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Introduccion

No cabe duda de que la Pudricién del cogollo (pc) es la principal
enfermedad del cultivo de la palma de aceite en Colombia. Mas de
30.000 ha afectadas en Tumaco, mas de 35.000 ha afectadas en la
Zona Central y en los Llanos Orientales se han registrado subzonas de
54.000 ha con incidencias de mas del 50 % de la enfermedad.

Para tratar la enfermedad de la Pudricién del cogollo (pc) hay que
conocerla, empezar por saber contra quién se lucha y, de esta forma,
establecer medidas de manejo. En esta presentacién voy a mencio-
narles lo que se ha hecho en Cenipalma desde 2007. Se realiz6 un
trabajo fuerte de aislamiento de microorganismos a partir de tejidos
afectados por la pc, en torno a este problema aparecieron diferentes
microorganismos: Curvularia, Pestalotia, Fusarium, Thielaviopsis,
una variedad de bacterias, varios tipos de Colletotrichum, Phythium
y Phytophthora, incluso algunos investigadores habian propuesto a
Phytophthora, pero la dejaron a un lado (Figura 1).
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Figura 1. Algunos microorganismos aislados de
plantas afectadas con la Pudricion del cogollo (pPC).

Figura 2. La Pudricion del cogollo (pPC) en palma de
aceite adulta.

En las investigaciones realizadas por Ceni-
palma desde ese ano, el primer paso fue to-
mar todos los microorganismos obtenidos en
el proceso de aislamiento de plantas afectadas
por la pc en diferentes estados de dano, inocu-
larlos en plantas de vivero y compararlos con
lo que realmente se estaba observando en el
campo; donde es muy frecuente que los palmi-
cultores no crean que se trata de la Pudricién
del cogollo hasta ver el cogollo completamente
degradado o la flecha podrida (Figura 2); en-
tonces, es probable que la enfermedad no se
esté detectando a tiempo o haciendo una co-
rrecta identificaciéon de los sintomas; a conti-
nuacion, un recorrido por este proceso:

En la Figura 3, se observan inoculaciones ini-
ciales con Thielaviopsis, Colletotrichum y Fusa-
rium, que no se parecian en nada a las lesiones
iniciales que se encontraban en campo, pero al
inocular a Phytophthora, se veia que habia un
avance acuoso y como esas lesiones de Phyto-
phthora no necesitaban ser inoculadas con al-
guna herida, era un microorganismo capaz de
infectar, de pasar su infeccién entre los foliolos
sin necesidad de que se le enterrara un palillo o
se le hiciera una herida para causar infeccion vy,
ademas, podia extenderse entre los foliolos in-
maduros de la palma de aceite (Figura 4).

Figura 3. Inoculacion de algunos de los microorganismos aislados de plantas afectadas por
la PC. a. Phytophthora palmivora. b. Thielaviopsis sp. c. Fusarium. d. Colletotrichum sp.
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Figura 4. Inoculacion de Phytophthora palmivora en palmas de vivero.

Se habia avanzado en determinar de qué mi-
croorganismo se trataba, se sabia que Phyto-
phthora palmivora estaba ahi en los tejidos de la
palma de aceite y que era el agente causal, pero
era necesario seguir investigando para conocer
sobre su proceso infectivo y si en realidad podria
afectar diferentes tejidos de la palma; entonces,
se inici6 un proceso de inoculaciones durante
varios anos y de pruebas de patogenicidad en los
tejidos maés internos del cogollo. En estos tejidos
se observé la reproduccion de lesiones acuosas,
pardas y similares a las que estaban en el cogollo
de palmas en campo (Figura 5).

Figura 5. Lesiones en foliolos inmaduros de E. guineen-
sis causadas por inoculaciones de P. palmivora.

El hibrido OxG, por su parte, también fue
inoculado y la respuesta fue completamente di-
ferente, las lesiones no eran iguales en tamano
e incidencia a las de E. guineensis, mientras los

controles seguian sanos. Este comportamien-
to in vitro de tejidos del hibrido corroboraba lo
que se observa con este material en condicio-
nes de campo (Figura 6).

Figura 6. Lesiones en foliolos inmaduros de hibrido
OxG causadas por inoculaciones de P. palmivora. a. le-
siones acuosas b. Control

Ademas de ver que con el microorganismo se
estaban reproduciendo los mismos sintomas en
tejidos de la parte interna del cogollo, también
se investigaba qué estaba pasando con el pat6-
geno, entonces se podian observar las zoosporas
de P. palmivora que son estructuras infectivas,
cémo enquistaban y germinaban sobre el tejido.
De igual manera se logr6 observar claramente
que cuando P. palmivora esté en el tejido de E.
guineensis se detectan muchas zoosporas ger-
minadas porque el patdégeno estd infectando
agresivamente, mientras que en el hibrido OxG,
hay pocas zoosporas de P. palmivora (Figura 7).



G. Sarria

Figura 7. Desarrollo de P. palmivora en foliolos inmaduros de palma de aceite. a.
Zoosporas germinando en E. guineensis. b. Zoosporas germinando en hibrido OxG. c. y
d. Germinacion y penetracion de zoosporas en tejido del hibrido OxG.

Phytophthora es un microorganismo que
se mueve quimicamente y las zoosporas no
encuentran su mejor hospedero en el hibrido,
este comportamiento también se presenta en
campo; en el microscopio, se puede observar
que la zoospora hace un esfuerzo por traspasar
el punto de penetracion, se aprecia muy bien
la fuerza que el patégeno hace para penetrar
el hibrido OxG, algo que no sucede en E. gui-
neensis (Figura 7c y d).

Después de las primeras inoculaciones en
foliolos, se hicieron inoculaciones en callos in
vitro (Figura 8), pues si se lograba ver que habia
un proceso infectivo en callos, se ganaba tiem-
po para que los mejoradores pudieran empezar
a estudiar el comportamiento de los materia-
les en condiciones muy controladas y cerradas,
para lo cual se tomaron los clones produci-
dos en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de
Cenipalma y se inocularon con P. palmivora.

Se observé que 48 horas después ya se esta-
ba multiplicando el microorganismo dentro de
esos callos, o sea, que el tejido estaba siendo
infectado por el patégeno (Figura 9).

Figura 7. Inoculacion in vitro de P. palmivora en callos
de palma de aceite.
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Figura 9. Desarrollo de P. palmivora en callos de palma de aceite en cultivo in vitro.
a. Crecimiento del patdgeno. b. Esporangio de P. palmivora. c. Control. d. Clamidospora.

Luego, se continuaron las pruebas de pa-
togenicidad con plantas producidas en el La-
boratorio de cultivos de tejidos de Cenipalma
y se inocularon para ver qué pasaba (Figura
10), siete dias después ya habia una respues-
ta del patdgeno y lesiones que descendian
hacia la base de las hojas méas jovenes y al ob-

servar esos tejidos al microscopio encontra-
mos estructuras del patégeno, es decir que,
P. palmivora también estaba infectando esas
plantas de clones que comparadas con el tes-
tigo se veia que, a pesar de que tenia unas
lesiones, los tejidos estaban completamente
libres del patégeno.

Figura 10. Lesiones de P. palmivora en plantas de cultivo de tejidos de palma
de aceite. a. Necrosis avanzando hacia la base. b. y c. Estructuras del patégeno

observadas en el tejido necrosado.
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Estas inoculaciones se repitieron en clones
in vitro, para esto se colocé el patbgeno en las
hojas jovenes de igual manera como en los ca-
sos anteriores. Se depositaron 30 microlitros de
una suspension de zoosporas de 30.000 zoos-
poras/ml. Ocho dias después de la inoculacién
se observaron lesiones iniciales, quince dias méas
tarde ya habian hojas completamente degrada-
das y al interior de este tejido se encontraba una

gran colonizacién de Phytophthora palmivora
y, ademas, se veia cémo el patégeno lograba
replicarse y liberar esporangios (Figura 11), lo
que mostraba, que en condiciones controladas
de un clon in vitro de palma de aceite logra-
bamos replicar la enfermedad, el patégeno era
capaz de penetrar esos tejidos, replicarse y, aun
asi, seguir produciendo indculo en el tiempo, lo
que ayuda a entender lo que pasa en campo.

Figura 11. Inoculacion de P. palmivora en clones in vitro de E. guineensis. a. Plantas
control. b. Sintomas de necrosis en tejido foliar observados en plantas inoculadas.

c. Desarrollo del microorganismo en el tejido necrosado. d. Liberacion de zoosporas a
partir de esporangios producidos en el tejido afectado.

Con todos estos resultados de la patogeni-
cidad de Phytophthora palmivora, se busco
conocer como es el mecanismo de desarrollo
de la Pudricién del cogollo. Para esto lo princi-
pal fue entender que el proceso de infeccion de
P. palmivora en palma de aceite es diferente a
los procesos infectivos de cultivos semestrales,
no estamos ante una enfermedad que se pueda
replicar en seis meses, y no estamos ante un
patégeno que se comporte igual que en otros
cultivos. Para entender lo que pasa en la palma
y cémo un microorganismo tan pequeno es ca-
paz de danar el cogollo de la palma, hay que
empezar por romper el paradigma de que la pc
solo es un cogollo podrido.

Un tejido que estéa degradado y colapsado
ya no es un sintoma inicial de la pc, hay que
entender que una enfermedad tan grave em-
pieza por algo muy pequeno, que si las con-

diciones ambientales se dan, no se detecta a
tiempo y no se actula, tiene la capacidad de
infectar algunos foliolos y, si las condiciones
son favorables, la flecha sigue su proceso de
desarrollo normal y ese tejido que antes estaba
necrosado se desprenda y quede un mordis-
co (Figura 7). Si el patégeno tiene todas las
condiciones para desarrollarse, la lesién va a
seguir avanzando entre los foliolos y a afectar
enormemente la flecha, tanto que va a lograr
colapsarla y podrirla; al retirar las hojas, se evi-
dencia que la enfermedad estaba avanzando
hacia adentro, muy cerca del meristemo. Para
poder encontrar el agente causante de la pc,
tuvimos que apartarnos de todos esos tejidos
degradados y concentrarnos solo en la zona
de avance de la enfermedad, donde el dano
es casi imperceptible, es ahi donde es posible
obtener a P. palmivora.
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Para continuar entendiendo lo que pasa
con este patégeno en palma de aceite, se to-
maron clones E. guineensis para evitar la va-
riabilidad, los inoculamos sin causar heridas y
con las hojas jévenes se hizo un cono con pa-
rafilm, le coloc6é un mililitro de zoosporas de
P. palmivora de una suspensién de 60.000
zoosporas/ml, se hizo una cdmara himeda

durante las primeras seis horas después de la
inoculacion y durante todo el ensayo se man-
tuvieron condiciones de alta humedad relativa
similares a las que estan en las plantaciones,
80 % o méas cuando se presentan epidemias.
Se inocularon 35 plantas y otras 35 fueron
dejadas como controles a las cuales se les co-
loc6 solamente agua.

Figura 12. Inoculacion de P. palmivora en clones in vitro de E. guineensis. a. Esporangio
con zoosporas al interior. b. Inoculacién de 1 ml de suspension de zoosporas con una
concentracién de 60.000 zoosporas/ml. c. Condiciones de camara humeda durante las

primeras seis horas después de la inoculacion.

Siete dias después de la inoculaciéon habian
lesiones muy pequenas casi imperceptibles,
esta hoja sigui6é su proceso de desarrollo nor-
mal, pero las que venian saliendo en esa planta,
detrés de la primera hoja, presentaban lesiones
cada vez mas grandes; si las condiciones idea-

les se daban podian avanzar, de lo contrario, la
hoja continuaba su proceso de desarrollo nor-
mal, abria, se ubicaban las lesiones probable-
mente en el apice o en el centro y el tejido se
desprendia y era muy posible que todos dijeran
que ahi no habia pc (Figura 13).

Figura 13. Lesiones necroéticas en plantas inoculadas con P. palmivora. a. Lesiones
necréticas pequefas en tejidos jévenes. b. Lesion necroética evidente. c. Necrosis
en el apice de la hoja mas joven. d. En el proceso de crecimiento normal de la hoja
las lesiones se expanden, el tejido necrético se desprende y quedan unos orificios
aparentemente sin una causa conocida.
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En el caso de condiciones desfavorables para
el desarrollo del patégeno, la hoja abria, tenia
mordiscos, el tejido se desprendia y aparente-
mente no habia pc porque la hoja habia abierto,
entonces no habia enfermedad (Figura 14), pero
eso no era cierto, continuando con las observa-
ciones de las plantas para ver qué pasaba con
el indculo inicial; se encontré que en esas hojas
nuevas que vienen saliendo, una tras otra, el in6-

culo se mantenia y venian nuevas lesiones atrés;
en el tiempo, cada flecha que iba saliendo venia
con un mayor numero de lesiones y mayor seve-
ridad (Figura 15); debido, probablemente, a que
ese comportamiento de infecciones sucesivas
permitia que ese inéculo inicial fuera cada vez
mayor. De igual manera, fue posible observar un
efecto de reducciéon del crecimiento en las plan-
tas inoculadas comparadas con los controles.

Figura 14. Desarrollo de lesiones en plantas inoculadas con P. palmivora. a. Sintomas
similares a mordiscos. b., c., y d. Lesiones necréticas en el medio, apice y borde de las
hojas, las cuales en el proceso de crecimiento normal de la hoja se expanden, el tejido
necrotico se desprende y quedan unos orificios aparentemente sin causa conocida.

Figura 15. Desarrollo de lesiones en plantas inoculadas con P. palmivora. Lesiones
necroticas en flecha las cuales, a través del tiempo, expresaron mayor severidad, como
producto del proceso de infecciones sucesivas.

A medida que pasaba el tiempo fue posi-
ble observar cémo las lesiones aparecian en
los tejidos cada vez més jovenes. Aproximada-
mente 110 dias después de la inoculacién se
observaron lesiones que afectaban gran parte
de la flecha, muy similares a las observadas en
infecciones naturales. Esta flecha que presen-
t6 gran parte de tejido necrosado, abrié, las
lesiones se ubicaron en los bordes y se des-

prendieron (Figura 16), Este comportamiento
de infecciones sucesivas en las flechas de ese
cogollo, en el cual habiamos depositado un
inéculo inicial, nos permitia observar sintomas
de la enfermedad en cada ciclo con una mayor
severidad, también se logré ver necrosis en los
foliolos rudimentarios de las palmas, que es
uno de los sintomas que han sido asociados a
la pc (Figura 17).
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Figura 16. Desarrollo de lesiones en plantas inoculadas con P. palmivora. a. Lesiones
necréticas en flecha. b. Detalle de lesiones necréticas con borde acuso tipicas de la
PC. ¢. Proceso de desarrollo y apertura normal de la flecha de las fotos a 'y b, donde se
observa las lesiones necréticas ubicadas en el apice o borde de la hoja.

Figura 17. Desarrollo de lesiones en plantas inoculadas con P. palmivora. a-e. Lesiones
necréticas en flecha las cuales, a través del tiempo, expresaron mayor severidad, como
producto del proceso de infecciones sucesivas. f. Necrosis en foliolos rudimentarios.
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Catorce meses después de la inoculacién con
Phytophthora palmivora, ain se observaba este
proceso de infecciones secundarias en las fle-
chas, pero en este momento se tenia el 60 % de
afeccion en la flecha (Figura 18). A pesar del gra-
do de severidad, esta flecha también continué
con su proceso de desarrollo y abrid, las lesiones
necroéticas se desprendieron y aparentemente no
pasaba nada. Sin embargo, se observé que la
flecha que venia o la siguiente hoja mas joven,

b

presentaba una lesién pequena y acuosa (Figura
18b), al abrir esta flecha para verificar qué estaba
pasando, se encontrd que la lesién estaba avan-
zando al interior de esa flecha y se observaron
los tipicos mordiscos de la enfermedad en nues-
tras pruebas de patogenicidad (Figura 18c), esto
estaba corroborando una vez més que estamos
ante una enfermedad que presenta un proceso
infectivo en el tiempo, P. palmivora es capaz de
tener infecciones sucesivas en palma de aceite.

Figura 18. Desarrollo de lesiones en plantas inoculadas con P. palmivora. a. Lesiones
necréticas afectando mas del 60 % de la flecha. b. Lesiones pequefias acuosas. c.
Avance interno de las lesiones pequefias y acuosas mostradas en la foto b.

Entonces, lo que se hizo para corroborar
esto fue tomar tejido de esos mordiscos y de
la zona de avance acuosa donde no habia ne-
crosis, se llevé al laboratorio y se encontra-
ron esporangios, clamidosporas, micelio de
P. palmivora desarrollandose en estos tejidos
(Figura 19), después de catorce meses de una
primera inoculacién estaba el patégeno ahi.
Los esporangios fueron observados con mi-
croscopia de fluorescencia tenidos con DaPI,
(técnica que tine de azul los ndcleos que estan
viables); (Figura 20). Se observé gran cantidad
de estructuras en el tejido, estos nicleos estan
tenidos porque estén viables, son estructuras

de resistencia que le van a permitir al patége-
no seguir en su proceso infectivo, entonces en
donde aparentemente habia una lesién muy
pequena, hay cantidades de estructuras del
patdégeno que van a ser capaces de seguir re-
plicando esta enfermedad.

Adicionalmente, se tomaron estos tejidos de
la zona de avance de la lesién, se colocaron en
trampas con frutos de pera, cuando se obser-
varon lesiones se tomé tejido de los bordes de
la lesion y se reaislé el microorganismo. Es de-
cir, tenemos nuevamente a P. palmivora, por lo
que hemos hecho un recorrido completo de los
Postulados de Koch.

Revista Palmas. Bogota (Colombia) Vol. 34 (4) 73-83, octubre-diciembre 2013



Nuevas evidencias del cumplimiento de los Postulados de Koch en el estudio de las relaciones...

o
iw

Figura 19. Estructuras de Phytophthora palmivora presentes en tejidos de plantas
inoculadas con este patégeno. a. y c. Clamidosporas. b. Esporangios. d. Micelio.

Figura 20. Estructuras de Phytophthora palmivora presentes en tejidos de plantas
inoculadas con este patégeno. a. Clamidosporas observadas al microscopio de luz.
b. Clamidosporas observadas al microscopio de fluorescencia con técnica de DAPI.

En conclusién, no nos cabe duda que esta-
mos ante el microorganismo del agente causan-
te de la pc, un microorganismo capaz de causar
la enfermedad, sostenerse en el tiempo dentro
de una planta enferma si las condiciones y los
palmeros se lo permiten. Se debe prevenir con
una deteccién temprana. Y, finalmente, la pre-
sencia de signos del patégeno en las lesiones
observadas confirma que Phytophthora palmi-

vora es el responsable de ellas, como siempre,
esto se corrobora en todas nuestras pruebas.
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