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Notas del Director

Los problemas fitosanitarios del cultivo de la palma de aceite
en Colombia siguen siendo la prioridad del sector y también
del Centro de Investigacidon en Palma de Aceite, Cenipalma. El
Programa de Biologia y Mejoramiento de la Palma de Aceite
trabaja en la busqueda de soluciones integrales para enfren-
tar las principales enfermedades de la palma, desarrollando
herramientas moleculares para el apoyo y avance de la inves-
tigacién en la sanidad del cultivo.

En esta publicacién presentamos los avances de la investigacion
sobre el andlisis de ergosterol, un esterol primario especifico
para hongos, mostrando que el uso de marcadores quimicos
especificos de los patégenos analizados por cromatografia
puede ser una herramienta alternativa y complementaria a
otros métodos de deteccidn, también en investigaciéon por Ce-
nipalma, como técnicas moleculares o el uso de imdgenes por
tomografia, para la deteccién de Ganoderma sp., causante de
la Pudricién basal del estipite (PBE).

La PBE se ha reportado en el pais con incidencias generales no
muy elevadas; sin embargo, con algunos lotes especificos que
muestran hasta 12,4% de incidencia. Teniendo en cuenta que
con los métodos actuales de deteccién se descubren las plan-
tas enfermas ya en un grado avanzado de la enfermedad, se
debe crear una estrategia de prevencién para evitar la disper-
sién de PBE en el pais. Para la deteccién temprana se requiere
un método robusto, rdpido y confiable.

La investigacidn, como la mencionada en este Ceniavances, en
un mediano plazo nos permitird ofrecer al gremio una herra-
mienta confiable, que pueda ser implementada de forma ruti-
naria para la deteccién oportuna de la enfermedad.
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Introduccidén

La enfermedad mds importante de la palma de aceite en las
plantaciones del Sudeste Asidtico es la Pudriciéon basal del estipite
(PBE) (Singh, 1993), que se ha asociado con varias especies del
género Ganoderma. Se sabe ademds que algunas especies de Ga-
noderma son los agentes causantes de pudriciones en muchos otros
cultivos como el de coco, caucho, té, cacao y guarand, entre otros
(Mohd et al., 2011). En Malasia e Indonesia, los mayores produc-
tores de aceite de palma en el mundo, la PBE es responsable de
pérdidas econémicas enormes debido a la muerte de las palmas
infectadas. La enfermedad se hace evidente cuando las palmas
tienen de diez a doce afios de edad, pero después de la renova-
cién la enfermedad puede aparecer 12 o 24 meses después de
la resiembra, aunque es mds frecuente cuando las palmas tienen
cuatro o cinco afios de edad (Singh, 1991).

En Colombia, la PBE se ha reportado en tres de las cuatro zonas
productoras (Nieto, 1995; Mestizo et al., 2012). Los datos de in-
cidencia muestran que las zonas Norte y Central tienen valores
de 0,27 y 0,083%, respectivamente (Cooman et al., 2013). Sin
embargo, algunos lotes especificos de la Zona Central reportaron
hasta 12,4% de incidencia (Pulido et al., 2011). No obstante, por
las caracteristicas de la enfermedad se estima que deben existir
cientos de palmas enfermas que ain no han sido diagnosticadas.
Evitar la dispersién de PBE en el pais se debe convertir en una
estrategia para evitar desastres tan grandes como los causados
por la Pudricién del cogollo. Actualmente, la deteccién de la PBE
se basa en la acumulacién de flechas, aparicién de hojas bajeras
dobladas hacia abajo, raices adventicias y presencia de espo-
réforos en los troncos o raices primarias cerca del nivel del suelo
(Mestizo et al., 2012). Sin embargo, estos sintomas de deteccién
aparecen cuando la planta ya estd en un grado avanzado de la
enfermedad. Por lo anterior, se requiere un método robusto, répi-
do y confiable para la deteccién temprana.

Se han propuesto métodos como la deteccién del patégeno por
técnicas moleculares (Utomo y Niepold, 2000; Navia et al., 2012)
o de las lesiones del estipite usando imé&genes por tomografia
(Mazliham et al., 2008; Arango y Martinez, 2013). Sin embar-
go, el uso de marcadores quimicos especificos de estos patégenos
analizados por cromatografia puede ser una herramienta alterna-
tiva y complementaria a los métodos ya propuestos. En este caso
nos referimos al andlisis de ergosterol (Figura 1). El ergosterol es
un esterol primario especifico para hongos y ha sido detectado en
otras especies de Ganoderma (Yuan et al., 2006). El compuesto se
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Figura 1. Estructura molecular del ergosterol.

ha utilizado para detectar la invasién de hongos en granos (Dong
et al.,, 2006) y otra variedad de sustratos como las raices micorri-
zadas, maderaq, follaje, suelos y, también, para estimar el avance
de la PBE producida por Ganoderma en pldantulas de palma de
aceite (Mohd et al., 2011).

En este sentido, Cenipalma estd trabajando en varios frentes
para encontrar una forma eficiente de deteccién temprana y en
este reporte se presentan los avances del desarrollo del andlisis
basado en la deteccién y cuantificacién de ergosterol en los teji-
dos afectados, como herramienta de diagnéstico temprano de la
PBE, lo cual permite eliminar las palmas enfermas antes de que
la enfermedad se disemine por toda la plantacién y plantaciones
vecinas.

Materiales y métodos

Material vegetal

Para la colecta de las muestras, se visitaron tres plantaciones en
la Zona Norte: Palmeras de la Costa (Palmas 1 — 5); Macaraquilla
(Palmas 6 — 10) y El Roble (Palmas 11 y 12). En total se tomaron
muestras de 12 palmas afectadas (Tabla 1). Se definieron los si-
guientes puntos de toma de muestras para estimar el contenido
de ergosterol, zona externa (tejido cercano a la corteza), zona
de avance (comprende el halo amarillo alrededor de la lesién),
zona necrética, solo se tomd en una de las palmas erradicadas de
la plantacién Macaraquilla y muestra de raiz (Figura 2). De cada
zona se tomaron tres muestras. Para el control se tomaron tres
palmas del Campo Experimental El Palmar de La Vizcaina, donde
a la fecha se han reportado ocho palmas en 220 hectdreas sem-
bradas. En este caso se tomé tejido de la zona central del estipite
(corresponderia a la zona de avance), zona externa (cercana a la
corteza) y raiz. Las muestras de estipite y esporéforo se cortaron
en trozos, se envolvieron en papel aluminio y se almacenaron en
nitrégeno liquido. Las muestras de raiz, se lavaron, se picaron y
también se almacenaron en nitrégeno liquido. Durante este mues-
treo se colectaron tres esporéforos de la plantacién Palmeras de
la Costa con la morfologia tipica de Ganoderma sp. (Figura 2). En
total se tomaron 144 muestras.

Andlisis de ergosterol por HPLC
Las muestras se transportaron al laboratorio de Bioquimica en el
Campo Experimental El Palmar de La Vizcaina. El tejido vegetal y

Figura 2. Detalle de los puntos muestreo en el estipite y raiz de las
palmas enfermas y esporéforo. 1. Zona externa; 2. Zona de avan-
ce; 3. Zona necrética; 4. Raices y 5. Esporéforo.

de esporéforo se liofilizaron (Labconco, Kanzas, EE.UU.) y se ma-
ceraron hasta obtener un polvo fino. El andlisis se desarrollé con
modificaciones de acuerdo con lo descrito por Mohd et al., (2011),
para tejido de palma de aceite usando cromatografia liquida de
alta eficiencia (Merck Hitachi, Tokio, Japén). Se tomaron alrede-
dor de 200 mg de tejido seco macerado y se le adicionaron 2
mL de KOH/MeOH 2N para saponificar el tejido y liberar el er-
gosterol esterificado; luego, se agité durante 1 h a 80°C. Se dejé
enfriar y se adicionaron 3 mL de agua desionizada (Millipore,
Sao Paulo, Brasil). Se extrajo tres veces con 3 mL de éter etilico.
Se lavé con agua hasta neutralidad y se secé el extracto con flujo
de nitrégeno. El extracto que contenia el ergosterol se suspendié en
1 mL de cloroformo (Merck, Alemania) y se filtré a través de un
filtro-jeringa de 0,45 PUm (Millipore). 20 WL se inyectaron al HPLC.
El ergosterol se separé en modo gradiente a 2,5 mL/min usando
agua (A) y metanol (B). El gradiente inicial fue de 80 — 100% de
B en 8,5 min, 100% de B hasta 14 min, 100 — 80% B a los 15 min
y, finalmente, 2 min a las condiciones iniciales. Se usé una columna
Merck Chromolith RP18e (100 x 4,6 mm) y el detector se configurd
a 282 nm. La cuantificacién se realizé comparando el érea bajo el
pico y usando curva de calibracién del compuesto puro.

Resultados y discusion

Se realizé el andlisis de ergosterol en los tres esporéforos, los teji-
dos de zona externa cerca de la corteza, zona de avance y raices
a las doce palmas enfermas y las tres sanas (Tabla 1). Solo se
pudo tomar tejido necrético en la palma seis de Macaraquilla, los
resultados no se muestran en la Tabla 1, pero los valores de las
muestras tomadas fueron de 94,3 y 98,0 mg ergosterol /kg de te-
jido seco. Se observé que las mayores concentraciones de ergoste-
rol estuvieron en las tres muestras de esporéforo, con 1991, 2080
y 2957 mg/kg, comprobando que el ergosterol efectivamente
hace parte de la estructura del patégeno. En el caso de tejidos
del estipite de las palmas enfermas, algunas muestras de la zona
externa y de avance tuvieron la presencia del ergosterol y otras



Ceniavances N° 174

Tabla 1. Valores de ergosterol (mg/kg peso seco) encontrados en los diferentes tejidos de estipite y raiz de palmas sanas y afectadas con
PBE y en las estructuras de esporéforo

Tipo de tejido

Palma Palmas con pudricién basal de estipe
Externo Avance Raiz Esporéforo
1 2 3 1 2 3 1 2 3 -
1 0,0 0,0 0,0 0,0 - 0,0 8,2 4,4 94,3 2080
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 - 4,7 6,0 3,8 1991
3 0,0 53 0,0 - - 0,0 6,0 - 7,1 -
4 3,8 - 3,5 0,0 0,0 0,0 4,2 99,8 8,1 2957
5 5,6 - 3,9 0,0 0,0 7,3 44,5 4,1 8,4 -
6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 - 14,5 44,7 52,6 -
7 3,8 3,9 - - 0,0 0,0 43,8 9,4 58 -
8 3,6 3,9 3,9 17,5 3,9 27,9 55 735,3 955,1 -
9 4,2 - 4,2 - 4,9 4,7 935,1 700,2 591,7 -
10 4,4 0,0 0,0 5,1 5,6 - 6,3 47,3 4,4 -
11 4,1 3,7 3,8 - 4,1 0,0 3,5 4,2 4,3 -
12 3,8 3,8 0,0 - 3,7 4,1 3,7 4,0 4,0 -
Promedio® 2,3 (0,0 -5,6) 3,4(0,0-27,9) 128,0 (3,5 -955,1) 2343
Palmas aparentemente sanas
Externo Interno Raiz -
1 2 8 1 2 8 1 2 3 -
Sanal 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 13,4 0,0 0,0 -
Sana2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
Sana3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11,4 0,0 0,0 -

£ Se reporta el promedio para cada tipo de tejido y entre paréntesis el rango encontrado

no, a pesar de que al momento del muestreo todas las palmas 3 Ergosterol
presentaban la enfermedad en uno u otro grado de avance. Los 0.04 /
promedios estuvieron en 2,3 y 3,4 mg/kg para el tejido externo y =) g

de avance, respectivamente, variando la concentracién entre cero  £0.03

y 27,9 mg/kg. No obstante, todas las muestras de raiz de las pal- E E (A)
mas enfermas presentaron ergosterol y ademds el promedio de 'Q0.0Z—

su concentracién fue muy superior (128 mg/kg) comparado con el % o

promedio con la zona externa y de avance, confirmando la hipé- =0.01

tesis de que la principal ruta de infeccién es a través del contacto - __J

de las raices con indculo presente en el suelo (Rees et al., 2009).
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La primera observacién interesante fue al comparar las concentra- Tiempo de retencion (min)

ciones de ergosterol de las palmas enfermas con las palmas sanas 3
en los diferentes tejidos. Todas las palmas enfermas presentaron 0.04
ergosterol y en muchos casos en altas concentraciones (Tabla 1),
mientras que en las palmas sanas tomadas en el Campo Expe-
rimental El Palmar de La Vizcaina, ninguna muestra de la zona
externa o interna del estipite presentd ergosterol y solo 2 réplicas
de las 9 de la raiz lo hicieron en concentraciones de 11,4y 13,4
mg/kg, esto debido a la presencia de microorganismos de mico-
rrizacién o etapas iniciales de PBE. Las diferencias encontradas en 3
presencia y concentracién de ergosterol entre palmas enfermas y 0.004
sanas, especialmente en las raices, demuestran la capacidad que

puede tener el ergosterol como marcador en la deteccién tempra-

na de la PBE (Figura 3).
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Figura 3. Perfiles cromatogréficos del andlisis de ergosterol por
La segunda observacién interesante fue la variacién del contenido  HPLC de una muestra de esporéforo (A) y una muestra de tejido de
de ergosterol en las muestras de raices de las palmas enfermas  raiz de una palma enferma (B).



(3,5 — 955,1 mg/kg). A primera vista, parece una variacién alta
y la hipétesis inicial era que las réplicas dieran valores similares
entre palmas, sin embargo, los resultados mostraron lo contrario.
No obstante, las réplicas de las muestras de raices no se tomaron
en un mismo punto del suelo sino de manera equidistante alrede-
dor del tronco de la palma enferma. Los resultados muestran que
las palmas 2, 3, 11 y 12 presentaron valores bajos y ademds
similares de ergosterol en las réplicas de las muestras de raiz.
Mientras que las ocho palmas restantes, es decir, las palmas 1, 4,
5,7 y 10 presentaron una de las réplicas con mayor contenido de
ergosterol que las demds y las palmas 6, 8 y 9 presentaron 2 o
3 de las réplicas con alto valor de ergosterol. Resultados pareci-
dos se observaron en estudios previos con palmas comerciales del
norte de Sumatra (Rees et al., 2009) afectadas con la PBE. Los
niveles altos de ergosterol en uno de los costados de la palma,
indicando la alta presencia de agente infeccioso, sugiere que esta
parte de las raices posiblemente haya sido usada por el patégeno
para ingresar a la palma (Rees et al., 2009) o al mismo tiempo,
esté usando las raices para infectar a la palma vecina como lo
mencionan Mestizo et al., (2012). Estos resultados demuestran que
por este método es posible detectar el avance de la enfermedad
incluso antes de que la palma muestre sintomas foliares o en el
tronco y prevenir su diseminacién de igual forma como lo reporté
Mohd et al. (2011), quienes encontraron una alta relacién entre
la cantidad de ergosterol y el grado de afeccién de la PBE en
plantulas de vivero. Por supuesto, se deben desarrollar estudios
posteriores dirigidos a evaluar el comportamiento del avance de
la enfermedad entre palmas y dentro de la palma, ademds de
refinar los métodos de muestreo y la técnica de diagnéstico frente
a posibles interferencias con otros microorganismos presentes en
el suelo.
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