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Resumen A A2

En las investigaciones adelantadas para identificar el o los microorganismos res-
ponsables de la Pudricién del cogollo (PC) de la Palma de aceite en Colombia, se
aislaron, cultivaron, purificaron e inocularon muchos microorganismos asociados
con las lesiones en las palmas enfermas y la mayorfa fueron descartados por no ser
responsables de iniciar la enfermedad. Se concentraron todos los esfuerzos en las
estructuras de resistencia similares a las de los oomicetos, que se venian observando
en el cogollo en estados muy tempranos de la infeccién, en el frente de avance de la
pudricién hacia la zona meristemética. El oomiceto fue aislado utilizando diferentes
frutos como trampa y luego purificado e incrementado en diferentes medios de cultivo.
Se lograron reproducir los sintomas de la enfermedad mediante inoculaciones en pal-
mas de vivero y en flecha desprendida y se reaislé el oomycete inoculado. El proceso
de caracterizacién morfolégica del responsable tanto in vivo, en lesiones tempranas
de la enfermedad, como in vitro con aislamientos purificados en medio de cultivo,
permitié confirmar que las oosporas, las clamidosporas, el micelio cenocitico y los
esporangios observados en el microorganismo responsable de la PC, lo identifican
como un miembro del género Phytophthora.

Summary

In the research activities oriented toward the identification of the microorganism respon-
sible for bud rot (PC, for its name in Spanish), of the oil palm in Colombia, there were
isolated, purified and used in pathogenicity tests, the wide range of microorganisms
associated with the lesions in the diseased palms. After the corresponding observations,
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it was possible to discard many of them, as the responsible to initiate the disease and finally concentrate
all the efforts in the resistance structures similar to the ones of the oomicetos, that were observed in the
bud, in the early stages of infection, in the advance zone of the rotting process toward the meristematic
area. The oomycete was isolated using different fruits as bites and then purified and multiplied in diffe-
rent culture media. It was possible to reproduce the symptoms of the disease, when nursery oil palms or
detached immature spear tissue were inoculated and to reisolate it from the new lesions. The process of
morphological characterization of the responsible in live, in the early lesions of the disease, and in vitro
in culture media with purified isolates, confirmed that the pathogen responsible for the PC, is a member
of the genus Phytophthora, due to the characteristic oospores, chlamydospores, the cenocytic mycelium

and the sporangia observed.
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Introduccion

La produccién de Palma de aceite ha venido creciendo
de manera significativa en los ultimos anos a nivel
mundial y, en el caso de Latinoamérica, Colombia ha
tomado el liderazgo con cerca de 350.000 hectareas
sembradas y un potencial de area apta para el cultivo
que supera los 3'000.000 de hectéreas (Mesa, J. Dis-
curso de instalacion de la Reunion Gremial, Tumaco,
abril de 2008).

Entre los factores que limitan el desarrollo de la acti-
vidad palmera en el pais se presentan distintas enfer-
medades asociadas al cultivo y, entre ellas, sobresale
la Pudricién del cogollo (PC).

Uno de los casos mas conocidos de la PC en Colombia
fue el de la plantacion La Arenosa, de Coldesa S.A., en
Uraba, en la zona limitrofe entre Colombia y Panama,
en la década de 1960 (Franqueville, 2001, 2003; De
Rojas y Ruiz, 1972; Gémez et al., 1995; Ochoa, 1974;
y Sanchez y Manzano, 1969, citados por Ochoa y Bus-
tamante, 1979), pero existen noticias de una situaciéon
similar en las plantaciones del Bajo Calima (Valle del
Cauca), en la misma época.

Se tienen registros de una enfermedad con caracte-
risticas similares, méas no necesariamente idénticas,
en cultivos de la zona amazénica del Ecuador. Por los
sintomas descritos, la PC ha sido la responsable de la
desaparicion de cultivos en Brasil, Surinam y Panamé,
asi como de la afectacion en diferentes grados de seve-
ridad de cultivos en Colombia, Costa Rica, Nicaragua,
Perty Venezuela (Damatta, 1956, citado por van Hoof
y Seinhorst, 1962; Franqueville, 2001, 2003; Gémez
et al., 1995; Malagutti, 1953, citado por van Hoof y
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Seinhorst, 1962; Ochoa y Bustamante, 1979; Torres
y Martinez, 2007; van Hoof y Seinhorst, 1962).

Ademas, al revisar la literatura sobre las enfermedades
de la Palma de aceite en otros continentes, se encuen-
tra que la Pudricién del cogollo tiene una distribucion
mas amplia en el tiempo y en el espacio (Bunting et
al., 1934 y Bull y Robertson, 1959, citados por Duff,
1963; Donkersloot, 1955, citado por van Hoof y Sein-
horst, 1962; Kowachich, 1952, citado por Duff, 1963;
Wakefield, 1920, citado por Duff, 1963; Turner, 1970,
citado por De Rojas y Ruiz, 1972, y Turner, 1981).

En la Zona Oriental colombiana, la PC se presenté
con caracteristicas epidémicas al final de la década de
1980 y principios de 1990, creando gran alarma entre
los productores; pero, finalmente, se observé la recu-
peracién espontédnea de algunas palmas. Situacién
que se aprovechd para incentivar las investigaciones de
Cenipalma relacionadas con los factores predisponen-
tes (desbalance de nutrientes, problemas de drenaje
interno y externo de los suelos) y el debilitamiento
de la hipétesis del origen biético de la enfermedad
(Gémez et al., 1995; Munévar y Acosta, 2002; Torres
y Martinez, 2007).

En el caso de la PC en Tumaco, donde se conoce
desde la década de 1970, por méas de 30 anos se
mantuvo con incidencias por debajo del 1%, con la
préctica de erradicacién temprana de palmas enfer-
mas y tratamiento con insecticidas y fungicidas a la
palma afectada asi como a las vecinas (Jiménez, 1991;
E. Mena, 2008 [comunicacién personal]). Esta prac-
tica se descontinué y se asumi6 que la enfermedad
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se podria manejar de igual forma que en los Llanos
Orientales; como consecuencia de esta decision, los
casos de PC se incrementaron paulatinamente hasta
adquirir caracteristicas epidémicas en los afnos 2005-
2006. Con el fin de conservar la cultura palmera en
Tumaco, se estad promoviendo la erradicacion de las
areas mas afectadas y la renovacién con materiales
resistentes a la enfermedad, asi como el diagnéstico
temprano y el tratamiento de las palmas en zonas
de baja incidencia (Sarria et al., 2008; Torres et al.,
2008a, b, c).

Igualmente, a raiz del incremento de la PC no sélo en
Tumaco, sino también en las otras zonas palmeras
de Colombia, Cenipalma ha conformado un grupo
interdisciplinario para intensificar los estudios sobre
la etiologia real de la enfermedad y la evaluacién de
nuevas opciones de manejo y control (Martinez, 2008;
Martinez et al, 2008a, b; Sarria et al., 2008; Torres y
Martinez, 2007; Torres et al., 2008a, b, c).

Actualmente en algunas regiones de Colombia la
enfermedad se estd presentando de manera muy
temprana en palmas de vivero, permitiendo que
muchas plantas consideradas sanas sean llevadas al
campo, diseminando més réapidamente la infeccién
e incrementando la incidencia. En Tumaco, por
ejemplo, varias plantaciones llegaron a niveles del
100% de palmas enfermas (Martinez, 2008; Torres y
Martinez, 2007).

Los trabajos adelantados por el grupo del Plan de
Choque PC - Cenipalma 2007 permitieron detectar
procesos tempranos de infeccién, caracterizados por
lesiones muy pequenas, siendo actualmente estos
sintomas una herramienta adicional para la selecciéon
de material sano en condiciones de vivero y para el
manejo de la enfermedad (Martinez y Torres, 2007;
Martinez, 2008, Martinez et al., 2008a, b; Torres y
Martinez, 2007, y Torres et al., 2008a, b, c).

Los resultados de las investigaciones realizadas por
Cenipalma entre los afos 1991 y 2006 sugirieron
que, a pesar de encontrarse una diversidad de micro-
organismos posiblemente patégenos, el responsable
de la enfermedad era el hongo Thielaviopsis para-
doxa, existiendo evidencias de un comportamiento
diferente entre aislamientos, con distintos grados de
virulencia (Nieto, 1996; Nieto et al., 1996; Sanchez
et al., 1999).

En estudios previos de agentes causales de PC en
diferentes especies de palmas, ademés de T. pa-
radoxa se han identificado otros microorganismos
como Fusarium, Phytophthora, Pythium y bacterias
del género Erwinia (Ayala et al., 2000; Franqueville,
2001, 2003; De Rojas y Ruiz, 1972; Garofalo y Mc-
Millan, 1999; Genty et al., 1978; Nieto, 1996; Nieto
et al., 1996; Ochoa y Bustamante, 1979; Sanchez et
al.,1999; Turner, 1981), pero su patogenicidad no ha
sido plenamente comprobada.

Teniendo en cuenta que en los Ultimos anos la PC
se ha incrementado exponencialmente en diferentes
zonas donde se cultiva la Palma de aceite y que no
se conocia con certeza el agente causal primario, el
grupo de investigacién en fitopatologia de Cenipalma
ha aunado esfuerzos para aislar e identificar el agente
causal de la PC en Colombia, realizar las pruebas
de patogenicidad respectivas para reproducir la en-
fermedad en condiciones controladas y, ademas,
conocer algunos signos que ayuden al diagnéstico
de la misma.

Metodologia

Se visitaron plantaciones en las zonas palmeras Orien-
tal, Occidental y Central de Colombia, para tomar
muestras de plantas afectadas con la PC, en diferentes
estados de desarrollo. Para obtener el tejido afectado
se procedi6 a la inspeccién de palmas de diferentes
edades, buscando las lesiones visuales en la flecha,
de acuerdo con la Escala de Severidad desarrollada
en Tumaco (Martinez, 2008a; Martinez y Torres, 2008,
y Martinez et al., 2008a, b) y al proceso de diseccién
de palmas en grados de severidad dos y tres para
ubicar la zona de avance de la infeccién, alejandose
de areas mas deterioradas, con el fin de disminuir la
presencia de microorganismos secundarios (Sarria
et al., 2008). El tejido seleccionado fue conservado
en Tween 20 para evitar su oxidacién. Las muestras
se identificaron y transportaron refrigeradas hasta el
laboratorio de Cenipalma en Tumaco, para el caso
de la Zona Occidental, y al Palmar de La Vizcaina,
en Barrancabermeja, para las de la Zona Central y
Oriental.

Con una parte de las muestras de tejido enfermo se
realizaron siembras en diferentes medios de cultivo
recomendados para oomicetos tales como agar avena
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(AAv), agar avena mas antibi6tico, agar agua (AA),
PDA + zanahoria, Jugo de vegetales (V8) entre otros
(Agrios, 2005; Barnet y Hunter, 1998; Drenth y Guest,
2004; Gallegly y Hong, 2008; Jeffers, 2006; Schaad et
al., 2000). De igual manera para facilitar el aislamiento
y esporulacién se usaron trampas con frutos como
papaya, cacao, pera, manzana, naranja, pimentén
entre otros y sustratos como sucrosa, glucosa, lactosa,
extracto de malta y suelo (Erwin y Ribeiro, 1996). Una
vez evidenciadas las colonias del oomiceto se procedi6
a su purificacién y conservacion en los respectivos
medios, para realizar las pruebas de patogenicidad que
permitieran identificar su compromiso en el desarrollo
de la enfermedad (Sarria et al., 2008).

Los aislamientos obtenidos fueron identificados
morfolégicamente en el microscopio compuesto y se
procedié a seleccionar aquellos con micelio cenocitico
y que presentaran estructuras similares a las de los
oomicetos.

Otra parte de la muestra fue empleada para adelan-
tar procesos de decoloracion y tincién, con el fin de
buscar estructuras que pudieran ayudar en el diag-
néstico del microorganismo responsable de promo-
ver el desarrollo de la PC. Cada una de las muestras

fue observada en el microscopio compuesto para la
identificacién de los signos y estructuras de resisten-
cia producidas por los oomicetos en los hospederos
susceptibles (Agrios, 2005).

También se utilizé tejido de flechas en estados avanza-
dos de infeccién, sometido a un proceso de secado al
aire y posteriormente pulverizado con la ayuda de un
molino de carne, metodologia empleada por Sarria en
la deteccién de otros oomicetos (datos no publicados).
Sobre el material obtenido en el proceso descrito se
adelanto la verificacién de la presencia de estructuras
de resistencia de microorganismos capaces de sobre-
vivir en residuos de la palma.

Los aislamientos de los oomicetos, el tejido fresco y
deshidratado con estructuras de resistencia fueron
utilizados para realizar las pruebas de patogenicidad
en palmas de vivero, flechas desprendidas y plantulas
crecidas en laboratorio. Los métodos de inoculacién
fueron puncién, suspension e inyeccién (Sarria et al.,
2008) (Figura 1).

Resultados y discusion

En los estados tempranos de las investigaciones
realizadas por Cenipalma, se encontré una amplia

inoculacion por inyeccion.

Figura 1. Ejemplo de algunos de los métodos de inoculacién utilizados para algunas de las pruebas de patogenicidad.
Izquierda: palillo impregnado con el microorganismo e insertado en la base de la flecha mas joven. Derecha:
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gama de microorganismos presentes en los tejidos
afectados como ha sido frecuente en todos los
trabajos previos de bisqueda del responsable de la
PC, en las diferentes regiones palmeras en donde
se presenta la enfermedad (Duff, 1963; Gémez et
al., 1995; Nieto, 1996; Nieto et al., 1996; Ochoa y
Bustamante, 1979; Sanchez et al., 1999; Sarria et
al., 2008, Turner, 1981).

En las inoculaciones realizadas con estos microor-
ganismos no se observé progreso de las lesiones
alrededor del sitio de inoculacién, sin embargo, alguno
veces se present clorosis y necrosis del tejido, que se
asemejaron més al dano mecénico que sufrieron los
foliolos por la puncién o el raspado, y no al resultado
de un proceso de infeccién (Sarria et al., 2008).

Estos resultados confirman el comportamiento de
algunos de los microorganismos evaluados como
oportunistas y no necesariamente como responsables
de los sintomas iniciales de la PC (Sarria et al., 2008;
Torres et al., 2008c).

A medida que los resultados de las investigaciones
fueron mostrando que el inicio de la infeccion, indu-
cido por el microorganismo responsable de la PC,
comenzaba en los tejidos en proceso de maduracion,
de las flechas jovenes, los aislamientos y las observa-
ciones se fueron concentrando precisamente en estos
sitios, en los cuales se encontraba la zona de transicion
entre el tejido lesionado y el aparentemente sano, més
cercano al 4rea meristematica.

Precisamente del tejido ubicado en esta zona de transi-
cién se obtuvieron los aislamientos de los oomycetos
que posteriormente fueron inoculados para compro-
bar su patogenicidad.

Los oomicetos se aislaron principalmente en medio
de cultivo agar avena mas antibiéticos y el uso de
trampas siendo los frutos de cacao, papaya, pera y
manzana los que facilitaron el proceso (Figura 2).

En las observaciones microscépicas del tejido afectado,
decolorado y en algunos casos tenido, se encontraron
estructuras globosas de doble pared, similares a las
producidas por algunos oomicetos del reino Cromista
(Figura 3.), como las observadas en otras especies
vegetales cuando son atacadas por patoégenos perte-
necientes a este reino (Agrios, 2005; Drenth y Guest,
2004; Gallegly y Hong, 2008; Jeffers, 2006).

Durante el desarrollo de este trabajo se evaluaron
69 muestras de tejido enfermo tanto de plantas
de vivero como de plantas adultas, en diferentes
edades, procedentes de cultivos de Palma de aceite
ubicados en las zonas palmeras de Colombia, como
la Occidental, donde la enfermedad esté causando
una epidemia severa, la Oriental donde algunas
de las palmas tienen recuperacién esponténea y la
Central, con una incidencia de la PC relativamente
baja (< 2,0 %), encontrandose en 54 de ellas (78%)
estas estructuras de resistencia, en los sitios donde
apenas comenzaba a ser evidente la presencia de un
proceso de dafno en los tejidos mas tiernos (Tabla
1). Este sitio ha sido considerado como el frente de
avance de la enfermedad.

Al realizar pruebas de patogenicidad con las estruc-
turas aisladas directamente de tejido enfermo fresco
o deshidratado y con el micelio del microorganismo
aislado y purificado, tanto en plantas de vivero como
en tejidos de flechas inmaduras, se logré la reproduc-
cion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad,
descritos por Martinez y Torres (2008), Torres y Marti-
nez (2007), cuatro dias después de la inoculacién (Fi-
gura 4), observandose destrucciéon de la lamina foliar,
permaneciendo sélo el tejido correspondiente a las
nervaduras. La enfermedad evolucioné produciendo
deshidratacién en el sitio de inoculacién de la lamina
foliar y avance hacia los foliolos vecinos (Figura 5).

En la flecha inmadura desprendida, inoculada direc-
tamente con los propagulos provenientes de tejido
enfermo, se obtuvo pudricién himeda similar a la
que se observa en la zona del cogollo en estados
tempranos de la PC (Figura 6).

Caracteristicas del microorganismo aisla-
do e inoculado

Del tejido afectado se aislé y subcultivd un micro-
organismo que desarrolld, una vez purificado, un
micelio cenocitico (no septado), de color blanco y de
crecimiento deprimido, en medio de cultivo agar avena
(Figura 7) con presencia de estructuras de resistencia
(Figura 8) y esporangios (Figura 9) similares a los
producidos por especies del género Phytophthora,
segun se puede apreciar en los documentos publi-
cados sobre él (Jeffers, 2006; Drenth y Guest, 2004;
Gallegly y Hong, 2008).
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Figura 2. Frutos usados como trampa para el aislamiento de los oomycetos. A. Cacao; B. Manzana; C. Pera;
D. Papaya.

Figura 3. Estructuras de resistencia similares a las producidas por los oomycetes, en tejido afectado por la PC de la
Palma de aceite.
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Tabla 1.  Presencia de estructuras de resistencia similares a las manzana y pimenton, entre otros, como trampa para
producidas por algunos oomicetos en tejido de Palma promover la esporulacién y formacién de esporangios,
de aceite afectado con la PC se encontraron diferencias en la respuesta en cada

Nimero de 7 Edad Grado de una de las especies utilizadas. En pera y papaya, por
ona ~ . . 4 ., .
muestras (afios) severidad ejemplo, se observé mayor nimero de esporangios
3 Occidental Vivero 3 (Figura 10)
4 Occidental Vivero 4 La asociacién de la Phytophthora con la PC se ha
5 Occidental Vivero 2 mencionado desde las primeras investigaciones sobre
3 Occidental Espontanea 3 esta enfermedad (Reiking, 1928, citado por Franque-
3 Occidental 1 2 ville, 2001, 2003; Ghesquiere, 1935; Bachy, 1954;
3 Central 3 2y3 Kovachich, 1962, citado por Duff, 1963; Quillec, 1983,
8 Central 30 4y5 citado por Franqueville, 2001, 2003).
3 Central 1 3 Ashby (1920) (citado por Steer y Coates-Beckford,
5 Central 30 5 1991) registr6 casos de PC de los cocoteros en Ja-
4 Central 1 2 maica, asociados con especies de Phytophthora; y
5 Central Vivero 4y5 Garofalo y McMillan (1999) asociaron a Phytophthora
1 Central 1 3 palmivora con la PC de 32 especies de palmas en
, el sur de la Florida y ademas mencionaron otras
2 Central Vivero 5 . L, .
especies de plantas que también son susceptibles a
2 Central 1,5 3y4 ,
este patogeno.
3 Oriental Vivero 3
] Oriental o 3 En la literatura revisada no se encontré trabajo al-

guno en el cual se estableciera el sitio de inicio de
Los sustratos a base de suelo y glucosa favorecie-  la PC, el aislamiento en cultivo puro del organismo
ron la formacion de clamidosporas o estructuras de  responsable de ellay la reproduccion de los sintomas
resistencia en los tejidos afectados por PC. Por otro  en inoculacién sobre material susceptible, asi como
lado, con la utilizacién de frutos como papaya, pera, el reaislamiento en los tejidos inoculados, lo cual si

Figura 4. Sintomas de la PC en plantas de vivero, inducidos al realizar inoculaciones con las estructuras de resistencia
y el micelio del microorganismo aislado de tejido enfermo. Se observa destruccion de la [amina foliar, perma-
neciendo sélo el tejido correspondiente a las nervaduras.
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mente.

Figura 5. Evolucion de los sintomas de PC en plantas de vivero inoculadas con Phytophthora sp. Después del desarro-
llo de los sintomas iniciales en el sitio de la inoculacién, cuando las condiciones ambientales son favorables
para el desarrollo de la enfermedad, se presentan estos sintomas en las flechas que se desarrollan posterior-

Figura 6. Flecha inmadura desprendida, inoculada
directamente con los propagulos provenientes
de tejido enfermo. Obsérvese la descomposi-

cién humeda similar a la de la PC.

se logré en esta investigacién. Tampoco se mencio-
na la presencia de estructuras de resistencia en los
tejidos enfermos.

Este es el primer caso en el cual, después de un proceso
metddico de investigacion, se dieron los pasos nece-
sarios para ir descartando dentro de la amplia gama
de microorganismos asociados con la PC, aquellos
oportunistas que llegaban para aprovecharse de la
degradacién del tejido y, finalmente, establecer que
Phytophthora sp., es el responsable de las lesiones
iniciales de la PC de la Palma de aceite en Colombia,
logrando aislarlo, purificarlo, inocularlo y recuperarlo
nuevamente de las lesiones producidas durante la
pruebas de patogenicidad (Figura 11).

Figura 7. Aspecto del desarrollo del aislamiento en agar avena (izquierda) y la apariencia del micelio cenocitico (dere-
cha), caracteristico de los oomicetos, obtenido a partir de tejido afectado por la PC.

PALMAS  Vol. 29 N° 3 Edicion Especial, 2008



Phytophthora sp. es el responsable de las lesiones iniciales de la Pudricién del cogollo (PC) de la Palma de aceite

Figura 8. Presencia de estructuras de resistencia similares a las producidas por Phytophthora sp. en el medio agar
avena.

Figura 9. Esporangio obtenido en el medio de cultivo
con el microorganismo aislado y purificado a
partir de lesiones tempranas de la PC. Esta es

Figura 10. Esporangios papilados desarrollados en fruto

una estructura caracteristica de la Phyto- de pera utilizado como trampa para la espo-
phthora sp. rulacién de Phytophthora sp.
Conclusiones
* La reproduccion de sintomas similares a los inicia- por la enfermedad, similares a las producidas por los
les de la PC, y evolucién de los mismos en palmas oomicetos, podrian ser una herramienta Gtil para su
de vivero inoculadas con suspensién de clami- diagnéstico y permitirian diferenciar a la PC de otras
dosporas y micelio de Phytophthora sp., permite enfermedades presentes en la Palma de aceite.

asociar este microorganismo con la PC de la Palma

) i * Las estructuras micelio cenocitico, oosporas, clami-
de aceite en Colombia.

dosporas y esporangios observadas en el microorga-
* Las estructuras de resistencia observadas en las zonas nismo proveniente de palmas afectadas por la PC,
de avance de la PC, en el cogollo de palmas afectadas aislado en medio de cultivo, y cuya patogenicidad
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Figura 11. Estructuras de resistencia encontradas en las lesiones desarrolladas como resultado de la inoculacion con
Phytophthora sp. La fotografia de la izquierda es de tejido sin decolorar, y la de la derecha, de tejido decolorado.

ha sido comprobada en palmas de vivero, corres-
ponde a los individuos pertenecientes al género
Phytophthora.
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