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Identificar el agente

causal de la Marchitez

Letal en palma de 

aceite



Biología 
molecular Y 

Bioinformática 
para todos !! 



1. Palma de aceite

2. microorganismos

4. Código genético de los microorganismos
(ADN microbiano)

3. Célula 
microorganismos 

Universo de la Palma

Combinación   A T C G 

Código genético = ADN

Instrucciones genéticas

Genes = segmentos de ADN 

PalmaMicroorganismos1. Código genético

Material genético =DNA 
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Mecanismos de resistencia /defensa 

Identificación de especies 
de microorganismos 

Código genético = Instrucciones genéticas 

Gen 16s 

Microorganismos

Mecanismos de infección /ataque 

Material genético =DNA 

=
Gen

Genes 
evolutivamente 

conservados 
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2. Reacción en cadena de la polimerasa o PCR = objetivo identificar el gen de interés (16s) 

Secuencia específica de letras 

para identificación de bacterias -

gen 16s.

A   T   C  G 

…ATCG…

ATCG

DNA 

bacteriano

primer /cebador

Buscar el gen 16s para 

identificar bacterias

Primer /cebador

Gen para identificación de 
bacterias

“dije”==

=
PCR 

A    T   C    G 

Gen 16s

Secuencia específica de letras 



Identificar la combinación y 
orden de las bases ATCG 

Secuencia = Orden de las bases ATCG

Lista de diferentes microorganismos 
con diferentes % de identidad

Superior al 97%

Necesito saber que  
microorganismos 
encuentro en la 

palma 

SECUENCIADOR

Código genético = ADN

Instrucciones genéticas

3. Secuenciación Identificación de genes = orden de las bases ATCG

Búsqueda individual de 
secuencias en una base de datos 

a nivel mundial 



Metagenómica “ Estudio directo de comunidades de microorganismos en su 
entorno natural, evitando la necesidad de aislar y cultivar cada 

una de las especies que componen la comunidad.”

Objetivos:
- Determinar qué miembros microbianos de una comunidad están presentes y clasificarlos

hasta nivel de especie.
- Detectar abundancias relativas de estos microorganismos en la muestra evaluada.

Universo de la Palma

Metagenómica actual Secuenciación 1990

Full HD 

Secuenciación 2010 

Aumento del poder de secuenciación = Determinar si un microorganismo se encuentra presente en una muestra.

- Una “imagen” de la ecología y evolución microbiana en determinado ambiente y momento.  
- Un banco de información funcional de genes.

4. Metagenómica

cultivo bacteriano



Conceptos claves 

2. Secuenciación 

3. Metagenómica

Microrganismos Gen 16s =DNA 

Identificación de 
microorganismos 

material genéticoPalma

Secuenciación

Combinación   A T C G
(Define los diferentes organismo)

Código genético

1. Código genético 

Código genético = ADN

Instrucciones genéticas



Secuenciación para 

identificación de 

microorganismos.

Lista de 

microorganismos

Diagrama de venn 

Distribución de las 

comunidades bacterianas 

en palmas con marchitez.

Lista de microorganismos 

presentes en todas las 

muestras con ML 

Revisión bibliográfica

Palma con 

Marchitez zona 

central y oriental 

PCR convencional

MP    1   2   3   4     5

PCR digital - ddPCR

Metodología

*Explicación detallada más adelante

Validación en laboratorio



Colecta material vegetal zona oriental (ZO) Colecta material vegetal zona central (ZC)

Colecta de material vegetal  

Se realizó la Colecta de  450 tejidos vegetales de palmas de aceite desde el año 

2018 en 18 plantaciones de zona oriental y central

2021

2022

2020



¿ Cuáles son los 

microorganismos asociados a 

palmas con marchitez en zona 

oriental y central ?



Lista de géneros bacterianos compartidos entre palmas con ML año 2019 y 

2020 Zona Oriental (ZO)

Diagrama de venn

2019 2020

Ca. Liberibacter asociado a los síntomas de palmas con marchitez 

en zona oriental



Ca. Liberibacter asociado a los síntomas de palmas con marchitez 

en zona central

Lista de géneros bacterianos compartidos entre palmas con 

Marchitez año 2020 y 2021 Zona Central (ZC)

Diagrama de venn



¿ Cuáles son los 

microorganismos asociados a 

palmas con marchitez en zona 

oriental y central?

¿ Dentro de los 

microorganismos  identificados 

en palmas con marchitez se 

encuentra alguno relacionado 

con la sintomatología?



Asociación de síntomas reportados para los diferentes géneros 

bacterianos y la sintomatología de la ML en  palma de aceite

Ca. Liberibacter

Kosakania

Erwinia

Pseudomonas 

1. Patógenos en plantas 
si

Serratia*

Sphingomonas*

Citrobacter*

Burkholderia*

1

2

Shiguella

Klebsiella

Clostridium

Escherichia

Bacillus

Acrobacter

Acinetibacter

Sphingomonas

Citrobacter

Staphylococcus

no



Bacterias gram negativas
Enfermedades necróticas
gotas de un exudado pegajoso
perales, manzanos, nísperos, patatas,
ornamentales y silvestres

Bacterias gram negativas
Manchas amarillas, puntos negros
legumbres, guisantes, frutales

Bacterias gram negativas

Bacterias gram negativas

Taponador floema 

rutáceas, solanáceas y apiáceas

No cultivable 

Ca. Liberibacter

Kosakania

Erwinia

Pseudomonas

Género bacteriano Características Fotografías 



Candidatus Liberibacter

• Distribución mundial (Colombia)

• 3.6 bilions per year USD

• 5 especies reportadas

• 1.950 Reportado por primera vez 

• 2009 genoma secuenciado 

• 2023 Retos en diagnostico en campo y 

uso de biología molecular. 

Zebra chip

Bacteria - gram negativa 

Taponador de floema, incultivable

no sobrevive fuera de las plantas e 

insectos vectores.



¿ Cuáles son los microorganismos 
asociados a palmas con marchitez 

en zona oriental y central?

¿ Dentro de los 

microorganismos  identificados 

en palmas con marchitez se 

encuentra alguno relacionado 

con la sintomatología?

¿Podemos relacionar nuestras 

secuencias de Ca. Liberibacter

encontradas en palmas con 

marchitez a los reportes a nivel 

mundiales?



Validación de Ca. Liberibacter en palma de aceite por  

PCR convencional

Foliolo 

Raquis 

Inflorescencia

Pedúnculo

Meristemo 

Estípite  

Raíz

Palma sana 

Confirmación de Ca. Liberibacter en palmas enfermas con ML en 3 plantaciones 

zona oriental y central

Palma ML

MP     F     Rq I        P      M     S     Rz F     Rq I        P      M      E (+ )   (-) 

(+ ) Ca. Liberibacter (-) Ca. Liberibacter

PCR convencional

1. Presencia / ausencia 

de un microorganismo 

2. Banda en un gel 

(positivo para el 

microorganismos)

3.Ausencia de banda 

(negativo para 

microorganismo)

4. Control (+) y (-) 



Validación de Ca. Liberibacter en palma de aceite por  PCR 

secuenciación 

100% identidad con Ca. Liberibacter asiaticus

Foliolo - Raquis – Inflorescencia - Pedúnculo  - Meristemo - Estípite  - Raíz

Confirmación de Ca. Liberibacter en palmas enfermas con ML en 3 

plantaciones zona oriental y central



Relación filogenética de Ca. Liberibacter en palmas enfermas con 

ML y el género Liberibacter a nivel mundial

Puede interpretar el relación entre dos organismos 
examinando sus posiciones en un árbol filogenético.

Grupo 
externo 

Secuencias 
de interés 

Secuencias de 
referencia 
cercanas

Secuencias de 
referencia grupo 

lejano



ZO P4 estípite colecta 2021

ZC P4 estípite colecta 2021

ZC P3 estípite colecta 2021

ZC P1 estípite colecta 2022

ZC P2 estípite  colecta 2022

ZC P3 raquis colecta 2022

ZC P5 pedúnculo colecta 2022

ZO colecta 2021 OK506221

ZOcolecta 2021 OK506224

ZO colecta 2021 OK506223

ZO colecta 2021 OK506222

Ca. asiaticus

Ca. africanus

Ca. solanacearum

Ca. americanus

Ca.caribbeanus

Grupo externo 

Rhizobiales

Confirmación del 

parentesco filogenético de 

Ca. Liberibacter

identificado en palmas 

Marchitez Letal en zona 

oriental (ZO) y central (ZC).



¿ Cuáles son los microorganismos 
asociados a palmas con marchitez 

en zona oriental y central?

¿ Dentro de los 

microorganismos  identificados 

en palmas con marchitez se 

encuentra alguno relacionado 

con la sintomatología?

¿Podemos relacionar nuestras 

secuencias Ca. Liberibacter

encontradas en palmas con marchitez 

a los reportes a nivel mundiales?

¿Es posible validar por técnicas 

moleculares la presencia de Ca.

Liberibacter en palmas con marchitez en 

zona oriental y central?  



20.000 
oportunidades

Una técnica de 

identificación eficiente 

y oportuna reduce 

tiempo y costos

Una sola 

medición 

PCR 

convencional

20.000 

mediciones

PCR 

digital

PCR digital o ddPCR

vs 



NTC
No template control

Negativo de reactivos Oleífera
Limón 1  (-)HLB 
Cundinamarca

Verdaderos negativos

Distribución de poisson: la probabilidad de ocurrencia de sucesos con probabilidades muy 

pequeñas, o sucesos «raros». determinar el número de hechos de cierto tipo que se pueden 

producir en un intervalo de tiempo o de espacio, bajo presupuestos de aleatoriedad y ciertas 

circunstancias restrictivas.

Identificación de Ca. Liberibacter por PCR digital - ddPCR

1.67

0.64

1.08

Intervalo para 

determinar un 

Verdadero negativo

0.37 - 1.67

negativo positivo

negativo

1.01

0.37

0.79

Limón 2 (-)HLB 
Cundinamarca

0.961

0.616



NTC 
(-)

Max – min
1.67 – 0.64

Max – min
1.01 - 0.37

Limón 
2023 (-)

Oleíferas 2018 
Silvestres

Oleíferas 2023 
CEPV

Clon in vitro 
2023

Marchitez zona 
oriental

2021

Análisis de diferentes muestras  con ddPCR

Oleífera (-)

ML (+)

Muestras negativas para Ca. Liberibacter Muestras positivas para Ca. Liberibacter

CEPC - 2020              
E. guineensis

CEPV 
2020 E. 

guineensis

Marchitez zona 
central

2022

Se confirma mediante PCR digital la presencia de Ca. Liberibacter en palmas con 

marchitez letal en zona oriental y central.

zona oriental
2017- 2018

Marchitez zona 
oriental

2023



Las herramientas moleculares como la 

metagenómica y la PCR digital permitieron 

confirmar la presencia de Ca. Liberibacter como 

agente causal de Marchitez Letal en palmas de 

aceite en zona oriental y central permitiendo 

enfocar los protocolos de manejo integrado de una 

manera exitosa, contribuyendo con el estatus 

fitosanitario del cultivo 



Gracias
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