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| 1. TITULO

APOYO AL PROTOCOLO DE INVESTIGACION “CARACTERIZACION Y
DIAGNOSTICO DE LA PUDRICION HUMEDA DEL ESTIPITE DE LA
PALMA DE ACEITE EN COLOMBIA”

2. RESUMEN EJECUTIVO

El principal flagelo de la palmicultura colombiana son los problemas sanitarios que
afectan diferentes 6rganos de la palma de aceite (Elaeis guineensis). Este proyecto surge
de la necesidad de conocer e identificar los microorganismos asociados a una de las
pudriciones de estipite; denominada pudricion himeda del estipite. Esta es una
enfermedad poco estudiada y en el sector muchos no la conocen o la asocian a otras
problemadticas, por este motivo el Centro de Investigacion de la Palma de aceite
(Cenipalma) se vio en la necesidad de orientar investigaciones hacia la caracterizacion
en campo de los sintomas asociados, muestreos de tejido para la obtencion de los
microorganismos asociados y la evaluacion de la patogenicidad, para la identificacion el
agente causante de esta enfermedad. Este estudio servira para ampliar el conocimiento
de los palmicultores respecto a este problema sanitario, su agente causal y estrategias de
manejo, los cuales se verdn traducidos en una disminucion de la incidencia y
diseminacion de la enfermedad en el campo, asi como el mejoramiento de los
rendimientos del cultivo.

Con el desarrollo de este trabajo se logré avanzar en el aislamiento de microorganismos
y la seleccion preliminar de cepas con posibles caracteristicas patogénicas, generando
nuevas oportunidades para continuar con los procesos de investigaciéon en torno a la
determinacion del agente causal de la enfermedad en Colombia.

3. INTRODUCCION

En Colombia la palma de aceite (Elaeis guineensis) es uno de los cultivos con mayor
impacto econdémico y social, después del cultivo de café, actualmente supera las
500.000 hectareas sembradas en 152 municipios de 21 departamentos; (Mesa, 2018)
este cultivo oleaginoso lidera la produccion mundial de aceites y grasas vegetales,
siendo Colombia el cuarto pais con mayor produccion de aceite de palma en el mundo y
el primero en América (Mesa, 2019).

Una de las mayores limitantes en este cultivo son los problemas fitosanitarios;
enfermedades como la Pudricion del cogollo (PC), la Marchitez letal (ML) y la
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Marchitez sorpresiva han afectado miles de hectareas en Colombia y Latinoamérica.
(Fedepalma, 2007). Sin embargo, se han registrado otras enfermedades que han
impactado econdmicamente a los palmicultores como el anillo rojo y las pudriciones de
estipite por el aumento en los costos de monitoreo y control (Mestizo et al., 2012).
Dentro de las pudriciones de estipite reportadas se encuentran la pudricién basal
causada por Ganoderma boninense, la pudricion alta del estipite por Phellinus sp., y
pudriciones seca, corchosa y humeda asociadas a microrganismo como Ceratocystis
paradoxa, Kretzschmaria sp. (Ustulina) y bacterias o toxinas respectivamente. Sin
embargo, de éstas no se registran trabajos de investigacion con pruebas de
patogenicidad que respalden dichos reportes (Nieto, 1995).

En plantaciones de la Zona Central se viene presentado un incremento en los casos de
pudriciones huimedas de estipite, de las cuales no se tiene identificado su agente causal.
Por esta razon, se hace necesario desarrollar trabajos de investigacion que permitan
confirmar su agente causante y establecer estrategias de manejo y control del problema.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El registro de palmas afectadas por Pudricion hiumeda de estipite (PHE) se ha dado
principalmente en plantaciones de las zonas Oriental y Central Colombiana. Por muchos
afios se presentaron casos aislados, que fueron eliminados y no se consideraron
problema. Sin embargo, a partir del afio 2016 en plantaciones de la Zona Central el
numero de palmas que presentaron este problema se incrementd generando una alerta
fitosanitaria en el sector palmicultor.

Las palmas de aceite (E. guineensis) afectadas se caracterizan por secamiento en las
hojas de color rojizo con borde clorético a naranja, que inicia en la punta de los foliolos
y por lo general del apice a la base de la hoja, los frutos e inflorescencias se pudren y el
estipite empieza a perder consistencia. En estados avanzados las hojas se marchitan y
finalmente se secan, el estipite se descompone en fibras de las que exudan liquidos de
mal olor que atraen insectos por la fermentacion. El desconocimiento del agente causal
de este problema ha dificultado el establecimiento de estrategias de manejo,
ocasionando el aumento de la incidencia generando pérdidas econdémicas a los
palmicultores, debido a que, en los estados avanzados de la enfermedad, la Unica
estrategia de manejo es la eliminacion de la palma. Adicionalmente, por el tipo de
pudricion en épocas lluviosas se disemina muy facilmente y amenaza con expandirse a
otros lotes y plantaciones vecinas. Por lo anterior, el Centro de investigacion de palma
de aceite Cenipalma, enfoca sus esfuerzos en el diagndstico de esta enfermedad con el
fin de iniciar la busqueda de estrategias de manejo que permitan mitigar su impacto.

5. JUSTIFICACION
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Colombia se ha convertido en uno de los principales paises de produccion de palma de
aceite (E. guineensis), ocupando el cuarto puesto a nivel mundial, siendo el segundo
cultivo permanente con mayor extension en area sembrada, pues ya supera las 530.000
hectareas. Su importancia economica debido a la produccion de aceite lo ubica en el
segundo producto mas importante en Colombia después del café siendo ambos cultivos
permanentes, postulado de sexto en la generacion de valor en el sector agricola.
(Mesa,2018; SISPA,2019)

Aportando a la comunidad de su alrededor unos 170.000 trabajos, en forma directa e
indirecta con las plantaciones, extractoras, campos de investigacion y otros oficios,
ofreciendo una mejor calidad de vida a grupos de personas ubicadas en zonas rurales
donde opera la agroindustria, cifras del DANE y Fedepalma (Mesa, 2018; SISPA,
2019). Sin embargo, las enfermedades presentes y la aparicion de nuevos problemas
sanitarios generan grandes pérdidas econdmicas a los palmicultores. Las pudriciones del
estipite de la palma de aceite (E.guineensis) hacen parte de las enfermedades
emergentes del cultivo, entre estas la pudricion humeda, que hasta el momento no ha
sido descrita ni identificada, por lo cual se hace necesario adelantar estudios que
contribuyan a la identificacion de los sintomas externos e internos, asi como la
identificacion de su agente causante en Colombia. Lo anterior, contribuird en el
establecimiento de medidas de manejo que conlleven a una disminucién de la incidencia
y diseminacion de la enfermedad, que a su vez se traducirdn en el mejoramiento del
rendimiento del cultivo.

6. OBJETIVOS

Objetivo general.

Apoyar en protocolo de investigacion titulado “Identificacion de los
microorganismos asociados a la Pudricion himeda del estipite en palma de
aceite”.

Objetivos especificos.
Aislar y purificar microorganismos obtenidos a partir de tejidos afectados por la
Pudricion himeda del estipite en la palma de aceite (E. guineensis)

Caracterizar los microorganismos obtenidos a partir de tejidos afectados por
Pudricion humeda del estipite en palma de aceite (E. guineensis).

Evaluar en condiciones de laboratorio y campo la capacidad patogénica de los
microorganismos aislados.

7. MARCO REFERENCIAL

La palma de aceite da inicios en el Golfo de Guinea en el Africa Occidental,
botanicamente recibe nombre cientifico de Elaeis guineensis dado por Jacquin en 1763,
debido al griego elaoin que significa aceite y guineensis, en conmemoracion de Guinea
donde se origind (Borrero, 2006; Mujica et al., 2010). Ingreso a América Tropical por
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medio de los comerciantes de esclavos y los colonizadores; en el afio 1848, la palma de
aceite ingresa a Asia por medio de Java dando inicio a la expansion de esta en el mundo
y en 1932, Florentino Claes, dio paso a la palma de aceite en Colombia siendo
sembradas con fines ornamentales y en el afio 1945 se establece el primer cultivo de
palma de aceite con una visidon comercial, todo esto gracias a United fruit Company en
el departamento de Magdalena (Borrero, 2006).
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Figura 1 Plantacion de palma de aceite (fotografia: Flickr- Hans Van

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 son:
e Nombre cientifico: Elaeis guineensis Jacq
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: arecales

Familia: Arecaceales

e Subfamilia: Coryphoideae

e Género: Elaeis
e Especie: Elaeis guineensis Jacq

® Tiene 16 pares de cromosomas.

® Es una planta monocotiledonea (Su semilla tiene un solo Cotiledon o almendra)
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® Es una planta Monoica (las flores femeninas y masculinas, se producen
independientes, en una misma planta)

Es al6gama pues su reproduccion es cruzada.
Es una planta perenne.

(Fedepalma y Minambiente, 2002)
Requerimientos del cultivo.

® Altitud(msnm): el rango optimo 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
deben caer entre 2.000 y 4.000(m.m); es decir que en el mes debe disponer de
150 milimetros.

® Brillo solar: debe ser mayor a 2000(horas de luz directa minimo anual)
® Humedad relativa: esta debe oscilar entre 75-80%.

® Velocidad del viento. Con el fin de evitar volcamiento a cualquier edad de la
palma el viento debe correr menor a 30 Km/hora. (Fedepalma, 2007; Fedepalma,
2010.)
Esta planta es propia de regiones tropicales himedas, con altas temperaturas, brillo solar
y suficiente humedad, posee una capacidad de adaptacion a una amplia variedad de
suelos, se ven beneficios cuando se siembra en suelos profundos, fértiles, bien drenados
y con abundante materia organica (Vargas, 2016).

Pudricion humeda del estipite

La palma es afectada por diferentes problemas sanitarios, entre los que se encuentran las
Pudriciones de estipite destacando Pudriciones humedas, secas, corchosas y la mas
importante por su agresividad, la Pudricion basal del estipite (PBE), sefialada como la
enfermedad mas devastadora e importante econdmicamente en Malasia e Indonesia
donde se registra el 50% al 80% de la muerte de las palmas a mitad de su vida
productiva (Gurmit, 1995).

En Colombia los diferentes tipos de Pudricion de Estipite inicialmente no eran
discriminadas adecuadamente por la falta de conocimiento acerca las caracteristicas
sintomatoldgicas de cada una (Nieto, 1994). A raiz de esto Cenipalma estructuré un
proyecto de investigacion para conocer la distribucion e importancia econémica de estas
enfermedades en Colombia y para establecer los sintomas y signos que facilitaran el
manejo del problema (Tovar y Nieto, 1998).

La causa de la Pudricion humeda de estipite se desconoce, hay registros de bacterias
asociadas al problema, pero no hay trabajos de investigaciéon que presenten el
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diagnostico completo. El sintoma mas caracteristico de la enfermedad es una pudricion
hiimeda con olor a fermento muy fuerte, presencia de exudados viscosos, color café
claro en el estipite y un color amarillo en las zonas de avance de las lesiones (Turner,
1981; Rodriguez, 2001; Fernandez, 2009). Inicialmente los tejidos vasculares se
aprecian como fibras de color amarillo brillante, debido a que estan principalmente
compuestos de celulosas, lo que los hace dificil de degradar, en estado més avanzado de
la enfermedad se tornan de color

claro (Nieto, 1995). Debido a las caracteristicas descritas anteriormente, algunos
investigadores como Turner (1981) y Nieto (1994) la asocian a bacterias.

Esta enfermedad se ha registrado afectando palmas entre los tres y los cinco afios, sin
embargo, también puede afectar palmas de mas de diez afios (Pineda y Martinez, 2013).
Dentro de los microorganismos asociados a pudriciones blandas de este tipo y que
causan graves dafos en los o6rganos carnosos de las plantas se relacionan bacterias del
grupo Erwinia carotovora (E.c), entre ellas E. carotovora subsp. carotovora (Ecc) y E.
carotovora subsp. atroseptica (Eca) (Hens et al. 2006). Otros géneros de bacterias como
en el caso de Pseudomonas también ocasionan este tipo de pudriciones, pero en menor
medida que las bacterias del género Erwinia (Agrios, 2005).

Ademas de las bacterias, los hongos también producen este tipo de afectaciones en
plantas, como es el caso de los basidiomicetos, los cuales poseen varias especies de
importancia, entre las que se encuentran Phanerochaete chrysosporium y Trametes
trogii, las cuales tienen la capacidad de degradar los componentes de la madera
(Lignina, celulosa y hemicelulosa). Otras especies ajenas a los Basidiomicetos también
producen este tipo de patologias, entre ellas, Fomes annosusg y Phellinus
andinopatagonicus.

Es importante mencionar que este tipo de problemas fitosanitarios de los que se
desconoce la causa requieren de trabajos que permitan verificar la presencia de
patogenos asociados y de la confirmacion de su patogenicidad asociada a los sintomas
observados en campo (Postulados de Koch) e investigacion cientifica que permita su
caracterizacion e identificacion (Pineda y Martinez, 2013).

8. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion: Las muestras de este trabajo fueron tomadas en los primeros meses del afio
2018; en plantaciones de la Zona Central palmera de Colombia, que reportaron casos de
Pudricion himeda del estipite. La Zona Central cobija los municipios de: Sur de
Santander, Yondo, Puerto Wilches, Sabana de Torres, San Alberto, San Martin, Rio de
Oro (Cesar), Aguachica, Gamarra, La Gloria, Pelaya (Cesar), Norte de Santander y Sur
de Bolivar.
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El procesamiento de muestras y el analisis de los microorganismos obtenidos; se realizd
en el laboratorio de Cenipalma ubicado en el Campo Experimental La Vizcaina,
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"°O y 110 msnm, en el kilometro 132 sobre la
troncal del Magdalena Medio en la via Lizama - Puerto Araujo. (Figura 2)

\

Figura 2. Ubicacion aérea del campo experimental palmar la Vizcaina. (Google maps,

2019)
Tabla 1. Materiales para toma de muestras
Tubos Corning. Cinta de enmascarar

Porta cuchillas. Cuchillo

Cuchillas para bisturi. Desinfectante.

Podadoras. Bolsas Ziploc

Palin Marcadores y Esferos.
Cinta de enmascarar Geles refrigerantes

Nevera de icopor (portable) Agenda.

Tabla 2 Materiales necesarios para analisis de muestras.

Cémara de flujo laminar. Alcohol al 70% y 90%
Microscopio. Cajas de Petri.
Autoclave Azas.
Reactivos. Pinzas.
Medios de cultivo. Micro pipetas.
Linterna de luz violeta. Rastrillo
Bandejas. Guantes y Tapabocas.
Hipoclorito. Vinipel.
Tubos de ensayo. Laminas.

Toma de muestras.

La toma de muestras se realizd en plantaciones de la Zona que registraron casos de
Pudricion huimeda del estipite (PHE), en estas palmas se verificaron los sintomas
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presentes y luego se procedid a la eliminacion y diseccion. Posteriormente, se tomaron
trozos del estipite en la zona de avance del dafio y se dispusieron en tubos Corning que
fueron sellados y rotulados con la informacion de origen, igualmente se tomaron
muestras de la zona de avance de otros 6érganos como primordios foliares, inflorescencia
y pedunculos. Estos tubos con los tejidos fueron refrigerados y transportados hasta el
laboratorio de Fitopatologia de Cenipalma del CEPV.

Procesamiento de muestras.

Los tejidos recolectados fueron cortados en trozos pequefios y desinfestados con alcohol
al 70% e hipoclorito de sodio al 1% durante 30 segundos en cada proceso,
posteriormente, unos trozos se dispusieron en solucién salina al 3 % durante 24 horas y
los demas se sembraron en medios para hongos basidiomicetos como Agar extracto de
Malta y GSM. Pasadas las 24 horas en solucion salina se realizaron diluciones seriadas
de la suspensién (10" a 10°) (Figura 2). A continuacidn, se dispusieron 30ul a partir de
la dilucion 107 en medios para bacterias que producen pudriciones blandas (YDC
“levadura-dextrosa-carbonato de calcio”, King B y Agar nutriente) (Figura 3). Las cajas
se incubaron de 27 a 30°C durante 3 dias, a partir de alli se seleccionaron colonias de
morfologia diferente que luego fueron transferidas a una nueva caja con medio de
cultivo para su purificacion.

4 AV VAR VAR VR VAR 4

Tejido puesto en solucion
salina 3% durante 24
horas

Figura 3. Diluciones seriadas para la obtencion de unidades formadoras de colonia en
medio de cultivo artificial.
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Figura 4. Medios para bacterias empleados en el trabajo.
Seleccion de microorganismos.

Para la seleccion de microorganismos se marcaron las colonias presentes en las cajas
Petri que presentaron morfologia diferente y las que a través de una lampara de luz
negra generaron fluorescencia, esto se realizd visualmente y con la con ayuda de un
estereoscopio (Figura 4). Igualmente, se realizd un registro teniendo en cuenta aquellas
colonias mas frecuentes, las cuales fueron purificadas y conservadas para los siguientes
estudios.

v

Figura 5. Seleccion y enumeracion de las unidades formadoras de colonia

Pruebas de patogenicidad en tejido desprendido

En campo se seleccionaron peciolos provenientes de palmas sanas y se llevaron al
laboratorio, se desinfestaron con hipoclorito al 2%, estos se cortaron en trozos de Scm y
se sellaron con parafina los extremos expuestos, posteriormente se llevaron a la camara
de flujo laminar donde se les realizo una perforacion con broca calibre 3/8 de 1,5 a 2cm
de profundidad, en sentido vertical. Se tomaron las cajas con bacterias de 24 horas de
crecimiento, se prepard una suspension bacteriana de turbidez N°6 segin la Escala
McFarland que corresponde a una concentracion aproximada de 18x10* UFC/ml, de esta
suspension en cada orificio se depositaron 600ul. Posteriormente, los orificios fueron
sellados con la ayuda de Parafilm y los peciolos inoculados se almacenaron en bandejas
a temperatura ambiente del laboratorio (26-28°C aproximadamente).



Universidad de Cundinamarca
Sede Fusagasuga

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Pruebas en campo.

Este experimento se realizo con las colonias que presentaron desarrollo de lesiones de
tipo acuoso en la prueba de tejido desprendido, obtenidas de la plantacion “El Paraiso”
ubicado en el sector Bajo Simacota del Municipio de Simacota, Departamento de
Santander. La prueba fue llevada a cabo sobre plantas sanas de vivero de 9 meses y se
estableci6 en la plantacion para garantizar se contard con las mismas condiciones agro-
climatoldgicas donde se presentd el problema. Para esto, se realizd6 un orificio de
aproximadamente 2cm de profundidad en la base de bulbo de la planta con la ayuda de
una puntilla de 1 pulgada esterilizada previamente. Alli se depositaron 1.5 ml de una
suspension de turbidez N°6 segun Escala McFarland que corresponde a una
concentracion aproximada de 18x10* UFC/ml (Figura 5)

Figura 6. Inoculacion en palmas de vivero. A. Preparacion de inoculo; B. Dosis por
palma; C. Inoculacion en el orificio realizado; D. Planta inoculada

Para la evaluacion de la prueba se realizaron observaciones semanales del estado visual
de las mismas.

Identificacion de bacterias.
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Se clasificaron a partir de colonias puras, teniendo en cuenta la morfologia de las
colonias, tincion de Gram, pruebas especificas tales como: pruebas bioquimicas y
crecimientos en medios diferenciales. Todos los aislamientos obtenidos se purificaron
rayando cajas de agar nutriente a través de la técnica de agotamiento (Fig.7) y se
almacenaron en condiciones de laboratorio 26°C.

Figura 7. Esquema del método de agotamiento.

Dependiendo de los resultados de la tincion de Gram, se realizaran pruebas bioquimicas
especificas para su identificacion inicial.

Pruebas bioquimicas.

® Fluorescencia en medio King B. Esta prueba permite identificar bacterias del
género Pseudomonas.

® Prueba de reduccion de nitratos esta prueba permite distinguir grupos
importantes de bacterias por ejemplo Xanthomonas que no son capaces de
reducir nitratos

® Prueba de KOH
® Fermentacion de carbohidratos (Hugh y Leifson)

® (apacidad para descomponer compuestos nitrogenados y produccion de acido
sulthidrico (T.S.I),

® (Capacidad para la produccion de Indol

® Produccién de urea y capacidad de descomponer macromoléculas en test de
licuefaccion de gelatina.

9. RESULTADOS Y DISCUSION.

Toma de muestras
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La toma de muestras se realizd6 en cuatro plantaciones de la Zona Central que
registraron el problema, ubicadas en tres departamentos: Cesar, Bolivar y Santander
(Figura 8, Tabla 3).
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Figura 8. Ubicacion toma de muestras de palmas afectadas con
posible (P.H.E)

Tabla 3. Ubicacion de las muestras

Plantacion Dpto. Municipio Material Afio de # Palmas
siembra muestreadas
Las Palmitas Cesar San Martin = CIRAD 0704 2016 1
Palmeras el Paraiso = Santander Simacota CIRAD 7001 2015 3
Los Pinos Bolivar San Pablo | Unilever 2013 4
Hda. Ia Gloria Cesar La Gloria Dami las Flores = 2009 2

Los sintomas observados en todas las plantaciones visitadas fueron:

Marchitez en las hojas de color rojizo, acompafiado de una franja amarilla, posterior
necrosis y entorchamiento de los bordes; las raices se secan y toman una coloracion
rojiza y los racimos e inflorescencias se pudren (Figura 9). La Marchitez tiende a ser
ordenada y ascendente, aunque en algunos casos la distribucion se acentia mas sobre el
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costado en que inicia el dafio en el estipite. El desarrollo de la lesion en foliolos,
aunque inicia en el 4pice muestra una distribuciéon desordenada a lo largo de su
superficie.

En estados iniciales el estipite empieza a perder consistencia por lo que se torna mas
blando y facil de cortar, algo que se dificulta en una palma sana y a medida que va
avanzado este se descompone en fibras de las que exudan liquidos de mal olor (Figura
9).

Estos resultados coinciden con los reportados por Pineda y Martinez (2013), quienes
registran que las palmas afectadas por este problema presentan una coloracion en las
hojas de color amarillo opaco, estas luego se marchitan y mueren, los racimos e
inflorescencias se pudren y al cortar el estipite es posible observar una descomposicion
y humedad de olor fétido. De la descomposicion quedan los haces fibrovasculares
conformando un tejido de aspecto esponjoso y los demas tejidos presentan una
degradacion de aspecto mucoso. Igualmente, autores como Turner (1981), Rodriguez
(2001), y Fernandez (2009), reportan una sintomatologia similar para este problema.
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Figura 9. Sintomas PHE. A. secamiento foliar ascendente; B. Secamiento total de la
palma; C, D, E. secamiento en foliolos; F. Pudricion de frutos; G. Pudricion de
inflorescencias inmaduras; H. Pudricion en la raiz. (Barreto, 2019)

Figura 10. Sintomas internos. A. dafio en base peciolar; B y C. Dafio en el estipite
(Barreto,2019)

Muestras procesadas.

De las palmas enfermas se tomaron muestras de la zona de avance de la lesion en el
estipite, bases peciolares y raiz, luego de ser desinfestadas y sembradas en los cuatro
medios seleccionados (tres cajas de medio por dilucion- 48 cajas/muestra) se incubaron
y 48 horas después se realizd la cuantificacion de colonias bacteriana por caja,
obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 4. Muestras seleccionas y numero de colonias totales por muestra plantacion las
Palmitas (San Martin- Cesar)
Las Palmitas

Colonias
Ti teii
ipo de tejido procesado e
Estipite con lesion 96
Estipite con avance de
., 86
lesion
Bases Peciolares 78
Raices 115

Total Colonias 375
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Tabla 5. Muestras seleccionas y numero de UFC totales por muestra plantacion El
Paraiso (Simacota- Santander)
Palmeras el Paraiso

Ti teii
po de tejido Colonia (cantidad/palma)
procesado

Estipite con lesion 76

Estipite con avance de

. 83

lesion
Bases Peciolares 38
Total Colonias 197

Tabla 6. Muestras seleccionas y numero de UFC totales por muestra plantacion El
Paraiso (Simacota- Santander)

Los Pinos
Tipo de tejid
PO e tEJdo Colonia (cantidad/palma)
procesado
Estipite con lesion 154
Estipite con avance de
., 98
lesion
Bases Peciolares 39
Raices 110
Total Colonias 401

Tabla 7. Muestras seleccionas y nimero de UFC totales por muestra plantacion
Hacienda la Gloria (La Gloria- Cesar)

Hacienda La Gloria

Tipo de tejido procesado  Colonia (cantidad/palma)

Estipite con lesion 95
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Estipite con avance de

lesion 30
Bases Peciolares 18

Raices 83
Total Colonias 246

Luego de la cuantificacion, se hizo una seleccion de colonias de las cajas teniendo en
cuenta caracteristica macroscopicas como: color (blanca, amarilla, roja, crema), forma
(puntiforme, circular, filamentosa, rizoide o irregular) textura (Lisa, rugosa), apariencia
(mucoide, brillante o opalescente) estas colonias fueron aisladas y purificadas

obteniendo:
Tabla 8. Numero de Colonias diferentes por muestra

Plantacion Palma # Colonias
Las palmitas 1 11
Paraiso 1 3
Paraiso 2 4
Paraiso 3 2
Los Pinos 1 7
Los Pinos 2 5
Los Pinos 3 6
Los Pinos 4 3
Hacienda La Gloria 1 6
Hacienda La Gloria 2 5

Pruebas patogénicas en tejidos desprendidos.

Las colonias seleccionadas de cada una de las plantaciones se inocularon en 4 trozos de
peciolos de palma (6rgano afectado por la enfermedad), con el fin de realizar una
seleccion rapida de las colonias obtenidas, esto sustentado bajo lo registrado por Agrios
2005, quien afirma que las pruebas de patogenicidad in vitro facilitan la deteccion de un
agente infeccioso gracias a la rapidez con que se pueden observar sus efectos.

Con seis de los diferentes morfotipos inoculados se logrd reproducir pudricion humeda
con halo de avance en los peciolos. Tres de las bacterias correspondian a los morfotipos
obtenidos en la plantacion el Paraiso y tres a las Palmitas tal y como se muestra en la
Tabla 8 y la Figura 10.

Tabla 9. Bacterias con capacidad patogénica por plantacion
Cantidad de Colonias positivas por plantacion
Las palmitas. 3
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Paraiso 3
Los pinos 0
Hacienda La Gloria 0

El Paraiso — M05 El Paraiso - M07 - El Paraiso - M08

f gL Y

Las palmitas — M02 Las palmitas — M03 Las palmitas — M04

El Paraiso - M06 o La Gloria - M10 Las palmitas — M11

Figura 11. Lesiones generadas en peciolos de palma inoculados

El testigo no registrdé ningiin dafio acuoso, solo una coloracion parda producto de la
reaccion del tejido a la herida realizada por el taladro, igualmente se observan estas
coloraciones en los extremos producto del sellado que se realiza con la parafina y esto
sucede también en los tratamientos de inoculacion con las bacterias.
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Descripcion morfologica de las colonias bacterianas.

Se realizd la descripcion de las 6 colonias bacterianas que generaron lesion en peciolos,
estas fueron codificadas antecediendo el CP (Cenipalma), B (Bacteria), ZC (Zona
Central) y por ultimo se colocd en numero de la muestra (Tabla 10). Estas mismas
bacterias fueron usadas para realizar las pruebas bioquimicas.

Tabla 10. Descripcion macroscopica de las colonias de interés
Descripcion de colonias seleccionadas
Caracteristicas Fotografia Codigo

Colonia de tamafio mediano, con forma
irregular, borde ondulado, superficie
contorneada y plana, su consistencia es
blanda, con aspecto cremoso, color
crema, olor amoniacal y crecimiento
moderado.

CPBZC-07

Colonia de forma irregular, borde
ondulado, superficie contorneada sin
elevacion, su consistencia es blanda, con
aspecto cremoso, olor fétido, crecimiento
moderado.

CPBZCO03

Colonia de forma irregular, borde
ondulado, superficie contorneada sin
elevacion, su consistencia es blanda,
color blanco a crema y de aspecto
cremoso, crecimiento moderado.

CPBZC04

CPBZCO08

Figu
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Colonia mediana, de forma rizoide, borde
aserrado, superficie contorneada sin
elevacion, su consistencia es blanda, con
aspecto  cremoso, olor amoniacal,
crecimiento moderado. Bajo luz negra se
observa fluorescencia.

Colonia puntiforme mediana, de borde
entero superficie lisa, con una elevacion
convexa baja, consistencia blanda,

CPZC02

aspecto  cremoso, color blanco 'y
crecimiento moderado.

Colonia de tamafio mediano, de forma
irregular, con borde aserrado, en
elevacion plana, consistencia dura,
aspecto aterciopelado, color crema vy

CPZCO05

crecimiento escaso.

Con cuatro bacterias de la plantacion el Paraiso, se estableci6é una prueba preliminar de
patogenicidad, tres que presentaron lesion acuosa en peciolos (CPBZCMS, CPBZCM7
y CPBZCMS) y una que no registro dafio (CPBZCO06). Se inocularon 6 palmas por cada
una de las colonias bacterianas, haciendo una herida con una puntilla de 1”7 e
introduciendo un Iml de una suspension realizada a partir de colonias de 24 horas de
crecimiento.

Para esto se us6 un disefio completamente al azar con 5 tratamientos y 6 repeticiones, la
unida experimental correspondid a una planta inoculada (Figura 13).
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Figura 13. Disefio del experimento

Quince dias después de la inoculacion se observaron sintomas en una de las palmas
inoculadas con la bacteria codificada como CPBZC-08, esta palma registrd secamiento
de hojas bajeras, las hojas del segundo anillo y parte del tercero presentaron secamiento
de la punta de los foliolos acompafiado de una coloracidon marrén rojiza y precedida de
una franja de color amarillo fuerte. La mayoria de las hojas se tornaron cloroticas
(Figura 14). 60 dias después de dispuesta la prueba preliminar de patogenicidad en
campo, se realiz6 una re-inoculacion haciendo una nueva herida con la ayuda de un
taladro y una broca de 1’; para esto se us6 una suspension realizada a partir de colonias
de 24 horas de crecimiento. Sin embargo, no se registran sintomas de la enfermedad en
las palmas inoculadas (Figura 16).

Figura 14. Sintomas en hojas planta inoculada con la bacteria CPBZC-08
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Figura 16. Prueba 108 dias después de la inoculacion

Pruebas bioquimicas.

De las bacterias a las cuales se les realizé pruebas bioquimicas se encontraron 3 Gram
negativas y 3 Gram positivas y esto fue corroborado con la prueba de KOH. Para el
peroxido o catalasa cinco arrojaron resultados positivos y una negativa (Tabla 11).

Tabla 11. Pruebas bioquimicas

Bacterias KOH 3% Catalasa Tincion de Gram
codificadas. Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
CPBZC-02 X X X
CPBZC-03 X X X

CPBZC-04 X X X

CPBZC-05 X X X
CPBZC-07 X X X

CPBZC-08 X X X
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Al finalizar este trabajo solo se alcanzaron a realizar pruebas de Hugh leifson, Indol y
Gelatinasa con 3 colonias bacterianas de interés, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 12. Prueba de oxidacion- fermentacion (OF) de Hugh Leifson

Bacteria Fotografia Resultados

Fermentacién de

CPBZC-02 hidrato de carbono
Oxidacion de

CPBZC-05 hidrato de carbono.

CPBZC-08 Oxidacion del

hidrato de carbono
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Tabla 13. Prueba de indol

Bacteria Fotografia Resultados
CPBZC-02 NEGATIVO
CPBZC-05 NEGATIVO
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CPBZC-08

NEGATIVO
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Tabla 14. Prueba Agar triple azucar hierro (TSI)

Bacteria Fotografia Resultados

K/K

CPBZC-02 H,S (-)

GAS (-)

K/K

st (')
CPBZC-05
GAS (-)

K/K

H.S (-)
CPBZC-08
GAS (-)
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Tabla 15. Prueba de la Gelatinasa

Bacteria

Fotografia

CPBZC-02

resultado

CPBZC-05

NEGATIVA

CPBZC-08

POSITIVA

POSITIVA
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Discusion de resultados

Los resultados obtenidos en los diferentes muestreos realizados arrojan que la totalidad
de microorganismos aislados pertenecen al dominio bacteria. Las bacterias tienen la
capacidad de infectar a través de lenticelas o heridas, y son favorecidas por condiciones
himedas en el campo, en la cosecha y durante el almacenamiento y el transporte
poscosecha.

Las pudriciones blandas producidas por bacterias en su mayoria son reportadas por
especies de los géneros Erwinia y Pseudomonas (Agrios, 2005; Pefia y Paez, 2019).
Estas pudriciones se presentan cuando hay separacion de las células por lisis, lo que
produce un colapso del tejido y este permanece blando y himedo (Garcés et al., 1996;
Agrios, 2005). En estados avanzados los tejidos se licuan desprendiendo olor fétido
debido a las sustancias volatiles que liberan estos microrganismos, los tejidos se
ablandan y vuelven acuosos y es frecuente que exuden masas mucilaginosas de
bacterias (Agrios, 2005). Este tipo de pudricion es semejante a la encontrada en las
diferentes plantaciones visitadas.

Las pruebas bioquimicas, medios diferenciales y Tincién de Gram permitieron una
posible clasificacion, donde el 50% de bacterias fueron bacilos Gram negativos,
encontrandose en el grupo de interés en este estudio. A su vez, los resultados de TSI
(Triple sugar iron) muestran que los bacilos no presentan un metabolismo fermentador
para ningun hidrato de carbono, la prueba de indol que evalia la capacidad del
microorganismo de producir enzimas intracelulares como triptofanasa fue negativa y la
prueba de catalasa positiva apoyan a la posibilidad de que otro género bacteriano sea el
causante de la pudricion humeda de estipite de la palma de aceite. Existen reportes que
destacan el género Pseudomonas como altamente patégeno y con multiples hospederos
(Frijol, crisantemo, papa, pera, perejil, tabaco, cereza y tomate) (J. Paula et al., 1973).

Autores reportan Pseudomonas fluorescentes como agentes causales de podredumbre
blanda en un gran nimero de plantas y que son un factor importante en la pérdida de
cultivos antes y después de la cosecha (Janse, 1992), lo cual demuestra que la pudricion
htiimeda de estipite debe ser vista como una enfermedad que causaria grandes pérdidas
en el sector palmicultor.

La cepa CPBZC-08 mostrd fluorescencia en agar king B y segin las pruebas
bioquimicas es un bacilo gram negativo oxidador, generd dafios foliares en una plantula
en las pruebas de campo.
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Medios diferenciales como Agar KB, Agar YDC no permiten la selecciéon de un
microorganismo en particular. Por tal motivo, se recomienda el empleo de medios
selectivos como el cristal violeta- pectato modificado (CVP) con NaNO3, este ayudara a
distinguir colonias de Erwinia spp. de colonias de Pseudomonas spp. por el tipo de
depresiones formadas en el medio pectato y la morfologia de las colonias (Diane y
Arthur, 1973).

10.CONCLUSIONES

Se logro la primera seleccion de seis cepas con caracteristicas patogénicas asociados a
la Pudricion humeda del estipite en palma de aceite en pruebas in vitro, permitiendo
avanzar en la determinacion del agente biotico involucrado en la causa del problema y
generando nuevas bases que direccionar y continuar con la investigacion.

11.RECOMENDACIONES

e Se deben realizar nuevas pruebas de patogenicidad in situ, usando
diferentes concentraciones de inoculo y dando condiciones adecuadas
para el desarrollo de la infeccion.

e Se hace necesario realizar un mayor numero de pruebas bioquimicas y la
utilizacién y técnicas moleculares que permitan realizar la identificacion
de las colonias con capacidad patogénica.

e Considerando que ain no se ha logrado identificar el agente causal de la

enfermedad, es necesario ampliar el nimero de muestreos para obtener un
mayor nimero de microorganismos a evaluar .
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