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RESUMEN

Los cultivos de palma africana, Elaeis guineensis (Arecales: Arecaceae),
tradicionalmente polinizada por Elaeidobius kamerunicus (Coleoptera: Curculionidae),
se han visto afectados por enfermedades que disminuyen su produccion de frutos.
Por esto, se ha recurrido al cultivo de palmas hibridas de esta especie con Elaeis
oleifera (Arecales: Arecaceae), resistente a estas enfermedades, sin embargo, aun
no se encuentran polinizadores ideales para los hibridos. En este estudio se comparé
la eficiencia de polinizacion de los escarabajos nativos Couturierius sp. (Coleoptera:
Curculionidae), Grasidius sp. (Coleoptera: Curculionidae) y Mystrops sp. (Coleoptera:
Nitidulidae) entre si y la del polinizador africano Elaeidobius kamerunicus, realizando
liberaciones en el campo y en inflorescencias aisladas. Se describi6 el ciclo de vida
de las tres especies nativas. Los resultados demuestran que los polinizadores
nativos tienen una eficiencia de polinizacion igual a la especie africana en las palmas
hibridas, sin embargo ésta es muy baja (<20% de frutos normales) por lo que no es

eficiente para usos agronémicos a gran escala.

Palabras clave: Couturierius, Grasidius, Mystrops, palma aceitera, eficiencia de

polinizacion.
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ABSTRACT

African oil palms, Elaeis guineensis (Arecales: Arecaceae), have been
traditionally pollinated by Elaeidobius kamerunicus (Coleoptera: Curculionidae).
These beetles are the native pollinator in the original range of this palm in Africa. Oil
palms have been affected by diseases that significantly reduce the fruit production.
Hybrids of Elaeis guineensis x Elaeis oleifera (Arecales: Arecaceae) are resistant to
these diseases, but ideal pollinators for the hybrids have not yet being discovered. In
this study we compared the pollination efficiency between the native beetles
Couturierius  sp. (Coleoptera: Curculionidae), Grasidius sp. (Coleoptera:
Curculionidae) and Mystrops sp. (Coleoptera: Nitidulidae) and with the African
pollinator Elaeidobius kamerunicus by performing releases in the field and on isolated
inflorescences. The life cycle of the three native species is described. The results
revealed that native South America pollinators are as efficient as the African species
to pollinate the hybrids palms, however the pollination efficiency is to low (<20% of
normal fruits) for agronomic uses in major scale.

Key Words: Couturierius, Grasidius, Mystrops, oil palm, pollination efficiency.
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1. INTRODUCCION

La Palma Africana, Elaeis guineensis (Jacquin, 1897) (Arecales: Arecaceae),
tiene una gran importancia industrial. Se utiliza principalmente para la produccion de
aceite de palma, que sirve para la alimentacion y la produccion de biodiesel; también
se produce el aceite de kernel, usado para cosméticos, pinturas, jabones,
detergentes, entre otros productos similares. Estos dos aceites se elaboran a partir
del mesocarpio del fruto y el endospermo de la semilla de esta planta
respectivamente (Labarca et al. 2009).

Se creia que la polinizacion de E. guineensis era anemofila, realizada por el
viento, hasta 1979, cuando se encontro que tres especies de curculionidos eran los
principales polinizadores de la palma africana: Elaeidobius kamerunicus (Faust,
1898) (Coleoptera: Curculionidae), Elaeidobius plagiatus (Fahraeus, 1844)
(Coleoptera: Curculionidae) y Elaeidobius subvittatus (Faust, 1898) (Coleoptera:
Curculionidae). Estos fueron exportados a todo el mundo como polinizadores para
las grandes empresas palmicultoras; principalmente E. kamerunicus (Labarca et al.
2009).

En América Latina antes de la introduccion de E. kamerunicus los polinizadores
de la palma africana eran los escarabajos: Mystrops costaricensis (Gillogly, 1972)
(Coleoptera: Nitidulidae) y E. subvittatus (posiblemente introducidos desde Africa por
Brasil, de la familia Curculionidae) (Labarca et al. 2009).

La palma E. guineensis es monoica, es decir, tienen inflorescencias femeninas
y masculinas en la misma palma, las cuales casi nunca estan receptivas

simultaneamente en el mismo individuo para evitar que se auto fecunden. Por esta

4
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razon es necesario que el polen viaje de una palma a otra, transportado por
polinizadores (Labarca et al. 2009). Las flores masculinas y femeninas emanan un
olor similar al anis cuando estan en antesis para atraer a sus polinizadores (Syed
1979). Para comprender mejor el proceso de polinizacidon se aislé la principal
molécula causante del olor en los aceites volatiles, tanto de las flores masculinas
como femeninas, y se la identific6 como un Estragél (1-metoxi-4-(2-propenil)
benceno). Este compuesto es el causante de que los insectos encuentren las
inflorescencias naturalmente y gracias a esto se efectue la polinizacion (Lajis et al.
1985).

El cultivo de palma africana es uno de los mas crecientes en Ecuador y en
Latinoamérica. En la actualidad se siembran 210 000 hectareas de palma en el
Ecuador, que producen 450 000 toneladas de aceite, de los cuales 250 000
toneladas son para exportacion luego de abastecer la demanda nacional (INIAP
2011).

Sin embargo, las plantaciones de E. guineensis en Latinoamérica se ven
afectadas por enfermedades como la pudricion del cogollo o PC (posiblemente
causada por un complejo de bacterias y hongos Ceratocystis paradoxa (Dade,
Moreau, 1952), Fusarium solani (Martius, Saccardo, 1842), Phythoptora sp. y
Phytium sp.), entre otras (Aldana et al. 2010).

Las palmas afectadas por PC son sitios idoneos para la aparicion de otras
enfermedades o plagas como el curculionido Rhynchophorus palmarum (Linneo,
1758), que se alimenta y se reproduce en éstas. Sus larvas se comen el meristemo

de la palma con PC, matandola. Ademas, se ha reportado que los adultos causan
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dafios a las inflorescencias masculinas y femeninas de las palmas hibridas (Quintero
y Piedrahita 2005, Aldana et al. 2010).

La PC ha causado pérdidas de aproximadamente 20 000 — 25 000 hectareas de
palma africana durante el 2005 al 2011 en el Ecuador, siendo Orellana, Sucumbios y
Esmeraldas las provincias mas afectadas (INIAP 2011).

Existen algunos hibridos entre la palma africana (Elaeis guineensis), usada
como progenitor masculino, y la palma americana (Elaeis oleifera) (Kunth, Cortés,
1897) (Arecales: Arecaceae), usada como progenitor femenino, que presentan una
elevada tolerancia contra las enfermedades de la palma africana, en especial la PC
(Rocha et al. 2005). También son mas pequefias en estadio adulto lo que facilita la
cosecha de frutos y puede llegar a aumentar el tiempo atil de las palmas; ademas el
aceite cuenta con mayores cantidades de vitamina E y carotenos buenos para la
salud (Rocha et al. 2006).

Después de la polinizacion, las flores femeninas fecundadas se convierten en
frutos normales (con semilla y mesocarpio). Las flores no fecundadas pueden
desarrollarse como frutos partenocarpicos (sin semilla pero con mesocarpio), que
pueden usarse para la elaboracion de aceite de palma, o como frutos abortados. En
los hibridos de palma africana y americana, la proporcién de frutos no fecundados
partenocarpicos en relacion a los frutos abortados es mayor que en E. guineensis
constituyendo esta otra ventaja del cultivo del hibrido (Bulgarelli et al. 2002).

La viabilidad del polen del hibrido es muy baja (<6% - 25%) en comparacion a
las palmas africana y americana (80-98%), lo que dificulta una polinizacién natural y
ha llevado a las empresas palmicultoras a realizar una polinizacion asistida, la cual

puede llegar a ser muy costosa (Sanchez y Romero 2013).
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Este estudio busca probar la eficiencia de la polinizacion entomofila en los
hibridos de palma africana con palma americana, usando los polinizadores nativos
de la palma americana. El estudio us6 como polinizadores a los siguientes
escarabajos:

Mystrops cf. beserrai (Kirejtshuk y Couturier, 2010) (Coleoptera: Nitidulidae).

Grasidius cf. hybridus (O'Brien y Beserra, 2004) (Coleoptera: Curculionidae).

Couturierius cf. carinifrons (O'Brien y Beserra, 2004) (Coleoptera:
Curculionidae).

Estas tres especies se han encontrado en inflorescencias masculinas de
palmas americanas, E. oleifera, y de palmas hibridas, E. guineensis x E. oleifera. La
especie Mystrops beserrai también ha sido encontrada en las palmas Oenocarpus
mapora (Karsten, 1857) y O. multicaulis (Spruce, 1869) (O'Brien et al. 2004,
Kirejtshuk y Couturier 2010).

Las tres especies se alimentan, reproducen, y ponen huevos en las
inflorescencias masculinas en antesis, ademas las larvas cumplen todo su desarrollo
en las inflorescencias viejas. Los adultos, al igual que los polinizadores de la palma
africana, visitan las inflorescencias femeninas en antesis confundidos por el olor, por
lo que son considerados polinizadores de estas palmas (O'Brien et al. 2004,
Kirejtshuk y Couturier 2010).

Casi no existen estudios sobre la biologia y el ciclo de vida de estos
polinizadores nativos, Rocha et al. (2005) establecieron la duracion del ciclo de vida
de una especie (Couturierius cf. carinifrons), pero no estudiaron sus estadios larvales.
Estas especies fueron seleccionadas debido que fueron recolectadas en flores

masculinas de E. oleifera en San José de Morona (provincia de Morona Santiago -

7
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Ecuador), por el Ingeniero Francisco Orellana Moreno (Gerente técnico de
Energypalma S.A.) e introducidas en el Jardin Genético de Germoplasma de E.
oleifera de la empresa palmicultora Energypalma S.A., en San Lorenzo- Esmeraldas,
donde se llevo a cabo la presente investigacion.

En este estudio se realizaron tres experimentos donde se evalué y comparo la
eficiencia de la polinizacién de las tres especies de escarabajos en una de las
variedades de hibridos de palma de la variedad UNIPALMA Eo x Eg, mediante la
introduccién de los insectos en parcelas de hibridos de palma, que anteriormente no
tenian polinizadores, y se cuantifico la produccion de frutos después de la
introduccidén, con siete parametros de la productividad del racimo y la calidad de los
frutos (Preciado et al. 2011). Ademas se comparé la eficiencia de los polinizadores
nativos con el polinizador E. kamerunicus. También se analizé la biologia de los tres
polinizadores a estudiar, se los crio en ambientes controlados para determinar sus

ciclos de vida, cuantificando el tiempo y las medidas de cada estadio del ciclo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. El Sitio de Estudio.
El estudio se realiz6 entre Mayo del 2014 y Marzo del 2015, en las
plantaciones de la empresa extractora de aceite Energypalma S.A., ubicadas a
30 Km de la ciudad de San Lorenzo, provincia de Esmeraldas — Ecuador (lat 1°
07’ 20” N, long 78° 45’ 50” W.) Los experimentos de campo se llevaron a cabo
en lotes de palmas hibridas E. guineensis x E. oleifera de la variedad

UNIPALMA Eo x Eg, de tres afios de edad, en la Zona 6 (lote J5-22) y la Zona

8
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de Zarria (lotes 202 y 2P2) y en dos lotes de E. oleifera de la variedad Taisha,
de seis afos, en el Jardin Genético de Germoplasma (JGG) en la Zona 6 (lotes
J5-11 y J5-12). Las fases de laboratorio y andlisis de racimos se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Produccion de Semillas y Fitosanidad (LPSF) de la
empresa en la misma plantacion.
2.2. Eficiencia de Polinizacion.
2.2.1. Polinizacién con Liberaciones in situ.

El primer experimento se lo realizd en dos lotes (202 y 2P2) de palmas
hibridas de la variedad UNIPALMA Eo x Eg, dentro de los cuales se
delimitaron dos parcelas de aproximadamente 50 palmas por cada lote, las
parcelas Pl y Pll en el lote 2P2 y las parcelas Plll y PIV en el lote 202. Las
parcelas estaban separadas unas de otras por 50 m de distancia y los lotes
por 100 m entre si (Figura 1).

En tres de las cuatro parcelas (PI, Pll y PIll), durante un mes y medio,
se realizaron liberaciones cada dos dias por medio de una mezcla de
insectos polinizadores nativos colectados en las plantaciones de la empresa
y polen de Elaeis guineensis. En la cuarta parcela (PIV) no se realizd
ninguna liberacién directa. Cada parcela fue analizada como un tratamiento
distinto.

Los insectos usados para las liberaciones fueron recolectados entre las
8:00 y las 9:00 de la mafiana en LOS lotes J5-11 y J5-12 del JGG. EI
proceso de recoleccion consistidé en recubrir las inflorescencias masculinas
de E. oleifera en pleno proceso de antesis con una bolsa de polietileno y

agitar éstas para que los insectos caigan en la bolsa. Los insectos recogidos

9
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(500 gr aproximadamente) eran pasados a un frasco de plastico de un galén
y mezclados con 20 gr de polen de E. guineensis.

Las liberaciones en las parcelas se hicieron entre las 9:30 y las 10:30
de la mafana, la mezcla de insectos-polen se iba soltando a manojos
mientras se caminaba por entre las parcelas PI, Pll y PIIl, sin entrar nunca a
la parcela PIV (Figura 1).

Se marcaron 40 inflorescencias femeninas de palmas hibridas en
antesis por parcela para su posterior analisis una vez que se desarrollaron
los frutos. Seis meses después se cosecharon al azar 15 de los 40 racimos
preseleccionados por parcela (Figura 1).

A la par, se analizé la produccion de frutos de los 60 racimos con siete
variables de produccion utilizadas normalmente por la empresa: 1)
Porcentaje de frutos fértles o normales, 2) Porcentaje de frutos
partenocarpicos, 3) Porcentaje de frutos abortados 4) Peso de frutos fértiles,
5) Peso de frutos partenocarpicos, 6) Peso de frutos abortados y 7) Niumero
de espigas por racimo. Para esto se tom6 cada racimo por separado, se
cortaron las espigas del peddnculo, se separaron todos los frutos de las
espigas y se procedid a separar y contar los frutos normales (o fecundados),
los frutos partenocarpicos, los frutos abortados y las espigas con el
pedunculo. Una vez separados en estos cuatro grupos se guardaron por
separado en bolsas plasticas y se fueron pesados en una balanza electronica
industrial (TCS: 300-a). Esto se realizo en el LPSF de la empresa

Energypalma S.A.
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Para comparar la eficiencia de polinizacion se tomaron datos,
previamente colectados por la empresa Energypalma S.A., de los
porcentajes de los tres tipos de frutos de racimos de palmas hibridas, de los
lotes 2P1, 2P2, 201 y 202 en la Zona de Zarria, polinizados bajo el mismo
procedimiento, pero con polinizadores africanos (E. kamerunicus)
recolectados en palmas E. guineensis en lotes dentro de la plantacion.
Protocolo normalmente usado por la empresa para la produccién de frutos
destinado a la elaboracion de aceite. Estos cuatro lotes fueron analizados
como otros cuatro tratamientos distintos.

Polinizacion en Inflorescencias Aisladas.

En el lote J5-22 en la Zona 6, en 13 palmas hibridas de 3 afios, se llevo
a cabo el segundo experimento, con dos tratamientos: PN, polinizados con
los tres escarabajos nativos Couturierius sp., Grasidius sp. y Mystrops sp., y
polen de palma americana; y PE, polinizada con Elaeidobius kamerunicus y
polen de palma africana. Para esto se aislaron 21 inflorescencias femeninas
antes de que estén receptivas, en bolsas de polietileno (Figura 2 y Tabla 1).
El proceso de aislamiento de inflorescencias consisti6 en remover racimos
aledafios a las inflorescencias analizadas, retirar las capas de bracteas que
las recubren y rociar alrededor de éstas insecticida (Baygon: Verde, insectos
rastreros) y formol al 0.02% para eliminar los insectos y hongos presentes en
la inflorescencia. Posteriormente se colocaba cada inflorescencia dentro de
una bolsa de polietileno donde permanecia aislada.

Desde el primer dia de antesis de la inflorescencia se introdujeron

cuatro ml de insectos polinizadores (aproximadamente 800 individuos
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Couturierius sp., 800 Grasidius sp. y 4000 Mystrops sp.) dentro de cada
bolsa (siete inflorescencias fueron polinizadas con una mezcla de los tres
insectos polinizadores nativos con polen de E. oleifera, siete con el
polinizador africano E. kamerunicus con polen de E. guineensis y siete no
fueron polinizadas como control). Los polinizadores fueron colectados en sus
respectivas palmas y colocados en tubos de ensayo con tapa con el mismo
polen que se obtuvo al colectarlos. Los tubos se llenaron cuatro ml con cada
mezcla. Las polinizaciones en las inflorescencias aisladas se realizaron bajo
el siguiente procedimiento: se desinfectd la ventana plastica de la bolsa con
alcohol etilico industrial al 95%, se realizdé un corte en la ventana plastica se
introdujeron los respectivos polinizadores contenidos en uno de los tubos de
ensayo con tapa y finalmente se sell6 la abertura con cinta pegante. En las
polinizaciones control (polinizacién negativa) se aplicé el mismo proceso que
al polinizar, pero con los tubos vacios. Este proceso representa una
polinizacién y fue repetido todos los dias, hasta que todas las flores de la
inflorescencia estuvieran receptivas (esto vari6 de dos a 12 dias
dependiendo de cada inflorescencia).

Los racimos fueron cosechados a los cuatro meses, cuando los frutos
aun no estaban completamente maduros. El analisis de produccion de frutos
se realiz0 con las mismas variables antes explicadas en el LPSF de

Energypalma S.A.

2.3. Comparacion de Eficiencia de Polinizadores Nativos.

El tercer experimento consisti6 en comparar a los tres polinizadores por

separado y juntos mas un control negativo. Se realizaron 37 aislados de
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inflorescencias femeninas antes de la antesis con bolsas de polietileno,
siguiendo el proceso antes mencionado, en 28 palmas hibridas de tres afios de
edad, en el lote J5-22 (Tabla 1 y Figura 2).

En total se realizaron cinco distintos tratamientos: PC: polinizados con
Couturierius sp.; PG: polinizados con Grasidius sp.; PM: polinizados con
Mystrops sp.; P3: polinizados con las tres especies; y P-: sin polinizacién.

Cuando las inflorescencias comenzaban el proceso de antesis fueron
polinizadas bajo el procedimiento previamente mencionado, bajo los siguientes
tratamientos: siete inflorescencias con los curculiénidos del género Couturierius
sp.; ocho aislados con los curculiénidos del género Grasidius sp.; siete con los
nitidulidos del género Mystrops sp.; ocho inflorescencias con una mezcla de las
tres especies; y siete aislados se dejaron con polinizacidén negativa (se tomaron
las mismas inflorescencias de control del experimento anterior).

Los tres tratamientos con las especies por separado fueron polinizados
con 110 individuos de cada especie respectivamente; el tratamiento con la
mezcla de las tres especies contenia 37 individuos de cada una de las tres
especies, 111 individuos en total.

La recoleccién y clasificacidon de insectos se realiz6 manualmente con
tamizadores y un aspirador hechos manualmente con materiales reciclados y
puestos en tubos de vidrio. Todos los tubos fueron previamente llenados con
0.5 g de polen, a excepcion de los tubos vacios para las polinizaciones
negativas. Las 37 inflorescencias aisladas fueron polinizadas una sola vez

cada una con su respectivo tratamiento.
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Los racimos fueron cosechados y analizados bajo las mismas siete
variables junto con los racimos del experimento de Polinizacion en

Inflorescencias Aisladas, antes mencionado.

2.4. Biologia de los Polinizadores.

Se aislaron 18 inflorescencias masculinas antes de la antesis de E.
oleifera en el lote J5-11 del JGG. Una vez estuvieron en antesis, fueron
polinizadas con una de las tres especies por separado (seis inflorescencias por
especie) bajo el mismo procedimiento antes realizado, pero esta vez con 200
individuos en cada tubo y sin afiadir polen extra a los tubos, ya que no se
realizaron polinizaciones propiamente, sino colonizaciones por parte de los
insectos a las inflorescencias masculinas.

Después de la introduccion de los insectos se procedio a recolectar cada
dia tres espigas de cada inflorescencia aislada hasta que eclosionaran los
estadios adultos. Las espigas fueron recolectadas haciendo un corte grande en
la ventana de la bolsa y cortando con tijeras las espigas en la parte mas basal
posible y sellando la bolsa con cinta pegante al finalizar.

Las espigas fueron recolectadas entre las 9:30 y las 10:30 de la mafiana y
fueron llevadas al laboratorio en bolsas plasticas individuales donde se midio el
largo y el ancho total de cinco, o menos, individuos de cada estadio por
inflorescencia hasta llegar a los 15 datos por dia por especie. Las medidas
fueron tomadas en un microscopio estereoscopico (Diamond: #5426) bajo un
aumento de 40x. Se cuantificaron los tiempos de cada estadio, en dias, para
determinar los intervalos de los distintos estadios del ciclo de vida de las tres

especies, segun la metodologia usada en Tuo et al. (2011):
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Estadio neonato — estadio larval 1 (L1)
L1- estadio larval 2 (L2)
L2 - estadio larval 3 (L3)
L3 - estadio de pupa (P)

Se tomaron datos de temperatura y humedad relativa con un dataloger
dentro de una bolsa de polietileno con una inflorescencia aislada y al ambiente
bajo sombra, protegido de la lluvia, para comparar estas variables climéticas en
estos dos ambientes y ver si esto influye en el desarrollo de los insectos.

Adicionalmente se colectaron individuos de las tres especies, se los monté
en alfileres entomolégicos y se los envié a ltalia, para su identificacion
taxonodmica, al profesor Massimo Meregalli de la Universita degli Studi Di Torino,

Dipartimento di Scienze della Vita e Biologia dei Sistemi.

2.5. Andlisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa PASW Statistics
(SPSS), bajo un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA). Para observar si
existen diferencias significativas entre los distintos tratamientos de cada
experimento de eficiencia de polinizacién, se efectu6 la prueba estadistica no
paramétrica de Kruskal-Wallis para varias muestras, usando como variables los
datos porcentuales de frutos y como variable de agrupacion los distintos
tratamientos, con una significacion de 0,05.

Para determinar las diferencias entre los grupos de tratamientos de cada
experimento, se utilizé la prueba estadistica no paramétrica de Mann-Whitney.

Esta prueba compara pares de tratamientos, por lo que se realizd una prueba

15



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

para cada par posible de tratamientos, dentro de cada uno de los tres

experimentos de eficiencia de polinizacion.

Se realizaron pruebas no paramétricas debido a que la distribucion de los

datos no fue normal.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Eficiencia de Polinizacion.

3.1.1.

Polinizacion con Liberaciones in situ.

Después de seis meses se cosecharon los 60 racimos (15 por parcela)
y se los analizé bajo las siete variables de produccion. Los datos promedio
de cada parcela se muestran en la Tabla 2. Se encontr6 una diferencia
altamente significativa entre los cuatro tratamientos de este experimento
mostradas en la Tabla 3, pero al comparar solo los tres tratamientos de
liberacion directa el porcentaje de frutos normales es similar. En general se
observa una baja formacion de frutos normales (media total de 9,9%), sin
embargo se puede observar un aumento significativo (Tabla 2) de
produccion de frutos normales en las tres parcelas (P, PIl y PlIl) donde se
hicieron liberaciones directas (promedio de las tres parcelas 11,2%) en
comparacion a la parcela en la cual no se hicieron liberaciones directas (PIV)
(5,9%). EI tratamiento sin liberaciones directas no tuvo diferencias
significativas en los porcentajes de frutos partenocarpicos ni abortados. Esto

evidencia el efecto de la distancia a la cual son liberados los polinizadores,

16



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

ya que si bien la parcela PIV no tuvo una liberacion directa, se observo la
presencia de polinizadores al haber una formacion de frutos normales.

La parcela PIl fue la que mejor formacion de racimo presentd con
diferencias significativas en los porcentajes de frutos abortados (35,8%), y
partenocarpicos (51,1%) y no presento diferencias en cuanto a porcentaje de
frutos normales (13,1%) (Tabla 2). PIl fue también la parcela que present6
mayor peso de frutos partenocarpicos y menor peso de frutos abortados
(Tabla 2).

Comparando los resultados de este estudio con datos obtenidos por la
empresa Energypalma S.A. de parcelas aledafias en los lotes: 201, 202,
2P1 y 2P2) bajo polinizacién entomofila con Elaeidobius kamerunicus, se
observan diferencias significativas entre los ocho tratamientos (Tabla 3); al
comparar estas cuatro parcelas entre pares de tratamientos, no se observan
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de frutos
normales con respecto a los primeros tres tratamientos que tuvieron
polinizacién directa (Tabla 2).

Con respecto a frutos partenocarpicos y abortados, los lotes 2P2, 201y
2P1 presentan una eficiencia similar con respecto al segundo tratamiento y el
lote 202 no presentd diferencias significativas con las parcelas PI, Plll y PIV
(Tabla 2).

Estos resultados sugieren que los dos tipos de polinizadores (africanos
y nativos) tienen un eficiencia de polinizacion similar.

Sin embargo no se ve una polinizacion igual a la que ocurre en las

respectivas palmas progenitoras donde E. kamerunicus logra una
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conformacion de racimo de entre 80 y 90% de frutos normales y
partenocarpicos en palmas africanas, los mismos valores de formacion de
racimo se alcanzan en las palmas americanas del JGG que son polinizadas
por los escarabajos nativos.

Esto puede estar relacionado al cambio de los aromas atrayentes en las
palmas hibridas con respecto al aroma de sus progenitores, al cual ya estan
adaptados los insectos, entre otros muchos factores.

Polinizacion en Inflorescencias Aisladas.

Los 14 racimos de los dos tratamientos fueron cosechados a los cuatro
meses, cuando los frutos aun no estaban completamente maduros, pero ya
lo suficientemente desarrollados para diferenciarlos entre frutos normales,
frutos partenocarpicos y frutos abortados y poder realizar el andlisis de
produccion de frutos.

Los resultados de cada tratamiento se presentan en la Tabla 4. No se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes y pesos de frutos
entre los polinizadores nativos y E. kamerunicus (Tabla 4 y 5). Esto indica, al
igual que el anterior experimento, que los dos tipos de polinizadores tienen
una eficiencia de polinizacién similar. Esto sugiere que las palmas hibridas
pueden ser polinizadas por los polinizadores de sus dos progenitores y son

igual de receptivas para los dos tipos de polen.

3.2.Comparacion de Polinizadores Nativos.

Los resultados promedio de cada tratamiento estan en la Tabla 6. Al

analizar estadisticamente los datos no se encontraron diferencias significativas

entre los tratamientos polinizados. EI dnico tratamiento que difiere
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significativamente fue el quinto tratamiento el cual consistié en una polinizacion
negativa (Tabla 6 y 7) sin embargo el peso de frutos abortados no fue
significativamente diferente entre el tratamiento negativo y los otros cuatro
tratamientos (Tabla 6).

Los resultados del tratamiento de polinizaciébn negativa nos muestran que
se hizo un buen aislamiento de las inflorescencias y que no hubo ningun factor
externo, ambiental o de manipulacion, que produzca la polinizacién de las flores
(Tabla 6). Estos resultados también nos muestran que la produccién de frutos
partenocarpicos solo se da si existe algun tipo de interaccion con un polinizador,
ya sea directa, que el polinizador influye en la formacién de frutos
partenocarpicos, o indirecta, que los frutos normales influyen en la formacion de
frutos partenocarpicos.

Comparando con este tratamiento negativo, se puede ver que las tres
especies logran polinizar algunas flores. Sin embargo no pueden ser usadas
como polinizadoras de las palmas hibridas, ya que la produccién es muy baja
para ser rentable (<10% de frutos normales) (Tablas 6 y 7).

Es probable que aumentando la presion polinica (cantidad de

polinizadores) se obtenga una mejor conformacién de racimo.

3.3. Biologia de los polinizadores.

El promedio de temperatura y humedad del ambiente fueron de 27,6°C y
38,7% de humedad relativa, con temperaturas maximas y minimas 37,8 y
22,4°C y humedad relativa maxima y minima de 70,9% y 15%. Dentro de las
bolsas de aislamiento la temperatura media fue de 26,1°C y la humedad de

45,3%, con temperaturas maximas y minimas de 32,1 y 23,8°C y humedad
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maxima y minima de 60,9 y 28,3% (Figura 3). Esto refleja una menor
temperatura, mayor humedad relativa promedio y una menor variacion de
condiciones ambientales dentro de los aislados. Esta variacion puede influir en
el tiempo de desarrollo de los individuos.

Se obtuvieron los tiempos de duracion de los estadios larvales y de pupa
de las tres especies estudiadas. No se encontraron huevos pero al segundo dia
ya se encontraron larvas neonatas en las tres especies, por lo que se asume
gue el estadio de huevo dura un dia. Las medidas de los estadios larvales y de
pupa de las tres especies, asi como el tiempo de duracion de cada estadio se
presentan en la Tabla 8. Se puede ver una relacion directa entre el tamafio del
individuo adulto y el tiempo de desarrollo hasta la adultez siendo la especie del
género Couturierius el que requiere de mayor tiempo para llegar a ser adulto
(14 dias), seguido por la especie del género Grasidius (12 dias) y finalmente la
especie del género Mystrops (11 dias).

El tiempo de duracion de los distintos estadios larvales varia entre géneros.
El primer estadio larval dura dos dias en Grasidius y Mystrops, y tres dias en
Couturierius. El estadio larval L2 dur¢ tres dias para el género Grasidius y dos
dias para los otros dos géneros. En el género Couturierius el estadio larval final
N3 tuvo una duracion mucho mayor que los demas géneros, seis y cuatro dias
respectivamente. El tercer estadio L3 en los tres géneros corresponde al
estadio de mayor duracion siendo la diferencia ain mas evidente en el género
Couturierius. El estadio larval del género Couturierius durd 12 dias, 10 dias en
Grasidius y nueve en Mystrops. El estadio de pupa de los tres géneros fue

similar (tres dias).
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Se puede observar que el género Couturierius tiene un crecimiento mas
gradual en sus estadios larvales. El género Grasidius cambia mas
abruptamente de tamafios dos llegan a medir aproximadamente lo mismo en su
ultimo estadio larval; la larva neonata y el primer estadio larval del género
Mystrops presenta un cuerpo ligeramente mas largo y mas angosto que los
mismos estadios que Grasidius, sin embargo el estadio final de Mystrops es
casi de la mitad del tamafio que los otros dos géneros. El tamafio del estadio
pupal varia entre géneros, siendo proporcional al tamafio del adulto.

Se observo una clara diferencia entre el tipo de larva de los curculionidos y
el tipo de larva del nitidulido, siendo las primeras larvas sin patas de doce
segmentos y presentando una mandibula poco desarrollada, a diferencia de las
larvas de Mystrops que presentan tres pares de patas en los tres primeros
segmentos y una mandibula méas desarrollada (Figura 4). Las pupas de los
curculibnidos estan recubiertas por una capa transparente, lo que permite
observar al insecto desarrollandose dentro de éstas, a diferencia de las pupas
del nitiddlido que estdn protegidas por una capa mas gruesa con dos
prolongaciones (Figura 5). Las larvas y pupas de los curculionidos fueron
encontradas dentro de las flores embebidas en la espiga, mientras que las
larvas y pupas de los Mystrops se encontraron sobre la espiga. Esto muestra
una clara diferenciacion ecolégica, ya que las larvas de los curculiénidos
permanecen dentro de la flor masculina durante todo o casi todo su desarrollo,
mientras las larvas Mystrops caminan por toda la inflorescencia buscando

alimento.
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Un desarrollo mas corto puede representar una ventaja en la polinizacion
ya que se puede tener mas individuos en menos tiempo, por otra parte un
polinizador de mayor tamafio es mas efectivo que un polinizador pequefio ya
gue puede transportar mas polen consigo. Segun esto las tres especies
estudiadas poseen una aptitud polinica similar ya que las especies grandes
tienen un desarrollo mas lento y viceversa.

Los datos obtenidos del tiempo de desarrollo hasta la adultez difieren un
poco de los obtenidos por Rocha et al. (2005) que presentaron un tiempo de
trece dias para la especie Couturierius sp., también obtenidas de palma E.
oleifera. En comparacion con otros polinizadores de palma aceitera, como
Elaeidobius kamerunicus (14 dias) y E. plagiatus (11 dias) todos los insectos
tienen un tiempo de desarrollo similar (Tuo et al. 2011).

Las medidas de los estadios adultos de las especies en estudio difieren de
los holotipos de las posibles especies, en este estudio Couturierius cf.
carinifrons tuvo una medida media de 2,9 mm de largo y 1,1 mm de ancho
mientras el holotipo mide 2,3 mm de largo y 1,1 mm de ancho. En Grasidius cf.
hybridus las medidas fueron 2,1 mm y 1,0 mm cuando las del holotipo son 2,4
mm y 1,0 mm. Esto sugiere que pueden tratarse de nuevas especies, como los
autores sugieren para individuos del Ecuador (O'Brien et al. 2004). Los
individuos de Mystrops cf. beserrai tuvieron una medida de 1,4 mmy 0,8 mm
en comparacion con el holotipo que mide 2,2 mmy 1,1 mm (Figura 6).

Las medidas obtenidas concuerdan mas con las medidas de la especie
Mystrops costaricensis (1,1 - 1,4 mm de largo), sin embargo esta especie esta

reportada en inflorescencias de E. guineensis y no se han encontrado en E.
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oleifera (Kirejtshuk y Couturier 2010), por lo que se esperan los resultados de
los especimenes enviados para su identificacion taxondmica, para poder

determinar qué especies son las que se realmente se utilizaron en este estudio.

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este estudio se demuestra el incremento en produccion de frutos que
representa la liberacion directa de polinizadores nativos y que la distancia de
liberacion influye en la calidad de conformacién de racimos.

También se demostr6 que los géneros nativos Couturierius, Grasidius y
Mystrops son igual de efectivos que la especie africana Elaeidobius kamerunicus al
polinizar hibridos de palmas africana y americana, sin embargo no llegan a ser tan
eficientes para ser usados como polinizadores de este cultivo.

Futuros estudios enfocados en mejoramiento de hibridos para recuperar
caracteristicas de uno de los progenitores, como recuperar los aromas volatiles
atrayentes o mejorar la viabilidad del polen, entre otras caracteristicas sin afectar la
resistencia a enfermedades. Asi se mejoraria la polinizacion entomdfila, ya sea por
parte de los escarabajos americanos o africanos.

En este estudié se determind la duracion y crecimiento de los estadios del ciclo
de desarrollo de Couturierius sp., Grasidius sp. y Mystrops sp. y se observé un
relacion directa entre el tamafo del insecto adulto, el tamafio de su larva y el tiempo

de desarrollo hasta la adultez.
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MATERIAL COMPLEMENTARIO:

Figura 1: Experimento de eficiencia de polinizacion con liberaciones in situ - esquema de parte
de los lotes 202 y 2P2; parcelas PI, PIl, Plll y PIV de 50 palmas cada una; y las 15
inflorescencias muestreadas de palmas hibridas (Elaeis guineensis x Elaeis oleifera) por parcela.

Donde se realizaron liberaciones de tres especies de escarabajos nativos del Ecuador

(Couturierius sp., Grasidius sp. y Mystrops sp.) en las zonas fuera del rectangulo entrecortado.
Lote 2P2 | Lote 202
om X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X * X X X
X X X X X X X * X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X * X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X 1 X 1 X 1 X 1 X X X 1 X X X X 1 1 X X 1 X 1 1 X 1 X X X
X X X X X X X X 1 X 1 X X X X X X X X X 1 X X X 1 1 X X X X X
X X X 1 X X X X X X 1 X X X . 100 m > X X X X X 1 X X X X X 1 X X X
X X X X 1 X X X X X 1 X X X X X X X X X X X X X X X 1 X X X X
X X X X X 1 X X 1 X 1 1 X X 1X__X__X__£__1_1__1__)(__1__X____X__)i_i_z _____
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X X X X X 1 1 X * * X X : X X X X X X X X X X X X X X X X :
X 1 X 1 X X X X X X X X 1 X X X X X X X X X X X X X X 1
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Figura 2: Experimentos de eficiencia de polinizacion en inflorescencias aisladas y comparacion

de eficiencia de polinizadores nativos — esquema de parte del lote J5-22 y palmas con

aislamientos de inflorescencias femeninas de palmas hibridas (Elaeis guineensis x Elaeis

oleifera). Tabla 1 para ver tratamientos especificos.
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1 Figura 3: Comparaciéon de temperatura y humedad

2 inflorescencia dentro de una bolsa de polietileno.
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Figura 4: Larvas de los tres escarabajos nativos en el tltimo estadio.

Las tres imagines estan en la misma proporcion. A: Couturierius sp. B: Grasidius sp. C: Mystrops sp.
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Figura 5: Pupas de los tres escarabajos nativos en los Gltimos dias.

Las tres imagines estan en la misma proporcion. A: Couturierius sp. B: Grasidius sp. C: Mystrops sp.
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Figura 6: Adultos de los tres escarabajos nativos, vista lateral y dorsal.

Las seis imagines estan en la misma proporcion. A, D: Couturierius sp. B, E: Grasidius sp. C, F: Mystrops sp.
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Tabla 1. Experimentos de eficiencia de polinizacidén en inflorescencias aisladas y comparacion de
eficiencia de polinizadores nativos - disposicion de tratamientos en inflorescencias femeninas
aisladas de las palmas hibridas (Elaeis guineensis x Elaeis oleifera) en el lote J5-22, detalle y

esquema del lote en la Figura 2.

NUmero de Cantidad de Tratamiento - NlUmero de Nimero de Cantidad de Tratamiento - NuUmero de
Palma Racimos Polinizacion Repeticion Palma Racimos Polinizacion Repeticion
X1 1 PN 1 X17 1 PC 5
PN 2 PC 4
X2 2
PC 1 X18 3 P3 6
X3 1 P- 1 PG 6
X4 1 PN 3 X19 1 P3 7
X5 1 P3 1 X20 1 PM 4
X6 1 PG 1 P- 3
X21 2
P- 2 PM 5
X7 1
P3 2 PG 7
X22 2
X8 1 PC 2 PE 3
PG 2 PM 6
X9 2 X23 2
PN 4 P- 4
PM 1 P- 5
X24 2
X10 3 PN 5 PE 4
PE 1 X25 1 PG 8
X11 1 PC 3 X26 1 PM 7
PM 3 P- 6
X12 2 X27 1
PG 5 PE 5
P3 3 X28 1 PC 6
X13 3 PG 3 X29 1 PN 7
PN 6 X30 1 P- 7
X14 1 PM 2 X31 1 PC 7
P3 4 X32 1 PE 6
X15 2
PE 2 X33 1 PE 7
P3 5 X34 1 P3 8
X16 2
PG 4

Tratamientos PN y PE son del experimento de eficiencia de polinizacién en inflorescencias aisladas; PN fue polinizado con los tres
escarabajos nativos del Ecuador (Couturierius sp., Grasidius sp. y Mystrops sp.) y polen de la palma Elaeis oleifera, PE fue polinizado
por el escarabajo africano Elaeidobius kamerunicus con polen de la palma Elaeis guineensis. Tratamientos PC, PG, PM y P3 son del
experimento de comparacion de eficiencia de polinizadores nativos; PC fue polinizado con Couturierius sp., PG fue polinizado con
Grasidius sp., PM fue polinizado con Mystrops sp. y P3 fue polinizado con una mezcla de las tres especies nativas. Estos cuatro
tratamientos fueron polinizados con polen de Elaeis guineensis. El tratamiento P- no fue polinizado por ningin escarabajo y fue el

control negativo.
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Tabla 2: Experimento de eficiencia de polinizacion con liberaciones in situ en palmas hibridas

(Elaeis guineensis x Elaeis oleifera) - promedios generales del porcentaje y peso de los tres tipos

de frutos.
Informacién Porcentaje (%) * Peso (Kg) *
Tratamiento N“T“.e“’ de Frutos Normales Frut(?s ) Frutos Abortados Frutos Normales Frutgs . Frutos Abortados
repeticiones (n) Partenocarpicos Partenocarpicos

Pl 15 102+7,8a 21,4+123a 685+116a 0,78+04 a 045+04a 0,78+05a
Pl 15 13,1+10,1a 51,1+16,2c 358=+174c l146+12a 1,45+06Db 0,28+0,3b
P 1l 15 10,4+8,7a 26,3+13,7a 63,3+18a 096+09a 0,67+04a 0,57+03a
P IV 15 5,9+9,9b 20,7+234a 73,4+268a 09+09a 0,88+05a 0,28+0,1b

202** 6 80+33a 34,4+153ab 57,615 ab

2p2** 6 122+31a 42,4+9,9bc 45,4 + 10,6 bc

201** 6 11,1+ 85ab 53,1+19,6bc  357+155bc

2P1** 6 26,2+249a 354+22,1bc 385+13,7bc

Los tratamientos PI, Pll y PIII tuvieron liberaciones directas de tres escarabajos nativos del Ecuador (Couturierius sp., Grasidius sp. y
Mystrops sp.), el tratamiento PIV no tuvo liberaciones directas, pero estaba cerca de los tratamientos donde si hubieron liberaciones.
Los tratamientos 201, 202, 2P1 y 2P2 tuvieron liberaciones directas del escarabajo africano Elaeidobius kamerunicus.

* Comparaciones por variable hechas con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. En columnas medias con letra igual no difieren

significativamente (p>0,05). ** Datos recolectados y proporcionados por la empresa Energypalma S.A.
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Tabla 3: Resultados de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para varios tratamientos,
para el experimento de eficiencia de polinizacion con liberaciones in situ en palmas hibridas

(Elaeis guineensis x Elaeis oleifera), en las tres variables de porcentaje de frutos.

i 0 0 0
Tratamientos PI, I, Pilly PIIV PI, Plly Pl PL, PIL, Pl PIIV, 2001 , 2020, 2P1°y
comparados 2P2

Variable Frutos Frutos Frutos Frutos Frutos Frutos Frutos Frutos Frutos

analizada (%) Normales Partenocarpicos Abortados ~ Normales Partenocarpicos Abortados ~ Normales Partenocarpicos Abortados

Chi-cuadrado 11,72 21,65 21,6 2,02 20,77 19,73 15,45 34,08 39,74

Significacion

(0 0,00+ 0,00 0,00 0,36 0,00+ 0,00 0,31 0,00% 0,00+

Los tratamientos PI, PIl y PIIl tuvieron liberaciones directas de tres escarabajos nativos del Ecuador (Couturierius sp., Grasidius sp. y
Mystrops sp.) con polen de Elaeis guineensis, el tratamiento PIV no tuvo liberaciones directas, pero estaba cerca de los tratamientos
donde si hubieron liberaciones. Los tratamientos 201, 202, 2P1 y 2P2 tuvieron liberaciones directas del escarabajo africano
Elaeidobius kamerunicus con polen de Elaeis guineensis. ° Datos recolectados y proporcionados por la empresa Energypalma S.A. *

Diferencia significativa entre tratamientos (p<0,05). ** Diferencia altamente significativa entre tratamientos (p<0,01).

Tabla 4: Experimento de eficiencia de polinizacion en inflorescencias aisladas de palmas hibridas
(Elaeis guineensis x Elaeis oleifera)- promedios generales y desviaciones estandar del porcentaje

y peso de los tres tipos de frutos.

Informacion Porcentaje (%) * Peso (Kg) *
Tratamiento Num_e fode Frutos Normales Frutgs . Frutos Abortados Frutos Normales Frutgs . Frutos Abortados
repeticiones (n) Partenocarpicos Partenocarpicos
PN 7 71+72a 432+259a 49,7+288a 045+04a 149+12a 1,13+06a
PE 7 82+81la 51,3+196a 404+151a 0,87 £0,7a 26+t12a 1,33+06a
P- 7 0,0 £0b 0,0 +0b 100 +0b 0,0+0b 0,0+0b 0,89+0,1b

El tratamiento PN tuvo una polinizacién con una mezcla de tres especies nativas del Ecuador (Couturierius sp., Grasidius sp. y
Mystrops sp) con polen de Elaeis oleifera. El tratamiento PE fue polinizado con el escarabajo africano Elaeidobius kamerunicus y con
polen de Elaeis guineensis. El tratamiento P- no fue polinizado con ningln escarabajo, fue el control negativo. * Comparaciones por
variable hechas con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. En columnas medias con letra igual no difieren significativamente

(p>0,05).
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Tabla 5: Resultados de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para varios tratamientos,

para el experimento de eficiencia de polinizacion en inflorescencias aisladas de palmas hibridas
(Elaeis guineensis x Elaeis oleifera), y las tres variables de porcentaje de frutos.
Tratamientos
PNy PE
comparados
Variable Frutos Frutos Frutos
analizada (%) Normales Partenocéarpicos Abortados
Chi-cuadrado 0,37 0,49 0,69
Significacion
g 0,84 0,48 0,4
(p)
El tratamiento PN tuvo una polinizaciéon con una mezcla de tres especies nativas del Ecuador (Couturierius sp., Grasidius sp. y
Mystrops sp) con polen de Elaeis oleifera. El tratamiento PE fue polinizado con el escarabajo africano Elaeidobius kamerunicus y con
polen de Elaeis guineensis.
Tabla 6: Experimento de comparacién de eficiencia de polinizadores nativos en inflorescencias
de palmas hibridas (Elaeis guineensis x Elaeis oleifera) - promedios generales y desviacion
estandar, de la cantidad, promedio y peso de los tres tipos de frutos.
Informacion Porcentaje (%) * Peso (Kg) *
Tratamiento N“.m.em de Frutos Normales Frut(?s . Frutos Abortados Frutos Normales Frutqs . Frutos Abortados
repeticiones (n) Partenocarpicos Partenocarpicos
PC 7 48+56a 144+224a  80,8+232a 05+04a 064+t1la 112+03a
PG 8 15+18a 108+181a 87,7+199a 0,18+03a 06xla 091+04a
PM 7 18+2a 6,8t84a 91,4+10a 0,18+02a 026+0,3a 1,04£05a
P3 8 69+88a 185+251a 746+t332a 059105a 061+05a 103+06a
P- 7 00x0b 00£0b 100£0b 00x0b 00x0b 085+01a

PC fue polinizado con Couturierius sp., PG fue polinizado con Grasidius sp., PM fue polinizado con Mystrops sp. y P3 fue polinizado
con una mezcla de las tres especies nativas. Estos cuatro tratamientos fueron polinizados con polen de Elaeis guineensis. El
tratamiento P- no fue polinizado por ningln escarabajo y fue el control negativo. * Comparaciones por variable hechas con la prueba

no paramétrica de Mann-Whitney. En columnas medias con letra igual no difieren significativamente (p>0,05).
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1 Tabla 7: Resultados de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para varios tratamientos,
2 para el experimento de comparacion de eficiencia de polinizadores nativos en inflorescencias de

3 palmas hibridas (Elaeis guineensis x Elaeis oleifera), y las tres variables de porcentaje de frutos.

4 Tratamientos

PC, PG, PM, P3y P- PC, PG, PMyP3
comparados
> Variable Frutos Frutos Frutos Frutos Frutos Frutos
analizada (%)  Normales Partenocarpicos  Abortados Normales  Partenocarpicos  Abortados
Chi-cuadrado 14,37 11,68 14,32 3,25 1,53 2,10
7
Significacion (p) 0,00* 0,02* 0,00* 0,35 0,68 0,55

9 PC fue polinizado con Couturierius sp., PG fue polinizado con Grasidius sp., PM fue polinizado con Mystrops sp. y P3 fue polinizado
10 con una mezcla de las tres especies nativas. Estos cuatro tratamientos fueron polinizados con polen de Elaeis guineensis. El
11 tratamiento P- no fue polinizado por ningin escarabajo y fue el control negativo. * Diferencia significativa entre tratamientos (p<0,05).

12 ** Diferencia altamente significativa entre tratamientos (p<0,01).
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1 Tabla 8: Experimento de biologia de los polinizadores - promedios generales de datos de

2 medidas, desviacion estandar y tiempo de duracién de cada estadio de las tres especies de

3 escarabajos nativos del Ecuador, criados en inflorescencias masculinas de Elaeis oleifera.
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24  medidas por dia por estadio.
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