnosticados causando dafio en el area radical fueron llyonectria
liligena, I. liriodendri, e I. capensis.

En Yucca rostrata, se diagnosticé una muestra, de la cual se logré asociar
causalidad de infeccion en dicho hospedero. Los organismos diagnosticados como
causantes de infecciones en el area foliar fueron A. infectoria y A. alternata.

En Cycas revoluta, se diagnosticaron tres muestras, de las cuales no se logré
asociar causalidad de infeccion en dicho hospedero.

En Syagrus romanzoffiana, se diagnostic6 una muestra, de la cual se logré
asociar causalidad de infeccién en dicho hospedero. El organismo diagnosticado como
causante de infeccién en el estipite de la planta fue Phaeoacremonium venezuelense.

Cabe destacar que en dos muestras de C. humilis y una de S. romanzoffiana,
se aislaron e identificaron hongos que actualmente no se encuentran descritos para
estos hospederos, correspondientes a |I. liligena y C. siamense para el primero y P.
venezuelense para el segundo hospedero, lo que podria representar los primeros

reportes de dichos hongos en los hospederos sefialados.
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7. ANEXOS

ANEXO 1. Hongos aislados segun muestra, hospedero y método de identificacion.

ITS: Espaciador Transcrito Interno, EF: Factor de Elongacion de Fusarium, His:

Histona, B-Tub 2: Gen de la B-Tubulina y MIC: identificacion microscoépica.

Muestra Hospedero Hongo Identificacién  Regién
Chaetomium globosum PCR ITS
Xenoacremonium sp PCR ITS
Chamaerops IIyonectr?a I?Ii.igena - PCR HIS
3384 humilis llyonectria liriodendri PCR HIS
llyonectria capensis PCR HIS
Pestalotiopsis sp. MIC -
Fusarium oxysporum PCR EF
. Fusarium solani PCR EF
3385 C. humilis Fusarium oxysporum PCR EF
Colletotrichum sp PCR ITS
Ascomycete no identificado PCR ITS
3386 C. humilis Zopfiella latipes PCR ITS
Colletotrichum siamense PCR ITS
Fusarium oxysporum PCR EF
Penicillium sp. MIC -
Penicillium polonicum PCR ITS
3390 C. humilis Cladosporium sp PCR ITS
Cladosporium macrocarpum PCR ITS
Aureobasidium pullulans PCR ITS
3391 C. humilis Alternaria infectoria PCR ITS
Diaporthe foeniculina PCR ITS
Alternaria alternata PCR ITS
3392 C. humilis Phoma sp. PCR ITS
Alternaria sp. MIC -
Penicillium sp. MIC -
Alternaria infectoria PCR ITS
3394 Yucca Stemphylium sp PCR ITS
rostrata Alternaria alternata PCR ITS
Penicillium sp. MIC -
Cycas Fusarium oxysporum PCR EF
3398 Trichoderma sp. MIC -
revoluta . -
Fusarium solani PCR ITS
Trichoderma sp. MIC -
Syagrus -
3445 romanzoffiana Xenoacremonium falcatus PCR ITS
Phaeoacremonium venezuelense PCR B-Tub 2
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ANEXO 2. Observacién e identificacion microscépica de algunos hongos aislados. (A)
conidiéforo de Penicillium sp., aislado de las muestras 3390, 3392 y 3394; (B) conidias
flageladas de Pestalotiopsis sp., aislado de la muestra 3384; (C) conidias coloreadas
de Alternaria sp., aislada de la muestra 3392 y (D) conidioforos de Trichoderma sp.,

aislado de las muestras 3398 y 3445.
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ANEXO 3. Geles de Agarosa visto por el transiluminador de luz UV. Bandas claras
indican una muestra positiva y ausencia de ella, una negativa. Nameros indican codigo
de aislado (cAdigos no publicados).

(TSer2,2.3 4. 5.6 7.8 9201112 + -11 2 3 4 5 6 + -1101112 + -

Fac. elong. Histona

- + 17 18 20 28 41 64 67 69 73 74 80

Fac. Elong - * 18 20 64 67 69 80

1
|
|

|
!

1l
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