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RESUMEN

La pudricion del cogollo, causada por Phytophthora palmivora, representa uno de
los principales desafios fitosanitarios para la industria palmicultora en Colombia,
afectando mas de 120 mil hectareas de palma de aceite. Desde la identificacién del
agente causal en 2008, Cenipalma ha avanzado significativamente en el estudio del
ciclo biolégico del patdgeno. Con el propdsito de mejorar las técnicas para la
produccion de esporangios Yy liberacion de zoosporas, se evaluaron nuevos medios
de cultivo elaborados a partir de extractos naturales, a fin de optimizar el crecimiento

y desarrollo de P. palmivora.

Se trabajé con tres cepas del patégeno (PCZC145, PCZC137 y PCTU95),
suministradas por Cenipalma. Los aislamientos se obtuvieron mediante la
inoculaciéon directa de las cepas en frutos de pera utilizados como trampas.
Posteriormente, se cultivaron en medios naturales como agar-arveja, agar de
cogollo, agar V8 sin clarificar y agar V8 clarificado con antibi6ticos. Se evaluaron
tanto el diametro de crecimiento del micelio como la presencia de estructuras

reproductivas.

Los resultados mostraron que el mayor crecimiento micelial se logré en el medio V8
sin clarificar, con diametros promedio de 65,04 mm (T4), 66,18 mm (T8) y 63,59 mm
(T12). Por el contrario, el menor crecimiento se presentd en el medio de arveja, con
valores de 51,83 mm (T1), 52,82 mm (T5) y 51,42 mm (T9). En cuanto a la liberacion
de zoosporas, todas las cepas mostraron comportamientos similares; sin embargo,
la cepa PCZC145 destacd con una mayor produccion, alcanzando 3.042.875

zoosporas/ml al octavo dia de inoculacion.
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Estos hallazgos destacan la importancia de seleccionar adecuadamente el medio de

cultivo para facilitar el aislamiento y estudio de P. palmivora, permitiendo optimizar
procesos de investigacion y manejo de la enfermedad en campo.
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INTRODUCCION

La palma de aceite, originaria de Africa occidental, es una planta perenne que
prospera en climas calidos. Su produccion maxima se alcanza entre los 7 y 10 afios,

con una vida util total de hasta 50 afios (Abel, 2022).

Entre los principales obstaculos que afectan el crecimiento de la industria palmera
en Colombia, las enfermedades relacionadas con el cultivo ocupan un lugar
destacado, y dentro de estas, la Pudricién del Cogollo (PC) se destaca como una
de las mas significativas y problematicas , cuyo agente causal es el oomyceto
Phytophthora palmivora, este se encuentra dentro de un grupo de microorganismos
fitopatdgenos conocidos por su capacidad de causar enfermedades en varios
cultivos de importancia econdomica a nivel mundial, y es especialmente una

problematica en las zonas tropicales humedas (Quifiones, 2018).

El alto impacto de la presencia de Phytophthora en los tropicos se debe a que las
condiciones bioclimaticas como la combinacion de abundantes lluvias estacionales
y humedad alta, favorecen y facilitan que las especies de este género tengan gran
variedad de plantas hospederas causantes de enfermedades en diferentes tejidos

de las plantas, como raiz, foliolos, frutos o meristemo (Soto et., al 2017).

La combinacidén de esporangios y zoosporas permite a P. palmivora adaptarse a
diferentes condiciones ambientales y huéspedes, lo que lo convierte en un patégeno

formidable en la palmicultura (Mendoza, 2020).

El patégeno Phytophthora puede penetrar en la planta hospedera a través de dos

métodos de germinacion. En la germinacién directa, el esporangio germina
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planta y penetra en el tejido del hospedero a través de las aberturas naturales.

En la germinacion indirecta, el esporangio libera zoosporas que se enquistan en la
superficie de la planta, germinan y desarrollan un apresorio para adherirse a las
células de la epidermis, permitiendo al patégeno establecerse y causar infeccion en
la planta (Perrine, 2020).

La PC es la enfermedad mas significativa que afecta al sector palmero en Colombia,
presente en todas las regiones del pais. Entre 2006 y 2010, esta enfermedad causé
devastadores efectos, provocando la pérdida de mas de 35.000 hectareas en las

zonas Sur-Occidental (Tumaco) y Central. (Martinez et al., 2024).

La PC presenta sintomas variados, influenciados por factores climaticos, del suelo,
resistencia genética de la palma y posiblemente por el patégeno involucrado
(Moreno-Chacén et al.,2013). Los sintomas externos mas frecuentes incluyen
pudricion de las flechas, cambios de color como clorosis y amarillamiento, asi como
alteraciones en la forma y tamano de las hojas, como moteado, hoja quebrada y
hoja pequena o corta. No hay un patréon especifico en la aparicion de estos
sintomas; pueden manifestarse individualmente o en combinacion, sin un orden

predeterminado (Fedepalma, 2020).

En los ultimos afos P. palmivora ha tomado relevancia por su capacidad de infectar
multiples especies de plantas. A pesar de que se tienen distintas medidas
agrondmicas para su manejo, como fungicidas, no siempre resultan
econdmicamente viables para el agricultor (Sarria et al., 2016). Es por ello que su
estudio in vitro es importante para incrementar las alternativas de manejo y control.
Sin embargo, aun hay desconocimiento de su fisiologia y mecanismos de infeccion
(Lo presi et al., 2017).
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pretende implementar nuevos medios de cultivos elaborados a partir de frutos y
extractos naturales que permitan una mejor y eficiente produccién in vitro de las
estructuras de reproduccion como son los esporangios y las zoosporas de

Phytophthora palmivora.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los oomicetos del género Phytophthora comprenden varios de los patdbgenos que
causan mayor afectacion en cultivos agricolas descritos hasta la fecha. Son
responsables de enfermedades graves en cientos de especies de plantas, con
pérdidas ecoldgicas y econdomicas masivas en todo el mundo (Mohamed et al.,
2019). Hasta el momento se han descrito 120 especies de Phytophthora, se ha
demostrado que muchos factores ambientales influyen en el desarrollo de la
enfermedad de Phytophthora, incluidas las condiciones climaticas, y las
caracteristicas quimicas, fisicas y bioldgicas de la planta que pueden interactuar

entre si para inducir la aparicion de la enfermedad (Sarker et al., 2020).

P. palmivora, agente causal de la PC, ha generado impactos ambientales y
econdmicos devastadores en la industria palmera de América durante varias
décadas, afectando negativamente la produccion y la sostenibilidad del sector. La
region de América Latina, que incluye paises como Colombia, Brasil, Costa Rica,
Ecuador, Nicaragua, Panama, Peru y Surinam, enfrenta un desafio comun en la
lucha contra PC. Inicialmente, se creia que la pudricidn del cogollo era resultado de
una combinacion de factores biodticos y abidticos, pero ahora se reconoce a P.

palmivora como el principal causante (Tupaz et al.,2021).

La PC, una enfermedad devastadora para la palma de aceite, ha mostrado patrones
variados en Colombia segun la regidn agroecoldgica. Su historia en el pais comenzé
en los afios sesenta en Uraba, donde afectd 2.500 hectareas en la plantacion de
Coldesa. Posteriormente, reaparecio en 1988 en la Zona Oriental con
caracteristicas endémicas (Fedepalma, 2016). En los afios 2000, la enfermedad se

intensific6 en Tumaco (2007), afectando mas de 30.000 hectéreas. En la Zona
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tenido un impacto significativo en la industria palmera colombiana. (Scovino, 2017).

Actualmente, la PC es el principal obstaculo fitosanitario que enfrenta la industria
palmera, afectando negativamente la productividad y la rentabilidad del cultivo, con
impactos econdmicos significativos: pérdidas totales estimadas: $5.5 billones y
pérdidas especificas para los inversionistas: $2 billones. 70.000 hectareas de palma
de aceite en Tumaco (Narifio), Puerto Wilches (Santander) y Cantagallo (Bolivar)
resultando en la pérdida de aproximadamente 15.000 empleos en la zona
(FEDEPALMA, 2021).

La industria palmera en Colombia ha sufrido pérdidas significativas debido a la
enfermedad causada por Phytophthora. En Tumaco, se perdieron el 95% de las
35.256 hectareas cultivadas, afectando a casi 6.000 empleos. Esta situacion se
repite en otras regiones como Puerto Wilches, Cantagallo y municipios aledafios.
En la zona Central palmera, las pérdidas alcanzan el 80% de las 35.000 hectareas
cultivadas y mas de 8.700 empleos han sido afectados. Estas cifras reflejan el
impacto devastador de la enfermedad en la economia y la empleabilidad de las

comunidades locales (Diaz, 2021).

La infeccidn por P. palmivora en palmas jovenes se manifiesta mediante la
formacion de clamidosporas y esporangios en el corazén de la planta, causando
dafo en el tejido meristematico y afectando el crecimiento de nuevas hojas (Gémez
et al., 2020).

Por esta razdn esta investigacion se enfocd en implementar nuevas técnicas
metodoldgicas a partir del uso de nuevos medios de cultivos naturales que permitan

una mejor y eficiente produccion in vitro
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como son los esporangios y las zoosporas de P. palmivora

para el estudio
microscopico.
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JUSTIFICACION

En la actualidad Colombia es el cuarto productor mundial y el primer productor de
América de palma de aceite, con cuatro zonas de produccién que abarcan 155
municipios de 20 departamentos. Este sector genera mas de 7.000 empleos y
representa el 17,6% del PIB agricola nacional, convirtiéendose en un motor
fundamental para la economia colombiana y un impulsor del crecimiento econémico
y social en las regiones productoras (UPRA, 2023). La industria palmera en
Colombia es un importante motor de empleo y desarrollo social, generando
aproximadamente 146,000 empleos en total, de los cuales 58,000 son directos y
87,000 indirectos, lo que la convierte en uno de los principales sectores impulsores
de la economia local y mejorador de la calidad de vida en las zonas

palmeras del pais (Fedepalma, 2023).

Para alcanzar el maximo rendimiento en cultivos de palma de aceite mantener
plantas sanas, proporcionar condiciones Optimas de crecimiento y fomentar la
produccion de multiples racimos con alto potencial de aceite. Sin embargo, la PC
amenaza este objetivo, convirtiéndose en un problema critico y letal en varias

regiones (Martinez, 2009).

El diagndstico de laboratorio es crucial para determinar la enfermedad y identificar
el agente causal, y los medios de cultivo juegan un papel fundamental en este
proceso, permitiendo el aislamiento y cultivo de microorganismos patdégenos para
una identificacion precisa. Esto permite confirmar el diagndstico, establecer un
tratamiento efectivo y desarrollar estrategias de control y prevencion (Vasquez,
2022).
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Debido a las grandes pérdidas en la produccién de Palma de Aceite se deriva de un
problema fitosanitario de grandes proporciones y que ademas su estudio in vitro ha
sido complicado por la complejidad de su ciclo de vida y asi mismo evidenciar las
estructuras microscopicas; esta investigacion propone aportar en el desarrollo de
nuevas metodologias de estudios que permitan evaluar el uso de diferentes tipos de
medios de cultivos para producir, mejorar y evidenciar las estructuras microscopicas
especialmente la liberacion de zoosporas de P.palmivora y asi tener una mayor
precision en las medidas fitosanitarias tomadas para el tratamiento de esta
enfermedad; las cuales ha sido de mucha complejidad para los laboratorios de las

empresas productoras de palma de aceite.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar medios de cultivo naturales para la produccion de esporangios y la

liberacion de zoosporas de Phytophthora palmivora causante de la pudricion del
cogollo o (pc) en cultivos de palmas de aceite

Objetivos especificos

v Evaluar medios de cultivo naturales compuestos de frutos y extractos
naturales para la produccion in vitro de esporangios y liberacion de
Zoosporas.

v Comparar el diametro de crecimiento y la cantidad de estructuras de
reproduccion en tres cepas de P. palmivora.

v Establecer un medio de cultivo natural para conservacion del inéculo
de P. palmivora a lo largo del tiempo.
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Disefio metodologico

Activacion de cepas P. palmivora conservadas en agua destilada estéril.

Se tomaron 3 discos de cada una tres cepas de P. palmivora, PCZC145, PCZC137
y PCTU95 (Laboratorio de Microbiologia de Cenipalma en el Campo Experimental
Palmar de la Vizcaina, conservadas en agua estéril y posteriormente sembradas en

agar V8 clarificado hasta obtener su crecimiento éptimo.

Preparacion de Camaras Humedas

Se tomé un recipiente limpio herméticamente sellado, dentro del recipiente se coloco
una toalla de papel scott estéril, posteriormente este material se humedecié con
agua destilada estéril y encima de este material ubicado en el fondo del recipiente

se coloco una caja de Petri estéril.

Activacién del aislado de P.palmivora en fruto de pera.

Los métodos empleados para activar y recuperar P palmivora en frutos de peras fue
basado en el Protocolo Operativo Estandarizado del Laboratorio de Microbiologia
de Cenipalma. Se utilizaron 3 frutos de pera (Pyrus communis) como trampas para

la inoculacion de las tres cepas de P palmivora.

e Desinfeccion del fruto

Se lavo minuciosamente, restregando todas las nervaduras del fruto con Tego al 2%

luego se retird con agua destilada estéril los restos del Tego. Posteriormente se
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flamed6 el fruto tres veces por el N

lado del pedunculo en una bandeja de aluminio con alcohol al 96%. Seguido en la
cabina de flujo laminar en condiciones estériles se sumergio la pera en una solucion
de hipoclorito al 3% durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se sumergio el fruto

en agua destilada estéril quitando el exceso de hipoclorito por 15 minutos.

Se realiz6 otro enjuague a la pera con agua destilada estéril por 15 minutos.
Posteriormente con el uso de pinzas estériles se depositoé el fruto en servilletas

estériles con el fin de secarlo sin tocar la pera.

KK
W

Figura 3. Proceso de desinfeccion de fruto. (A) Flameo del fruto con alcohol al 96%. (B)

Fruto en hipoclorito al 3% (C) Fruto en agua destilada estéril.

e Inoculaciéon de P. palmivora en fruto de pera

Una vez realizada la desinfeccion del fruto, se realizé un corte en forma de triangulo
en la pera, dentro de este corte se introdujo un disco o dos de P. palmivora, se tapo
el orificio con el triangulo antes removido. Se colocé la pera dentro de la camara
humeda con ayuda de unas pinzas largas estériles, se tapd y dejo incubando a 24°C
durante aproximadamente 4 a 5 dias, con fotoperiodo 12 horas luz 12 horas
oscuridad. Posteriormente se observo el avance o infeccion de P. palmivora sobre

el fruto y se recuperd en los medios de cultivos naturales seleccionados.
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Figura 4. Proceso de inoculacién de P. palmivora en pera. (A) Corte triangular al fruto.
(B) Corte realizado (C) Corte del disco de la cepa cultivada en V8 clarificado (D) Pera

inoculadas con el disco. (E) Pera inoculada en cdmara humeda.

Preparacion de medios de cultivos naturales utilizados para la produccion de

esporangios y liberacién de zoosporas de P. palmivora.

En el desarrollo de la presente investigacion se prepararon cuatro medios de cultivos

naturales para la produccion de esporangios y liberacion de zoosporas de las tres cepas
PCZC145, PCZC137 y PCTU95 de P. palmivora.
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MEDIOS DE CULTIVOS NATURALES PREPARADOS

MEDIO ARVEJA

Para preparar 1000 ml de caldo de
arveja, pesar 120 g de arveja congelada,
afadir 800ml de agua destilada y poner
en la plancha a calentar. Posteriormente,
filtrar, afiadir la sacarosa 5g, 15 g de agar

y aforar a un litro con agua destilada.

Calculos para
200ml

Arveja: 24gr
B-sitosterol: 0,01gr
Sacarosa: 1gr

Agar: 3gr

MEDIO COGOLLO

Para preparar 1000ml de medio cogollo,

se pesa 200g de cogollo y se licua con

agua destilada. Esta mezcla
homogénea se distribuye en frascos de
centrifuga de 250ml de manera

equitativa. Se lleva centrifugar a 4000
rom a 20 minutos. Se recupera el
Se 4

enlermeyer y se adiciona 3,7 g de agar a

sobrenadante. reparte en

cada uno.

Cogollo: 40gr
B-sitosterol: 0,01gr
Agar: 3gr

MEDIO V8 SIN
CLARIIFICAR

Para preparar 1000 ml de caldo V8,
agregar 252,85ml de jugo V8, 3,57gr
CaCoQOg3,

agitacion magnética. Adicionar 0,05gr

mezclar en planta con

de B- sitosterol y 15 gr de agar,

completar el volumen.

Jugo v8: 50,57ml
CaCo03; 0,71gr
B-sitosterol: 0,01gr
Agar: 3gr
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Para preparar 1000 ml de caldo V8, | Jugo v8: 50,57ml
agregar 252,85ml de jugo V8, 3,57gr | CaCO03; 0,71gr

CaCO3, mezclar en planta con | B-sitosterol: 0,01gr

agitacion magnética. Centrifugar a | Agar: 3gr
MEDIO V8

CLARIFICADO 4000 rpm por 20 minutos. Tomar el

sobrenadante y completar el volumen.
Adicionar 0,05gr de B- sitosterol y 15 gr
de agar.

Tabla 2. Preparacién de medios de cultivo para el aislamiento de P. palmivora.

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C y 15 libras de presion

durante 30 minutos y posteriormente se sirvieron en cajas de Petri (60 x 15 mm).
Antibiéticos

Una vez autoclavados todos los medios. Se espero alcanzar una temperatura de 45

°C y se afiadieron los siguientes antibioticos:

e Carbenicilina 100mg/ml
e Vancomicina 25mg/ml

e Cefotaxima a 200mg/ml

Para este estudio se tomaron dos cajas por cada medio de cultivo natural para cada
una de las tres cepas evaluadas, seguido se sembraron en el centro de las placas

de petri, discos de 10 mm de diametro de la cepa de P. palmivora activada en el
fruto.

Se incubaron 24°C y se revisaron diariamente midiendo el diametro del crecimiento
de la colonia durante ocho dias. Seguido se describieron las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de cada colonia presente en los medios de cultivo
naturales. Se realizaron preparaciones y montajes en microscopio optico y de

fluorescencia para observar las estructuras.
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Produccion de esporangios y liberacion de zoosporas

Se realizaron experimentos de inoculacion con P. palmivora en 3 cepas diferentes.
Para cada cepa, se seleccionaron 2 cajas y se inoculé un disco de 10mm de
diametro con micelio de 5-8 dias de cultivo en crecimiento del fruto. Luego, las
placas se incubaron a 24°C en oscuridad y se midi6 el crecimiento radial cada 48
horas durante 8 dias, iniciando 48 horas después de la inoculacion, utilizando una

regla graduada para registrar los resultados.

Se realiz6 el conteo de zoosporas en todas las réplicas cuando el micelio alcanzo el

borde de la placa. Para ello, se siguieron los siguientes pasos:

1. Se adicionaron 5 ml de agua destilada esterilizada fria por placa.

2. Se macer6 suavemente la colonia con espatula de Drygalski sin destruir el agar
por 1 minuto.

3. Las placas se incubaron a -20°C durante 25 minutos y luego se aplicé un choque
térmico a 37°C durante 25 minutos en luz artificial constante para liberar las
zoosporas.

4. El conteo de la suspension de esporas se realizdo en camara de Neubauer.

En este proceso ser realiz6 a los 8 dias del cultivo, permitiendo evaluar la produccion

de zoosporas en cada tratamiento.
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Figura 5. Proceso de
producciony liberacion de
zoosporas. (A) Adicién de
5ml de agua destilada estéril
frio (B) Maceracion de la
cepa (C) Incubacién a -
20°C. (D) Incubacion de la
cepa en luz artificial.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos. En caso de diferencias
significativas, se aplicé la prueba de Tukey (p < 0.05) para comparar los valores

obtenidos en cada medio de cultivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Patogenicidad de los aislamientos de P. palmivora en fruto de peras inoculados.

El crecimiento radial de los aislamientos confirmo6 su patogenicidad a los tres dias
posteriores a la inoculacion. En los frutos de pera inoculados se registraron cambios
caracteristicos como la aparicion de copos o monticulos, cambio de color a café
oscuro, consistencia acuosa y rapida descomposicion del tejido alrededor del sitio
de inoculacion, lo que indica la capacidad del patégeno para infectar y dafiar los

frutos (Figura 6).

Estos resultados coinciden con los hallazgos de Decloquement et al. (2018), quien
reportd que los aislados de Phytophthora sp. y P. palmivora demostraron
patogenicidad entre dos y siete dias después de la inoculacién, lo que sugiere una
rapida capacidad de infeccion y desarrollo de la enfermedad en los tejidos vegetales.
En el estudio realizados por Miyake et al. (2018) encontré que la infeccion se puede
presentar en cortos periodos de tiempo (desde 2 horas) y en cualquier etapa de
madurez del fruto, especialmente entre 20-30 °C. Estos datos son Uutiles para
desarrollar modelos predictivos y estrategias de control. La comparacién con estos

estudios confirma la agresividad de P. palmivora en frutos.

Es importante destacar que la capacidad de P. palmivora para infectar frutos de pera
podria depender de factores como la madurez del fruto, las condiciones ambientales
y la presencia de heridas o aperturas naturales que faciliten la entrada del patégeno.
Ademas, la variabilidad en la respuesta de diferentes frutos a la inoculacién con P.
palmivora subraya la necesidad de estudios adicionales para determinar los
mecanismos especificos de infeccion y las posibles estrategias de manejo para
prevenir la propagacion del patdégeno en cultivos susceptibles.
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Figura 6. Frutos inoculados con Phytophthora palmivora mostrando areas de colonizacion
alrededor de las zonas de inoculaciéon de forma triangular. a. Pera inoculada con PCZC145 b.
Pera inoculada con PCZC137 y c. Pera inoculada con PCTU95.

Caracteristicas macroscopicas y microscépicas en P. palmivora en los
diferentes medios de cultivo.

El micelio de P. palmivora, obtuvo su mayor desarrollo en el medio de cultivo V8 sin
clarificar con crecimiento estriado en estrella de color blanco. EI medio V8 control el
micelio se desarrollé en forma de estrella ligeramente levantado 8 dias después de
la siembra. Por otra parte, en el medio Arveja se observd un crecimiento pegado a
la placa, un poco algodonoso e irregular, sin embargo, su crecimiento fue mucho
mas lento y no alcanzo la totalidad de la placa en comparacion con los demas medios
seleccionados. El medio cogollo presenté un crecimiento aéreo, algodonoso muy
abundante e irregular. En todos los casos el crecimiento micelial de P. palmivora fue

delicado y de consistencia algodonosa, sin importar la presencia de antibioticos.

El agar V8, preparado a partir de jugo vegetal (generalmente jugo de tomate o
vegetales mixtos), ha mostrado ser eficaz para el crecimiento y esporulacién de
diversas especies de Phytophthora. En un estudio de Gonzéalez-Pefa Fundora et al.
(2014), se observé que medios con base de V8 favorecieron un crecimiento vigoroso
del micelio y alta produccion de esporangios y clamidosporas. Estos resultados

sugieren que el V8, por su contenido nutricional equilibrado, proporciona condiciones
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Optimas para la esporulacion, siendo especialmente util en estudios de

patogenicidad e inoculacion.

En cuanto al agar de cogollo y el agar de arveja, la literatura reciente no reporta
ampliamente su uso en el cultivo de P. palmivora. Sin embargo, en investigaciones
practicas desarrolladas en condiciones tropicales, como las realizadas por Martinez
et al. (2010), se ha explorado el uso de medios alternativos elaborados a partir de
tejidos vegetales locales (incluidos cogollos de palma y otras partes de plantas como

arveja).

Figura 7. Crecimiento vy
desarrollo de  Phytophthora
palmivora en diferentes medios:
a Medio arveja PCzZC145 +
antibidticos; b. Medio arveja
PCZC137 + antibiético; c. Medio
arveja PCTU95 + antibidticos; d
Medio cogollo PCZC145
+antibidticos; e Medio cogollo
PCZC137 + antibidticos; f Medio
cogollo PCTU95+ antibioticos; g
Medio V8 sin clarificar PCZC145 +
antibidticos; h Medio V8 sin
clarificar PCZC137 + antibidticos; i
Medio V8 sin clarificar PCTU95 +
antibidticos; j Medio V8 control
PCZC145 + antibidticos; k Medio
V8 control PCzC137 +
antibidticos; m Medio V8 control
PCTU95 + antibidticos.
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Un estudio en Hawai evalud el crecimiento de 10 aislamientos de P. palmivora a
temperaturas entre 10°C y 35°C. Se observd que la temperatura influye
significativamente en el crecimiento radial de las colonias, siendo 6ptimo a

temperaturas especificas.

Los resultados obtenidos microscépicamente muestran que los esporangios de P.
palmivora cultivados en diferentes medios y frutos presentan caracteristicas
morfologicas similares, tipicas de la especie. Los esporangios observados fueron de
forma ovoides, esféricos y elipsoides, caducos y papilados, con pedicelo corto, y
estaban acompafiados de clamidosporas terminales e intercalares. Esta similitud en
la morfologia sugiere que la cepa es homogénea y esta bien adaptada a las
condiciones de crecimiento utilizadas, Rodrigo et al. (2020) presento estructuras
similares con esporangios papilados, con pedicelos cortos, caducos y ovoides,
originados en esporagiéforos ramificados, oosporas pleréticas, mostrando el 100%

de identidad para P. palmivora.
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Figura 8. Estructura de P palmivora observadas en un lente objetivo de 40X a partir del crecimiento del patégeno
en frutos inoculados. (A). Tincion de azul de lactofenol  de esporangios papilados, elipsoides con pedicelo corto,
caracteristicos de Phytopthora palmivora. (B). Tincion de azul de lactofenol de esporangios y clamidospora de P.
palmivora. (C). Tinciéon de azul de lactofenol de zoosporas, clamidospora y micelio de P. palmivora. (D)y (E) Tincion
con yoduro de propidio de esporangios y clamidosporas

Evaluacién del diametro de crecimiento de los aislamientos de P palmivora en

los diferentes medios de cultivo.

El diametro de colonizacion varid significativamente segun el medio de cultivo. Los
tratamientos en el medio V8 sin clarificar mostraron los mayores diametros de
crecimiento, mientras que el medio de arveja presenté los menores valores. El
analisis de varianza (ANOVA) indico diferencias significativas entre los tratamientos,

sugiriendo que el medio de cultivo influye directamente en el crecimiento del

patogeno.

La eleccion del medio de cultivo es crucial para el desarrollo 6ptimo de P. palmivora.
Estudios han demostrado que medios ricos en nutrientes, como el V8, favorecen un

crecimiento mas vigoroso del micelio y una mayor esporulacion.

Por otro lado, medios con menor contenido nutricional pueden limitar el desarrollo

del patdégeno, lo que es relevante para estudios de control y manejo de la

enfermedad.
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Tratamientos

Tipo de medio Cepa Media D.E Min Max

T1 Medio Arveja PCzC145 51,83 +14.4 28,35 73,13
T2 Medio Cogollo PCzC145 60,74 +16,57 30 85
T3 Medio V8 Clarificado =~ PCZC145 59,82 +14,14 28,59 87,9
T4 Medio V8 Sin Clarificar PCZC145 65,04 +18,86 33,48 87,14
T5 Medio Arveja PCzZC137 52,82 +14,14 22,94 76,98
T6 Medio Cogollo PCzC137 65,09 +18,51 24,2 84,87
T7 Medio V8 Clarificado ~ PCZC137 59,02 +19,39 25,51 89,43
T8 Medio V8 Sin Clarificar PCZC137 66,18 +19,62 31,02 87,46
T9 Medio Arveja PCTU95 51,42 +17,49 27,29 80,78
T10 Medio Cogollo PCTU95 61,39 +15,18 35,77 83,7
T11 Medio V8 Clarificado PCTU95 54,56 +20,89 22,52 85,35
T12 Medio V8 Sin Clarificar ~ PCTU95 63,59 +21,98 28,63 90

Tabla 3. Analisis de varianza. Diametro de colonizaciéon de cada una de las cepas evaluadas de
acuerdo con los diferentes tratamientos.

Evaluacion del diametro de colonizacion en funcion de la cepa de P palmivora.

En la figura 10, se puede observar que una vez pasados los 8 dias de incubacién la

cepa de PCZC137 presentd el mayor diametro de colonizaciéon en los medios de
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cultivo con una media de 60,87 N/

mm, seguido de la cepa PCZC145 con una media de 59,36 mm y la cepa PCTU95

presentd el menor promedio en el diametro de colonizacion de la cepa con 57,40

4

mm.

Mediante el analisis de varianzas (ANOVA), se presenté que para el factor de la
cepa presentd un p-value de 0.254, lo que indica que no hay una diferencia

significativa entre las cepas en términos del diametro.
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Figura 10. Diametro de colonizacién de las cepas PCZC145, PCZC137 y PCTU95, en diferentes
medios de cultivo.

Cepa Media D.E Min Max
PCZC145 59,36 118,11 28,35 87,9
PCZC137 60,87 +18,75 22,94 89,43
PCTU95 57,4 +19,02 22,52 87,18

Tabla 4. Analisis de varianza. Diametro de colonizacion de cada una de las cepas.
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Evaluacion del diametro de colonizacion en funcion del tipo de medio.

El crecimiento de P.palmivora en diferentes medios de cultivo vario
significativamente, con diferencias en los patrones culturales segun la composicion
del medio. Los aislados provenientes de la Zona Central y Oriental mostraron un
comportamiento similar en los distintos medios evaluados. En los medios AA'y AC,
predominé un patrén cultural esponjoso, mientras que en V8 sin clarificar y V8
clarificado, los aislados presentaron un patrén estriado. Sin embargo, la cepa
PCZC137 exhibioé un patron algodonoso en todos los medios, lo que concuerda con

lo reportado para Phytophthora spp. por Vélez et al. (2008).

Patrén cultural
Aislamientos
AA AC AVSIN CLARI V8 CLARI
PCZC145 Esponjoso Esponjoso Estriado Estriado
PCZC137 Esponjoso Esponjoso Estriado Estriado
PCTU95 Esponjoso Esponjoso Estriado Estriado

Tabla 5. Patrones culturales de los aislados estudiados en los diferentes medios de cultivo

utilizados.

El analisis estadistico mediante ANOVA mostr6 que el medio de cultivo influye
significativamente en el crecimiento del patégeno, con un p-value de 3.47e-07, lo
que indica diferencias significativas en la morfologia y el diametro de colonizacion
de los aislados. La prueba de Tukey reveld diferencias marcadas entre algunos
medios, destacando que el medio de cogollo y el medio de arveja presentaron una
diferencia significativa en el crecimiento micelial (10,33 mm), con valores de 62,41

mm en cogollo y 52,03 mm en arveja.

Entre los medios V8 clarificado y arveja, se encontro otra diferencia significativa (p-
value = 0.0652), con un promedio de crecimiento de 57,8 mm en V8 clarificado y

52,03 mm en arveja. La mayor diferencia se evidencié entre V8 sin clarificar y arveja,
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con un p-value de 0.0000007 y un
crecimiento promedio de 64,56 mm en V8 sin clarificar contra 52,03 mm en arveja.
Estas diferencias sugieren que el medio V8 sin clarificar es el mas adecuado para el
crecimiento de P. palmivora, promoviendo no solo un mayor desarrollo micelial, sino
también una alta esporulacién, observada como un incremento en la cantidad de

esporangios y estructuras reproductivas.

Estos hallazgos coinciden con estudios previos que han evaluado el crecimiento de
Phytophthora spp. en distintos medios de cultivo. Iribarren (2015) y Sanchez-Gurrola
et al. (2019) reportaron que P. capsici en agar V8 presentd tres patrones de
crecimiento: estrellado, petaloide y radial, mientras que Appiah et al. (2003) describio
que P. palmivora crece con un patrén estrellado en agar V8. Esto sugiere que la
morfologia del crecimiento puede estar influenciada tanto por la especie del

patdégeno como por el medio de cultivo empleado.
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Figura 11. Diametro de colonizacién en funcién del tipo de medio.

Tipo de Medio Media D.E Min Max
Medio Arveja 52,03 15,3 22,94 80,78
Medio Cogollo 62,41 +16,78 24,2 85

Medio V8 Clarificado 57,8 420,12 22,52 89,43
Medio V8 Sin Clarificar 64,56 +19,64 28,63 87,69

Tabla 6. Analisis de varianza. Diametro de colonizacién en funcién del tipo de medio al octavo dia de su
inoculacion.
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Evaluacién de las tres cepas de P. palmivora con respecto a la liberacién de

Zoosporas.

El analisis de varianza indicé diferencias significativas en la produccion de zoosporas
entre cepas. La cepa PCZC145 mostré la mayor capacidad de liberacién, alcanzando

3.042.875 zoosporas/mL al octavo dia posterior a la inoculacion.

La alta produccion de zoosporas esta asociada con una mayor agresividad del
patdgeno. Las zoosporas, al ser esporas moviles, pueden nadar hacia los tejidos de
la planta y facilitar la infeccion. Ademas, condiciones ambientales favorables, como
alta humedad y temperaturas calidas, pueden incrementar la produccion y movilidad

de las zoosporas, aumentando el riesgo de infeccion en cultivos susceptibles.

Investigaciones han demostrado que el tipo de medio de cultivo afecta
significativamente la producciéon de zoosporas en P. palmivora. (Pistininzi et al.,
2014) demostré que la mayoria de las especies y aislados produjeron mas
zoosporas con caldo V8 clarificado al 20% que los otros tres medios: centeno, frijol
de Lima y zanahoria. La temperatura 6ptima para la produccién de zoosporas en
cultivos privados de nutrientes y sin agua que fluya libremente suele ser 5 °C inferior
a la del crecimiento vegetativo. Los cultivos frescos y reanimados son mas prolificos
que aquellos que se han subcultivado varias veces. Estos hallazgos ayudaran a los
investigadores de oomicetos, aportando calidad, productividad y eficiencia a sus

futuros estudios basados en zoosporas.
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Figura 12. Evaluacion de las tres cepas de P palmivora con respecto a la produccion de zoosporas.

Cepa Media D.E Min Max
PCZC145 3042875,05 +1432637,09 1 8775000
PCZC137 115031265  +852008,14 1 2800000

PCTU95 2336000,03  +1431637,09 1 6800000

Tabla 7. Andlisis de varianza. Evaluacion de las tres cepas de P palmivora en relacién a la
produccion de zoosporas.

Evaluacioén de las tres cepas de P palmivora con respecto a la produccion de
esporangios.

Respecto a la produccién de esporangios, la cepa PCZC145 también superé a las
demas, con 545.462 esporangios/mL, en comparacién con los 239.017 esporangios/mL
de la cepa PCZC137. EI ANOVA indicé diferencias significativas entre las cepas, lo que

fue corroborado por la prueba de Tukey.

Los esporangios son estructuras clave en el ciclo de vida de P. palmivora, ya que
producen y liberan zoosporas en presencia de agua La capacidad de una cepa para

producir una mayor cantidad de esporangios puede estar relacionada con su potencial
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ambientes humedos donde la dispersion del patégeno es favorecida.

El estudio sobre la dispersién aérea de P. palmivora en palma de aceite destaca la
influencia de la humedad y la precipitacion en la propagacion del patdégeno. Gonzales,
(2023) nos indica que la deteccidon de esporangios en el aire mediante capturadores
Burkard refuerza la importancia del monitoreo ambiental para prever brotes y optimizar

estrategias de manejo.

Los hallazgos subrayan la necesidad de medidas preventivas como la eliminacién de
material infectado y la aplicacién oportuna de fungicidas. Sin embargo, futuras
investigaciones podrian evaluar la viabilidad de los esporangios capturados y su relacion
con la incidencia real de la enfermedad en campo.

5000000
4500000
4000000
__ 3500000
% 3000000
g 2500000
&
© 2000000
N Figura 13.
1500000 Evaluacion de las
1000000 tres cepas de P
500000 palmivora con
respecto a la
0 .,
produccion de
PCZC145 PCZC137 PCTU95 :
esporangios.
Cepas
Cepa Media D.E Min Max
PCzC145 545462,96 +634661,49 10000 2775000
PCzC137 239017,86 +299250,10 5000 1150000

PCTU95 363571,43 +338152,95 22500 1375000
Tabla 8. Analisis de varianza. Evaluacion de las tres cepas de P palmivora en relacién a la
produccion de esporangios.
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Evaluacién de los tratamientos con respecto a la produccion de zoosporas.

La liberacion de zoosporas en Phytophthora palmivora es un proceso clave en la
dinamica de infeccién de este oomiceto, ya que las zoosporas son las estructuras
encargadas de la diseminacion y penetracion en los tejidos del hospedero. Diversos
estudios han evaluado los factores que influyen en este proceso, destacando la

importancia del medio de cultivo, la temperatura y otras condiciones ambientales.

El analisis de varianza (ANOVA) confirmoé que la produccion de zoosporas varia
significativamente entre tratamientos (p-value = 6.33e-13). Los tratamientos T3, T4
y T12 mostraron la mayor esporulacion (promedio de 4.020.000 zoosporas/mL),
mientras que los tratamientos T1, TS5 y T6 presentaron valores considerablemente
menores (500.000 - 1.484.000 zoosporas/mL).

El tratamiento T6 y T4 exhibieron una diferencia altamente significativa (p-value =
0.0000000), con T4 alcanzando hasta 5.085.000 zoosporas/mL, lo que indica que
ciertos medios favorecen notablemente la produccion de zoosporas. Asimismo, la
comparacion entre T12 y T1 evidencié diferencias significativas (p-value =
0.0040384), lo que sugiere que los medios de cultivo juegan un papel crucial en la

esporulacion del patégeno.

En estudios previos, se ha determinado que el tipo de medio de cultivo influye
directamente en la esporulacidon y la produccion de zoosporas. Por ejemplo, un
estudio realizado por Gonzalez-Pefia Fundora et al. (2014) demostrd que los caldos
a base de zanahoria y V8 favorecen significativamente la produccion de zoosporas
en P. palmivora, con concentraciones que alcanzan hasta 6.4 x 10° zoosporas/ml.
Esto se debe a la composicién nutricional de estos medios, que facilitan la
diferenciacidon de esporangios y la liberacion de zoosporas.
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Ademas, la temperatura es un factor determinante en la liberacion de zoosporas.
Segun Avila Méndez et al. (2018), el enfriamiento de las muestras a 4°C seguido de
un rapido incremento de temperatura hasta 25-28°C induce la liberacién sincrénica
de zoosporas en P. palmivora. Este fendmeno sugiere que los cambios bruscos de
temperatura pueden simular condiciones ambientales naturales, como la presencia

de lluvia o el rocio, que favorecen la diseminacion de este patdégeno en el campo.

Por otro lado, se ha observado que la calidad del agua utilizada en el medio también
influye en la esporulacién. Rodriguez Polanco et al. (2021) indicaron que la liberacién
de zoosporas es mayor en soluciones de agua destilada que en agua de grifo, lo que
puede estar relacionado con la presencia de iones o compuestos inhibitorios en el

agua no tratada.

8000000
7000000
Cepas
6000000
E 5000000 pczc1ds
L]
[0}
a 4000000
3
S 3000000 -[ PCZC137
~J
2000000 I [ i T
T
1000000 T PCTU95

0

Tratamientos

Figura 14. Evaluacion cada uno de los tratamientos con respecto a la produccién de zoosporas.
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Tratamientos Tipo de medio Cepa Media D.E Min Max
T1 Medio Arveja PCZC145  1484000,20 +1106020,60 1 2875000
T2 Medio Cogollo PCZC145 2402500  +1211085,95 900000 4000000
T3 Medic V8 Clarificado PCZC145 3200000  +1173551,12 1675000 4750000
T4 Medio V8 Sin Clarificar PCZC145 5085000  +2530650,99 1375000 8775000
T5 Medio Arveja PCZC137 112000050 +1221155,59 1 2800000
16 Medio Cogollo PCZC137 569000 +363410,18 115000 1000000
T7 Medio V8 Clarificado PCZC137 1502500 +660761,35 837500 2800000
T8 Medio V8 Sin Clarificar PCZC137 140975010 70474210 1 2220000
TS Medio Arveja PCTU95 1517500 +411982,00 1100000 2400000
T10 Medio Cogollo PCTU%5 1791000,10  +1413100,86 1 4250000
T11 Medio V8 Clarificado PCTU95 2260000  +1030924 61 1075000 4300000
T12 Medic V8 Sin Clarificar PCTU95 3775500  +1506293,18 1950000 6800000

Tabla 10. Analisis de varianza. Evaluacién cada uno de los tratamientos con respecto a la
produccion de zoosporas

Evaluacién de los tratamientos con respecto a la produccion esporangios.

El analisis de varianza (ANOVA) indicé que no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos en cuanto a la produccidn de esporangios, ya que el p-value (0.195)
fue mayor que 0.05, lo que sugiere que los tratamientos aplicados no influyeron de

manera significativa en esta variable.

Estudios previos han demostrado que la efectividad de infeccion de Phytophthora
varia segun la estructura utilizada. Widmer (2009) sefialé que la germinacion directa
de esporangios es menos efectiva para causar necrosis en comparacion con la
infeccion mediada por zoosporas. No obstante, Ko y Chan (1974) encontraron que
un esporangio de P. palmivora podia ser mas efectivo que las 16 zoosporas que

libera al infectar plantulas de papaya.

Estos hallazgos refuerzan la importancia de comprender los mecanismos de
infeccion y dispersiéon del patégeno, ya que tanto las zoosporas como los
esporangios desempefian un papel clave en la epidemiologia de la enfermedad,

dependiendo del hospedero y las condiciones ambientales.

Figura 15. Evaluacion cada uno de los tratamientos con respecto a la produccién de esporangios
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Tabla 13. Prueba de Tukey. Evaluacién cada uno de los tratamientos con respecto a la
produccion de esporangios.
Tratamientos Tipo de medio Cepa Media D.E Min Max
T Medio Arveja PCzC145 719375 +1069076,50 10000 2575000
T2 Medio Cogollo PCzC145 228750 +130280,15 100000 375000
T3 Medio V8 Clarificado PCZC145 459642,86 +370029,36 75000 1000000
T4 Medio V8 Sin Clarificar PCZC145 605000 +353886,58 190000 1225000
T5 Medio Arveja PCzC137 450625 +461953,83 17500 1150000
T6 Medio Cogollo PCzC137 79642,86 +72477,42 7500 175000
T7 Medio V8 Clarificado PCzC137 182500 +202010,73 5000 450000
T8 Medio V8 Sin Clarificar PCZC137 200000 +161094,89 30000 475000
T9 Medio Arveja PCTU95 474642,86 +494158,44 32500 1375000
T10 Medio Cogollo PCTU95 270833,33 +342537,10 22500 725000
T Medio V8 Clarificado PCTU95 136500 1+70524,82 50000 225000

T12 Medio V8 Sin Clarificar PCTU95 455000 +244111,20 100000 825000
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CONCLUSIONES

. El uso del fruto de la pera nos permitié la captura optima del patégeno,
convirtiéndola en una herramienta util para iniciar el proceso de aislamiento

de la cepa.

. Las cepas PCZC145 y PCTU95 mostraron diferencias significativas en

la colonizacion del micelio en los frutos de pera.

. El micelio de P. palmivora obtuvo su mayor desarrollo en el medio de

cultivo V8 sin clarificar y el menor diametro en medio arveja.

. Las diferentes cepas evaluadas del P. palmivora presentan actividad
en la liberacion de zoosporas, observando un crecimiento del micelio
estriado, esponjoso y esporulacién del patdogeno, resaltando la actividad
virulenta del aislamiento PCZC145 quien mostro una mayor produccion de

estructuras reproductivas.

. Se determind que las mejores condiciones para el mantenimiento de
los tres aislamientos son: Tiempo de induccién en frio 25 minutos y tiempo

de induccioén en luz 25 minutos.
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RECOMENDACIONES
* Realizar ensayos con otros aislamientos de P. palmivora recuperados en
palma de aceite, con el fin de observar la interaccion en los diferentes medios

de cultivo naturales.

* Es crucial continuar investigando y realizando ensayos para ampliar nuestro
conocimiento sobre Phytophthora y desarrollar nuevas estrategias para aislar
el oomyceto y mejorar la produccién de estructuras, como esporangios y

zoosporas.
La investigacion continua es fundamental para combatir la pudricion del cogollo y

proteger los cultivos de palma.
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