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RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPANOL E INGLES

(Maximo 250 palabras — 1530 caracteres, aplica para resumen en espafiol):

Resumen:

La enfermedad afiublo foliar causado por Pestalotiopsis sp. es el principal problema
sanitario asociado al follaje en el cultivo de la palma de aceite en paises del trépico
y algunos del Sudeste Asiatico, la diseminacion se ha atribuido a insectos
facilitadores que generan dafios indirectos en los foliolos. En Colombia, la
enfermedad ha generado disminuciones en la produccion de hasta un 36%, también,
se han reportado reducciones en el rendimiento de hasta 25 toneladas de
RFF/ha/afio bajo condiciones severas de infeccion. Actualmente, el manejo se basa
en la aplicacion de insecticidas para controlar el insecto vector, la remocionde las
hojas més afectadas y disposicion adecuada de los tejidos; no obstante, se ha hecho
necesario generar herramientas biolégicas que puedan ser incluidas dentro de los
planes de manejo integrado y que brinden beneficios ecoldgicos, reduzcan el uso de
productos de sintesis quimica y aporten al desarrollo de programas de produccion
sostenible. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad
antagonica de bacterias obtenidasa partir de la rizosfera de bosques cercanos al
cultivo de la palma de aceite. A parir de muestras de suelo se realizaron aislamientos
en medios selectivos, los cuales se purificaron y fueron probados a nivel in vitro
mediante la metodologia de cultivo dual. Como resultados se aislaron 20 morfotipos
bacterianos; De los cuales solo 4 aislamientos presentaron porcentajes de inhibicion
superiores al 50%. El aislamiento codificado como B4 presentd el mayorporcentaje
de inhibicion con un 59,17%, seguido de los aislamientos B11, B16 y B8 con
porcentajes de 54,78%, 54,60% y 54,50% respectivamente. Estos resultados
permiten identificar cuatro aislados bacterianos con potencial antagonico cobre el
patdgeno. Sin embargo, se requiere continuar con la busqueda y evaluacion de
microorganismos que presenten un alto potencial antagonico sobre Pestalotiopsis
sp. agente causal del afiublo foliar en el cultivo de palma de aceite.
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Abstract:

Leaf blight disease caused by Pestalotiopsis sp. is the main health problem
associated withthe oil palm foliage in tropical countries and some in Southeast Asia,
the dissemination has been attributed to facilitating insects that generate preliminary
indirect damage to the plant's leaflets. In Colombia, the disease has generated
decreases in production of up to 36%, also, reductions in yield of up to 25 tons of
FFB/hal/year have been reported under severe infection conditions. Currently, the
management is based on the application of insecticides to control the vector insect,
the removal of the most affected leaves and proper disposal of the tissues; however,
it has become necessary to generate biological tools that can be included in
integrated management plans and that provide ecological benefits, reduce the use of
chemical synthesis products and contribute to the development of sustainable
production programs. Therefore, the aim of this work was to evaluate the antagonistic
capacity of bacteria obtained from the rhizosphere of forests near oil palm cultivation.
Isolations were made from soil samples in selective media, which were purified and
tested at the in vitro level using the dual culture methodology. As results, 20 bacterial
morphotypes were isolated; Of which only 4 isolates presented inhibition percentages
greater than 50%. The morphotype coded as B4 presented the highest percentage
of inhibition with 59.17%, followed by isolates B11, B16 and B8 with percentages of
54.78%, 54.60% and 54.50%, respectively. These results allow the identification of
four bacterial isolates with antagonistic potential against the pathogen. However, it is
required to continue with the search and evaluation of microorganisms that present
a high antagonistic potential against Pestalotiopsis sp. causal agent of foliar blight in
oil palm cultivation.
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA DE
BACTERIAS PROVENIENTES DE SUELO FRENTE A Pestalotiosis
sp., AGENTE CAUSAL DEL
ANUBLO FOLIAR EN PALMA DE ACEITE (Elaeis guineensis
Jacq.) ENCOLOMBIA.

La enfermedad afiublo foliar causado por Pestalotiopsis sp. es el principal
problema sanitario asociado al follaje en el cultivo de la palma de aceite en
paises del tropico y algunos del Sudeste Asiatico, la diseminacion se ha atribuido
a insectos facilitadores que generan dafios indirectos en los foliolos. En
Colombia, la enfermedad ha generado disminuciones en la produccién de hasta
un 36%, también, se han reportado reducciones en el rendimiento de hasta 25
toneladas de RFF/ha/afio bajo condiciones severas de infeccion. Actualmente,
el manejo se basa en la aplicacion de insecticidas para controlar el insecto
vector, la remocionde las hojas méas afectadas y disposicion adecuada de los
tejidos; no obstante, se ha hecho necesario generar herramientas biol6gicas que
puedan ser incluidas dentro de los planes de manejo integrado y que brinden
beneficios ecoldgicos, reduzcan el uso de productos de sintesis quimica y
aporten al desarrollo de programas de produccién sostenible. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antag6nica de bacterias
obtenidasa partir de la rizosfera de bosques cercanos al cultivo de la palma de
aceite. A parir de muestras de suelo se realizaron aislamientos en medios
selectivos, los cuales se purificaron y fueron probados a nivel in vitro mediante
la metodologia de cultivo dual. Como resultados se aislaron 20 morfotipos
bacterianos; De los cuales solo 4 aislamientos presentaron porcentajes de
inhibicién superiores al 50%. El aislamiento codificado como B4 presenté el
mayorporcentaje de inhibicion con un 59,17%, seguido de los aislamientos B11,
B16 y B8 con porcentajes de 54,78%, 54,60% y 54,50% respectivamente. Estos



resultados permiten identificar cuatro aislados bacterianos con potencial
antagonico cobre el patogeno. Sin embargo, se requiere continuar con la
busqueda y evaluacion de microorganismos que presenten un alto potencial
antagénico sobre Pestalotiopsis sp. agente causal del afiublo foliar en el cultivo

de palma de aceite.

Palabras clave: Manchas foliares, Biocontrol, bacterias, antagonismo

EVALUATION OF THE ANTAGONIC CAPACITY OF
BACTERIA FROM THESOIL AGAINST Pestalotiosis sp., CAUSAL
AGENT OF FOLIAR BLIGHT IN OIL

PALM (Elaeis guineensis Jacq.) IN COLOMBIA.

Leaf blight disease caused by Pestalotiopsis sp. is the main health problem
associated withthe oil palm foliage in tropical countries and some in Southeast
Asia, the dissemination has been attributed to facilitating insects that generate
preliminary indirect damage to the plant's leaflets. In Colombia, the disease has
generated decreases in production of up to 36%, also, reductions in yield of up
to 25 tons of FFB/ha/year have been reported under severe infection conditions.
Currently, the management is based on the application of insecticides to control
the vector insect, the removal of the most affected leaves and proper disposal of
the tissues; however, it has become necessary to generate biological tools that
can be included in integrated management plans and that provide ecological
benefits, reduce the use of chemical synthesis products and contribute to the
development of sustainable production programs. Therefore, the aim of this

work was to evaluate the antagonistic capacity of bacteria obtained from the



rhizosphere of forests near oil palm cultivation. Isolations were made from soil
samples in selective media, which were purified and tested at the in vitro level
using the dual culture methodology. As results, 20 bacterial morphotypes were
isolated; Of which only 4 isolates presented inhibition percentages greater than
50%. The morphotype coded as B4 presented the highest percentage of
inhibition with 59.17%, followed by isolates B11, B16 and B8 with percentages
of 54.78%, 54.60% and 54.50%, respectively. These results allow the
identification of four bacterial isolates with antagonistic potential against the
pathogen. However, it is required to continue with the search and evaluation of
microorganisms that present a high antagonistic potential against Pestalotiopsis

sp. causal agent of foliar blight in oil palm cultivation.

Keywords: Leaf spots, Biocontrol, Bacteria, Antagonism



INTRODUCCION

La Corporacion Centro de Investigacion en palma de aceite, se dedica a la
obtencion de mejores resultados y servicios que requiere el sector palmicultor
colombiano aportando un amplio conocimiento a la sanidad, productividad y
sostenibilidad mediante la investigacion y entrega de insumos y guias para el
mejoramiento de sus practicas.

La agricultura es un sector fundamental para el desarrollo econémico y
suministro de alimento en los paises (Bula, 2020), la explotacion agricola cada
vez enfrenta mayores retos en cuanto a la demanda y produccién de alimentos
ya que se predice un aumento de mas de un tercio en la poblacion para el afio
2050, razon por la cual se requiere métodos mas eficacesy sostenibles para
satisfacer las necesidades alimentarias (FAO, 2009); uno de los aspectos
importantes en la produccion agricola es el control de los factores adversos
bioticos yabioticos en las que se encuentran expuestas las plantas a lo largo de
su ciclo vital (Azcon y Talén, 2008), el proceso de establecimiento y desarrollo
Optimo del cultivo requiere de un manejo adecuado entre agua y nutricién, asi
como el control y manejo de la incidencia de las plagas y enfermedades (Van
Ittersum y Rabbinge, 1997). De acuerdo con lo anterior, la agroindustria de la
palma de aceite representa un sector de gran impacto, debido a su potencial de
produccion de aceite crudo y numerosos derivados de interés industrial y

alimenticio (Fedepalma, 2022).



La produccion global de aceite de palma se encuentra liderada por los paises del
sudeste asiatico como Indonesia y Malasia con una participacion cercana al 78%
de la produccion mundial, entretanto, Colombia cuenta con una participacion
del 2,30% ubicandose como el cuarto productor a nivel mundial y el primero
en América con un &rea sembrada que supera las 590.000 has en 161 municipios
y una produccion de aceite crudo de 1.7 millones de toneladas (SISPA, 2022).
La palma de aceite al igual que otros cultivos, enfrenta continuamente desafios
agronomicos que pueden afectar su sostenibilidad y sustentabilidad (Hinestroza
y Obando, 2019). Dentro estos desafios se encuentra la enfermedad conocida
como Pudricién del cogollo (PC) causada por Phytophthora palmivora, la cual
ha sido la responsable de la afectacion de més de 115 mil has en la tltima década
(artinez et al., 2010). Adicional a la PC, otros problemas fitosanitarios como la
Marchitez sorpresiva (MS), Anillo rojo (AR), marchitez letal (ML) y las
pudriciones de estipite, representan una amenaza en las areas donde estan
presentes (FEDEPALMA, 2016). Finalmente, dentro de los problemas
fitosanitarios, las enfermedades foliares han tenido creciente atencion, en
especial en los cultivares hibridos, dénde la enfermedad conocida como afiublo
foliar causado por Pestalotiopsis sp. representa un problema por su efecto sobre
la lamina foliar y su estrecha asociacion con dafios ocasionados por insectos que
funcionan como facilitadores de la enfermedad (Chinchilla y Duran, 1998), y
por otro lado, las manchas foliares en cultivares hibridos causadas por

Uwemyces elaeidis (Hernandez et al., 2016).



El afiublo foliar en palma de aceite se ha reportado como una enfermedad de
gran afectacion en paises de Latinoamérica y en el Sudeste Asiatico, la cual
puede generar reducciones en el rendimiento del cultivo de hasta 25 toneladas

de RFF/ha/afio (Mahamooth, 2019).

Los sintomas asociados a la Pestalotiopsis se caracterizan por la presencia de
lesiones necrdticas irregulares sobre la lamina foliar rodeadas de un halo
clorético, este tipo de dafio es facilitado por insectos defoliadores (chupadores-
raspadores) (Sarria et al., 2019). En Colombia, el insecto chinche de encaje
Leptopharsa gibbicarina es una plaga de importancia econémica en el cultivo,
ya que se alimenta de la savia del follaje y esté involucrada intimamente con la

enfermedad.

El complejo (Pestalotiopsis — Leptopharsa) puede llegar a reducir la produccion
hasta en un 36% (Sanchez, 1990). La informacion sobre el manejo de la
enfermedad esté principalmente relacionada con el control quimico dirigido al
insecto facilitador, mediante los métodos de nebulizacién de insecticidas,
fumigacion aérea e inyeccion al estipite (Genty et al., 1984) y controles
bioldgicos con Crematogaster sp. (Montafiez et al., 1998) y Purpureocillium
lilacinum que en los ultimos afios han presentado buen resultado (Bustillo et al.,
2017;). Sin embargo, la utilizacién frecuente de compuestos de sintesis quimica,

la resistencia de los patdgenos hacia ingredientes activos, el dafio ambiental y el



deterioro de la salud de consumidores como productores hace necesario
encontrar otras alternativas de manejo como la implementacién de agentes de
control biolégico, que permitan establecer un manejo integrado de la
enfermedad. En los ultimos afios estudios han reportado microorganismos como
hongos del género Trichoderma sp, bacterias de los géneros Streptomyces sp,
Bacillus sp, Serratia sp, y Pseudomonas sp entre otros, que han demostrado una
capacidad inhibitoria en el crecimiento y desarrollo de patégenos foliares (Cotes
et al., 2018); en este sentido, el objetivo de este proyecto es realizar la busqueda
y evaluacidn in vitro de bacterias antagonicas de Pestalotiosis sp. agente causal

de afiublo foliar en la palma de aceite (Elaeis guineensis jacq) en Colombia.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La palma de aceite es la oleaginosa que mayor aceite produce por unidad de
area, una hectarea puede tener una produccion de aceite 4 a 6 veces mayor
(Fedepalma, 2022). El afiublo foliar causado por Pestalotiopsis sp, ha sido
reportado causando pérdidas importantes de hasta 40% en la produccién de
racimos de fruta fresca en paises de Latinoamérica(Martinez, 2010). Con el
incremento del &rea sembrada en cultivares hibrido interespecifico OXG en
Colombia, se ha observado un aumento de la incidencia de este problema

fitosanitario relacionado con la quemazon foliar prematura de estos cultivares.

En Colombia se han generado pérdidas significativas de hasta el 36% de la
produccion a causa de la problematica del complejo (Pestalotiopsis —
Leptopharsa) (Barrios et al, 2015), el cual histéricamente presenta
disminuciones en el rendimiento de racimo de fruta fresca de entre 30 y 50% a
causa de la afectacion del éarea foliar fotosintéticamente activa, esto,
principalmente en plantaciones de las zonas Central y Norte de Colombia. Desde
1973diversos estudios de control indirecto de la enfermedad se han realizado
sobre el insecto facilitador por medio de insecticidas (Genty, 1984). La
defoliacion que es el problemarelacionado directamente con el afiublo foliar
afecta principalmente la fotosintesis disminuyendo la productividad hasta un

50% (Reyes, 1991), el mecanismo de control ante esta enfermedad se ha



efectuado especialmente en la aplicacion de productos de sintesis quimica.
Actualmente, el uso de biocontroladores en palma de aceite esta orientado hacia
la Pudricion del cogollo y las Pudriciones de estipite, por lo que se hace
necesario la busqueda de alternativas bioldgicas para la regulacion de patdgenos
foliares (De, 2017). En la implementacion del control bioldgico, numerosos
estudios reportan organismos con capacidad antagdnica, entre ellos: hongos,
como Trichoderma sp, bacterias de géneros Bacillus sp, Streptomyces sp,
Pseudomonas sp, entre otros, que han demostrado una respuestafavorable ante
diferentes patdgenos y ademas contribuyen al mejoramiento de la diversidad
bioldgica del suelo.

Teniendo en cuenta lo anterior, el buen término del cultivo y las actividades
relacionadas con la palmicultura colombiana constantemente se enfrentan a
numerosos desafios de tipo abidtico y bidtico; estos ultimos representan la
principal amenaza del cultivo, haciendonecesaria la busqueda de alternativas
eficientes y amigables con el medio ambiente, que puedan ser implementadas
como estrategias de manejo de los problemas fitosanitarios que afectan la palma
de aceite en Colombia. A lo que se genera la siguiente pregunta ¢Las bacterias
nativas del ecosistema Palma de aceite tienen potencial antagonico frente a
Pestalotiopsis, agente causal del afiublo foliar en el cultivo de la palma de

aceite?



2. JUSTIFICACION

La agroindustria de la palma de aceite en Colombia representa una de las
actividades sobresalientes para el pais, con un total de 595.722 has sembradas
en cuatro zonas palmeras con presencia en 162 municipios en 21 departamentos
del pais. Se estiman unos 6.700 productores con un potencial generador de
empleo que se acerca a los 200.000 puestos de trabajo, destacando al pais como
uno de los principales motores de la agroindustria influyendo positivamente
sobre el desarrollo rural y calidad de vida de los habitantes presentes en el
cultivo (Dangond, 2015). La enfermedad del afiublo foliar es una limitante para
el sector agroindustrial palmero, no solo en Colombia, sino también en paises
deAmérica Latina y el Sudeste Asiatico por su afectacion en la lamina foliar y
limitacion de la fotosintesis. Dentro de las estrategias de control se encuentran
el manejo del hemiptero Leptopharsa gibbicarina que conllevan la aplicacion
quimica de ingredientes activos por los métodos de fumigacion aérea y
absorcion radicular. No obstante, las medidas de manejo directas del hongo se
basan en la aplicacion de fungicidas de diversos modos de accion y de manera
preventiva, con el fin de evitar avance hacia las hojas de los tercios superiores.
El incremento del uso de fungicidas de manera frecuente ocasiona problemas
ambientales,sociales y de salud para el personal que lleva a cabo la labor. Es asi
como el control bioldgicose convierte en una herramienta atractiva dentro de las

alternativas del manejo integrado de la enfermedad, ya que eésta debe



fundamentarse en la incorporacion de précticas amigables conel medio
ambiente y de féacil acceso para el productor; por tal motivo, la necesidad de
buscar alternativas bioldgicas viables permitira ampliar la implementacion de
medidas de manejo que conlleven a una disminucion de la incidencia y

diseminacion de esta enfermedad en las zonas dénde se registran afectaciones.



3.0BJETIVOS
3.1 OBEJTIVO GENERAL

» Apoyar la busqueda de bacterias provenientes de la rizosfera de bosques
cercanos al cultivo de la palma de aceite con potencial antagonico sobre

Pestalotiopsis, agente causal del afiublo foliar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

> Obtener microrganismos a partir de la rizosfera de bosques cercanos al
cultivo de la palma de aceite para la evaluacion de su potencial
antagodnico contra Pestalotiopsissp.

> Evaluar la capacidad inhibitoria in vitro de bacterias aisladas de suelo

sobre el crecimiento de Pestalotiopsis sp. en la palma de aceite.



4 MARCO REFERENCIAL

4.1. TAXONOMIA'Y CLASIFICACION DE LA PALMA DE ACEITE

La palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq) originaria del continente africano
pertenece a la familia Aracaceae (Henson, 2012). Pertenece al género Elaeis que
comprende tres especies, dos de interés comercial (Elaeis guineensis y Elaeis
oleifera) y una silvestre (Elaeis odora) (Henson, 2012). La semilla de la palma
de aceite tiene un solo cotiledon o almendra por lo que es considerada una planta
monocotiledonea. También es monoica por lo que sus flores femeninas y
masculinas se producen de forma independiente en la misma palma. Es al6gama,
debido a su polinizacién cruzada. Es una especie perenne con un ciclo de vida
capaz de superar los 100 afios, sin embargo, como cultivo comercial la vida atil
de la palma puede ser de 24 a 28 afios, o cuando llegue a una altura de 12 metros

(Pineda y Martinez, 2010).

4.2. CARACTERISTICAS DE LA PALMA DE ACEITE.

La palma de aceite es una planta tropical propia de climas calidos, se desarrolla
hasta los 500 metros sobre el nivel del mar. Dentro de los cultivos de semillas
oleaginosas es el que produce mayor cantidad de aceite por hectarea y otras
de sus caracteristicas de acuerdo con las reportadas por Fedepalma vy

Minambiente, (2011) son:



e Tiene 16 pares de cromosomas.

e Esuna planta monocotiledonea (Su semilla tiene un solo Cotiledon o
almendra)

e Pertenece al orden de las arecales

e Pertenece a la familia Arecaceales

e Es una planta Monoica (las flores femeninas y masculinas, se

producenindependientes, en una misma planta)
e Esaldgama pues su reproduccion es cruzada.

e Esuna planta perenne.

4.2.1. Requerimientos del cultivo.

Tabla 1. Requerimientos agroclimaticos para la palma de aceite.

Parametro Valor o rango ideal
Altitud (msnm): El rango 6ptimo es de 0 hasta 1000.
Temperatura: En promedio de 25 a 30 °C; demostrando en

estudios que a 15°C se inhibe el crecimiento de la
planta de vivero y que a 20°C el crecimiento es 3

veces mas rapido.




Precipitacion anual: Para que la palma se desarrolle en condiciones
Optimas debencaer entre 2.000 y 4000 (mm); es

decir que en el mes debe disponer de 150

milimetros.

Brillo solar: Debe ser mayor a 2000 (horas de luz directa min
anual).

Humedad relativa: Esta debe oscilar entre 75-80%.

Fuente: (Munévar, 2004).

Esta planta es propia de regiones tropicales himedas, con altas temperaturas,
brillo solar y suficiente humedad, posee una capacidad de adaptacién a una
amplia variedad de suelos, se ven beneficios cuando se siembra en suelos
profundos, fértiles, bien drenados y con abundante materia organica (Rincon,

2016).
4.3. INSECTO FACILITADOR DE LA PESTALOTIOPSIS

El chinche de encaje Leptopharsa gibbicarina (Hemiptero: Tingidae) es una
plaga de interés econdmico en el cultivo de la palma de aceite, se ha encontrado
en Colombia y Venezuela; sudistribucion en Colombia es principalmente en las
zonas central y norte del pais; éste insecto genera afectaciones directas a nivel
foliar debido a su alimentacion y reproduccion; éste dafio preliminar en los
foliolos, ocasiona la infeccion por parte de hongos fungosos, sobresaliendo los
pertenecientes a la especie de Pestalotiopsis (Martinez, 2010; Barrios et al.,

2015).



En Colombia, Leptopharsa gibbicarina se registré por primera vez en 1976,
generando dafiosal follaje en plantaciones de Puerto Wilches, Santander, el ciclo
de vida se desarrolla en el envés de las hojas y su mayor numero esta ubicado
en el tercio medio y apical del foliolo, los insectos tingidos son fitoéfagos, se
caracterizan por ser poco moviles y vuelan al ser molestados o cuando se
desplazan entre las plantas o en la lamina foliar (Genty et al., 1984). Estas
especies son de habito monofago o polifago y pueden tener varias generaciones

en un afo (Bonet et al; 2009).

4.3.1. Taxonomia de Leptopharsa gibbicarina
Orden: Hemiptera
Familia: Tingidae
Especies: Leptopharsa gibbicarina Froescher
Nombre Comun: Chinche de encaje

Tomado de: (Aldana de la Torre et al., 2012).



4.3.2. Ciclo de vida. L. gibbicarina, chinche facilitador de la
Pestalotiopsis tiene una longitud en estado adulto de 2,69 a 2,91 mm, presenta
un dimorfismo sexual, su especie se caracteriza por tener tres cadenas dorsales
en el pronoto, de las cuales, la central es muy desarrollada y termina delante de
una estructura globosa en forma de giba con células bien desarrolladas; la
duracién total del ciclo es de 69 a 73 dias, el periodo de incubacion del huevo es
de 15 dias, comprende de 5 instares ninfales de 22 dias, para los machos la vida
adulta es de 32 dias y para las hembras de 36 (Genty et al; 1984); bajo las
condiciones de umbraculo (Figura 1), el ciclo de vida es de 72, 3 dias en
promedio, un estado de huevo de 16 dias, cinco instares ninfales de 18 dias y

una fase adulta de 37 dias aproximadamente (Cenipalma , 2014).

Huevo |
16,2 + 2 ASSERiaE

Ninfa
Adulto 72,3 dias 18,9 + 5,3 dias
37,2+59 - en promedio Jp—. Cinco instares)

dias

Figura 1. Ciclo de vida Leptopharsa gibbicarina

Fuente: (Cenipalma, 2014).



Unos de los factores bi6ticos que favorecen el desarrollo de las poblaciones de
las plagas sonlas épocas de verano, ya que la planta se encuentra recibiendo
mayor captacion de luz, lo anterior, genera que se manifieste un microclima en
el follaje a lo que conlleva un aumento de la incidencia del insecto (Genty et al;

1984).

44. PESTALOTIOPSIS

Las especies de Pestalotiopsis normalmente son patégenos de plantas, también
se encuentran como saprofitos y endofitos, se distribuye en regiones tropicales
y subtropicales; causan una variedad de enfermedades como: muerte de brotes,
manchas foliares, tizones, clorosis, pudricion de frutos y diferentes
enfermedades en poscosecha, se caracteriza por ser un grupo fangico productor
de compuestos quimicos volatiles y no volatiles (Maharachchikumbra et al.,
2014); Este género es asexual, pertenece a la familia Amphisphareacea y se
destaca por presentar conidios de cinco células terminales portadores de dos o

mas apéndices (Jeewon et al., 2003).

4.4.1 Clasificacion taxonémica

Reino: Fungi
Sub-Reino: Dikarya

Filo: Ascomycota



Sub-Filo: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase. Xylariomycetidae
Orden: Amphysphaeriales
Familia: Pestalotiopsidaceae
Género: Pestalosphaeria

Tomado de: (Index fungorum, 2022).

4.4.2. Pestalotiopsis en Palma de aceite.

El afiublo foliar es una enfermedad de interés econdémico para el cultivo de la
palma de aceite en Colombia, fue reportada por primera vez en 1968 en la
plantacion de Palmas Monterrey, Santander y se extendi6é consecutivamente en
las diferentes zonas palmeras reportando dafios de hasta del 30% en el follaje;
Estudios posteriores, establecieron gque existia una posible asociacion entre el
chinche de encaje Leptopharsa gibbicarina con la incidencia de Pestalotiopsis,
ya que el dafio del insecto permite el ingreso y colonizacion del patégeno
(Jiménez, 1984). Se menciona que la deficiencia de nutrimentos como magnesio
en tiempos prolongados de sequia estan asociados también al desarrollo de la

enfermedad (Sanchez, 1990).



4.4.3. Sintomas.

La Pestalotiopsis es una enfermedad que se caracteriza por desarrollarse en el
follaje posterior al dafio de insectos, esta infeccion generalmente inicia en las
hojas del tercioinferior. Las lesiones son de crecimiento irregular de color pardo
0 marron, posteriormente se torna necrotica con un bordeado clorotico (Figura
2), estas lesiones se pueden incrementar y amedida que avanzan coalescen
formando areas necrdticas cada vez mas grandes hasta afectar la lamina foliar
completamente, ocasionando defoliaciones severas en la palma (Sarria et al.,

2019).

Figura 2. Sintomas de Pestalotiopsis, sobre el follaje de la palma de
aceite.



4.5. CONTROL.: (Pestalotiopsis — Leptopharsa)

El manejo de la enfermedad se ha dirigido especificamente al control del insecto
facilitador, no obstante, se requiere de un manejo integrado del cultivo para
obtener mejores resultados ante la incidencia de la enfermedad, algunas
alternativas de manejo reportadas son: la remocidn de las hojas mas afectadas y
ubicacion correcta de las fuentes de inoculo (Sarria et al., 2019); generalmente
se ha usado como medida preventiva y curativas la aplicacion de insecticidas

por diferentes métodos como: Nebulizacidn de insecticidas, absorcion radicular.

4.5.1. Nebulizacion de insecticidas. consiste en la aplicacion del insecticida con
equipos especiales en cultivos de 4 a 8 afios. El producto llega
eficientemente ya que la nube de éste asciende lentamente a las areas de

mayor poblacion y permanece durante largo tiempo en las hojas.

4.5.2. Fumigacion aérea. Se realiza cuando hay dificultad en el manejo de la
incidencia de la enfermedad, sin embargo, el uso de insecticidas por via
aérea puede afectar a los operarios y la fauna benéfica. Algunos insecticidas
de mayor eficiencia son: propoxur (125 a 150 g de i.a/ha) phosphamidén
(5009 de i.a/ha) y dimetoato (500g de i.a/ha) en intervalos de 15 a 20 dias

(Genty et al., 1984).



45.3.

454.

Inyeccidn de insecticidas. Consiste en hacer una perforacion en el tallo, se
introduce un insecticida sistémico, a la altura sobre 1 m a nivel del suelo
con una inclinacion de 45°Cen la perforacion y con la ayuda de una jeringa
de 50 ml se inyecta la dosis programada; para evitar el ingreso de
patdgenos, se tapona con trozos finos de madera de medida (7 x 1,5 x 1,5
cm) recubiertos con una pasta de fungicidas (mancozeb y maneb); la
perforacion de realiza con taladro mecanico “Engine drill” accionado a
gasolina, broca de longitud de 14 cmy 1,25 cm de didmetro; el rendimiento
de la maquina es de 6,15 has/dia, ésta labor requiere de tres operaciones:

corte de base peciolar, inyeccion y taponamiento) (Genty et al., 1984).

Absorcion radicular. Consiste en aplicar insecticida sistémico en
pequefias bolsas de polietileno donde se introduce raices principales sanas,
ésta accion se realiza en dos momentos, el primero como ejecucion del
tratamiento; donde se requiere de dos operarios uno para buscar las raices
y otro para aplicar el tratamiento, se busca raices primarias con tejido sano,
lignificadas, con didmetro mayor a 4 mm, se realiza un corte transversal y
se sumerge en el punto méas bajo de la bolsa con la dosis del producto a
utilizar, esto se debe hacer en un corto tiempo, al siguiente dia se verifica
la absorcion del producto, Finalmente se evalla la efectividad respecto al

tiempo (Reyes, 1988).



4.5.5. Aplicacion de ingredientes activos frente a Pestalotiopsis. En estudios in
vitro con ingredientes activos para el control de Pestalotiopsis, se observé
capacidad inhibitoria del 100% con ingredientes activos del grupo de los

triazoles (Sarria et al., 2019).

4.6. CONTROL BIOLOGICO PARA EL MANEJO DE ENFERMEDADES.
El uso de agentes de biocontrol son estrategias basadas en la conservacion,
proteccion de las funciones bioldgicas y de la biodiversidad de los sistemas
productivos, manteniendo equilibrio y control del medio ambiente y de los
recursos naturales. Siendo el control bioldgico una alternativa econémicamente
viable y ecol6gicamente segura que puede ser usada en el manejo de diferentes

problemas fitosanitarios.

Entre estos agentes se tienen diferentes géneros de hongos y bacterias, entre los
fungosos el méas conocido es el género Trichoderma spp. debido a sus
caracteristicas de competencia, rapido crecimiento en diferentes sustratos,
facilidad de aislamiento y cultivo, ademas de su resistencia y persistencia dentro
del ecosistema, brindando control preventivo de diferentes patdgenos. Dentro de
las bacterias reconocidas por su efecto antagonico las bacterias gram positivas
Streptomyces spp y Bacillus spp han sido registradas en diferentes patosistemas;
porla capacidad que tienen de producir gran variedad de compuestos bioactivos

antibacterianos. Adicionalmente, especies de Bacillus tienen la habilidad de



formar esporas cuando se encuentran bajo condiciones de estrés biotico o
abidtico, esta caracteristica les permite sobrevivir y enfrentar patdgenos
eficientemente; se pueden aislar: del suelo, agua, aire y material vegetal en

descomposicion (Cotes et al., 2018).

5. METODOLOGIA

5.1. OBTENCION DE AISLAMIENTOS
Para la obtencidn de organismos con capacidad antagonica, se seleccionaron
lotes ubicadosen zonas no intervenidas o de bosque, cercanos a cultivos de
palma de aceite. Se ubicaron cinco puntos de muestreo equidistantes en el lote
donde se tomaron submuestras de 100g de suelo aproximadamente cada una a
una profundidad de 10cm de la superficie del suelo. Posteriormente, estas
submuestras fueron homogenizadas y conformaron una Unica muestrade 500g
que fueron refrigeradas y transportadas al laboratorio de Fitopatologia del

Campo Experimental Palmar de la Vizcaina.

5.1.1. Procesamiento de muestras.

De cada muestra, se prepard una suspension compuesta por 10g del suelo y
100ml de agua destilada estéril en Erlenmeyers de 250ml de capacidad, a partir
de alli, se realizaron diluciones seriadas hasta 10° de acuerdo con la

metodologia propuesta por Al-Dhabaan & Bakhali, (2016). Posteriormente, se



realizaron siembras en medios de cultivo Agar Nutriente (AN) y Tryptic Soy
Broth (TSA). Para esto, se tomaron 50pl de la suspension de lasconcentraciones
1x1072 y 1x102 y se distribuyeron en la superficie del medio de cultivo conla
ayuda de un rastrillo estéril (Figura 3). Finalmente, las cajas Petri fueron
incubadas a 26°Cy revisadas a las 48, 72 y 96 horas después de la siembra para

la observacion y aislamiento delos microorganismos de interés.

b W
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Figura 3. Metodologia para la obtencion de bacterias con capacidad antagonica

5.1.2. Aislamiento y purificacion de bacterias seleccionadas.

A partir de las cajas Petri con crecimiento de microorganismos en el medio de
cultivo se seleccionaron morfotipos diferentes de bacterias de interés que fueron

transferidos a nuevas cajas para su individualizacion.

5.2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA.

Para evaluar la capacidad inhibitoria de bacterias antagonicas, se realizaron



cultivos duales colocando en una caja Petri un disco de crecimiento de 5 mm del
aislamiento de Pestalotiopsis sp. en un extremo y en el otro extremo se realiz6
un rayado en estria de la bacteria, igualmente se colocaron testigos “patdégeno

sin antagonista” (Figura 4).

Evaluacion de la inhibicion del crecimiento de patégenos por ’
bacterias antagonicas

Rayado bacteria.

8 ie

» x
Pestalotiopsis sp. Pestalotiopsis sp.

Control Cultivo Dual

Figura 4. Cultivo dual Pestalotiopsis sp. frente a bacterias posible
actividad antagonica

Se midio el crecimiento diario del patégeno tanto del cultivo dual como del
testigo y se finalizo la evaluacion una vez el testigo colonizo la totalidad la caja
de petri. Para estas pruebas se realizd un disefio completamente al azar con 10
repeticiones y la unidad experimental correspondid a la interaccion caja Petri
con el cultivo dual. Este ensayo se realizd dos veces y las variables de respuesta

fueron el crecimiento radial y PICr, que se calculé mediante la formula:

PICr = [Cl _ CZ]X 100
A

C1= Crecimiento radial del testigo (Fitopatdgenos sin antagonista) C2= Crecimiento
radial del fitopatdgeno en los tratamientos en cultivo dual.



6. PRINCIPALES RESULTADOS ESPERADOS.

Resultado esperado No. Objetivo Especifico Tipo | Indicador de logro
verificable
Coleccion de
microrganismos a partir | Obtener  microrganismos a
de la rizosfera de| partir de la rizosfera de NUmero de
bosques cercanos al | bosques cercanos a la palma de morfotipos
cultivo de la palma de | aceite para la evaluacion de su bacterianos a partir
aceite para la evaluacién | potencial antagonico contra 6 de la rizosfera de
de su potencial | Pestalotiopsis sp. bosques cercanos al
antagonico contra cultivo de la palma
Pestalotiopsis sp. de aceite
Identificar bacterias con
capacidad antagonica | Evaluar la capacidad
sobre Pestalotiopsis sp. | inhibitoria in vitro de bacterias NUmero de
aisladas de suelo sobre el microorganismos
crecimiento de Pestalotiopsis | 3y 4 | identificados con

sp.

capacidad

antagoénica.




7.  RECURSOS.

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia de Cenipalma en el
Campo Experimental Palmar de la Vizcaina (Figura 5), ubicado en la vereda
Peroles del municipio de Barrancabermeja (Santander), a una latitud de
6°58'57"" N y una longitud de 73°4°43°0 y110 msnm, en el kildbmetro 132
sobre la troncal del Magdalena Medio en la via Lizama - Puerto Araujo

(Cenipalma, 2022).

Figura 5. Ubicacion aérea del Campo Experimental Palmar de la
Vizcaina

7.1. RECURSOS FiSICOS.

El Campo Experimental Palmar de la Vizcaina ubicado en la Zona Central
palmera de Colombia; cuenta con una extension de terreno de 803 hectareas de
las cuales 241 corresponden al area cultivada con palma de aceite, 8 hectareas

en infraestructura y el area restante comprenden &reas libres de reserva forestal,



flora, fauna y fuentes hidricas. La zona de infraestructura cuenta con cuatro
maodulos distribuidos para administracion, laboratorios biotecnologia y semillas.
El modulo de laboratorios se ubica el laboratorio de fitopatologia, elcual esta
dotado con equipos para el desarrollo de investigaciones en diagndstico,
estudios bioldgicos y estrategias de manejo de enfermedades que afectan el
cultivo de la palma de aceite como: microscopios, cdmara de flujo laminar,

shaker, incubadoras, autoclave y equiposbasicos de biologia molecular.

7.2. RECURSO HUMANO.

El laboratorio de Fitopatologia cuenta con personal de la investigacion,
conformado por la lider del area de fitopatologia de Centro de investigacion, dos
investigadores y un auxiliar de campo quienes contribuyeron para el desarrollo

de este trabajo.

7.3. RECURSO ECONOMICO.

El trabajo fue financiado por El Fondo de Fomento Palmero (FFP) que es una
cuenta especial para el recaudo y el manejo de los recursos provenientes de la
cuota de fomento palmero, creados mediante la Ley 138 de 1994, cuyo objeto
es la financiacién de programas y proyectos de beneficio para la agroindustria

de la palma de aceite. Su entidad administradora es Fedepalma.



8.

IMPACTOS ESPERADOS

8.1. IMPACTO SOCIAL.
El desarrollar estrategias de manejo y control de la incidencia y severidad de la

enfermedad, fortalecerd los conocimientos técnicos aplicados regularmente, de
igual forma, desarrollar nuevos procesos innovadores y sostenibles permitiran
un aumento en la productividad y el hacer entrega de productos de alta calidad
y eficiencia contribuird con las necesidades de confiabilidad y seguridad tanto a

productores como consumidores.

8.2. IMPACTO ECONOMICO.
Con la identificacion de la enfermedad se lograra avanzar en los estudios de

detecciontemprana y estrategias de manejo, los cuales aportan con el control
adecuado en campo dondese contribuira en la disminucidn de la incidencia y la
diseminacion, lo cual se traduce en una disminucion en el nimero de palmas

afectadas y por ende la produccion de racimos de fruta fresca.

8.3. IMPACTO AMBIENTAL.

La deteccion oportuna y el establecimiento de estrategias preventivas reduciran
el problema en campo y evitara la aplicacion innecesaria de productos de sintesis
quimica que en ocasiones no mejoran el problema y por el contario generan

residuos prolongados a través de sus métodos de aplicacion.



9. RESULTADOS Y DISCUCION

9.1 OBTENCION DE AISLAMIENTOS

En total se tomaron cinco muestras de suelo rizosférico del Campo Experimental
Palmar de la Vizcaina de las zonas de reserva. Las colonias obtenidas y
seleccionadas presentaron caracteristicas morfoldgicas macroscopicas diferentes
como color (blanca, amarilla crema), forma (puntiforme, circular, filamentosa,
rizoide o irregular) textura (lisa, rugosa), apariencia (mucoide, brillante u

opalescente) y en total se obtuvieron 20 colonias (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de morfotipos obtenidos por muestra procesada

Muestra UFC Cadigos
MO01S 4 B01-B02-B03-B13
MO01S 5) B04-B07-B08-B14-B15
MO3S 8 B05-B06-B09-B10-B16-
B17-B18-B19
MO04S 2 B11-B12

MO5S 1 B20




9.2.EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA

La evaluacidn de cultivos duales entre los diferentes morfotipos bacterianos y el
aislamiento MFTU12 de Pestalotiopsis sp. tuvo una duracién de 15 dias, tiempo
en cual en tratamiento control (patdgenos sin antagonista) colonizé la caja Petri
(Figura 6).EI morfotipo B04 fue el que presentd mayor porcentaje de inhibicion
de crecimiento con un porcentaje del 59,17%, seguido de los morfotipos B11,
B19 y B08 con porcentajes del 54,78,

54.60 y 54,50% respectivamente. El porcentaje mas bajo lo registro el cddigo

bacteriano BO6con un valor de 12,75%. (Figura 7).

Para analizar el comportamiento de las bacterias antagonicas se realizd un
ANOVA basado en el disefio completamente al azar. El coeficiente de
determinacion indicé que solo el 6% (R2) de la variabilidad de los datos es
explicada por el modelo matematico del disefio y el coeficiente de variacién
(46,74%) indic6é una variabilidad aceptable en los mismos. En el analisis de
Varianza se observa que no hubo diferencias estadisticas significativas, ya que
el p-valor calculado es mucho mayor que el a= asociado (0,05). Teniendo esto
en cuenta, los aislamientos no presentaron efecto hacia la variable de respuesta.
Posteriormente, se realizé una prueba de diferencia de medias por la prueba de
Tukey, confirmando que no existe una diferencia estadistica significativa entre

los aislamientos ya que las medias fueron muysimilares (Anexo 1).



Evaluacion de la capacidad antagonica de bacterias aisladas de
la rizosfera de palma de aceite sobre el crecimiento de
Pestalotiopsis sp.
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Figura 6. Crecimiento radial de Pestalotiopsis sp. en cultivo dual con bacterias
obtenidas dela rizosfera de bosque cercanos al cultivo de palma de aceite.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de Pestalotiopsis sp. en
cultivo dual conbacterias obtenidas en la rizosfera de bosque cercanos al cultivo
de palma de aceite.
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Figura 8. Vista grafica inhibicion del crecimiento de Pestalotiopsis sp. en
cultivo dual conbacterias obtenidas en la rizosfera de bosque cercanos al cultivo
de palma de aceite.



10. DISCUSION DE RESULTADOS

Dentro de los beneficios del uso de microorganismos antagonicos frente a
patbgenos, se resalta la capacidad de contrarrestar el desarrollo y
establecimiento de estos agentes biodticos negativos mediante diferentes
mecanismos de accion por parte de estos biocontroladores (Cotes et al., 2018).
Los resultados observados a nivel in vitro por las cepas bacterianas encontradas
en nuestro trabajo frente a Pestalotiopsis sp. se asemejan a los resultados
obtenidos por Prittesh et al., (2018), quienes colectaron 226 cepas provenientes
de larizosferade cultivares de cafia de azlcar y de estas evaluaron
26 frente a aislamientosde Colletotrichum falcatum cfNAV, cfCHA y
cf8436, obteniendo porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial de 28,97%
a 61,18% para cfNAV, 34,01% a 69,64% para cfCHA y 28,96% a 53,48% para
cf8436, sobresaliendo las cepas (TrD14) Ochrobactrum intermedium y
(VRE34) Escherichia sp. las cuales presentaron valores superiores al 50% con

todos los aislamientos de Colletotrichum falcatum.

Igualmente, en cultivos de cacao se han realizado trabajos en la busqueda de
agentes de biocontrol como el de Suarez y Rangel (2013), quienes evaluaron 20
aislamientos provenientes de la rizésfera de cacao; de los cuales seleccionaron
cuatro cepas de hongos y tres de bacterias con capacidad antagdnica frente a

Moniliophthora roreri obtuvieron los mejores porcentajes de inhibicion de



crecimiento radial (PICR) con las cepas fungicas (HC002) Paecielomyces sp.
(HZ002) Paecielomyces sp., (HCO006) Paecielomyces sp. y (HS022)
Gliocladium sp. con porcentajes superiores al 60% Yy las cepas bacterianas
(BZ005) Bacillus brevis, (BS002) Bacillus cereus y (BTAO005) Bacillus
megaterium con un porcentaje entre el 67 y 88% lo que muestra una mayor

inhibicién en relacion a nuestros resultados.

El resultado de nuestro trabajo brinda bases para dar continuidad a la
identificacion y caracterizacion de las cepas con capacidad antagonica donde se
evallen los diferentes compuestos biocontroladores producidos por sus
mecanismos de accion, como lo reporta el estudio realizado por Jimtha et al.,
(2021) quienes evaluaron actividad antifungica mediantela produccion de
compuestos fendlicos bacterianos con el probidtico rizosférico producido por
Bacillus vietnamensis aislado de la rizosfera del jengibre frente a Pythium sp
obteniendo porcentajes de inhibicién hasta del 72%. Igualmente, Xu et al.,
(2021), encontraron que la sustancia producida por la bacteria Bacillus
amyloliquefaciens (MQO1) aislado de suelo del cultivo de trigo es resistente a
altas temperaturas y radiacion ultravioleta, y presenta alta capacidad de
degradacion de la micotoxina zearalelona (ZEA) producida por Fusarium
graminearum causante del tizon en cereales, aun cuando los porcentajes de

inhibicién de crecimiento en cultivos duales no superaron el 58%.



11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e Se obtuvo de suelo rizosférico de zonas boscosas cercanas al
cultivo de la palma de aceite cuatro colonias bacterianas con
potencial antagonico sobre de Pestalotiopsis sp.

e El aislado B04 presentd un porcentaje de inhibicion del 59%,
ubicandolo comoun aislamiento promisorio para el biocontrol
del afiublo foliar de la palma de aceite.

e Losaislamientos B8, B11y B16 registraron porcentajes de inhibicion
del 54%.

Es necesario continuar con la busqueda y evaluacion de los diferentes
mecanismosde accidn de microorganismos con potencial antagénico
sobre el desarrollo del patdégeno, que permitan obtener mayores
registros en pruebas de competencia y antibiosis y contribuyan en el

desarrollo de estrategias de manejo integrado de estaenfermedad.



ANEXOS

Analisis de la varianza

Variable N R®= R* Aj CV
Crecimiento (mm) 315 0,06 0,00 46,74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.N: SC gl CM F p-valor
Modelo 5170,02 20 258,50 0,98 0,4889
Aislamiento 5170,02 20 258,50 0,98 0,4889
Errorx 77709,24 294 264,32
Total 82879,26 314

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=21,24610
Error: 264,3171 gl: 294
Aislamiento Medias n E.E.

B4 26,91 15 4,20 A
Bll 27,46 15 4,20 A
B8 28,09 15 4,20 A
Bl 30,31 15 4,20 A
Bl4 91, 32: 1547208
B19 31,58 15 4,20 A
B9 33,59 15 4,20 A
B20 34,41 15 4,20 4
B7 34,72, 154,20 A
B2 34,89 15 4,20 A
B13 35,22. 154,20 A
B17 35,23 15 4,20 &
B12 37,03 15 4,20 A
B15 37,28 15 4,20 A
B18 309 154,208
B21 (CONTROL) 37,80 15 4,20 &
BS 38,67 15 4,20 A
Blé 38,92 15 4,20 A
B3 38,98 15 4,20 A
B10O 39,21 15 4,20 A
B6 41,28 15 4,20 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Crecimiento (mmj

23,20

11,60

0,004

DIFERENCIA DE MEDIAS TEST DE TUKEY (a=0,05)

B2 B13 B17 B12 B15
Aislamiento

B1EB21 (CONTROL) BS
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