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La Pudrición basal del estípite (PBE) causada por Ganoderma sp. 
es una de las principales enfermedades de la palma de aceite. Es 
considerada la enfermedad más limitante en Malasia e Indonesia, 
ocasionando pérdidas hasta del 80% después de varios ciclos del 
cultivo (Chong et al., 2011). La enfermedad también ha sido repor-
tada en Angola, Camerún, República de Ghana, Nigeria, Zambia, 

Santo Tomé, Príncipe, Tanzania, Zimbabue, República del Congo, 
Papúa Nueva Guinea, Tailandia y Honduras (Ariffi n et al., 2000). 
La PBE fue reportada inicialmente en Malasia en 1930 y el agen-
te causal fue identifi cado como G. lucidum (W. Curt.) Karst. (Turner 
1981); sin embargo, más de siete especies han sido asociadas con 
la enfermedad alrededor del mundo. Actualmente, la especie G. 
boninense es considerada la más patogénica y ampliamente dis-
tribuida en Malasia (Miller 1995). En Colombia, la enfermedad se 
reportó inicialmente en 1994 en la zona de El Copey, Cesar (Nieto 
1994). Un año después, en Zona Central (Nieto 1995). 

La enfermedad se propaga a través del contacto de raíces sanas 
con el inóculo presente en el suelo o en  raíces afectadas, e involu-
cra la degradación de lignina y celulosa durante el crecimiento del 
patógeno (Paterson 2007). La detección de la enfermedad se basa 
en la presencia de síntomas externos como acumulación de fl echas, 
aparición de basidiomata en la base del estípite y raíces adventi-
cias (Ariffi n et al., 2000). Infortunadamente, cuando los síntomas de 
la enfermedad son visibles, la mayor parte del tejido interno ya ha 
sido degradado, impidiendo hacer un manejo efectivo y oportuno 
de la enfermedad. El desarrollo de técnicas de diagnóstico tempra-
no es entonces clave para su control.  Utomo y Niepold (2000) re-
portaron el uso de una prueba de ELISA con anticuerpos policlonales 
(ELISA-Pab) como un método efi ciente para detectar Ganoderma en 
tejidos de palmas afectadas por la PBE. También, algunos métodos 
basados en ADN usando la PCR (Reacción en Cadena de la Polime-
rasa) han sido desarrollados (Bridge et al., 2000, Utomo y Niepold 
2000). Recientemente,  Modh y colaboradores (2011) reportaron la 
detección y cuantifi cación de ergosterol de G. boninense en palmas 
de aceite como un método de diagnóstico para detectar la PBE.

En la actualidad, la técnica conocida como PCR cuantitativo en tiem-
po real (qPCR) se usa para la detección y cuantifi cación de todo tipo 
de patógenos en diferentes especies vegetales. Esta técnica, introdu-
cida a fi nales de los 90 para detectar directamente los patógenos 
en el tejido vegetal, ha sido adaptada para ser usada en muchos 
patosistemas vegetales (Montes-Borrego et al., 2011). Frente a otras  
técnicas convencionales, la qPCR ofrece mayor rapidez, precisión y 
sensibilidad, además permite cuantifi car el patógeno (Babu et al. 
2011). En esta metodología, al igual que en la PCR convencional, la 
presencia del patógeno es determinada por la amplifi cación espe-
cífi ca de una región de su ADN, es decir, un fragmento del ADN del 
patógeno es copiado (“amplifi cado”) múltiples veces (35-45 ciclos, 
con un crecimiento exponencial) hasta que su concentración es lo su-
fi cientemente alta para ser detectado. En muestras sanas, debido a 
la ausencia del patógeno, el fragmento de interés no puede ser am-
plifi cado. En la qPCR, la generación de nuevas copias (“amplicones”) 
en cada ciclo es monitoreada a través de la emisión de fl uorescencia, 

Los problemas fi tosanitarios del cultivo de la palma de aceite 
en Colombia siguen siendo la prioridad del sector y también del 
Centro de Investigación en Palma de Aceite, Cenipalma. 

Estos problemas se abordan de manera integral, así que en la 
búsqueda de las soluciones para las principales enfermedades 
de la palma participan activamente diferentes programas, entre 
ellos el Programa de Biología y Mejoramiento de la Palma de 
Aceite, con su área de Biología Molecular, con el objetivo de de-
sarrollar herramientas moleculares para el apoyo y avance de 
la investigación en la sanidad del cultivo de la palma de aceite.

En esta publicación presentamos los avances de la investigación 
sobre la utilización de la técnica conocida como reacción en ca-
dena de polimerasa - PCR (por su nombre en inglés) cuantitativa 
en tiempo real (qPCR) para la detección y cuantifi cación de Ga-
noderma sp., causante de la Pudrición basal del estípite (PBE).

Además de esta técnica, que ofrece mayor rapidez, precisión y 
sensibilidad, y permite cuantifi car el patógeno, Cenipalma eva-
lúa otras alternativas para la detección temprana de la PBE, 
como la determinación de tejido afectado usando tomógrafos 
o la cuantifi cación de ergosterol en palmas afectadas, métodos 
que han mostrado resultados promisorios. 

Esto, en un mediano plazo nos permitirá ofrecer al gremio una 
herramienta confi able, que pueda ser implementada de forma 
rutinaria para la detección oportuna de la enfermedad.
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Materiales y métodos

Figura 1. Basidiomata colectados en Zona Central (a) y Zona Norte (b).

a medida que aumenta el número de copias del fragmento, también 
aumenta la intensidad de la fl uorescencia en el tubo de la reacción. 
El ciclo en el cual la fl uorescencia supera el umbral es conocido como 
ciclo Cp (Crossing point) y es inversamente proporcional al logaritmo 
de la concentración inicial de ADN del patógeno en la muestra. De 
este modo, usando una curva Log concentración vs Cp es posible 
calcular la concentración del patógeno en muestras desconocidas. El 
propósito de este trabajo fue estandarizar las condiciones de reac-
ción de la qPCR que permitieran detectar y cuantifi car Ganoderma sp. 
a partir de muestras de tejido con presencia del patógeno. 

Condiciones de la PCR, efi ciencia de la reacción y curva 
de calibración 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un formato de platos 
de 96 pozos en un termociclador LightCycler® 480 (Roche). La de-
tección se realizó con el software LightCycler® 480 version 1.5.0. 
Las condiciones de amplifi cación fueron estandarizadas usando dos 
concentraciones de sondas y cebadores (0,5 μM de cada cebador 
más 0,3 μM y 0,3μM de cada cebador más 0,1 μM de sonda) y 
evaluando 4 temperaturas de anillaje para permitir la unión del 
cebador al ADN molde (56, 59, 62 y 65°C). Las reacciones se rea-
lizaron en un volumen fi nal de 20 μl, que contenía 10 μl de Master 
Probe (Roche), 5 μl de ADN y los volúmenes apropiados de ceba-
dores y sonda. Las condiciones de termociclado fueron: 10 minutos 
a 95°C, seguidos por 45 ciclos de 95°C por 10 segundos,  tempe-
ratura de anillaje por 30 seg., 72°C por 8 seg., y un enfriamiento 
fi nal a 40°C por 30 seg. Después de optimizar las condiciones para 
las combinaciones Gano y Ganoderma, fueron evaluadas en una 
reacción múltiple con la combinación Elaeis2.

Las diferentes condiciones de PCR se evaluaron usando diluciones 
seriadas de ADN del patógeno, desde 5 fg a 50 ng, las cuales se 
mezclaron con ADN de plántulas de cultivo in vitro, a una concentra-
ción de 10 ng/μl en la mezcla fi nal. Las muestras se evaluaron en 
triplicado en cada experimento. Con base en las curvas de amplifi -
cación, el software LightCycler® 480 version 1.5.0. estableció el va-
lor Cp para cada una. Con la pendiente de la curva de calibración 
o curva estándar (Logaritmo de la Concentración vs Cp) se calculó la 
efi ciencia (E= 10 -1/pendiente) de cada experimento. Las condiciones que 
mostraron mayor E se emplearon para construir la curva estándar. 

Determinación de la relación peso seco del patógeno-
cantidad de ADN
Para construir la curva biomasa/ADN se usaron mezclas de teji-
do de palmas sanas (plántulas cultivo in vitro) y basidiocarpo. Las 
mezclas fueron preparadas de la siguiente forma: 250 mg tejido 
vegetal (peso seco)/0 mg Basidiocarpo, 245/5, 240/10, 235/15, 
230/20, 225/25, 200/50, 175/75, 150/100, 125/125 mg. El 
ADN de las mezclas de tejido se extrajo en duplicado siguiendo el 
protocolo previamente mencionado. El ADN se diluyó en 400 μl de 
1X TE y se prepararon diluciones 1:100 y 2:100. Las diluciones fue-
ron evaluadas por qPCR y la concentración de ADN del patógeno 
fue calculada con base en la curva de calibración.

Material Vegetal y Basidiomata
Basidiomata característicos de Ganoderma sp. fueron colectados a 
partir de una palma afectada en Zona Central y de cuatro  palmas 
de la Zona Norte (Figura 1). El tejido de palma evaluado consistió 
en plántulas provenientes de embriogénesis somática en condiciones 
in vitro.

Extracción de ADN e identifi cación de los basidiomata
El tejido vegetal y los basidiomata fueron liofi lizados y macerados 
con nitrógeno líquido. La extracción de ADN se realizó usando una 
modifi cación del protocolo de Doyle y Doyle (1990), usando 250 mg 
de tejido seco. El ADN obtenido se evaluó en geles de agarosa al 
1% y se cuantifi có por espectrofotometría. 

Para identifi car los basidiomata colectados, las regiones ITS1, 5,8S 
e ITS2 del ADN ribosomal fueron amplifi cadas usando los cebado-
res ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Los productos de PCR fueron 
purifi cados, clonados y secuenciados. Las secuencias obtenidas fue-
ron editadas y comparadas contra la base de datos del NCBI (Na-
tional Center for Biotechnology Information) usando el programa 
BLAST. Secuencias de Ganoderma sp. asociado a palma de aceite y 
otros perennes disponibles en las bases de datos fueron empleadas 
para realizar análisis fi logenéticos y confi rmar la identidad de los 
basidiomata colectados. 

Diseño de sondas y cebadores para qPCR
Con base en las secuencias de la región ITS de los basidiomata co-
lectados y de algunas secuencias disponibles en la base de datos 
del NCBI (National Center for Biotechnology Information), se diseña-
ron dos combinaciones de cebadores y sondas de hidrólisis, Gano y 
Ganoderma, para ser empleadas en la detección de Ganoderma sp. 
Adicionalmente, una sonda y sus cebadores fueron diseñados sobre 
la secuencia de la proteína 15S de la subunidad ribosomal 40S de 
Elaeis guineensis y E. oleifera para ser usados como control en las 
reacciones y descartar la presencia de inhibidores en el ADN. 

Resultados

Identifi cación de basidiomata y evaluación de cebadores 
y sondas 
A partir de la secuenciación de las regiones ITS de las muestras de 
basidiomata colectadas en campo se encontró que los cuatro basi-
diomata provenientes de Zona Norte tienen un porcentaje de iden-
tidad del 97-99% con la Accesión HM138671 de Ganoderma sp. 
HKAS58053, reportada por King y Mih (2011) como una nueva es-
pecie de Ganoderma (G. ryvardense) asociada a palma de acei-
te en Camerún. Por su parte, el basidiocarpo colectado en la Zona 
Central tuvo un porcentaje de identidad del 99% con la Accesión 
EU273513 descrita como Ganoderma sp. RV-PR10. Nilsson y cola-
boradores (2008), determinaron que la variabilidad intraespecífi ca 
de las regiones ITS para los basidiomicetos es de 3,33%, por lo que 
identidades del 97% y mayores, como las obtenidos en este estudio, 
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Tabla 1. Resumen de la Efi ciencia (E) obtenida para cada una de las 
condiciones evaluadas.

mentos se presentan en la Figura 3. Las curvas de calibración genera-
das a partir de los cuatro experimentos independientes mostraron la 
robustez y reproducibilidad del ensayo, así mismo, fue posible deter-
minar que la prueba es muy sensible y logra detectar concentraciones 
muy bajas de patógeno (hasta 0,0025 pg/μl en el tubo de reacción). 

son consideradas confi ables. La imposibilidad de asignar el basidio-
carpo de la Zona Central a una especie específi ca está relacionada 
con una limitante del análisis BLAST. Dado que este análisis se basa 
en la comparación de las secuencias en estudio con las de organismos 
previamente caracterizados, la calidad de la consulta dependerá de 
la disponibilidad de secuencias de referencia en las bases de datos, 
por lo tanto, la carencia de secuencias de referencia de taxones idén-
ticos o muy relacionados puede disminuir la probabilidad de tener 
una identifi cación apropiada (Kang et al., 2010).

En las evaluaciones preliminares de las dos combinaciones de ceba-
dores y sondas, Ganoderma y Gano, se observó amplifi cación de 
todas las muestras de basidiomata colectadas en campo. La com-
binación Gano mostró mayor especifi cidad frente a Ganoderma y 
ninguna de las muestras de palmas sanas (cultivo in vitro) amplifi có, 
por lo que las demás evaluaciones se realizaron solo con la com-
binación Gano. Por su parte, la combinación Elaeis amplifi có todas 
las muestras de palmas evaluadas pero ninguna de las muestras 
de basidiomata, ni de hongos de otras especies empleadas como 
controles en las reacciones. 

Estandarización de la PCR y curvas de calibración
Las diluciones seriadas de ADN de Ganoderma fueron evaluadas bajo 
diferentes condiciones de PCR, obteniéndose curvas de amplifi cación 
y curvas estándar características, donde las muestras con la mayor 
concentración del ADN de interés tuvieron los valores Cp más bajos 
(Figura 2). Las pendientes y efi ciencias obtenidas para cada una de 
las condiciones evaluadas  se presentan en la Tabla 1. Debido a que 
la mayor efi ciencia se observó al emplear una temperatura de ani-
llaje de 59°C y las menores concentraciones de cebadores y sonda, 
se seleccionaron estas condiciones para construir la curva estándar 
defi nitiva. Para esto, seis diluciones intermedias (2,5 E-3 – 2,5 E2), 
evaluadas en triplicado, fueron analizadas en cuatro experimentos 
independientes. Las curvas obtenidas para cada uno de los experi-

Figura 2. Curva de amplifi cación y curva estándar obtenida con la com-
binación de cebadores Gano para las diluciones seriadas de ADN de 
Ganoderma (concentraciones en pg/μl).

Temperatura de 
anillaje (°C)

Concentraciones de cada cebador + sonda
0,3 μM + 0,1 μM 0,5 μM + 0,2 μM

56 E= 1,942; P= -3,468 E = 1,947; P = -3,456
59 E= 1,957; P= -3,429 E= 1,949; P= -3,451
62 E= 1,809; P= -3,885 E= 1,815; P= -3,894
65 E= 1,682; P= -4,427 E= 1,815; P= -3,864

Figura 3. Curvas de calibración obtenidas en cuatro experimentos inde-
pendiente usando la combinación Gano, con 59°C de anillaje y 0,3 μM 
de cada uno de los cebadores y 0,1 μM de la sonda de hidrólisis.

Determinación de la relación peso seco del patógeno-
cantidad de ADN
La Figura 4 presenta la relación entre el peso seco del patógeno 
(mg de basidiocarpo) y la cantidad de ADN (ng) detectada a tra-
vés del qPCR. Como puede observarse, a pesar de que las muestras 
se evaluaron en dos ensayos independientes, usando dos factores 
de dilución del ADN (1:100 y 2:100), las ecuaciones de las líneas 
de regresión de ambas curvas mostraron gran similitud en sus pen-
dientes, demostrando la precisión del ensayo. Al usar la curva de 
calibración y la curva peso seco/ng de ADN es posible determinar  
la cantidad del patógeno (en mg de peso seco) presente en una 
muestra dada. Un ejemplo de esto se muestra en la Figura 5 que 
presenta los resultados obtenidos para las mezclas de tejido seco 
(basidiocarpo) del patógeno más tejido seco de palma, y donde 
es posible evidenciar que las curvas calculadas y las estimaciones 
hechas permiten establecer la cantidad de patógeno presente en 
una muestra de tejido evaluada. 

Los resultados preliminares obtenidos con la prueba de qPCR usando 
la combinación Gano mostraron especifi cidad, sensibilidad, robustez 
y reproducibilidad, lo que hace que tenga gran potencial para ser 
empleada como una herramienta en la detección y cuantifi cación de 
Ganoderma sp. en palmas afectadas con PBE. La validación de estos 
resultados preliminares con muestras de palmas afectadas colecta-
das en campo es un paso clave en el desarrollo de una prueba de 
diagnóstico. Actualmente, muestras de campo colectadas en plan-
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Figura 4. Relación entre el peso seco del patógeno y la cantidad de ADN 
que es detectada en un ensayo de qPCR usando la combinación Gano.

Figura 5. Estimación de la cantidad del patógeno (mg de basidiomata) 
presente en una muestra de tejido.

taciones con presencia de la enfermedad están siendo analizadas 
bajo los mismos parámetros presentados en este reporte. 

Cenipalma se encuentra evaluando alternativas para la detec-
ción temprana de PBE en las zonas afectadas por la enfermedad. 
Paralelo al trabajo aquí presentado, otras metodologías como la 
determinación de tejido afectado usando tomógrafos o la cuantifi -
cación de ergosterol en palmas afectadas han mostrado resultados 
promisorios. La evaluación de los aspectos técnicos y económicos de 
diferentes metodologías de detección permitirá ofrecer al gremio 
una herramienta confi able y que pueda ser implementada de forma 
rutinaria para la detección oportuna de la enfermedad.
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