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Resumen

La Pudricién del cogollo contintia siendo uno de los
principales problemas de la palmicultura colombia-
na. Desde el hallazgo del agente causal Phytophtho-
ra palmivora en 2008 (Martinez et al., 2008), Ceni-
palma ha seguido avanzando en la investigacion de
esta enfermedad, siendo una de las principales me-
tas llegar a conocer como se desarrolla y sobrevive.
Para ello, el primer paso fue estudiar el proceso de
infeccion, en donde se pudo determinar el tiempo de
infecciodn, los sitios de penetracion y la colonizacién
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en tejidos del cogollo, es decir, donde y como se lle-
va a cabo el proceso infectivo. Las investigaciones en
torno a la enfermedad permitieron descubrir que des-
de la primera media hora las zoosporas nadan hacia
sitios especificos, que son los tricomas, en donde se
enquistan e inician el proceso de infeccidn, el cual se
completa en un periodo de 26-48 horas. Se encontrd
ademas que P. palmivora tiene como sitio de entrada
principal los tricomas, a diferencia de la mayoria de
patogenos, los cuales ingresan a través de los estomas,
lo que explica la alta especificidad entre el patégeno y
la planta. Asi mismo, se concluyé que la colonizacion
interna se da en principio de manera intercelular y
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posteriormente de modo intracelular. Por otra parte,
se han identificado las principales fuentes de indculo
de P. palmivora, con la evaluacién del patdégeno en
muestras de agua, suelos y flechas afectadas por la
PC, mediante observaciones directas y trampeos. Los
resultados en este frente evidencian la presencia del
patdgeno en suelo, tejidos y fuentes de agua, lo cual
indica que estos constituyen una fuente de indculo
para la enfermedad. Finalmente, conscientes de que
P. palmivora es un habitante natural del suelo, se ha
iniciado la busqueda de posibles reguladores bioldgi-
cos como alternativa preventiva para su manejo, lo-
grando avances importantes en la obtencion de cepas
nativas en palma de aceite y antagoénicas de P. pal-
mivora que estan siendo evaluadas en condiciones de
campo. Asi mismo, se continuara con la busqueda de
nuevas alternativas bioldgicas, quimicas y culturales
para el manejo de la Pudricion del cogollo.

Introduccion

Desde los primeros registros de la PC en Colom-
bia, en la plantacién Coldesa en Turbo (Antioquia),
donde fueron destruidas mas de 2.000 hectareas
(De Rojas & Ruiz, 1972), la enfermedad se ha ido
expandiendo a las diferentes zonas palmeras y ha
alcanzado caracteristicas epidémicas, siendo la res-
ponsable de la afectacion de mas de 75.000 ha en las
zonas Suroccidental y Central durante la altima dé-
cada (Martinez et al., 2013). Después de la identifi-
cacién de los estados tempranos de la PC y la escala
de severidad (Martinez et al., 2007), se identificé a
Phytophthora palmivora como el agente causante de
la Pudricién del cogollo (Martinez et al., 2008; Sa-
rria et al., 2008; Torres et al., 2010). Con este paso
importante se continu6 explorando posibles alterna-
tivas para el control de la enfermedad, lo cual permi-
ti6 desarrollar un paquete de manejo integrado de la
PC (Martinez et al. 2009; Morales et al., 2010; Aya &
Martinez, 2011), cuya estrategia, ademas de la detec-
cién temprana y la intervencién oportuna de palmas
enfermas, incluia la adopcién de buenas practicas
agronodmicas (seleccion del material de siembra libre
de PC, preparacion de suelo, construccion de dre-

najes necesarios, programa de nutricion, estableci-
miento de arvenses, monitoreo y control de plagas
y enfermedades) desde las etapas de planeacion,
establecimiento y desarrollo del cultivo, buscando
mantener el equilibrio que las plantas requieren para
responder a la enfermedad.

Posteriormente, se identificd el proceso de desa-
rrollo de la PC en flechas debido a la apariciéon de
pequeiias lesiones de color marrén, rodeadas de una
zona acuosa, durante los estados iniciales de la en-
fermedad, las cuales se necrosan a medida que el te-
jido emerge. Cuando la flecha abre, como parte de
su proceso normal de desarrollo, el tejido necrosado
se desprende y cae, evidenciando huecos o mordis-
cos en las hojas, sin embargo, cuando las condiciones
ambientales son favorables, este tejido afectado pue-
de infectar los foliolos mas cercanos, ocasionando
nuevas infecciones. Estas infecciones secundarias se
caracterizan por presentar mayor numero de lesio-
nes y mayor area afectada, logrando con el paso del
tiempo afectar mas del 80 % de la flecha. Lo anterior
indica que la PC en estados avanzados es el resultado
de un proceso ciclico en el tiempo, lo cual puede ser
corroborado con el comportamiento de la enferme-
dad en el campo (Sarria et al., 2013).

A partir de la informacion anterior, se hizo prio-
ritario comenzar a trabajar en tres frentes de accion
para avanzar en el conocimiento de la enfermedad y
buscar el equilibrio natural de su agente causante en
los cultivos de palma de aceite. El primer paso fue
comprender como este microorganismo puede infec-
tar los tejidos quizas mas protegidos de la palma de
aceite, como son los tejidos jovenes o tejidos del cogo-
llo. En segunda medida, entender parte del compor-
tamiento epidémico que ha mostrado la enfermedad,
mediante el conocimiento de la sobrevivencia y las
fuentes que contribuyen al establecimiento de la PC.
Finalmente, comprobar si P. palmivora es un habi-
tante natural del suelo, buscando con ello identificar
una alternativa que permitiera la regulacion bioldgi-
ca del patégeno en su ambiente natural y que lograra
contribuir sustancialmente con el desarrollo de las
practicas de manejo integrado, minimizando asi el
impacto de la PC en la palmicultura colombiana.
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Materiales y métodos
Proceso de infeccion

Se recolectaron en campo tejidos del cogollo de plan-
tas sanas de E. guineensis de 2,5 afos de edad, los
cuales fueron refrigerados y transportados al labo-
ratorio de fitopatologia de Cenipalma en el Campo
Experimental Palmar de La Vizcaina. En condicio-
nes de cdmara de flujo laminar, los tejidos externos
se eliminaron asépticamente para recoger foliolos
inmaduros de 15 cm de longitud. Posteriormente, se
colocaron individualmente en bandejas provistas de

papel toalla y tul previamente esterilizados. A conti-
nuacion, dichos tejidos fueron inoculados con 20 ul
de una suspension de zoosporas P. palmivora con una
concentraciéon de 20.000 ml zoosporas/mililitro. El
inéculo fue depositado cuidadosamente sobre el haz
de los foliolos sin causar herida alguna. En el caso de
los controles se aplicaron 20 pl de agua destilada es-
terilizada (Figura 1). En seguida, fueron mantenidos
en condiciones de laboratorio para la evaluacion de
los sintomas, mediante la medicion de la longitud de
la lesion. Adicionalmente, se utilizaron tejidos para
el seguimiento histologico del proceso de infeccion;
para esto se realizaron cortes transversales de 30 - 50
um (Sarria et al., 2015).
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condiciones de alta humedad.
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Figura 1. Inoculacion de foliolos inmaduros: a. Cogollo extraido de palma sana en
campo con 2,5 afos de edad; b.y c. Extraccion de foliolos inmaduros; d. Separacion

de foliolos; e. Disposicion de foliolos individuales en bandejas, provistas de papel toalla
y malla, previamente esterilizadas; f. Inoculacion con 20-pL de una suspension de
20.000 zoosporas de P. palmivora; g. Disposicion final en bolsas plasticas para favorecer
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Fuentes de in6culo y
diseminacion

Para la evaluacién de fuentes de inéculo de P. pal-
mivora en palma de aceite, se realizé un recorrido
por las tres zonas delimitadas por el ICA en el marco
del Convenio N° 387 de 2013: Area 1 o de explosién
epidémica de PC, area 2 o de intervencion de la PC
y area 3 o zona de avance (Figura 2). En cada area
se seleccionaron 10 plantaciones, para un total de
30 plantaciones ubicadas en los municipios de Ba-
rrancabermeja, Puerto Wilches y Sabana de Torres
(Santander). Estas plantaciones fueron muestreadas
mensualmente durante un periodo de nueve meses.

La toma de muestras consistié en colectar suelo
de la zona de mayor concentracion de raices de pal-
mas afectadas por la PC, tejidos afectados por la PC
en estados avanzados presentes en palmas afectadas
o en residuos depositados en el suelo y muestras de
fuentes de agua o sitios con encharcamiento dentro
de lotes con la enfermedad.

Teniendo en cuenta los antecedentes de la dificul-
tad para la obtencion del aislamiento in vitro de P.
palmivora de palma de aceite, se planted la evaluacion
de estructuras del patégeno presente en las muestras
tomadas en campo mediante el uso de trampeos con
tejido del cogollo y frutos de pera, susceptibles a ser
infectados por el microorganismo.

En el caso del suelo se tomaron muestras de tres
puntos del drea de mayor concentracioén de raices, las
cuales fueron homogenizadas para obtener aproxi-
madamente 300 gramos por muestra. En condiciones
de laboratorio, se utilizaron 30 g de suelo por mues-
tra. Para el trampeo, se usaron vasos plasticos de
nueve onzas desinfestados donde se colocé el suelo
y se verti6 agua destilada esterilizada llenando la mi-
tad del recipiente (100 ml aprox.). Posteriormente, se
colocaron los tejidos trampa en contacto con el agua.
En total, por cada submuestra de suelo, se realizaron
dos montajes de laboratorio que involucraron cuatro
trampas por montaje, para un total de 40 evaluacio-
nes por plantacion. Pasadas 48-72 horas, se realiza-
ron observaciones del tejido trampa con ayuda del

Figura 2. Zonas delimitadas por el ICA en el marco del Convenio N° 387 de 2013. El
area 1 o de explosion epidémica de PC, area 2 o de intervencion de la PCy area 3 0

zona de avance de la enfermedad.
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microscopio de luz para identificar las estructuras
tipicas de Phytophthora sp.

Las muestras de agua fueron colectadas en tubos
Falcom estériles de 50 cc, colectando dos submues-
tras por plantacion. En laboratorio, en condiciones
de camara de flujo laminar, se realizaron cuatro
montajes con trampas de cada submuestra, las cua-
les fueron evaluadas por duplicado, dando un total
de ocho observaciones por muestra. Estas trampas
consistieron en colocar dentro de un recipiente este-
rilizado el agua y algunos frutos de pera o tejidos de
cogollo previamente desinfestados con hipoclorito de
sodio al 3 %. Dichas trampas fueron evaluadas con el
fin de verificar el desarrollo de lesiones humedas y de
la esporulacion tipica del microorganismo. Una vez
observado el crecimiento del patégeno, se procedio
a realizar observaciones microscopicas, la identifica-
cion de estructuras y, en caso de ser posible, el aisla-
miento del mismo.

Las muestras de residuos de tejido afectado fue-
ron secadas en el laboratorio, mediante el uso de un
horno a 30 °C durante 2-3 dias. Las muestras deshi-
dratadas fueron trituradas y posteriormente analiza-
das, con la ayuda del microscopio de luz (Figura 3),
para evaluar y cuantificar la presencia de estructuras
en este tejido.

De igual manera, se evaluaron diferentes alter-
nativas para que los palmicultores pudieran actuar
frente a la presencia de estructuras de P. palmivora
que pueden jugar un papel importante en el estable-
cimiento y la diseminacién de la PC en sus planta-
ciones.

Blsqueda de alternativas bioldgicas

Para la busqueda de alternativas biologicas de P. pal-
mivora, se tomaron muestras de suelo de 4reas no in-

Figura 3. Toma y procesamiento de muestras para evaluacion de fuentes de inoculo: a.
Tejidos necrosados afectados por la PC, los cuales son secados y almacenados en tubos
hasta su correspondiente evaluacion al microscopio; b. Agua de sitios encharcados, usada
para trampeos con frutos de pera y tejidos de palma; c. Trampeo de muestras de suelo,
usando el agua como vehiculo y tejidos del cogollo de la palma de aceite como trampa.
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tervenidas de plantaciones de palma de aceite de la
Zona Central. Estas muestras fueron tomadas entre
10 y 15 centimetros de profundidad con un volumen
aproximado de 300 gramos cada una, descartando
la primera capa de materia organica. Luego, fueron
procesadas en laboratorio, colocando 100 gramos de
suelo homogenizado en un matraz de Erlenmeyer con
900 mililitros de agua destilada esterilizada que fue
ademas agitada. A partir de esta agua, se realizaron
diluciones seriadas hasta 10°, sembrando las tltimas
tres diluciones en medio de cultivo, papa dextrosa,
agar PDA, Agar agua AA y agar nutriente AN. Una
vez sembradas las diluciones en los medios de culti-
vo, se incubaron en condiciones de laboratorio hasta
la observacion del crecimiento de microorganismos
fungosos y bacterianos. Posteriormente, se realiza-
ron las réplicas necesarias hasta la obtencién en cul-
tivos puro.

Para la evaluacion de la actividad bioldgica de
los microorganismos obtenidos, se realizaron prue-
bas in vitro, midiendo la velocidad del crecimiento,
la capacidad de inhibicién, las interacciones mico-
parasiticas y las propiedades antibidticas contra el
aislamiento de P. palmivora CPPhZOC-01 agente
causante de la PC.

Resultados

Proceso de infeccion

Después de 48 horas de la inoculacion se observaron
los primeros sintomas en los foliolos inoculados, los
cuales presentaron lesiones acuosas, que 24 horas

Figura 4. Sintomas

en foliolos inmaduros
inoculados con Phytophthora
palmivora: a. Lesiones
acuosas 48 horas después

de la inoculacion (hdi); b.
Lesiones acuosas tornandose
de color marrén 72 hdi.

mas tarde mostraban coloracién marrén de creci-
miento irregular y con borde acuoso, similares a los
sintomas observados en los tejidos mas internos del
cogollo de palmas afectadas con la PC en el campo
(Figura 4). Estos sintomas no fueron observados en
los controles. La degradacion vy lisis del tejido causada
por el patégeno fue evidente, mostrando que P. pal-
mivora puede colonizar rdpidamente los foliolos ino-
culados. Este resultado fue corroborado por la pre-
sencia de estructuras del patégeno, tales como hifas,
esporangios y clamidosporas, en las lesiones.

El proceso de infeccion estuvo acompanado ini-
cialmente por el enquistamiento de las zoosporas
y, posteriormente, por la germinacién y la agrupa-
ciéon de las mismas en algunos sitios de los folio-
los. Después de media hora de la inoculacion de las
zoosporas de P. palmivora, el 37 % estaban enquis-
tadas y agrupadas en algunos sitios de los foliolos.
Media hora mas tarde, el porcentaje de zoosporas
germinadas fue superior al 80 %. En este momento
se observo que la gran mayoria habia germinado en
pequefios grupos (Figura 5a). Revisando en detalle
los sitios donde se ubicaron los grupos de zoosporas
germinadas, fue posible determinar que estas diri-
gieron sus tubos germinativos hacia el lugar donde
se ubicaban los tricomas (Figura 5b y c). En seccio-
nes transversales de tejido con 60 micras de espesor,
se observd que estos tubos germinativos efectiva-
mente estaban dirigiéndose hacia los tricomas una
hora después de la inoculacion; adicionalmente, se
observé como el tubo germinativo era capaz de pe-
netrar los tejidos de la palma por los espacios inter-
celulares donde estaba el tricoma; en otros casos es-
tos se adherian fuertemente a los tejidos del tricoma
(Figura 5d).
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Dos horas mas tarde, algunos de los tubos germi-
nativos habian iniciado el proceso de infeccion a tra-
vés de células epidérmicas sin mostrar cambios en su
grosor. Otros habian iniciado con un engrosamiento
de la hifa que en algunos casos parecia ser una es-
tructura similar a un apresorio, el cual podia estar
ubicado sobre el tricoma o en las paredes laterales
del mismo (Figura 6a); a través de este apresorio se
observo el desarrollo de un tubo de penetracion que
fue avanzando a medida que transcurrié el tiempo
(Sarria et al., 2015).

X1,500 10pm

Figura 5. Enquistamiento
y germinacién de
zoosporas de Phytophthora
palmivora inoculadas en
foliolos inmaduros de
palma de aceite 1 hdi: a.
zoosporas agrupadas en
sitios especificos; b., c. y
d. zoosporas germinadas y
agrupadas en los tricomas.

Entre tres y cuatro horas luego de la inoculacién
esta hifa micelial habia ingresado al tejido foliar abar-
cando gran parte del tricoma. De cuatro a seis horas
después de la inoculacidn, en los cortes transversales
del foliolo de 60 micras de espesor, se observd como
después de la penetracion la hifa avanzd, invadiendo
los espacios intercelulares y luego pasando al interior
de la célula. Continuando con su proceso de coloni-
zacion se movio inter e intracelularmente a través de
los tejidos hasta llegar a los haces vasculares (Figura

6b,cyd).

Figura 6. Penetracion y colonizaciéon de Phytophthora palmivora en foliolos inmaduros de palma
de aceite: a. Penetracion a través del tricoma; b. Colonizacion a través de espacios intercelulares;

c. y d. Colonizacién inter e intracelularmente.
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Luego de 12 horas desde de la inoculacién, la co-
lonizacién progresé tanto longitudinal como late-
ralmente, ramificandose en los tejidos del foliolo; 12
h mas tarde (24 hdi), la hifa habia colonizado gran
parte del tejido e iniciado un proceso de expansion a
la superficie del tejido, usando para esto los espacios
celulares, los estomas y las hifas cavidades estoma-
tales (Figura 7a). A partir de este crecimiento de la
hifa entre 36 a 48 horas después de la inoculacion, se
observo el desarrollo de clamidosporas y esporangios
(Figura 7b, ¢ y d). En presencia de alta humedad y
de agua estos esporangios liberaron nuevas zoospo-
ras que dieron origen a infecciones secundarias del
patdgeno, contribuyendo de esta manera con su dise-
minacién y el avance de la lesion (Sarria et al., 2015).

Fuentes de in6culo

Mediante los trampeos in situ en fuentes de agua, se
logré observar estructuras similares a las registradas
para el género Phytophthora, aunque se presentaron

X400 S0pm

dificultades que no permitieron continuar con las
evaluaciones. Sin embargo, la presencia de estructu-
ras en las trampas de frutas (Figura 8a, b y ¢) indica
que el desplazamiento del microorganismo causante
de la Pudricién del cogollo (PC) mediante el cauce de
fuentes hidricas como quebradas, cuyas partes altas
inundan plantaciones problema y durante su curso
el afluente, puede llegar a convertirse en un posible
diseminador del patégeno, iniciando infestaciones en
areas mas bajas.

Enlos trampeos de muestras de agua de sitios con
encharcamiento y de canales de drenaje de las plan-
taciones, se logré observar estructuras de Phytoph-
thora (Figura 8). Aunque la proporcion de muestras
positivas con esporangios y clamidosporas de los
muestreos realizadas en las tres zonas no superd el
30 % (Tabla 1), es importante tener en cuenta que la
preferencia de este oomicetos por el agua, los meca-
nismos de movilidad con los que cuenta P. palmivora
y los antecedentes de la dispersion de la enfermedad,
indican que el patégeno puede usar el agua como un
vehiculo para dispersarse.

r X400 .7

o AOKY

Figura 7. Colonizacién y emergencia de Phytophthora palmivora en foliolos inmaduros de
palma de aceite: a. Desarrollo de la hifa sobre la superficie del tejido 24 hdi; b. Emergencia de
la hifa a través de los espacios intercelulares; c. Emergencia de la hifa a través de los estomas;
d. Emergencia hifal y formacién de esporangios y clamidosporas entre 36 y 48 hdi.
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Figura 8. Esporangios observados en trampeos de muestras de agua
para evaluacion de fuentes de indculo de P. palmivora en palma de

aceite.

Tabla 1. Proporcion de estructuras de Phytophthora observadas en trampeos de muestras de agua.

o, o, %
. ~ % %
Tipo de muestra Area . . Estructuras similares
Clamidosporas Esporangios
a Oosporas

Agua 1 15 25 10
Agua 2 20 20 5
Agua 3 25 10 20

Lo anterior puede sustentarse teniendo en cuenta
que las zoosporas de Phytophthora son producidas y
liberadas unicamente en presencia de agua, y que es-
tas son capaces de desplazarse por medio de sus fla-
gelos aumentando el rango de dispersion y la capaci-
dad de localizar nuevos hospederos. De esta manera,
las zoosporas son consideradas como las principales
estructuras encargadas de la dispersion del patégeno
dentro de las especies de oomicetos (Ochaiai et al.,
2011).

Teniendo en cuenta la presencia de estructuras de
Phytophthora en el aguay con el fin de brindar una
alternativa viable para el tratamiento de agua de rie-
go en viveros, se realizaron evaluaciones in vitro de
la germinacion de zoosporas de P. palmivora en agua
tratada. Para esto se usaron hipoclorito de sodio e
hipoclorito de calcio, de los cuales se usan dosis 1-5
mg/L para consumo humano. Para el caso del ensayo
se evaluaron dosis de 1, 2, 3, 4, 5, 7,10 mg/L, mientras

Pudricion del cogollo: avances, retos y oportunidades en el manejo integrado de esta enfermedad « Sarria, G. et al.

que para el tratamiento control se us6 agua destilada
esterilizada.

Se pudo observar que el tratamiento del agua con
hipoclorito de calcio mostré reduccién en el porcen-
taje de germinacion de zoosporas de P. palmivora en
todas las dosis evaluadas, comparadas con el testigo
(Figura 9). En el caso del hipoclorito de sodio solo se
observo reduccion en la germinacién de zoosporas
de P. palmivora con las dosis de 3, 4, 5, 7 y 10 mg/L.
Con estos resultados in vitro se tiene una alternativa
viable que seguira siendo evaluada en condiciones de
campo (Figura 10).

Adicionalmente, fue posible encontrar estruc-
turas de P. palmivora en muestras de suelo (Figura
11). De igual manera, se encontraron esporangios de
otra especie de Phytophthora sp. De las dos especies
se logro obtener el aislamiento puro en condiciones
in vitro. Estos resultados confirman los registros en
la literatura que indican que P. palmivora es un habi-
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Figura 9. Porcentaje de germinacion de zoosporas de Phytophthora
palmivora en agua tratada con hipoclorito de sodio e hipoclorito de
calcio.

Figura 10. Germinacion de zoosporas en
agua tratada con hipoclorito de calcio
2uL/L (HDC 2) e hipoclorito de sodio

7uL/L (HDS 7).

Figura 11. Estructuras de Phytophthora observadas desarrollandose en foliolos trampa de

muestras de suelo: a. Esporangio; b. Clamidosporas; c. Esporangios y clamidosporas.

®HS51
wHS2
wHS3
= HS4
®HSS
mHS7
uHS10
s HC1
=HC2
®BHC3
RHC4
®HCS
= HC7
®HCI0
® Testigo

Revista Palmas. Bogota (Colombia) vol. 37 (4) 91-107, octubre-diciembre 2016




tante natural del suelo capaz de sobrevivir y moverse
a través de espacios porosos.

Las estructuras de Phytophthora observadas en las
areas de muestreo de suelo fueron clamidosporas y
esporangios; ademas de unas estructuras redondas
con tres paredes similares a oosporas. Sin embargo,
los estudios para la obtencion del patdgeno a partir de
estas estructuras continuaran. Como era de esperar-
se, en las tres zonas se logro encontrar el patégeno en
el suelo, su habitat natural. Sin embargo, la presencia
de estructuras de Phytophthora fue mayor en el 4rea
1, donde no se realizé intervencion en las palmas en-
fermas, mientras que en el drea 2 fue menor debido
a que se realizé la eliminacion de palmas en estados
avanzados, asi como la remocién y el tratamiento de
tejidos afectados (Tabla 2).

A pesar de que el area 3 también presenta estruc-
turas del patégeno, los porcentajes son muy bajos,
lo cual, muy probablemente, indica que el manejo
oportuno de la enfermedad y la correcta elimina-
cién de residuos contribuye a disminuir la presencia
del patogeno en el suelo y, por ende, de la fuente de
indculo.

La agresividad que caracteriza a Phytophthora
estd asociada con la habilidad que tiene de producir

estructuras reproductivas como zoosporas y espo-
rangios para su sobrevivencia a corto plazo y su dise-
minacion; sus oosporas y clamidosporas le permiten
sobrevivencia a largo plazo. Ademas, los esporangios
pueden ser transportados por el viento y tienen la
capacidad de albergar entre cuatro y 32 zoosporas
en condiciones de humedad, las cuales pueden tam-
bién causar multiples infecciones (Drenth & Sendall,
2001; Drenth & Goodwin, 1999).

En la verificacion de estructuras en residuos de
tejidos afectados por la PC, fue posible encontrar es-
tructuras de resistencia como clamidosporas, lo cual
es algo que se esperaba debido a la capacidad que
tienen los oomycetos para sobrevivir en condiciones
adversas.

De las muestras de tejido el hallazgo importante
radica en la presencia de los esporangios, teniendo
en cuenta que este tipo de estructuras no sobreviven
en condiciones adversas (Figura 12 y Tabla 3) Adicio-
nalmente, se logré verificar su patogenicidad en teji-
dos sanos de palma de aceite y obtener aislamientos
puros de P. palmivora a partir de estos esporangios
(Figura 13).

Se encontraron las otras estructuras de forma re-
donda con tres capas, similares a oosporas de Phytoph-

Tabla 2. Estructuras de Phytophthora observadas en trampeos de muestras de suelo.

N % % %
Tipo de muestra Area . . Estructuras similares
Clamidosporas Esporangios
a Oosporas
Suelo 43 48 8
Suelo 20 1
Suelo 9 1

Figura 12. Estructuras observadas en residuos de tejidos afectados por la PC, para
evaluacion de fuentes de inodculo de P. palmivora en palma de aceite: a. Estructuras con
tres paredes similares a Oosporas; b. y c. Esporangios de P. palmivora.
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Tabla 3. Estructuras de Phytophthora observadas en residuos de tejidos afectados por la PC.

. Promedio de . Promedio de estructuras
Tipo de ‘ . Promedio de ..
et Area Clamidosporas/100g ESporinains/a00gIMs similares a Oosporas/100g
materias seca (MS) porang 9 MS
Tejido 1 43 48 8
Tejido 2 20 9 1
Tejido 3 9 9 1

Figura 13. Patogenicidad de esporangios de P. palmivora procedentes de residuos de
tejido necrosado e inoculados en tejidos sanos del cogollo de palma de aceite: a. y b.
Desarrollo de esporangios sobre el tejido inoculado; c. Desarrollo de lesiones en tejidos
sanos de palma de aceite; d. Esporangios de P. palmivora obtenidos en reaislamiento.

thora, las cuales se usaran para realizar aislamientos
con el fin de verificar si a partir de ellas se puede obte-
ner el microorganismo.

El aspecto relevante de las observaciones es que
estas permiten confirmar la sobrevivencia del pato-
geno en tejidos afectados, atn en condiciones adver-

sas. Lo anterior, constituye una herramienta mas en
el conocimiento de la Pudricién del cogollo, con lo
cual se pone de manifiesto la necesidad de realizar la
eliminacion correcta de los residuos de tejidos enfer-
mos y/o residuos de cirugias, para asi inactivar estas
estructuras, disminuir su capacidad infectiva y, por
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consiguiente, disminuir estructuras del patégeno que
ayudan al establecimiento y dispersion de la enferme-
dad, es decir, la reduccion de fuentes de indculo.

Las clamidosporas y las posibles oosporas ob-
servadas en los tejidos necrosados afectados por la
PC, son estructuras del patégeno que se esperaba
encontrar durante los estudios, teniendo en cuenta
que algunas especies pueden producir clamidospo-
ras (asexual) a partir del micelio, como en el caso de
P. palmivora, y oosporas durante la reproduccion
sexual.

La presencia de estructuras de Phytophthora fue
mayor en el drea 1 en comparacion con el drea de in-
tervencion o area 2 y en el area 3 o zona de avance.
Aunque estos datos concuerdan con lo esperado,
por no tener manejo en el area 1 la cantidad de espo-
rangios encontrados es muy alta; muestra de la capa-
cidad que tiene Phytophthora de sobrevivir en estos
tejidos convirtiéndose en una fuente potencial de la
enfermedad.

Teniendo en cuenta la presencia de estructuras de
P. palmivora en residuos de tejido afectado, se realiz6
una evaluacion en un lote en la zona de Puerto Wil-
ches que fue encendido por accidente, comparado
con un lote de la misma zona con antecedentes de PC
y que no ha sido intervenido. Para esto, se tomaron
muestras de suelo en 10 puntos al azar en cada uno
de los lotes y se llevaron al laboratorio, en donde fue-
ron procesadas individualmente mediante trampeos
para P. palmivora. Como resultado de esta evalua-
cion, en el lote donde no se habia realizado interven-
cioén alguna, y atin asi existian palmas afectadas por
la PC, se encontro el patégeno en los 10 puntos ana-
lizados, e incluso palmas espontaneas con sintomas
de PC que presentaron esporangios de P. palmivora
en tejidos afectados. En contraste, las muestras de
suelo tomadas del sitio que habia sido quemado ac-
cidentalmente no presentaban estructuras del pato-
geno. No obstante, es importante mencionar que tres
meses mas tarde se realizé un segundo muestreo en
los lotes quemados, encontrando que en las palmas
en pie que habian rebrotado se evidenciaban estruc-
turas P. palmivora en los tejidos nuevos del cogollo,
mostrando asi que ocasionar incendios sobre el suelo
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o en palmas en pie no es una opcion viable para el
control de la PC.

Por otra parte, en evaluaciones realizadas a resi-
duos de tejidos afectados por la PC, producto de la
remocion de tejidos de las cirugias, que habian sido
sacados del lote en bolsas bien cerradas para ser car-
bonizados, no se encontraron estructuras de P. pal-
mivora en el producto final.

Busqueda de alternativas biologicas

En laboratorio se evalu6 el potencial biocontrolador
de seis aislamientos nativos de Trichoderma spp.
Adicionalmente, fueron incluidos dos aislamientos
donados por la profesora Liliana Hoyos de la Uni-
versidad Nacional de Colombia - Sede Medellin -y
tres aislamientos comerciales. Los resultados indi-
can que los aislamientos de Trichoderma tienen la
capacidad in vitro de inhibir el desarrollo de P. pal-
mivora en un 95 % por el efecto de metabolitos no
volatiles (Figura 14).

Asi mismo, a nivel in vitro se observo que algu-
nos de los aislamientos de Trichoderma evaluados
presentaban buena actividad micoparasitica sobre
P. palmivora, agente causante de la Pudricion del
cogollo, invadiendo internamente los esporangios y
ocasionando enrollamiento y estrangulamiento de la
hifa de P. palmivora (Figura 15).

A pesar de que estos estudios a nivel in vitro aun
contindan, una de las cepas nativas obtenidas de la
Plantacion Pravia S.A., estd siendo evaluada en con-
diciones de campo, logrando hasta la fecha una re-
duccién en la presencia de estructuras en el suelo;
lo cual se evidencia con la presencia de esporangios,
clamidosporas y estructuras similares a oosporas,
encontradas en el primer muestreo antes de la apli-
cacion del biocontrol, comparadas con el muestreo
realizado al tercero y quinto mes después de la apli-
cacién. Sin embargo, resulta interesante que en re-
siduos de tejidos enfermos que fueron eliminados
y flameados inicialmente, cinco meses después en
evaluaciones de laboratorio ain es posible encontrar
estructuras del patégeno (Tabla 4 y Figura 16).
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Figura 14. Actividad antagdnica (Metabolitos no volatiles) de Trichoderma spp.
frente a P. palmivora.

Figura 15. Actividad micoparasitica de aislamientos de Trichoderma sp. sobre
P. palmivora, agente causante de la Pudricion del cogollo.
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Tabla 4. Presencia de estructuras de Phytophthora en muestreos de suelo en la plantacion Pravia S.A.

Muestreo Punto Esporangios Clamidosporas Estru:t(;l‘::;\:::r:silares
1 1 + _ }
1 2 + - }
1 3 + + -
1 4 + + -
1 5 - . ]
1 6 + - -
1 7 + - -
1 8 - . ]
1 9 - N i
1 10 + - -
3 1 + - +
3 2 - - -
3 3 + + 4
3 4 + - ;
3 5 + + +
3 6 - - -
3 7 + - +
3 8 - - -
3 9 - - +
3 10 - - -
5 1 + + _
5 2 - - -
5 3 + - -
5 4 + _ _
5 5 + + -
5 6 - - -
5 7 - - -
5 8 - - -
5 9 - - -
5 10 - - -
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Figura 16. Estructuras de P. palmivora observadas en residuos de cosecha — seis meses después de la
eliminacion. a. y b. Esporangios; ¢y d. Clamidosporas y posibles oosporas, (estructuras con tres paredes).
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