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Resumen

La Pudricién basal del estipite (PBE) es una de las principales enfermedades
de la palma de aceite y su incidencia en Colombia ha aumentado lenta pero
progresivamente, sobre todo en las zonas Centro y Norte, lo que incrementa
los costos de monitoreo y control y amenaza con extenderse a toda la region.
El propésito de esta investigacion es evaluar, en condiciones de campo, la
sintomatologia asociada a la PBE a través del tiempo e identificar morfol6gica
y molecularmente los microorganismos aislados a partir de palmas enfermas.
Para esto, se seleccionaron dos lotes con antecedentes de la enfermedad en
los cuales se hizo el seguimiento de sintomas desde 2009 hasta 2011. Se rea-
lizaron aislamientos de los microorganismos presentes en el &rea de avance de
la enfermedad, en diferentes medios de cultivo, y se purificaron e identificaron,
comparando las caracteristicas macroscépicas, microscépicas y mediante
métodos moleculares. Los sintomas iniciales méas comunes fueron: acumula-
cién de flechas, clorosis, doblamiento de hojas bajeras, acumulacién de raices
adventicias y de inflorescencias masculinas.

A medida que la enfermedad avanzd, se presenté enruanamiento y do-
blamiento de la punta de las hojas. De los 24 aislamientos obtenidos se
identificaron seis especies: Cladosporium cladosporioides, Curvularia affi-
nis, Curvularia lunatus, Neonothopanus nambi, Thielaviopsis paradoxa,
Coprinopsis cinerea; seis hasta género: Fusarium sp., Cladosporium sp.,
Pythium sp., Phlebia sp., Nodulisporium sp. y Penicillium sp.; uno de la
divisién Basidiomycota y 10 no pudieron ser identificados. Para comprobar
su patogenicidad, se realizaron inoculaciones en peciolos de palma y se en-
contré que nueve de los 24 aislamientos produjeron lesiones necréticas: Cla-
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dosporium cladosporioides, Curvularia affinis, Coprinopsis cinerea, Phlebia sp., Penicillium
sp., Thielaviopsis paradoxa, Nodulisporium sp., Fusarium sp., y uno de los no identificados.
Nuevas pruebas de patogenicidad en plantas adultas y de vivero son necesarias para conocer
cuéles de estos microorganismos estan comprometidos en la Pudricién basal del estipite de la
palma de aceite, observada en la plantacién Indupalma Ltda., en el Sur del Cesar.

Abstract

Basal stem rot (BSR) is one of the diseases of oil palm and there are evidences of the slow but
constant increase in incidence in the Central and North regions in Colombia, with the effect on
the identification costs and the risk to spread to the entire region. The purpose of this research
was to evaluate under field conditions, the symptoms associated with (BSR) and to identify mor-
phological and by molecular biology, the microorganisms isolated from diseased tissue. Two
plots with disease records were selected to follow the symptoms development, since 2009 to
2011. Microorganisms present in the front of advance of the lesions were isolated in different
culture media and were purified and identified by their macroscopic, microscopic and molecu-
lar characteristics. From the 24 isolates obtained, six were identified to species: Cladosporium
cladosporioides, Curvularia affinis, Curvularia lunatus, Neonothopanus nambi, Thielaviop-
sis paradoxa and Coprinopsis cinerea; six until genera: Fusarium sp., Cladosporium sp., Py-
thium sp., Phlebia sp., Nodulisporium sp. and Penicillium sp.; one to division: Basidiomycota
and ten were not identified. To establish the pathogenicity of these 24 isolates, inoculations
were done in leaf petioles, and in nine of them: Cladosporium cladosporioides, Curvularia
affinis, Coprinopsis cinerea, Phlebia sp., Penicillium sp., Thielaviopsis paradoxa, Nodulispo-
rium sp., Fusarium sp., and one non-identified, there was developed of necrotic lesions. It is
necessary to develop further pathogenicity tests either in adult or nursery palms to get more
information about these microorganisms that are involved in basal stem rot of oil palm in Indu-
palma Ltda., South of Cesar department.
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Introduccion

La Pudricién basal del estipite (PBE) es una de las
enfermedades méas importantes de la palma de
aceite, pues es un enemigo silencioso pero fatal
(Meén, 2005), que causa pérdidas econémicas
importantes en paises productores de palma de
aceite. Durante muchos anos, la PBE se considerd
una enfermedad de las palmas viejas y de poca
trascendencia econémica; sin embargo, a media-
dos de la década de 1950 comenzo a presentar-
se en palmas mas jévenes en el Sureste Asiatico,
particularmente en areas sembradas después de
cocoteros o en resiembras de palma de aceite
(Turner, 1981). También se considera como la
mas importante en la palma de aceite en Malasia
e Indonesia, tanto que algunos autores registran la
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muerte de 50-80% de las palmas, en la mitad de
su vida productiva (Turner, 1981; Gurmit, 1990;
Rees et al., 2009; Susanto, 2009; Virdiana et al.,
2009). También se presenta en Africa y Centro-
américa (Chinchilla y Richardson 1987; Turner y
Gillbanks 2003; Franqueville et al., 2009).

En Malasia e Indonesia, la PBE es causada
por el hongo Ganoderma boninense Pat., don-
de su patogenicidad ha sido demostrada me-
diante inoculaciones controladas en semillas
pregerminadas y plantas de previvero (Khairu-
din et al., 1991, Sariah et al., 1994, Idris et al.,
2004, 2006; Rees, 2007a, b; Nur et al., 2008).
Existen mas especies de (anoderma como
G. lucidum, G. applanatum, G. chalceum, G.
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miniatocinctum Q. colosus, entre otras, que
tienen relaciéon con la palma de aceite (Turner
1981; Ho y Nawawi, 1985; Idris, 1999; Idris et
al., 2000). Debido a que la enfermedad ha sido
atribuida a un basidiomiceto (parasito faculta-
tivo), capaz de vivir como saprofito en tocones
o raices en descomposicién que quedan en
el suelo en espera de un huésped adecuado
(Khairudin, 1993; Franqueville et al., 2009), se
considera que las heridas o las raices muertas
pueden ser necesarias para que el hongo pe-
netre en el hospedero. Segun Turner (1981), la
edad a la cual se infecta la palma depende del
ritmo de colonizacién de los tejidos de la pobla-
cién anterior, de la proximidad de los tejidos co-
lonizados a la palma de aceite, del tiempo que
requieren las raices para entrar en contacto con
los tejidos e infectarse y, del desarrollo del hon-
go a lo largo de las raices y su establecimiento
dentro de los tejidos del estipite.

La infeccién en las palmas mas jévenes me-
nores de 10 anos, comienza en el centro del
estipite en crecimiento y mueren rapidamente
después de contraer la enfermedad. En palmas
adultas, en las cuales el estipite ha alcanzado
su maximo desarrollo, las raices externas son
las responsables de la infeccién y, generalmen-
te, inicia desde fuera hacia dentro. Cuando los
tejidos de la base del estipite estan completa-
mente endurecidos, el avance de la enfermedad
suele ser lento y la muerte puede tardar varios
anos, a veces hasta cinco después de la apari-
cion de los sintomas externos (Gurmit, 1995).
La dispersion en una plantaciéon se presenta
por el contacto entre las raices de las plantas
sanas con las enfermas. Las palmas afectadas
normalmente aparecen agrupadas y estas areas
aumentan a medida que se incrementa el con-
tagio. Por lo tanto, una palma infectada actta
como foco diseminando la enfermedad a las
palmas vecinas (Gurmit, 1990). Ademaés, se es-
pecula que la enfermedad se disemina amplia-
mente a través de esporas transportadas por el
viento o vectores (Sanderson et al., 2000).

En la descripcion de la sintomatologia asociada
a la PBE en palma se mencionan: la acumulacién
de flechas, las cuales no abren y se quedan cortas
y cloréticas; descomposiciéon de la parte interna
del estipite; las raices presentan color pardo con

porciones negras y faciles de desmenuzar; hojas
secas y muertas; presencia de cuerpos fructiferos,
entre otros. Las plantas enfermas se reconocen por
el deterioro en la absorcion de agua y deficiencia
de nutrientes en el follaje (Gurmit 1990; Khairudin,
1993; Sanchez, 1986; Turner, 1981; Nieto, 1994).

En cuanto a la presencia de pudriciones ba-
sales en Colombia, los registros en Indupalma,
en el municipio de San Alberto, muestran casos
de Pudricion basal del estipite desde 1961, con
una incidencia inferior a 1%, los cuales fueron
erradicados. En 1996, con el inicio de progra-
mas de renovacion, se detectaron nuevas plan-
tas afectadas con la enfermedad con una inci-
dencia superior a 1% en focos, por lo cual, se
realizaron las erradicaciones pertinentes de las
palmas afectadas (Pulido et al., 2011).

Séanchez (1990) registré que en 1990 solo se
habian presentado algunos casos de Pudricién
basal del tronco en plantaciones de palmas or-
namentales en la Avenida Ciudad de Cali (Cali-
Valle del Cauca). Posteriormente, Nieto et al.,
1993 citados por Nieto (1994), registraron la
presencia de Pudricién basal en palma de acei-
te en Colombia en plantaciones del Copey, de-
partamento del Cesar; en este reporte indican
que se observaron esporéforos de Ganoderma,
y atribuyen a este patégeno la causa del dis-
turbio, basados en los registros en la literatura
(Turner, 1981; Gurmit, 1990; Khairudin et al.,
1991). De igual manera se mencionan como
sintomas asociados a la enfermedad la acumu-
lacién de flechas, hojas bajeras dobladas hacia
abajo y presencia de esporéforos. Ademas, se
observé en algunas plantas la asociacion de es-
tos sintomas con casos de Anillo rojo (Nieto,
1994).

Més tarde, Nieto (1995), registré la presencia
de pudriciones del estipite en plantaciones de
palma de aceite de las zonas Norte y Central
de Colombia, donde se encontraron casos de
sintomas de Pudriciéon basal en los municipios
de San Alberto, El Copey, Aracataca y Ciénaga.

Durante un reconocimiento de enfermedades
asociadas al estipite de la palma de aceite en la
Zona Norte, Tovar y Nieto (1998), encontraron
con mayor frecuencia tres tipos de pudricion: la
pudricién seca causada por Thielaviopsis pa-
radoxa; pudriciones basales por Ganoderma y
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pudriciones hiimedas asociadas por bacterias.
El diagnéstico de Ganoderma en este estudio
como agente causal de la enfermedad, se realizd
por identificacion visual de las caracteristicas del
esporéforo presente en plantas afectadas.

Después se siguieron registrando casos de
pudriciones de estipite en la palma de aceite, es-
pecialmente en las zonas Norte y Centro (Rocha,
2007; Restrepo et al., 2008).

Recientemente Pulido et al., (2011) registra-
ron una incidencia acumulada desde 2008 hasta
2011, de la Pudricion basal del estipite de 1,52%
en cultivos de palma de aceite en el municipio
de San Alberto, en la Zona Central, por lo cual,
se realizaron las erradicaciones pertinentes de las
palmas afectadas. En la Zona Central colombia-
na, la Coordinadora Fitosanitaria de Fedepalma,
(datos no publicados, 2011), registra una inci-
dencia de la enfermedad menor de 0,5%.

En esta investigacion se realizé un estudio
orientado a la descripcién de sintomas e iden-
tificacién de los microorganismos asociados a
las pudriciones de estipite, para contribuir al
esclarecimiento de los responsables de las pu-
driciones que se estan observando en Indupal-
ma Ltda., una de las plantaciones que presenta
casos de Pudricion basal del estipite en la Zona
Central en Colombia.

Materiales y métodos
Ubicacion

El reconocimiento de sintomas de pudriciones
basales de estipite se realiz6 en la plantacién
Indupalma Ltda., localizada en San Alberto,
Cesar, con un area cultivada de mas de 8.600
hectareas de palma de aceite y 30 ha en viveros.
La temperatura promedio es 28°C y esta a 87
metros sobre el nivel del mar.

Seguimiento de sintomas en campo

En 2009 se seleccionaron 30 palmas de nueve
anos de edad, en un lote de alta incidencia de la
plantacion (12,4%), ocho de ellas en estado de
crater avanzado, 11 en créter leve y 11 sin cré-
ter. A partir de alli se realiz6 una caracterizacién
de estas palmas teniendo en cuenta la sintoma-
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tologia externa que presentaban con respecto a
la descrita en la literatura (Nieto, 1994; Darus,
1995; Meon, 2005; Franqueville et al., 2009).
Cada 10 dias se realizo la evaluacién registran-
do el avance de los sintomas y la identificacién
de nuevos casos de la PBE.

Para caracterizar la sintomatologia interna, se
erradicaron 10 palmas; de ellas, cuatro presenta-
ban créateres leves, cuatro crateres avanzados y dos
sin créteres. Esta labor permiti6 registrar el dano
interno y asociarlo con la sintomatologia externa
presente en el momento de la erradicacion. Para
la evaluaciéon de sintomas en el periodo 2010 hasta
octubre de 2011, se escogieron 30 palmas aparen-
temente sanas ubicadas en el mismo lote donde se
habia encontrado alta incidencia de la enfermedad.
Para asegurar la sanidad de las palmas se utilizé6 un
punzén, que permitié verificar la consistencia del
estipite en la parte basal. El seguimiento de sinto-
mas se realiz6 cada 20 dias. Se evalué el avance
de los sintomas externos asociados directamente a
la PBE para determinar cuéles podrian servir como
diagnéstico temprano de la enfermedad. Algunos
de ellos habian sido registrados en la literatura
como asociados a pudriciones de estipite (Gur-
mit, 1990, 1995; Nieto, 1994, 1995; Khairudin et
al., 1991; Darus, 1995; Meon, 2005; Franqueville
et al., 2009) y otros fueron observados durante el
proceso de evaluaciones de este estudio.

Toma y procesamiento de muestras

Se tomaron muestras de plantas que presen-
taban sintomas de la PBE en campo, especial-
mente en estados iniciales e intermedios de
dano. Trozos pequenos de tejido enfermo que
contenian tejido adyacente sano se colocaron
en tubos de vidrio con Tween 20 y se transpor-
taron refrigerados hasta el laboratorio. El tra-
bajo posterior se realizé en la plantacién y en
los casos requeridos, se llevaron muestras al
laboratorio de fitopatologia de Cenipalma, en el
Campo Experimental Palmar de la Vizcaina.

Aislamiento y purificacion de
microorganismos

Se tomaron trozos de aproximadamente 0,5 cen-
timetros de longitud y se lavaron con Tween y
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agua a chorro durante dos horas como minimo.
Posteriormente, en la camara de flujo laminar
se lavaron nuevamente con hipoclorito de sodio
al 1,0% durante un minuto; luego, con alcohol
al 70% durante 30 segundos vy, finalmente, con
agua destilada estéril, dos veces. Este tejido se
dej6 secar sobre papel toalla estéril durante 5 a
10 minutos y se procedi6é a sembrar cinco tro-
zos por caja Petri en diferentes medios de cultivo:
papa-dextrosa-agar (PDA), agar-agua (Agar), GSM
(Medio selectivo para Ganoderma), (Rees et al.,
2007b), BAM (Medio selectivo para basidiomice-
tos), agar extracto de malta y en el caso de bac-
terias todos los aislamientos iniciales se realizaron
en agar-nutritivo. De igual manera, se colectaron
espordforos o signos de la enfermedad en campo
y se realizaron siembras directas con el fin de ob-
tener el microorganismo en condiciones in vitro a
partir de sus estructuras reproductivas.

Después de 5 a 7 dias se verific6 la aparicién
de microorganismos fungosos y se realizaron los
subcultivos necesarios, con el fin de iniciar el pro-
ceso de purificacion de colonias de manera tem-
prana y evitar posibles contaminaciones, hasta
obtener finalmente aislamientos puros.

Identificacion de microorganismos

Con cada uno de los aislamientos puros se rea-
liz6 la identificacién a nivel de género por carac-
teristicas morfolégicas, mediante la utilizaciéon
de claves especificas (Barnett, 1960; Domsch
et al., 1980).

Las caracteristicas morfolégicas se evalua-
ron mediante comparacién y medicién de es-
tructuras por toma directa del microorganismo,
improntas y microcultivos. De igual manera, se
tomaron signos de la enfermedad en palmas
afectadas con el fin de hacer montajes direc-
tos que permitieran, por morfologia, realizar la
identificaciéon hasta especie.

En el laboratorio de biologia molecular de
Cenipalma, en el Campo Experimental Palmar
de la Vizcaina, se llevaron a cabo los estudios
de caracterizacion molecular de los organismos,
mediante la amplificacién del ADN ribosomal y el
producto obtenido se envié a secuenciar a Ma-
crogen Inc. (Seul, Corea). Las secuencias se edi-
taron con el programa Sequencher™ 4,8 (Codes

Corporation, USA) y se determiné la homologia
de la secuenciacién en estudio con las bases de
datos del NCBI (National Center for Biotechnolo-
gy Information), usado en algoritmo Mega Blast.

Pruebas de patogenicidad in vitro

Se realizaron inoculaciones de todos los microor-
ganismos aislados sobre trozos de peciolos con
el fin de verificar la patogenicidad de los mismos.
En campo se seleccionaron los peciolos prove-
nientes de palmas libres de enfermedades y se
llevaron al laboratorio, donde se eliminaron los
foliolos, se limpiaron con hipoclorito de sodio al
5,0%, se cortaron en trozos de 25 cm y los extre-
mos expuestos se sellaron con parafina.

En la cdmara de flujo laminar se realizaron
dos perforaciones con broca calibre 343 de 2,0
a 2,5 cm de profundidad, en sentido vertical y
horizontal, respectivamente, cada una ubicada a
8cm del borde. Con un sacabocados se tomé
parte del microorganismo, adherido al medio en
el que estaba sembrado y se deposité en cada
una de las perforaciones, se sell6 con algodén
estéril y se cubrié todo el peciolo con pléstico.
Luego, los peciolos inoculados se almacenaron
en bandejas a temperatura ambiente.

Disefio metodoldgico

Para las primeras pruebas de patogenicidad se
llevé a cabo un experimento considerando cada
tipo de microorganismo, como tratamiento, y un
trozo de peciolo de 25 cm con dos perforacio-
nes, como unidad experimental. Los microorga-
nismos se asignaron a las unidades experimen-
tales en forma aleatoria y sin restriccién alguna,
bajo el esquema de un disefno completamente
aleatorio. Las unidades experimentales prove-
nian del mismo material, edad, lote y de similar
manejo agronémico. Cada tratamiento se repitid
tres veces y se hicieron evaluaciones a los 10, 20
y 30 dias después de la inoculacién. Las inocu-
laciones fueron realizadas en dos etapas, la pri-
mera desde el cédigo HOO1 hasta el HO27 con
un testigo con sélo medio de cultivo y un testigo
absoluto no inoculado; y la segunda, desde el
c6digo HO28 hasta el HO38, con sus respectivos
testigos. En 2010, se repitieron las inoculaciones
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en bases peciolares con los 24 aislamientos, con
el fin de corroborar los resultados obtenidos. La
metodologia utilizada fue similar a la descrita an-
teriormente.

Resultados y discusion

Seguimiento de sintomas
en campo 2009

Sintomas externos. El sintoma mas claro de
la presencia de la enfermedad fue el crater en la
base, que es un estado avanzado, siendo hasta

ahora la Unica expresién concluyente para diag-
nosticar plantas afectadas por la Pudricién basal
del estipite. La acumulacién de flechas, el ama-
rillamiento de hojas jévenes, presencia de raices
adventicias, entre otros, fueron sintomas exter-
nos que reflejaron la problemética interna que
se presentaba en las palmas, pero que pueden
tener otras causas.

Los sintomas fueron descritos de acuerdo
con los registrados en la literatura para la PBE
y los cambios observados en las palmas afec-
tadas comparadas con las palmas sanas, en el
lote seleccionado para tal fin (Figura 1).

Figura 1. Sintomas externos: A. Crater leve; B. Crater avanzado; C. Raices adventicias; D. Fruto opaco; E. Folio-
los fragiles; F. Cuerpos fructiferos; G. Acumulacién de flechas; H. Enruanamiento; I. Acumulacion de inflorescen-
cia masculina; J. Doblamiento de la punta de las hojas; K. Amarillamiento; L. Hojas bajeras dobladas.
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Durante el periodo de observacién se evi-
dencié cémo la enfermedad continué su pro-
ceso de pudricion interna del estipite, con un
incremento de casos de palmas con crater de

20%. El promedio mensual de palmas que se
fueron enfermando fue 2,2% mientras que la
evolucion entre el estado leve hacia el avanzado
fue de 3,6% (Figura 2).

9 83 83
80 80 80 83
70 60 60 60
63 63-/763
s 60 so so X
§ 50 . 43
R 27 *° > 27 (30
T30 20 23 23 23 23
20
10
0 . . .
Marzo Mayo Julio Septiembre Noviembre
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I Crater avanzado I cCrater leve Acumulado

Figura 2. Evolucién del proceso de pudricion del estipite durante los meses de observacion.

En cuanto a los sintomas externos asociados
a la enfermedad, la acumulacion de flechas, las
raices adventicias y las hojas bajeras dobladas,
fueron las que alcanzaron incidencias superiores
a 40%, en los primeros estados de desarrollo de
la enfermedad, siendo ellos los sintomas exter-
nos mas frecuentemente asociados con casos
de PBE.

La acumulacién de inflorescencias masculi-
nas fue uno de los sintomas observados en los

estados iniciales, pero dejé de ser evidente a
medida que la enfermedad avanzé y estas fue-
ron desprendiéndose sin que se desarrollaran
nuevas inflorescencias.

En el transcurso de las evaluaciones, sin-
tomas como el enruanamiento y doblamiento
de la punta de las hojas fueron mas eviden-
tes. El amarillamiento de hojas jévenes estuvo
afectado por las condiciones de precipitaciéon
(Tabla 1).

Tabla 1. Incidencia de sintomas externos asociados a PBE evaluados durante 2009.

Mesde  Amarilla- I:zjoebllgrglijt;r;;o Enruana-
evaluacion  miento de las hojas miento
Marzo 47 0 7
Abril 77 0 17
Mayo 67 10 37
Junio 53 20 63
Julio 33 57 1
Agosto 67 67 87
Septiembre 30 70 87

Octubre 23 67 90
Noviembre 27 67 90

acionde U0 bgerss  RAles G
flechas dobladas masculinas
7 7 63 40 0
73 7 90 67 67
83 7 73 7 80
7 20 83 87 67
73 13 67 97 73
90 13 90 100 40
77 10 70 100 50
77 10 73 100 10
73 7 73 100 3
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Los sintomas observados coinciden con los
registrados en la literatura para la Pudricion
basal del estipite (Gurmit, 1990, 1995; Nieto,
1994, 1995; Darus, 1995; Meon, 2005; Fran-
queville et al., 2009), a excepcioén de la prolife-
racion de raices adventicias y doblamiento en la
punta de las hojas.

Sintomas internos. En el estipite de las
palmas examinadas, se observaron lesiones
que inician desde el centro del estipite hacia
fuera, aunque en algunos casos las lesiones
fueron mas cercanas en los laterales de la base
del estipite, situacion similar a la registrada por
Franqueville (2009).

El tejido del estipite afectado sufrié un proce-
so de descomposicion y muchas veces alcanzo
degradacion avanzada hasta formar un material
semejante a la turba. En la zona de avance de la
enfermedad el tejido del estipite tomé un color
marrén oscuro a nedgro y en la parte externa de
ésta se observé un area de color marrén més cla-
ro e inmediatamente contiguo, una zona amarilla
que separa el tejido enfermo del sano, que se di-
ferencié por su consistencia corchosa (Figura 3).

Figura 3. Lesion de avance de la PBE.

Al realizar un corte transversal en bisqueda
de tejido sano se observaron lesiones necré-
ticas aisladas (Figura 4), indicando el avance
de la pudricién en el estipite. Algunas lesiones
presentaron crecimiento de un micelio blanco
sobre el tejido en descomposiciéon (Figura 5).
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Figura 5. Crecimiento micelial sobre lesiones causadas por
la PBE.

Las raices infectadas presentaron consisten-
cia fragil, corteza parda en descomposicion, y el
cilindro central, una coloracién negra.

Al relacionar la sintomatologia con el esta-
do interno, se observé que tanto para el crater
leve como para el avanzado, 90% de las palmas
erradicadas presentaron sintomas de acumula-
cién de flechas, en 100% raices adventicias y en
80% hojas bajeras dobladas. Las cuatro palmas
que se encontraron en estado de créater avan-
zado registraron sintomas de doblamiento de
la punta de las hojas y tres de ellas enruana-
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miento. De las dos palmas que no registraron
crater se observd una con pudricién en la parte
interna del estipite.

Los sintomas observados en este trabajo
coincidieron con otros registros en la litera-
tura, en los cuales se asocia la enfermedad
con sintomas como la acumulacién de fle-
chas que no abren, se quedan cortas y cloré-
ticas; descomposicion de la parte interna del
estipite; raices de color pardo con porciones
negras y faciles de desmenuzar; hojas secas
y muertas; y la presencia de cuerpos fructife-
ros (Gurmit, 1990; Khairudin, 1993; Sanchez,
1986; Turner, 1981; Nieto, 1994). En pal-
mas adultas se observan multiples flechas sin
abrir, las hojas empiezan a perder fuerza y es-
tan pegadas al estipite simulando una falda.
Los sintomas internos estan representados
por la deshidratacién de la parte interna del
estipite, inicialmente son manchas de color
amarillo claro que al crecer se tornan pardo a
marréon, con un halo clorético en la zona de
avance de la lesiéon. En estados avanzados,
los tejidos internos de las lesiones se tornan
necréticos con apariencia de turba, la cual
fomenta la presencia de cavidades, donde
se puede apreciar un micelio de color blan-
co (Gurmit, 1990; Khairudin, 1993; Sanchez,
1986; Turner, 1981).

Seguimiento de sintomas en campo
2010-2011

Durante evaluaciones realizadas en 2010, se
observaron dos sintomas constantes: el dobla-
miento del &pice de la hoja y los foliolos fra-
giles, alcanzando valores superiores a 60%. La
presencia de raices adventicias continué siendo
uno de los sintomas mas representativos de la
PBE con valores superiores a 90%. Lo anterior
coincide con las evaluaciones realizadas duran-
te 2009. El amarillamiento y enruanamiento,
fueron sintomas variables en 2010, debido po-
siblemente a que su apariciéon estuvo asociada
a estados avanzados de la enfermedad.

Los sintomas observados con mayor fre-
cuencia en 2011 coincidieron con lo registra-
do en 2010, mostrando de manera constante
la asociacién de tres sintomas con la Pudriciéon
basal del estipite: las raices adventicias con va-
lores superiores a 90%, doblamiento del apice
de la hoja y los foliolos fragiles, alcanzando es-
tos dos ultimos porcentajes hasta 85 y 80%,
respectivamente. El amarillamiento y enrua-
namiento no mostraron valores significativos
(Figura 6).

El sintoma de crater presenté una incidencia
final en 2010 de 37% y se increment6 en 2011
a una incidencia final de 50%. (Figuras 7 y 8).

AVANCE DE SINTOMAS ASOCIADOS A PBE 2011

Amarillamisnto

dventicias Foliolos Fragiles

SINTOMA

% Abril ®Mayo ™ Fonio ™ Jolio ™ Agpsto W(

Figura 6. Incidencia de los sintomas observados en 2011 durante la caracterizacion de sintomas asociados a la PBE.
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AVANCE SINTOMA CRATER 2010
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Figura 7. Incidencia del sintoma de crater en evaluaciones realizadas hasta 2010.

AVANCE SINTOMA CRATER 2011

darzo Abril
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Figura 8. Incidencia acumulada del sintoma de crater en evaluaciones realizadas hasta 2011.

En las evaluaciones de sintomas a través del
tiempo se identificé que la presencia de raices
adventicias en las palmas afectadas con PBE,
corresponde posiblemente a un mecanismo de
la palma por mejorar las condiciones de anclaje
que han sido perdidas por la degradacién in-
terna de la base del estipite y se convierte en el
sintoma externo mas importante para un diag-
nostico de casos de la PBE.

Identificacion de microorganismos
asociados a la Pudricién basal del
estipite en Indupalma Ltda.

En las muestras de tejido obtenidas en la parte
interna y externa de la base del estipite, raices

PALMAS  Vol. 33 N° 4, 2012

y cuerpos fructiferos se aislaron 24 microorga-
nismos, entre los que se encontraron hongos
de los géneros Cladosporium, Fusarium, Cur-
vularia, Coprinopsis, Phlebia, Thielaviopsis y
Penicillium y algunas especies de Basidiomyce-
tes. De las siembras de tejido en Agar-nutritivo
se aislaron bacterias del género Pseudomonas y
Ernwinia, pero no se tuvieron en cuenta por con-
siderarse saprofitas y contaminantes. Por biolo-
gia molecular fueron identificados hasta especie
seis microorganismos; ocho hasta género, por
las caracteristicas de las estructuras microscopi-
cas que presentaron; y 10 no pudieron ser identi-
ficados por presentar sélo crecimiento micelial y
no haber sido amplificados correctamente en el
proceso de PCR con el ADN obtenido (Figura 9).
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Figura 9. Caracterizacion macroscopica y microscopica de las colonias aisladas. Aa. Cladosporium
cladosporioides; Bb-Dd. Fusarium sp.; Ee. Neonothopanus nambi; Ff. Pythium sp.; Gg. Curvularia affinis; Hh.
Coprinopsis cinerea; li. Curvularia lunatus; Jj. Phlebia sp.; Kk.. Thielaviosis paradoxa; LI. Basidiomycete Mm.
Penicillium sp.; Nn. Nodulisporium sp.; Oo-Xx. Colonias no identificadas.
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Los microorganismos identificados hasta es-
pecie fueron: Cladosporium cladosporioides,
Curvularia affinis, Curvularia lunatus, Neo-
nothopanus nambi, Thielaviopsis paradoxa y
Coprinopsis cinerea.

Lesiones producidas en pruebas
preliminares de patogenicidad

En la primera etapa de inoculaciones, el hon-
go Thielaviopsis paradoxa por su alta capa-
cidad de esporulacion, gener6é contaminacion
entre los peciolos inoculados con los otros
microorganismos, lo que provocé que el area

total de dano fuese mas amplia que la que se
puede atribuir a los microorganismos en eva-
luacién, siendo esta una situaciéon bastante
frecuente en trabajos en palma de aceite, con
los consiguientes errores de interpretacion de
resultados.

Al analizar el tamano de las lesiones se en-
contr6 alta variabilidad en los datos, con coefi-
cientes de variacién muy altos. Los hongos
inoculados que produjeron mayores lesiones
fueron: Cladosporium cladosporioides, Curvu-
laria affinis, Coprinopsis cinerea, Phlebia sp.,
Thielaviopsis paradoxa, Penicillium sp., y tres
de los no identificados (Figura 10).

Figura 10. Lesiones producidas en peciolos de palma. A. Neonothopanus nambi; B. Curvularia affinis; C. Phlebia
sp.; D. Thielaviosis paradoxa; E. Coprinopsis cinerea; F. Penicillium sp.; G. Nodulisporium sp.; H. No identificado;
|. Fusarium sp.

En la segunda inoculacién en peciolos, de
los 24 aislamientos evaluados, cinco generaron
lesiones a partir del punto de inoculacién. Cla-
dosporium cladosporoides ocasioné lesiones
de color marrdn, las cuales en la zona de avan-
ce se tornaron amarillo con borde rojizo. Con
el aislamiento de Fusarium se observo el desa-
rrollo de lesiones de color amarillo claro, con
borde rojizo, en el caso de Coprinopsis cinerea,
lesiones palidas que avanzaron horizontalmente
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sin presencia de halo. En inoculaciones reali-
zadas con el hongo Thielaviopsis paradoxa se
observaron lesiones necréticas con degradacion
completa del tejido. Con el microorganismo D
(sin identificar), lesiones de color amarillo pélido
de crecimiento irregular, con borde marrén. En
las bases peciolares utilizadas como testigo, se
presentaron lesiones ocasionadas por el dano
mecéanico causado por el punto de inoculacion,
sin avance de las mismas (Figura 11).
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Figura 11. Dafios mecanicos observados en las plantas no inoculadas con microorganismos. A. 20 dias después

de la inoculacion. B. 30 dias después de la inoculacion.

La capacidad de Thielaviopsis paradoxa
como colonizador de madera debe ser consi-
derada en estudios posteriores, para prevenir la
interferencia en la interpretacion de resultados.

Aunque con los microorganismos inocu-
lados se observaron lesiones necréticas en el
tejido que avanzaron en el tiempo, con este
trabajo no se logré determinar la asociacion
patogénica de los microorganismos aislados
con la enfermedad Pudricién basal del estipite
(PBE) en Indupalma Ltda. Por lo tanto, es con-
veniente verificar los sintomas con inoculacio-
nes a nivel de plantulas y en tejidos de la base
de la palma de aceite; con el fin de confirmar
si coinciden con sintomatologias descritas en
pruebas de patogenicidad para esta enferme-
dad, en la cual se ha observado degradacion
del tejido de color café con zonas de reaccién
de color amarillo, los cuales en algunos casos
han permitido la expresién de sintomas aéreos
como clorosis en hojas bajeras seguidas del
secamiento de las plantas (Khairudin et al.,
1991; Sariah et al., 1994; Idris et al., 2004,
2006; Rees, 2007a, b; Rees et al., 2009; Nur
et al., 2008).

Como ha sido frecuente en la identificacion
de microorganismos posiblemente asociados
con un problema patoldgico en particular, y en
especial en el caso de la palma de aceite, seréan
necesarios nuevos estudios de patogenicidad,

que permitan dar més claridad sobre los resul-
tados obtenidos y sobre el verdadero rol de cada
uno de ellos en el desarrollo de la PBE en las
plantaciones de palma de aceite en Colombia.

Conclusiones

Se identificaron sintomas externos e internos
asociados con casos de la Pudricién basal del
estipite de la palma de aceite, asi como eviden-
cias sobre la incidencia y severidad de cada uno
de ellos.

Algunos de los sintomas internos y exter-
nos observados en este estudio coinciden con
los descritos en la literatura para la Pudricion
basal del estipite de la palma de aceite en los
cuales la enfermedad se ha asociado con Ga-
noderma boninense, una de las méas impor-
tantes en la palma de aceite y especialmente
en el Sureste Asiatico.

La proliferacién de raices adventicias y el de-
sarrollo de créter en la parte basal del estipite se
identificaron como los sintomas caracteristicos
de la Pudricién basal del estipite méas frecuente-
mente asociados con esta enfermedad.

La Pudricién basal del estipite esté presente
en Colombia y deber ser estudiada cuidadosa-
mente para aclarar muchas de las dudas que se
tienen desde los primeros estudios sobre ella y
que persisten en esta investigacion.
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