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RESUMEN

TITULO: Caracterizacién de la respuesta de Elaeis guineensis Jacq a Phytophthora palmivora por
métodos microscopicos y bioquimicos .

AUTOR: Gilberto Pico Ortiz”

PALABRAS CLAVES: Elaeis guineensis, Pudricion de Cogollo, Phytophthora palmivora, Infeccién,
Microscopia, Pruebas Histoldgicas, Pruebas Bioquimicas.

DESCRIPCION

La palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq) es el cultivo oleaginoso mas productivo por hectarea
del mundo. Colombia es el cuarto productor mundial de aceite de palma. Para la Zona Central
palmera el principal reto es la enfermedad pudricién de cogollo (PC), la cual devasté la mayoria de
los cultivos en Puerto Wilches (Santander). Una opcion de manejo es la remocion del tejido
infectado, método costoso o el cultivo del hibrido OxG, con la consecuente reduccién en la tasa de
extraccion de aceite. Por lo anterior, las investigaciones se dirigen a evaluar la resistencia de la
palma de aceite al microorganismo iniciador del complejo PC, el oomiceto Phytophthora palmivora.
Con el objetivo de caracterizar la respuesta de E. guineensis Jacq al proceso de infeccién de P.
palmivora, se utilizaron clones in vitro. Se evaluaron dos grupos clonales u Ortets y se hizo
seguimiento microscépico durante 6 tiempos de infeccién, mediante tincién con azul de tripano. Se
les hizo seguimiento histoquimico para detectar especies reactivas de oxigeno por medio de la
tinciébn DAB y NBT. Para detectar la respuesta bioquimica de los clones, se cuantifico la actividad
enzimatica de la catalasa (CAT), peroxidas (POD), y fenilamonio-liasa (PAL). Se detectaron
diferencias en el desarrollo de la infecciéon en el Ortet resistente (34) frente al Ortet susceptible
(57), ya que las diferentes estructuras de ataque se desarrollan a tiempos diferentes. Ademas en
las pruebas histoquimicas se detecté mayor reaccién en las dos pruebas evaluadas en el Ortet
resistente (34). En las pruebas bioguimicas se detectd una actividad enzimética variable entre los
dos Ortets evaluados. Los hallazgos en este estudio indican que el Ortet 34 exhibe algin grado de
resistencia al ataque de P. palmivora.

:*Trabajo de Grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Directora: Carmenza Montoya Jaramillo.
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ABSTRACT

TITLE: Characterization of the response of Elaeis guineensis Jacq to Phytophthora palmivora by
microscopic and biochemical methods .

AUTOR: Gilberto Pico Ortiz"

Key words: Elaeis guineensis, Bud Rot, Phytophthora palmivora, Infection, Microscopy,
Histochemical tests, Biochemical tests.

DESCRIPTION:

The oil palm (Elaeis guineensis jacq) is the most productive oleaginous crop by hectare in the
world. Colombia is the fourth oil palm world producer. In the Central palm Zone, the most important
challenge is the bud rod disease, which had devastate the majority of crops in Puerto Wilches
(Santander). One option is to remove the infected tissue, expensive method, or cultivation OxG
hybrid with a consequent reduction in the rate of oil extraction. Therefore, investigations are
directed to evaluate the resistance of oil palm to the initiator microorganism of bud rot complex, the
oomycete Phytophthora palmivora. With the objective of characterize the response of E. guineensis
to the process of infection by P. palmivora, in vitro clones were used. Two clonal groups or Ortet
were evaluated. The microscopical following was made for 6 infection times, using tripane blue
staining. A histochemical follow up was made to detect oxygen reactive species, using the staining
methods of DAB and NBT. To detect the biochemical response of the clones, the enzymatic activity
of the catalasa (CAT), peroxidases (POD) and Phenylamonie-liase (PAL) were measured.
Differences were detected in the infection development in resistent Ortet 34 in comparation with the
susceptible Ortet 57, because of differential development time of the attack structures. Also, in the
histochemical test was detected a greater reaction in the two test made in the resistant Ortet 34. In
the biochemical test, was detected a variable enzymatic activity between the two Ortets tested. The
findings in this study indicate that Ortet 34 exhibits some degree of resistance to attack by P.
palmivora.

:*Work degree
Faculty of Sciences, School of Biology, Director: Carmenza Montoya Jaramillo
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INTRODUCCION

La industria de la palmicultura colombiana se sustenta en la siembra de la especie
Elaeis guineensis Jacq, la cual esta siendo afectada de manera importante por la
pudricion de cogollo (PC). La pudricion del cogollo es una devastadora
enfermedad que afecta a la palma de aceite ya que empieza con una pudricién de
la hoja flecha y lleva a la muerte de la palma si alcanza los tejidos meristeméaticos
(de Franqueville 2003). Segun una descripcibn mas detallada, presentada por
Martinez (2009) los sintomas iniciales se aprecian en la hoja flecha y el proceso
de pudricion tiene lugar en los tejidos inmaduros en proceso de crecimiento en la
zona del cogollo de la palma enferma. En palmas adultas afectadas, se observan
todas las hojas nuevas completamente secas y los cortes longitudinales revelan el
cogollo con una pudricidon de color rojizo y olor desagradable. En la fase terminal
se evidencia el ataque al meristemo y la muerte del mismo, conllevando a la

pérdida definitiva de la planta (Martinez et al. 2013).

Se sabe que en la zona de Tumaco donde la PC se conoce desde la década de
los 70, la enfermedad se mantuvo por mas de 30 afios con una incidencia por
debajo del 1%, con un manejo agronémico enfocado en la erradicacién temprana
de palmas afectadas, mas aplicaciones de fungicidas e insecticidas (de
Franqueville 2003). Pero entre el 2005 y 2006 la PC adquiere caracteristicas

epidémicas en la zona (Sarria et al. 2008a).

Como la enfermedad en campo se caracteriza por ser un complejo de
microorganismos que en su totalidad ocasionan la Pudricion del Cogollo (PC)
(Sarria et al. 2008a), durante veinte afios se realizaron diferentes esfuerzos para
identificar los patdgenos asociados a esta enfermedad. Las investigaciones

desarrolladas condujeron a la identificacion de una serie de patdgenos que
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generaban algun dafio en las flechas de palma, entre estos cabe mencionar
Thielaviopisis ssp , Paradoxa ssp, y Fusarium solani (Martinez 2009). Se creyo
que el dafo inicial se daba por un ataque en conjunto de dichos microorganismos,
ya que todos estos se lograron aislar de una herida en flechas de Elaeis (Sarria et
al. 2008a). Posteriormente la atencidn se dirigié hacia Thielaviopsis ssp; pero en el
2008 luego de dirigir una serie de investigaciones, Cenipalma logré identificar a
Phytophthora palmivora como el agente iniciador de la enfermedad de la pudricion
del cogollo (Sarria et al. 2008b).

Aspectos tales como la dispersion de P. palmivora , etapas de infeccién y los
factores que propician el ataque hacia la hoja flecha de la palma han sido blanco
de estudio (Martinez et al. 2013). Simultaneamente, se vienen realizando
investigaciones acerca de la biologia del patégeno, ya que poco se conoce sobre
el ciclo de vida de dicho organismo en la palma de aceite (Martinez et al. 2010).

El estudio de la enfermedad ha avanzado mucho en cuanto a la descripcion
macroscopica consignada en una escala de severidad. En el 2008 se presenta por
primera vez una escala del avance de la infeccién en la hoja flecha, con el
propdsito de implementar estrategias de diagndstico temprano para el adecuado
manejo y control de la enfermedad en plantaciones (Martinez 2008). Sin embargo
la observacion microscopica no se ha descrito en detalle. ElI entendimiento del
avance del patégeno es uno de los campos importantes para dilucidar el desarrollo
de la enfermedad y asi explicar el como de los mecanismos de resistencia en

palmas tolerantes.

Por las anteriores razones, es necesario entender como P. palmivora se asocia a
su hospedero y la caracterizacion de la respuesta en diferentes materiales a la
invasién. Cabe preguntarse ¢Cudles son las principales caracteristicas en el

proceso de infeccion causado por P. palmivora en E. guineensis?
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la respuesta de Elaeis guineensis Jacq utilizando clones in vitro al

proceso de infeccion de Phytophthora palmivora, por métodos microscopicos y

bioguimicos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer los aislamientos de P. palmivora en las condiciones de
patogenicidad adecuadas para el desarrollo del proceso de infeccion.
Desarrollar un protocolo de inoculacién e infeccion de P. palmivora en clones in
vitro de E. guineensis.

Determinar cuéles son las mejores técnicas histologicas para el seguimiento en
laboratorio de la lesion causada por P. palmivora en hojas de E. guineensis.
Describir las etapas del proceso de infeccion causado por P. palmivora en E.
guineensis a nivel morfologico.

Evaluar mediante pruebas bioquimicas la respuesta de E. guineensis frente al

proceso de infeccion de P. palmivora.

1.3. HIPOTESIS Y PREDICCIONES.

Existen diferencias en el procesos de infeccion causado por P. palmivora, en los

diferentes de clones in vitro de E. guineensis y es posible describir el avance de la

enfermedad mediante técnicas de microscopia convencional.
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Es posible describir la respuesta a la infeccion de P. palmivora mediante pruebas

histoquimicas y bioquimicas.
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2. MARCO TEORICO

2.1. DESCRIPCION DE LA PALMA DE ACEITE

La palma de aceite (Elaeis guineensisJacq) se origind en las tierras altas de los
montes Fouta Yallon (RepuUblica de Guinea, Africa Occidental). Su distribucion
natural se presenta dentro de la llamada franja de la palma que ocupa los paises
de Sierra Leona, Liberia, Costa de Marfil, Ghana, Togo, Benin, Nigeria, Camerun,
Republica Democratica del Congo y en zonas difusas de Africa Ecuatorial (Corley
& Tinker, 2003). Pero la zona de origen y diversidad de E.guineensis se concentra
en las selvas tropicales de Nigeria, Cameran, Congo y Angola (ver Figura 1)
(Cochard et al., 2009) El rango altitudinal de E. guineensisse presenta entre los
100 y 1000 m.s.n.m. (Corley & Tinker, 2003).

La palma de aceite pertenece al reino Plantae, division Magnoliophita, clase
Liliopsida, orden Arecales, familia Arecaceae, a la cual se le reconocen alrededor
de 190 géneros y 2364 especies (Govaerts & Dransfield, 2005). La familia se
presenta dividida en 5 subfamilias: Calamoidae, Nipoideae, Coriophoidae,
Ceroxyloideae y Arecoidae. (Dransfield et al.,, 2008); dentro de la ultima se
encuentra la tribu Cocoseae y la subtribu Elaeidinae dentro de la cual esta el
género Elaeis. Compuesto por las especies Elaeis guineensis Jacq (palma
africana) y Elaeis oleifera (Kunt) Cortes (palma americana). El género Elaeis, junto
con la especie E.guineensis fue descrito por Jacquim en 1763. Posteriormente se

le adjuto la especie E.oleifera al género (Corley y Tinker, 2003).

Es una planta perenne, monocotiledonea y de tronco (estipite) alto. Es monoica,

con dos tipos de inflorescencia, la masculina y la femenina. Posee espinas cortas
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en el peciolo y en el racimo frutal. El futo es de forma ovoide y mesocarpio
carnoso; de este se extrae el aceite (Corley y Tinker, 2003).

Figura 1. Distribucion natural de las poblaciones naturales de E. guineensis
y E. oleifera.

DISTRIBUCION NATURAL

Elaeis guineensis Jacq. Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortés

La palma de aceite (E. guineensis) crece en un mismo eje y punto de crecimiento
que es el meristemo y este es uno solo; se ubica en la parte mas interna de la
zona llamada cogollo (Adam et al., 2005). El cogollo se forma por el agrupamiento
de las hojas més jovenes, también llamadas negativas; dichas hojas son en su
mayoria incoloras, de textura suave y muy compactas (Romero, et al., 2012). Para
lograr observar la zona meristematica verdadera se debe retirar las hojas
negativas y se llega a una zona en forma de rosa con color blanco (Adam et al.,
2005).

La hoja madura de palma es pinnada y con un peciolo fibroso, a lo largo del cual

crecen los foliolos o pinnas (Corley y Tinker, 2003). El peciolo se presenta dividido

en dos partes, las cuales son el raquis el cual porta los foliolos y el peciolo, que es
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mas corto que el raquis y presenta solo espinas (Romero et al., 2012). El color del
peciolo es variable, va desde el verde oscuro, verde amarillento, también amarillo
ocre y con una franja oscura en el centro, que recorre todo el raquis. El raquis
puede medir de 6 a 8 metros y presenta formas longitudinales que pueden ser lisa,

prismada o semiprismada (Corley y Tinker, 2003).

El tallo no es lefioso, es fibroso, vascularizado, y se le conoce como estipite
(Adam et al., 2005). Se puede apreciar un verdadero estipite, alrededor de los
cuatro a cinco afos de edad y puede alcanzar los 12 a 15 metros, al final de la
etapa productiva de la planta (Figura 2) (Corley y Tinker, 2003).

Figura 2. Palma africana E. guineensis. Aparece con racimo, fruto e

inflorescencias masculinas y femeninas.
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Los drganos florales en E. guineensis se presentan en inflorescencias femeninas y
masculinas (Figura 3). Las inflorescencias femeninas presentan 3 pétalos e igual
namero de sépalos; todo esto en una gran estructura donde se empaquetan todas
las flores femeninas. El conjunto anterior se rodea de una gran bractea que lo
protege hasta la madurez sexual. Las flores se abren para esperar el polen y ser
fecundadas; en este tiempo han perdido la bractea (Corley y Tinker, 2003).

Figura 3. (A) Inflorescencia masculina. (B) Inflorescencia femenina de la

palma de aceite.

La semilla de palma es una nuez recubierta de un mesocarpio aceitoso y suave; la
nuez estd formada de un endocarpio duro o cuesco, y de una a tres almendras
(Corley y Tinker, 2003). Segun el grosor del cuesco hay tres tipos de frutos asi:
dura, tenera, y pisifera. El fruto tipo Dura, posee un cuesco bastante grueso, de 2
a 8 mm de espesor y el contenido de aceite es de 35 a 55% del fruto. El fruto tipo
pisifera posee un cuesco muy reducido o en la mayoria de casos no presenta
cuesco. El fruto tipo tenera se obtiene del cruce de palmas tipo dura con palmas
de tipo pisifera; el fruto tipo tenera es un fruto de cuesco relativamente delgado de
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0,5 a 4 mm de espesor, almendras grandes y buena produccién de aceite de 60 a
96% en el mesocarpio (Figura 4) (Beirnaert & Vanderweyen, 1941; Bernal, 2001).

Figura 4. Morfologia del fruto de palma. Clasificados segun el grosor de
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2.2. ORIGEN Y GENERALIDADES DE LA INDUSTRIA DE LA PALMA DE
ACEITE.

La llegada de la palma de aceite a América Latina se da con objetivos meramente
ornamentales. Las primeras palmas llegaron procedentes del Jardin Botanico de
Bogor en Malasia. Pero el potencial como fuente de grasa vegetal se observo a
partir del uso dado al aceite de los frutos de palma por las comunidades esclavas
africanas traidas al Brasil. Los esclavos africanos conocian como “Azeite de
dende” al aceite de palma. Dicho aceite es aun usado con fines culinarios dentro

de las comunidades afrodescendientes brasileras (Corley y Tinker, 2003).
Alrededor de 1562 el aceite de palma se comercializaba en Africa Central como

alimento para esclavos. Todo esto siguié asi hasta 1804, cuando algunos

comerciantes portugueses llevaron a Inglaterra el aceite de palma. Dichos

24



comerciantes ilustrados por las comunidades esclavas brasileras le vieron el
potencial al aceite naturalmente rojo de la palma y redujeron la coloracion y lo
fraccionaron para el uso en jabones, velas, margarinas y lubricantes de

maquinaria (Corley y Tinker, 2003).

Para 1860 el aceite de palma ya hacia presencia en ambitos tanto alimenticios
como industriales de la sociedad europea. El primer y principal producto donde se
usaba el aceite de palma era el jabdn; seguido de la lubricacion industrial
principalmente en el transporte ferroviario. Toda esta actividad industrial produjo
un incremento en la demanda del aceite de palma y a su vez incentivo el comercio
y ya en 1911 ingresaron al mercado europeo 232.000 toneladas de aceite (Corley
y Tinker, 2003).

En Colombia la palma de aceite en el siglo XIX, solo se utilizaba con fines
ornamentales. No fue sino con los cultivos de la United Fruit Company, en el
Uraba a finales de los afos 60’s del siglo XX que se inicia el cultivo con fines

comerciales (Guerra, 1987).

Los aceites vegetales se han ganado un lugar en el comercio y la industria,
especialmente la palma de aceite, debido a la variedad de productos obtenidos de
su fruto (Arondel et al.,, 2012; Corley & Tinker, 2003). Tal es la versatilidad del
aceite de palma, que se obtienen desde jabones, lubricantes industriales,
desengrasantes, combustibles tanto sdélidos como liquidos, biocombustibles
(biodiesel) y hoy en dia el aceite de palma ocupa el 60% del volumen comerciado
de aceites vegetales en el mundo (Basiron, 2007). En la alimentacion hace parte
de una gran variedad de productos y se generan en forma de margarinas,
manteca y especialmente aceite para frituras (Basiron, 1999). Ademas esta
presente en la industria cosmética, en la farmacéutica y en la medicina alternativa
(Gupta, 2012).
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El cultivo de oleaginosas en el mundo ha crecido vertiginosamente. Uno de los
cultivos oleaginosos que méas ha crecido es la palma de aceite. Todo esto dado
gue es la oleaginosa mas productiva por hectarea al afio en promedio (4.1 t de
aceite por hectarea al afio). También los mayores rendimientos en aceite refinado
peso a peso y por hectarea (48% del peso cosechado). De acuerdo con el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), la produccién total de
aceite en el 2014 fue de 175,65 millones de tm (toneladas métricas) con el aceite
de palma en primer lugar (62,44 millones de tm) seguido del aceite de soya (47,37

millones de tm) y el aceite de brasicas oleaginosas (colza) ( 26,98 millones de tm)*

0-

En Colombia, el cultivo de palma de aceite se ha incrementado a partir de los afios
60; esto debido a la alta rentabilidad del cultivo y su adaptacién al medio tropical

colombiano.

Debido a la rapida expansion en el paisaje agrario colombiano de dicho cultivo, y
los retos que ha afrontado para su avance fue necesario agremiar a los
cultivadores dentro de la Federacion de Nacional de Cultivadores de Palma de
Aceite (FEDEPALMA http://web.fedepalma.org/). Y a su vez para afrontar los retos
productivos y administrar la investigacion interna de la palma de aceite se fundé la

Corporacién Centro de Investigacion en Palma de Aceite (CENIPALMA)?.

En el territorio nacional se diferencian cuatro (4) zonas palmeras. Dichas zonas
tienen caracteristicas climaticas y de suelos bien diferenciadas y son la Zona

Norte, Central, Suroccidental y Oriental (Figura 5).

' UNITED STATE DEPARTMENT OF AGRICULTURE Oil crops yearbook [en linea] disponible en:
http://www.ers.usda.gov/data-products/oil-crops-yearbook.aspx#.U55laflI5SMzc
2 Cenipalma [en linea] disponible en: http://www.cenipalma.org/
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Figura 5. Zonas palmeras de Colombia.
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2.3. PROBLEMATICA FITOSANITARIA

El cultivo de palma de aceite en Colombia, presenta actualmente varias
problematicas fitosanitarias. Dentro de las principales enfermedades cabe
destacar la Pudricibn de Cogollo (PC), la Marchitez Letal (ML), la Marchitez
Sorpresiva (MS); las cuales tienen como particularidad que sin tratamiento,

eliminan la palma enferma en poco tiempo (Martinez, 2010).
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La marchitez letal (ML) se caracteriza por la pérdida de brillo en el fruto, pudricion
de los racimos y las raices, seguidos de una decoloracion bronce y severa
deshidratacion de los foliolos que inicia en el apice de las hojas mas maduras y
avanzan hacia las hojas mas tiernas y cubren toda la palma (Martinez, 2010). Se
sabe que el vector de la enfermedad es el Cixiido Haplaxius (ant. Mindus) crudus
(Arango, et al. 2011); no se sabe con certeza que organismo es el transmitido por
el vector (Martinez, 2010; Martinez et al., 2013). Esta enfermedad ha reportado
perdidas de individuos en cultivos de la Zona Oriental palmera, en los ultimos 7

anos.

La marchitez sorpresiva (MS) se observd en plantaciones de Surinam
posteriormente se han reportado en Ecuador y Colombia (Martinez, 2010). La
sintomatologia es muy parecida a la de la marchitez letal. Pero se descarta la
anterior, cuando se aislan protozoarios flagelados de los tejidos en palmas
enfermas, sobre todo en raices (Martinez, 2010; Martinez et al., 2013). Se conoce
como agente causal de la enfermedad el protozoario Phytomonas staheli; los
cuales no se encuentran uniformemente sino principalmente en las raices
(Martinez, 2010). No se han reportado casos de palmas recuperadas luego de
detectarse la enfermedad. Hasta ahora no se cuenta con reportes del total de

dafios causados por dicha enfermedad en Colombia.

Entre otras plagas importantes que afectan el cultivo de palma se encuentran el
picudo de la palma Rhincophorus palmarum, los barrenadores del tallo Strategus
ssp, el barrenador de las raices Sagalassa valida, y diferentes lepidopteros
defoliadores, ademas de algunos géneros de raspadores de fruto (Sanchez,
1990). Otras enfermedades que frecuentemente atacan la palma son de origen
viral y se han reportado en mayor proporcion en las plantulas de vivero de origen
hibrido. Dichas enfermedades son el anillo clorético y la mancha anular (Rojas et
al., 2010).
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2.3.1. La pudricién de cogollo (PC) Dentro de la problematica fitosanitaria, la
principal enfermedad en Colombia es la pudricion de cogollo (PC), ya que ha
generado enormes pérdidas para el sector palmero colombiano (Corredor et al.
2008). Se sabe que la PC afecto ampliamente la region del Uraba, en los afios 60;
donde devast6 alrededor de 2800 hectareas de cultivo. Lo anterior concretamente

en el municipio de Turbo (Antioquia).

La devastacion ocurrié en menos de 5 afios y saco a la region noroccidental del
mapa palmero colombiano (Franqueville, 2001). El registro de influencia de la
enfermedad en la zona de Tumaco (Narifio) entre el 2007 y el 2008, muestra que
pasé del 8.3% al 58% del area evaluada con presencia de la enfermedad;
(Corredor et al., 2008).

La problematica de la pudricion de cogollo (PC) se ha abordado de diversas
formas; una de estas y quizas la mas drastica es la erradicacion de las palmas
afectadas pero la opcion planteada significa desaparecer hectareas completas de
cultivo (Sarria, Torres, Aya, Ariza, Rodriguez, et al., 2008). El caso anteriormente
expuesto se presentd en la zona occidental (Tumaco, Narifio) donde se vieron
afectadas 36.934 hectareas (Corredor et al., 2008).

Se sabe que al 2015, la PC ha devastado 70.000 hectareas sembradas con palma
en los municipios de Puerto Wilches (Santander) (Figura 6), Cantagallo (Sur de
Bolivar) y Tumaco (Narifio). Lo anterior ha impactado en la economia regional,
dejando sin ingresos directos a 16.000 campesinos que dependian del cultivo de

palma.

Segun Fedepalma las pérdidas econdmicas al 2015 equivalen a 2,3 billones de

pesos, esto solo teniendo en cuenta las pérdidas para Santander y el Sur de

® . VANGUARDIA Fedepalma pide redoblar esfuerzos para enfrentar PC [en linea] disponible en:
http://www.vanguardia.com/economia/local/316658-fedepalma-pide-redoblar-esfuerzos-para-
enfrentar-pc
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Bolivar. Dicha cifra equivale al 5% del PIB de Santander. La enfermedad ya afecto
37.900 hectareas y conllevé a la pérdida de 11.000 empleos rurales directos en
indirectos. Para atacar la problemética en la zona se firm6 un convenio entre el
Minagricultura, Fedepalma y el ICA, que involucra la inversion de 5.023 millones
de pesos, en asistencia técnica para hacerle frente al problema en la zona

central®.

Figura 6. Cultivo de palma afectado por la PC en Puerto Wilches, Santander.

s
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Fuente: VANGUARDIA LIBERAL. Gobierno llegara a Puerto Wilches para tomar acciones contra la

PC [en linea] disponible en: http://www.vanguardia.com/santander/barrancabermeja/273020-

gobierno-llegara-a-puerto-wilches-para-tomar-acciones-contra-la-pc

Actualmente para rescatar una palma enferma con PC el procedimiento que se
realiza es la remocién de los tejidos afectados (Cirugia). Cuando se logra
identificar la enfermedad en fases tempranas, se retira solo la hoja-flecha afectada
y con esto es suficiente. Pero cuando la enfermedad avanza a gran parte del
cogollo, es necesario retirar todo el tejido necrosado y dejar al descubierto el
meristemo. Luego de ello se procede a asperjar con hipoclorito el area expuesta,
flamear y proteger el meristemo hasta su rebrote de hojas (Torres et al., 2008).

* VANGUARDIA La PC en Santander deja pérdidas por 23 billones [en linea] disponible en:
http://www.vanguardia.com/economia/local/307162-la-pc-en-santander-deja-perdidas-por-23-
billones
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La opcion con la que se hace frente a la problematica de la PC en regiones de alta
incidencia es la siembra del hibrido interespecifico OxG, esto como una opcién
para reponer la industria aceitera de las zonas afectadas. Este hibrido proviene de
cruzar especie americana E. oleifera con la especie de africana E. guineensis. Los
hibridos que se han venido sembrando son los cruces que han mostrado
tolerancia a la enfermedad (Meunier, 1991). Aunque dichos hibridos toleran la
enfermedad, estos presentan diversas situaciones desfavorables propias de la
hibridacion para considerarlos como el reemplazo ideal. Las situaciones que
presentan son menor tasa de extraccion de aceite, crecimiento vigoroso y
deficiente polinizacién natural. Todo esto limita las posibilidades como una opcién
de reemplazo en la industria aceitera, que se ha desarrollado en torno al cultivo de
E. guineensis (Alvarado, et al. 2013). Ademas de todo esto las plantulas en vivero
se han visto afectadas por enfermedades de tipo viral que reducen la viabilidad de
las palmas proximas a la siembra tales como la mancha anular y el anillo clorético
(Pefna et al., 2010).

La pudricion de cogollo se ha entendido como un complejo, ya que durante el
desarrollo de la enfermedad confluyen diversos microorganismos (Sarria, et al.,
2008b). En el marco de las investigaciones realizadas por Cenipalma,
encaminadas al estudio del complejo de la PC; se lograron aislar algunos
microorganismos de las areas afectadas de la palma. Tales como Thielaviopsis
ssp, Fussarium ssp, Rhizoctonia ssp, Phytum ssp (Sarria et al., 2008b). Luego de
diversos estudios dirigidos por Cenipalma, se concluyd que el oomiceto
Phytophthora palmivora, es el agente iniciador de la enfermedad. Segun Sarria, et
al., 2008 a, b, dicho microorganismo como agente iniciador, le da via a otros para
que agraven el sindrome y conlleve la pérdida del meristemo y con esto a toda la
palma.

Se conoce de factores abibticos que generan una predisposicion a ataque de la

enfermedad, entre ellos el mas importante es las altas precipitaciones (Arias, et
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al,. 2014). Otra circunstancia que predispone al aumento de la severidad de la
enfermedad en los cultivos, es una indebido plan de fertilizacion (Martinez, 2008).
También aporta dificultades en la recuperacion de palmas afectadas, el bajo
drenaje del suelo (Drenth, et al., 2013). Se tiene evidencia que en la zona norte la
zona palmera mas seca del pais es donde se presenta la menor incidencia de

pudricion de cogollo (Torres et al., 2008).

Hay evidencias circunstanciales acerca de vectores que pueden transportar al
oomiceto P. palmivora entre palmas. Luego de una inspeccion en lotes de las
diferentes zonas palmeras de Colombia; se observaron sobre las hojas posturas
de insectos. Las posturas correspondieron con insectos de la familia Tettigoniidae.
Por observaciones controladas en campo tanto en palmas de vivero como adultas
se ha logrado observar en la flecha, vinculos entre la ovoposicion y sintomas
iniciales de la PC (Torres, et al., 2008).

2.4. CARACTERISTICAS Y BIOLOGIA DE PHYTHOPHTORA PALMIVORA.

El patégeno de estudio es el oomiceto Phythophora palmivora, el cual pertenece al
filo oomycota y clase oomycetes. El grupo Oomycota ha sido objeto de estudio ya
que a este filo pertenecen especies tales como P. infestans, P. sojae y P.
palmivora; las cuales revisten importancia econémica por los dafios que causan a

los cultivos y que anualmente representan grandes pérdidas (Beakes, et al., 2012).

El filo Oomycota comparte caracteristicas con los hongos, tales como la captacion
de nutrientes (heterotrofos) y la presencia de micelio. Pero se han observado
varias diferencias: presentan un talo diploide y realizan meiosis en los
gametangios en desarrollo. La pared celular de los oomycota estd compuesta de

celulosa. Hay grandes diferencias a nivel metabdlico y bioguimico con los hongos
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verdaderos, ademas que la reproduccion sexual es mas cercana a las algas
(Cepero et al., 2012).

El oomiceto P. palmivora posee un ciclo de vida caracteristico del género de tipo
hemibriotrofo, significa que dicho organismo se dedica a crecer invadiendo los
tejidos del hospedero sin destruirlo, burlando el sistema defensivo de la planta
para después de un tiempo producir la muerte del tejido invadido (Figura 7)
(Giraldo y Valent, 2013).

Figura 7. Ciclo de infeccion del género Phytophthora.
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Fuente: (Judelson y Blanco, 2005)

El ciclo de infeccion de Phytophthora es el ciclo convencional de los oomycetes.
Se sabe que el género Phytophthora inicia el ataque a los tejidos vegetales por
medio de la zoospora; que a su vez es estructura de invasion (Judelson y Blanco,
2005). Puesto que es una estructura reproductiva movil y genera dispersion amplia

del patégeno. La zoospora hace el reconocimiento de la superficie del huésped
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por medio de atraccion quimiotactil donde interviene el i6n Ca** y es la diferencia
de cargas entre la membrana celular y la zoospora la que genera el aferramiento a
la superficie de la planta (Shaw & Hoch, 2007). Luego de este aferramiento las
zoosporas pierden sus flagelos y se enquistan (Hardham, 2001). La formacion del
apresorio se genera luego del enquistamiento de la célula, y por medio del tubo
germinativo que no requiere estimulacion externa (Judelson & Blanco, 2005). El
apresorio es el punto de inicio de la colonizacion de los tejidos del hospedador y a
partir de ahi Phytophthora ssp lanza las hifas invasivas, que se ubican en las

zonas intercelulares (Giraldo & Valent, 2013).

La parte biétrofa del ciclo vital de Phythophthora ssp se desarrolla por medio de la
hifa invasiva de la cual se desarrolla el haustorio (Figura 8), la cual es la estructura
de ataque a la célula vegetal (Judelson y Blanco, 2005). El haustorio penetra en la
pared celular vegetal e invade la célula y posteriormente le extrae los nutrientes
(Yang, et al., 2013).

Figura 8. Proceso de invasion a la planta de un oomiceto hemibi6trofo.
(Yang, et al., 2014). GT-Tubo germinativo. S-Espora. SL-Apresorio. HL-Tubulo

germinativo.
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La fase necrotrofa se produce luego de la liberacibn masiva de nutrientes

provenientes de los tejidos vegetales (Yang, et al., 2014). Esta fase es
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aprovechada por Phytophthora ssp para desarrollar estructuras reproductivas
sexuales como son los oogonios y las estructuras reproductivas asexuales
(zoosporas) y las estructuras de resistencia como las clamidosporas (Judelson y
Blanco, 2005). El dafio de tejidos ocurre dentro de la fase anteriormente
mencionada y termina por afectar la productividad de la palma cuando la infeccién
alcanza el meristemo y produce la muerte de la palma (Drenth & Guest, 2013).

2.5. SISTEMA DE DEFENSA DE LAS PLANTAS.

Frente al ataque del patogeno las plantas hospederas responden sintetizando
sustancias quimicas que reducen la viabilidad del patdgeno o enzimas que le
hacen frente al avance del patégeno (Thordal Christensen, et al., 1997). Una de
las principales respuestas de hipersensibilidad a los patdgenos es la produccion
de especies reactivas del oxigeno (ROS) tales como el perdxido de hidrogeno y
anién superoxido, sustancias con efecto antipatdbgeno y sefializadoras de la

cascada de eventos que componen la respuesta hipersensible (Yang et al., 2014).

El peréxido de hidrégeno se produce como respuesta a la invasion de tejidos por
parte de patdgenos y se acumula en los tejidos atacados para evitar el desarrollo
de los mismos. Las ROS hacen parte de la llamada respuesta hipersensible
primordial o la primera barrera de defensa, normalmente estas sustancias se

sintetizan en el mesofilo de la hoja ((Trujillo, et al., 2004; Zhang et al., 2011).

La segunda respuesta contra patégenos se compone de una bateria de enzimas
que actuan directamente sobre la pared celular del patégeno y la degrada
(Romero et al., 2008). La caracterizacion de materiales resistentes a patdgenos se
deriva de reconocer dichas enzimas y la presencia en las plantas (Shetty, et al.,
2008; Shetty et al.,, 2009). Se sabe que la acumulacién de estas enzimas se

localiza cerca a los 35tomas y en el mesofilo de la hoja (Rech, et al., 2012).
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La tercera respuesta de hipersensibilidad esta relacionada con la sintesis de
compuestos que retardan el crecimiento de estructuras de patdgenos o evitan que
se desarrollen. Una de estas es el acido cinamico, el cual detiene la germinacion
de esporas fungicas (Rech et al., 2012). La deteccion del acido cinamico se hace
indirectamente por medio de la determinacion de la actividad de la enzima que lo
sintetiza, llamada fenilmetilamonio liasa (PAL) (D. Romero et al., 2008).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de grado hace parte del proyecto de investigacion “Estudio del
proceso de infeccion de la palma de aceite por Phytophthora palmivora a través de
técnicas histopatdlogicas y de transformacion genética utilizando proteina
fluorescente verde” desarrollado por CENIPALMA y financiado por COLCIENCIAS
(Convenio No 713/11) Y hace parte de la tesis de doctorado titulada: Identificacion
y analisis de genes candidatos relacionados con la resistencia a Phytophthora
palmivora en la palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq). Realizado por la
estudiante de doctorado de la Universidad Nacional de Colombia, Kelly J. Avila M.
El trabajo se realiz6 en el Campo Experimental Palmar de la Vizcaina de
Cenipalma, localizado en el corregimiento Peroles, zona rural de

Barrancabermeja.

3.1. MATERIAL VEGETAL

Se utilizé material de cultivo In vitro de palma de aceite. Un total de seis (6) Ortets
con diferentes condiciones de susceptibilidad o resistencia a la infeccion por P.
palmivora. Fueron seleccionados los ortets codificados con los nimeros 1, 28, 33,
34, 35, 57. Todos los Ortets proceden del Laboratorio de Cultivo de Tejidos del

programa de Biologia y Mejoramiento de Cenipalma.
Paralelo a esto se realizé un ensayo de inoculacién controlada de clones con P.

palmivora. Se observd que los ortets 1, 28, 34 y 35 fueron los mas resistentes y

gue los ortets 33 y 57 fueron los mas susceptibles.
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Los clones in vitro, obtenidos luego de un proceso de minimo 3 afios en
laboratorio, procedian de palmas que en condiciones de campo presentaron

resistencia y/o susceptibilidad a la Pudricion de Cogollo.

3.2. MATERIAL DE INOCULACION

Se utiliz6 el aislamiento de P. palmivora de cdédigo PCZC 145 procedente de
Puerto Wilches, Santander. Este aislamiento fue colectado y mantenido en
condiciones de laboratorio por personal del programa de fitopatologia de

Cenipalma.

3.3. ACTIVACION DEL PATOGENO

El proceso de activacion de P. palmivora se realizé utilizando frutos de pera (Pyrus
communis) maduros; los cuales pasaron por un proceso de desinfeccion con
hipoclorito de sodio (3%), durante 4 minutos. Posteriormente se lavaron en agua
destilada estéril por 3 minutos. Pasado esto se lavaron en etanol (70%).
Posteriormente se lavaron con agua destilada estéril por 4 minutos. Luego se
realizaron dos incisiones en forma de tridngulo. En una de las dos incisiones se
deposité un disco de micelio de aproximadamente 4 mm de diametro del
patégeno. La pera inoculada se llevé a reposo en camara humeda. Esta camara
constaba de un vaso de precipitado, un papel absorbente y una caja de petri
pequeia; todo el conjunto debidamente esterilizado y dentro de una bolsa de
cierre hermético. La pera en camara humeda (jError! No se encuentra el origen

de la referencia.)se dejo en reposo de 4 a 7 dias.

Luego de transcurrido el tiempo de reposo se procedié a aislar el micelio crecido

sobre la pera retirando fragmentos del fruto con micelio evidente. Los fragmentos
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de fruto se cultivaron de 8 a 10 dias en medio agar-zanahoria (60 o 100g de
zanahoria por litro) o jugo de tomate (V8®Campbells) y 15g de agar por litro.
Eventualmente se recuperaba tejido necrosado de clones in vitro inoculados y se
depositaban en medio de cultivo para permitir el crecimiento de micelio.
Eventualmente se realizaban activaciones en frutos de cacao (Theobroma cacao),

bajo las mismas condiciones de la pera.

o N

Las cajas de cultivo se mantuvieron los dos primeros dias en condiciones de
oscuridad y a 28°C; posteriormente del dia 3 al dia 10 se mantuvieron en las
condiciones ambientales del Laboratorio de Microbiologia de Suelos de Cenipalma
aproximadamente a 27°C.

La induccién de zoosporas se realizé6 tomando los cultivos crecidos en cajas de
petri durante 10 dias. A los cultivos se les afiadié agua a 4°C y posteriormente se
expuso a luz blanca durante 20 minutos. La cantidad de agua afiadida estuvo
acorde al tamafio de la caja petri. Todo el proceso anterior hace que se fracture la
papila del esporangio de P. palmivora y libere las zoosporas. Se cuantificd la
solucién de zoosporas en camara de Neubauer®.
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Se calculé la concentracion de zoosporas por mililitro, mediante la siguiente
formula (2=(A+B+C+D) x2000) las letras en mayusculas hacen referencia a la

posicion en los cuadrantes en la camara.

3.4. PROCESO DE INFECCION DE TEJIDOS

Para el estudio de la actividad infecciosa de P. palmivora en tejidos de palma se
extrajeron discos de tejido foliar de aproximadamente 0,25 cm de didmetro
(sacabocados mediano) segun Asselbergh et al., 2007; que fueron obtenidos de
los ortets 1, 28, 33, 34, 35 y 57. Los discos fueron colocados en diferentes tubos
de ensayo falcon® de 15 ml debidamente rotulados segun el Ortet. Dichos tubos
contenian aproximadamente 10 ml de agua estéril; los cuales se dejaron en

reposo Overnigth.

Las condiciones de agua Overnigth son convenientes cuando hay un gran nimero
de muestras para procesar y por operatividad se hacen en una jornada anterior a
la inoculacién. Ademas, este paso ayuda a “aliviar” las consecuencias del dafio

mecanico causado por el corte.

Para la inoculacién, previamente se realizé una induccion de zoosporas durante
20 minutos y se utilizd una concentracion de 300.000 zoosporas/mililitro.
Tres (3) discos de hoja de palma por ortet fueron depositados en placas de
microcultivo de 6 pozos. La inoculacién de los discos se realiz6 tomando una
alicuota de solucion de zoosporas de 2,5 ml (a 300.000 zoosporas/mililitro) y
sirviendo con micropipeta en cada uno de los pozos. Los discos de control fueron

inoculados con agua destilada estéril a temperatura ambiente.

Se realiz6 un seguimiento al proceso de infeccion en tiempos de 2, 4, 6, 12, 24y
48 horas.
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Los montajes previamente descritos se dejaron en reposo a la temperatura
ambiente del Laboratorio de Microbiologia de Suelos de CENIPALMA.

3.5. DETECCION MICROSCOPICA DE ESTRUCTURAS DE P. PALMIVORA EN
TEJIDOS DE PALMA DE ACEITE, MEDIANTE TINCION HISTOLOGICA.

Se tomaron los tejidos de palma previamente inoculados y se dispusieron en
reposo e inmersion dentro de la solucién de zoosporas. Se retiraron los tejidos a
las 2, 4, 6, 12, 24, 48 horas. Posterior a esto se retiraron los tejidos de la solucién
y se llevaron a clareo en la solucion de clareo A (etanol (Merk. Darmstadt;
Alemania), acido acético (Merk. Darmstadt; Alemania) 3:1). En dicha solucién se
dejaron en agitacion en shacker overnight para clareo; posteriormente se les
cambié a la solucion de reposo (etanol (Merk. Darmstadt; Alemania), &cido acético
(Merk. Darmstadt; Alemania), glicerina (Panreac. Barcelona; Espafia) 5:1:1).
Luego de transcurrido el tiempo se llevd a la solucion de azul de tripano en
lactofenol (Acido lactico (Merk. Darmstadt; Alemania), glicerol (Panreac.
Barcelona; Espafa), fenol (Amresco. Solom-Ohio; EUA), agua destilada, azul de
tripano (Sigma-Aldrich. Steinheim; Alemania) (0,4%) 1:1:1:5:2) (Saha et al., 1987).

Se realizaron los montajes histologicos utilizando laminas portaobjetos y laminillas
cubreobjetos. Se revisaron las estructuras en los microscopios Nikon Eclipse 50i,
Leica DMI 6000B. Luego de reconocidas cada una de las estructuras del patégeno
se procedid a contar dichas estructuras y se registré en una planilla los resultados

de los conteos.
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3.6. DETECCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO MEDIANTE PRUEBA DAB
(3,3’-DIAMINOBENZIDINA).

3.6.1. Procedimiento de inoculacion de tejidos de palma segun Asselbergh et
al., 2007. Se tomaron discos de tejido foliar de los 6 grupos clonales (1, 28, 33, 34,
35, 57). Se llevaron a hidratacién en tubos falcon® de 50 ml que contenian
aproximadamente 40 ml de agua por mas o menos 12 horas. Las muestras de

cada ortet se separaron en tubos independientes.

Para la inoculacion del patégeno se realiz6 la induccién de zoosporas mediante el

protocolo anteriormente referenciado.

Se tomaron 2 placas para microcultivo Corning® de 6 pozos (6 well-plate) y en
cada pozo se depositaron 3 discos de tejido foliar. Posteriormente se inocularon
por medio de pipeta de 5 ml en cada placa por los tres pozos superiores con 2,5
ml de solucién de zoosporas calibradas a 300.000 zoosporas/ml. En los pozos

inferiores los discos se inocularon con agua; esto como control.

Terminado el procedimiento de inoculacion, se espero el transcurso de los tiempos
de 2, 4, 6, 12, 24 y 48 horas.

3.6.2. Preparacion del reactivo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (1mg/ml)
Modificado de Thordal Christensen et al., 1997; y Daudi y O’Brien, 2012.

Para la preparacion del reactivo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich.
Steinheim; Alemania) se tomaron 2,5 ml de HCI (Merk. Darmstadt; Alemania) y 2,5
ml de buffer fosfato (K;HPO, y KH,PO,) (Merk; Darmstadt, Alemania) pH 7,5. Se
pesaron 50 mg de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) y se colocaron en un tubo falcon

de 50 ml con el acido y el buffer. Se llevé el tubo cubierto de papel aluminio al
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bafio ultrasénico (E15H) (Elma-Elmasonic) por 20 min a 34 KHz de frecuencia.
Posteriormente se le agregaron 45 ml de agua destilada estéril.

3.6.3. Reaccion de los tejidos en la prueba DAB Para la deteccion de peroxido
de hidrogeno en los tejidos vegetales, se llevaron los grupos de tres discos en
cada pozo y tiempo indicado a una placa nueva. Se afadieron 2 ml de solucion
DAB a cada pozo. Posteriormente se forraron las placas con los discos con papel
aluminio. Lo anterior con el objetivo de aislar los tejidos y el reactivo de la luz.
Posteriormente se llevaron a vacio durante 20 min a 600 mm de Hg de presion.
Transcurrido dicho tiempo se llevaron al shacker a temperatura ambiente por 6

horas.

Luego de transcurridas las 6 horas se sacaron los discos de la solucién DAB. Se
llevaron tubos falcon de 15 ml guardando el orden y nimero de ortet de las placas.
Posteriormente se clarearon mediante la solucién de clareo para DAB (etanol
(Merk. Darmstadt; Alemania), acido acético (Merk. Darmstadt; Alemania), glicerol
(Panreac. Barcelona; Espafa) 3:1:1). Posteriormente se analizaron las muestras y
se obtuvieron fotografias de las mismas. Se calculé el porcentaje de coloracion
observando la cantidad de precipitado sobre el tejido.

3.7. DETECCION DE ANION SUPEROXIDO (O,) MEDIANTE NITROBLUE

TETRAZOLIUM (NBT).

Se tomaron discos de hoja de los ortets 57, 28 y 34. Se realizo el mismo

tratamiento para el item anterior.

3.7.1. Preparaciéon del reactivo Nitroblue Tetrazolium Segun el protocolo de

Huckelhoven y Kogel, 1998 modificado.
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3.7.2. Preparacién de las soluciones auxiliares: Azida de sodio (NaN3) Sigma-
Aldrich. Steinheim; Alemania.

Se pesaron 65 mg de azida de sodio (Sigma-Aldrich. Steinheim; Alemania) y se

llevaron a volumen con 10 ml de agua destilada estéril.
Buffer fosfato

Se pesaron 440 mg de NaH,PO, (Merk. Darmstadt: Alemania) y 170 g de
Na;HPO, (Merk. Darmstadt; Alemania); Se llevaron a volumen de 90 ml de agua
destilada estéril. Se ajusto el pH a 6.4 con HCI 0.1M.

3.7.3. Preparacion de la solucion de Nitroblue Tetrazolium Se agregd una
pastilla (10 mg de Nitroblue Tetrazolium Sigma-Aldrich. Steinheim; Alemania) a 9
ml de buffer fosfato. Se dejo hasta que la pastilla se disolviera. Posteriormente se

le agreg6 1 ml de azida de sodio.

3.7.4. Reaccion de los tejidos en la prueba con Nitroblue Tetrazolium Se
llevaron los discos a los plates (Corning® de 12 pozos) para tincién y se les
afiadieron 1,2 ml de solucion de tincidn a cada pozo. Se llevaron los plates con las
muestras a la camara de vacio a 600 mm de Hg de presion por 15 minutos.

Posteriormente las muestras fueron expuestas a luz continua durante 20 minutos.
Se removio la solucién de Nitroblue Tetrazolium. Se removieron las clorofilas por

medio de lavados seriales de etanol al 96% y en condiciones de calor (80°C). Se

obtuvieron imagenes de los discos y se cuantifico la coloracion azul en los tejidos.
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3.8. PRUEBAS BIOQUIMICAS

3.8.1. Determinacion de proteinas Para la determinacion de proteinas se empleo

el Bio-Rad Protein Assay Kit Il; segun las especificaciones técnicas de dicho kit.

3.8.1.1. Disefio de la curva de calibraciéon: Se pes6 15 mg de BSA (Albumina
Sérica Bovina) liofilizado y se afor6 con 10 ml de agua destilada estéril. Se
tomaron 100 pl de la solucién anterior y se aforaron a 1 ml con buffer fosfato de
sodio pH 6,8. Esta era la solucion madre de BSA para hacer la curva de
calibracion. Se realizdé para cada concentracion por triplicado con un patrén de
BSA de 150 ug/ml, preparando las mezclas de reaccion como se presentan en la
Tabla 1:

Tabla 1 Cantidades necesarias para la curva de calibracion con BSA.

BUFFER pl BSA ul Bio-Rad Protein
Assay Dye
800 0 200
780 20 200
760 40 200
740 60 200
720 80 200
700 100 200

Se coloco en un tubo de reaccion de 2 ml la misma cantidad de buffer fosfato de
sodio 100 mM, pH 6,8. Se afiadi6 la cantidad patron de BSA y se homogeneizé
con vortex por 10 segundos y se agregaron 200 pl del tinte Bio Rad® (Bio Rad
Protein Assay Kit II).

Se tapo el tubo y se invirti6 suavemente cinco veces y asi se evitaba la formacion
de espuma. Se dejoé en reposo por 15 minutos y se determino la absorbancia a
595 nm usando como blanco el buffer. Se construyo la grafica de pg/ml proteina

(X) Vs absorbancia a 595 nm.
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3.8.1.2. Preparacion de las muestras: Se maceraron las hojas frescas sin
nervaduras con N; liquido hasta obtener un polvo fino. Se conservo a -70°C hasta

el tratamiento final.

3.8.1.3. Procesamiento de las muestras: Se pesO aproximadamente 50 mg de
macerado en un tubo falcon de 15 ml rotulado. Se realiz6 el procedimiento por
triplicado. Se adicion6 al macerado 5 ml de buffer fosfato de potasio 100 mM pH
7,5. Se homogeneiz6 por dos minutos en vortex sobre cama de hielo. Se incubdé
por una hora sobre cama de hielo. Luego se incubd por una hora sobre cama de
hielo en agitador horizontal. Se centrifugé durante 30 minutos a 6000 rpm y 4°C.
Se separo el sobrenadante (extracto proteico) para la determinacion inmediata del
contenido de proteina. Se colocd en un tubo eppendorf de 1,5 ml, 800 ul de
extracto proteico. Se agregaron 200 ul del tinte Bio-Rad Protein Assay Dye II, se

tapo el tubo y se invirtid suavemente cinco veces. Se dejo en reposo 15 minutos.

Se sirvid 200 ul del contenido del tubo en cada celda de la placa de 96 pozos
Corning®. Se repiti6 el proceso hasta completar 3 celdas. Se determiné la
absorbancia en el Espectrofotometro BioTek PowerWave XS a 595 nm y se

realizaron las gréficas requeridas.

3.8.2. Determinacion de la actividad enzimatica catalasa Se maceraron hojas
frescas sin nervaduras con N, liquido, hasta que se obtuvo un polvo fino. Se

conservo el macerado a -70° C.

Luego de transcurridos los tiempos de infeccidén y colectadas todas las muestras;
se pesaron 50 mg por muestra en tubos eppendorf de 2 ml, cubiertos con papel
aluminio y sobre cama de hielo. Se adicion6 1,5 ml de acetona al 80% v/vy a -
10°C; se mezcl6é en vortex por dos minutos. Posteriormente se centrifugd durante
4 min a 6000 rpm y a 4°C. Se retir6 el sobrenadante con pipeta pasteur. Se

continuo todo el proceso hasta que se obtuvo el precipitado incoloro.
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El precipitado se transfirié a tubo falcon de 15 ml y se hizo dos lavados con buffer
fosfato de sodio 110 mM y pH 7,2 que contenia PVP-40 hasta que se completo 4,4
ml. Se agito en cama de hielo a 4°C en agitador horizontal. Se centrifugd por una
hora a 6000 rpm y a 4°C. Se separ0 el sobrenadante para la determinacion de

proteina total y actividad catalasa.

Se colocé el extracto enzimatico y las soluciones por 5 minutos a temperatura de
37°C.

3.8.2.1. Determinacion del peroxido remanente: En tubos de ensayo de vidrio
se colocd 1 ml de buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7,6. Se adicioné 250 ul de
extracto enzimatico y 600 uyl de H,O, 3% (v/v) y 1,235 M. Luego de que
transcurrieron 5 minutos se adicion6 1 ml de &cido sulfarico concentrado. Se
calentd previamente un erlenmeyer con 10 ml de agua destilada y 1 ml de &cido
sulfrico concentrado hasta que la temperatura llegé a mas o menos 75°C. Se
vertio el contenido del tubo de ensayo en el erlenmeyer. Se titul6 gota a gota el
contenido del erlenmeyer con permanganato de potasio (KMnO4) 10 mM

estandarizado.
3.8.2.2. Determinacién de peréxido disponible: Se hizo el mismo procedimiento
gue para peroxido remanente pero antes de adicionar el extracto se adiciond 1 ml

de &cido sulfdrico concentrado con el fin de inactivar la enzima.

Se report6 la actividad catalasa como UAEcar= pymol de H,O,/minutos x mg de

proteina.
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3.8.3. Determinacion de la actividad enzimatica peréxidasa.

3.8.3.1. Procesamiento de las muestras Se maceraron hojas con los diferentes
tiempos de infeccion hasta obtener un polvo fino. Se almacenaron a -70°C para el

tratamiento final.

Se pesaron 50 mg de macerado y se colocaron en un tubo eppendorf de 2 ml
cubierto con papel aluminio y rotulado por triplicado. Se agregaron 0,022g de
PVPP (22% p/p). Se adicion6 a cada tubo 1,5 ml de acetona 80% v/v a -10°C y se
mezclé en vortex por 4 minutos. Se centrifugd durante 4 minutos a 6000 rpm vy
4°C. Se retir6 el sobrenadante con pipeta pasteur. Se coloco el sobrenadante en
un frasco ambar. Se repitié el proceso de lavado con acetona hasta obtener un
precipitado transparente. Se transfiri6 a un tubo falcon de 15 ml. Se hicieron
lavados sucesivos con buffer fosfato de sodio 100 mM 3,82% p/v PVP-40, pH 7,2;
Hasta que se completd el minimo de 2 ml a 4°C y se agité durante una hora sobre
cama de hielo a 4°C en agitador horizontal. Se centrifug6é durante una hora a 6000

rpm y 4°C de temperatura.

Se separo el sobrenadante (extracto enzimatico) para la determinacion de proteina

total y actividad enzimética peroxidasa.

3.8.4. Determinacién de la actividad enzimética peroxidasa. Se colocaron las
soluciones y el extracto enzimético a 37°C. En la celda del espectrofotometro de
adicionaron 340 ul de buffer fosfato de sodio 100 mM pH 6,8. Se agregaron 30 pl
de o-dianisidina de 0,5 mg/ml y se agité. Se anadié 150 ul de H,O, 500 mM. Se
agitdé por volcamiento la celda previamente tapada. Se leyo la absorbancia en el
Espectrofotometro Genesys 20 de Thermo Scientific; a 460 nm cada 5 segundos
durante 120 segundos. El blanco eran 80 pl de H,O, 50 mM 490 pl de buffer
fosfato de sodio 100 mM pH 6,8; 30 ul de o-dianisidina 0,5 mg/ml.
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La actividad se reporté como cambio de la absorbancia por minuto por miligramo
de proteina.

3.8.5. Determinacion de la actividad enzimatica de la fenilamonio-liasa (PAL).
Se maceraron las hojas de estudio procedentes de clones in vitro previamente
inoculadas con el patdégeno P. palmivora en N; liquido y se almacenaron a 4°C.

Posteriormente se hicieron lavados seriados con acetona 80% y a -10°C y
centrufugacion a 6000 rpm durante 4 minutos; todo esto hasta alcanzar el

precipitado blancuzco.

Posteriormente se almacenaron los macerados a -70°C en tubos eppendorf.
Posteriormente se llevaron a agitacién con buffer borato de sodio (100 mM y pH
6,5 a 4°C) por una hora. Luego de esto se llevo a centrifugacion a 6000 rpm

durante 30 minutos.

Posteriormente se sirvieron por tripicado en plates Corning® de 96 pozos y se
llevaron al equipo de espectrofotometria BioTek PowerWave XS del Laboratorio
de Fisiologia y Bioquimica de Cenipalma. Se ley6 la absorbancia a 595 nm.

La actividad enzimatica se reporté como nmoles de acido cinamico/mg de proteina
a 37°C.

3.9. PRUEBAS ESTADISTICAS

Se realizaron tratamientos estadisticos a los datos arrojados en la determinacion
de las enzimas: catalasa (CAT), peroxidasa (POD) y fenilamonio-liasa (PAL). Se

realizo a cada grupo de datos por ortet la prueba ANOVA simple y el test de

Duncan con P>0,05. Todo esto por medio del programa IBM SPSS Statistics 23.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTRUCTURAS ASOCIADAS A LA INFECCION DE PHYTOPHTHORA
PALMIVORA EN TEJIDOS DE PALMA INOCULADOS

Se observaron quistes, protoapresorios, apresorios, hifas infectivas y haustorios.
Dichas estructuras estan asociadas a tiempos especificos de avance del patégeno
en el tejido. También las estructuras anteriormente enumeradas son las

caracteristicas de la invasion del género Phytophthora en los tejidos receptores.

En la zoospora con dos horas de enquistamiento se logra apreciar un tabulo
germinativo. Dicha estructura se asocia principalmente a las zonas de union
epidérmica también conocida como la sinclinal epidérmica. Esta primera
aproximacion a las dos horas permite apreciar la estructura inicial de ataque, la
cual es el tubulo germinativo. Se pueden apreciar diferencias en las estructuras
cuando se compara el desarrollo entre los tejidos inoculados de los ortets 34 y 57;
ya que en el ortet 34 se presenta relativamente mas retrasado el ataque (Figura

10). En el ortet 57(Figura 11) el ataque se ve favorecido hacia los estomas.

50



Figura 10. Ortet 34; zoosporas enquistadas 2 horas después de la

inoculacion.

Figura 11. Ortet 57; 2 horas después de la inoculacién. Zoospora penetrando

un estoma. E: Estoma. Z: Zoospora.
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Cuando han transcurrido cuatro (4) horas luego de la inoculacion se logra
observar las zoosporas enquistadas y en proceso de fijacion a la superficie del
tejido. En este punto del ataque se logra apreciar un abultamiento en el tabulo
germinativo que en el futuro formara el apresorio que para efectos de
diferenciacion se llamar4 en este tiempo protoapresorio. En los dos ortets
observados se presentan dichas estructuras; en el Ortet 34 (Figura 12) se notan
un poco menos desarrollado que en las zoosporas que atacan los tejidos del ortet
57 (Figura 13).

Figura 12. Ortet 34; 4 horas después de la inoculacién. Zoospora con

protoapresorio sobre una nervadura. Z: Zoospora. Tg: Tubulo germinativo.
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Figura 13. Ortet 57. Transcurridas 4 horas después de la inoculacion. Se

aprecia una zoospora (Z) con protoapresorio (Pa) sobre un estoma (E).

Luego de transcurridas 6 horas de infeccion, la zoospora presenta bien formado el
apresorio sobre el tubulo germinativo. El apresorio se encuentra bien formado
sobre las sinclinales celulares y se presenta casi del tamafio del quiste inicial. La
estructura en mencion recibe una fuerte coloracion por medio del azul de tripano.
Para el ortet 34 (Figura 14) se aprecia un apresorio, que aunque bien formado no
muestra el mismo desarrollo que presenta el apresorio formado sobre el tejido del
ortet 57 (Figura 15).
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Figura 14. Ortet 34 luego de transcurridas 6 horas de la inoculacion. Se

evidencia un apresorio bien formado.

Figura 15. Ortet 57 después de 6 horas de inoculacién. Se evidencian
zoosporas (Z) con un apresorio (A) bien formado y bien desarrollado.
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Luego de transcurridas 12 horas después de la inoculacion se aprecia en el ortet
34, estructuras de P. palmivora luego de establecida la zoospora con la primera
hifa en la parte externa de la lamina foliar (Figura 16). En el ortet 57 ya no se
aprecian estructuras de la zoospora pero si se aprecian hifas miceliares brotando

de los estomas previamente invadidos (
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Figura 17).

Figura 16. Ortet 34. 12 horas luego de la inoculacion. Se observa una
estructura perteneciente a la zoospora (Z) invasiva y transparente. También
se puede apreciar una pequefia hifa miceliar (H) de color azul, brotando del

estoma (E) invadido.
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Figura 17. Ortet 57. 12 horas luego de lainoculacion. Se observa una hifa (H)

miceliar de color azul, brotando de los estomas (E) invadidos.

Después de transcurridas 24 horas de la inoculacién, se pueden apreciar hifas en
desarrollo brotando de los estomas invadidos. Para este tiempo evaluado, las
diferencias basicas entre los ortets se aprecian en el desarrollo de las hifas
miceliares sobre el tejido.Por ejemplo en el ortet 34 (Figura 18), las hifas son
cortas y menos desarrolladas con respecto a la misma estructura observada en el
ortet 57(Figura 19).
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Figura 18. Ortet 34. 24 horas después de lainoculacion. Se aprecian estomas
(E) invadidos y con hifas (H) miceliares brotando de dicha estructura.

Figura 19. Ortet 57. 24 horas después de la inoculacién. Se puede observar
un estoma fuertemente tefiido de azul debido al estado avanzado de la hifa

miceliar que ademas se puede apreciar mucho mas larga que en el ortet 34.
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Cuando han transcurrido 48 horas luego de la inoculacion se puede observar
diferencias en el desarrollo de P. palmivora. En dicho tiempo se aprecia que en el
ortet 34 (Figura 20) las hifas miceliares se desarrollan alargadas y delgadas. En
cambio para el ortet 57 (Figura 21) se pueden observar hifas miceliares bien

desarrolladas y con esporangios maduros en dicho tiempo.

Figura 20. Ortet 34. 48 horas después de la inoculacion. Se observa un
estoma invadido con hifa miceliar saliendo del mismo y con coloracién azul

en una parte ademas de transparente en la parte mas alargada.
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Figura 21. Ortet 57. 48 horas después de la inoculacién. Se puede observar
tenuemente un estoma (E) y micelio (M) saliendo del mismo. También se
puede apreciar esporangios (Es) en maduracion al final de las hebras de

micelio.

4.2. CONTEO DE ESTRUCTURAS POR ORTET

Se hicieron conteos de las tres estructuras de ataque principales tales como el
quiste, apresorio y haustorio; en los diferentes tiempos evaluados. Los dos ortets
evaluados presentaron diferencias en el comportamiento entre los mismos y en

cada estructura.

Se puede observar que el nUmero de quistes es mucho mayor en el Ortet 57 y se
presentan en su mayoria a las dos horas. Mientras que para el Ortet 34 la mayoria
de los quistes se presentan a las 12 horas y con mayor dispersién en el conteo
(Figura 22).
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Figura 22. Conteo de quistes para el Ortet 34 (arriba) y para el Ortet 57
(abajo). HPI: Horas Posteriores a la Inoculacion
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Se puede apreciar una mayor concentracion de apresorios en el Ortet 57 y
aparecen en mayor concentracion a las 6 horas; dicha estructura aparece
mayormente representada en el Ortet 34 a las 24 horas. También el nUmero de
apresorios se van reduciendo después de los tiempos anteriormente mencionados

en ambos Ortets (Figura 23).
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Figura 23. Conteo de apresorios para el Ortet 34 (arriba) y para el Ortet 57
(abajo). HPI: Horas Posteriores a la Inoculacion.
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Se observa que el Ortet 57 presenta la mayor concentracion de haustorios en
comparacion con el Ortet 34. Para el Ortet 57 se pueden llegar a observar hasta
16 haustorios en un conteo mientras que en el Ortet 34 se observan un maximo de
9. Todos los haustorios fueron contados en los dos Ortets a las 48 horas (HPI)

después de la inoculacién (Figura 24).
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Figura 24. Conteo de haustorios en el Ortet 34 (arriba) y en el Ortet 57

(abajo).
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4.3. DETECCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO MEDIANTE PRUEBA DAB.

La prueba para deteccion

de peréxido de hidrogeno mediante 3,3'-

diaminobenzidina, mostré coloracion fuerte a partir de los primeros tiempos. A

pesar de que los controles también presentaron coloracién, estos se pueden

diferenciar de los inoculados por el tono de la coloracion. Para esta prueba, se

presentan los resultados de los ortets 34 y 57 por ser los mas contrastantes.
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Para el ortet 34 se present6 aumento en la coloracién con respecto al control a
partir de las 12 horas después de la inoculacién. Aunque desde el inicio de la
prueba se presentaron coloraciones diferenciales entre el control y el inoculado; es

mas notoria la diferencia a partir de las 12 horas (Figura 25).

Figura 25. Ortet 34. Prueba DAB. Discos tefiidos para los seis (6) tiempos

evaluados con sus respectivos controles.

Control

Inoculado

Para el ortet 57, se puede observar que la coloracién no aparece continua sino
que presenta con una tenue coloracién en los primeros tres tiempos y con una
coloracién fuerte en los tres ultimos tiempos de inoculacién. También se pueden

apreciar diferencias claras entre los controles y los inoculados (Figura 26).

Figura 26. Ortet 57. Prueba DAB. Discos tefiidos para los seis (6) tiempos

evaluados con sus respectivos controles.

Control

Inoculado
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4.4, DETECCION DE ANION SUPEROXIDO MEDIANTE NITROBLUE
TETRAZOLIUM.

En esta prueba se tomaron solo tres tiempos ya que por el tipo de prueba y el
material vegetal disponible no fue posible aumentar los tiempos. Si se tiene en
cuenta que el anion superdxido es un elemento que se produce de manera rapida
y su acciéon también es de poca duracion, no es viable extender la prueba a mas

de tres tiempos.

Para la prueba realizada con el ortet 34 se observé un patron de coloracion alto en
las 2 y 4 primeras horas de inoculacion. Asi como un descenso en la coloracion en
horas posteriores. Ademas de esto aunque los controles presentaron coloracion;

esta fue mucho mas ténue que en los discos inoculados (Figura 27).

Figura 27. Ortet 34. Prueba NBT. Discos inoculados y tefiidos para los tres

tiempos evaluados para la presente prueba y con respectivo control.

Inoculado
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Para el ortet 57 en la presente prueba, aparece una coloracién ténue en las
primeras dos horas. La coloracion se acentia con el pasar del tiempo,
presentandose muy azul a las 24 horas de inoculacién. Ademas que en el
respectivo control no se presenta esta coloracion tan fuerte, observandose una

coloracion casi nula a las 24 horas de inoculacion (Figura 28).

Figura 28. Ortet 57. Discos inoculados y tefiidos para los tres tiempos

evaluados para la presente pruebay con respectivo control.

Inoculado

4.5. PRUEBAS BIOQUIMICAS

4.5.1. Catalasa A los datos obtenidos se les realizé una ANOVA simple donde;
para el Ortet 57 el F fue de 1,151 y la significancia de 0,345. En el caso del Ortet
34 el F fue de 2,876 y la significancia de 0,053.
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Posteriormente se realizo el test de Duncan en el Ortet 57. Los valores alfa (a)
ajustados a P<0,005 para el tiempo O fue de 2267,75; para el tiempo de 24 horas
fue de 2083,53; para el tiempo de 72 horas fue de 2392,77; y para el tiempo de
120 horas fue de 1691,88. El valor de significancia estadistica fue de 0,138.

Se realizé también el test de Duncan en el Ortet 34. Los valores alfa ajustados a
P< 0,005 para el tiempo O fue de 1883,33; para el tiempo de 24 horas fue de
1741,38; para las 72 horas fue de 2255,49; para las 120 horas fue de 2183,54. El

valor de la significancia estadistica fue de 0,057.

Figura 29. Comportamiento de la actividad de la enzima caltalasa en los dos

Ortets evaluados.
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El comportamiento a través del tiempo de la actividad catalasa es variable para el
Ortet 57; Como se puede observar en la Figura 29, mediante la cual se puede

observar alta dispersion en los datos a través de las barras de error.

A pesar de que en el Ortet 34 se comportan los datos con alta dispersion, estos
son mas estables y la media de los datos se comportan de forma creciente a

través del tiempo.

4.5.2. Peroxidasa A los datos obtenidos de la actividad enzimatica peroxidasa se
le realiz6 la prueba ANOVA simple; para el Ortet 57 se obtuvo el valor F de 8,851
y la significancia estadistica de 0,0. Para el Ortet 34 se obtuvo el valor F de 1,611

y la significancia estadistica de 0,208.

Posteriormente se realizo el test de Duncan en el Ortet 57. Los valores alfa (a)
ajustados a P<0,005 para el tiempo O fue de 15,68; para el tiempo de 24 horas fue
de 75,1667; para el tiempo de 72 horas fue de 22,2778; y para el tiempo de 120

horas fue de 4,2444. El valor de significancia estadistica fue de 0,287

Se realizé también el test de Duncan en el Ortet 34. Los valores alfa ajustados a
P< 0,005 para el tiempo O fue de 41,2883; para el tiempo de 24 horas fue de
22,9333; para las 72 horas fue de 19,1778; para las 120 horas fue de 25,8778. El

valor de la significancia estadistica fue de 0,531.

Se puede observar mediante la Figura 30 que para los datos para los dos Ortets
evaluados en el tiempo 0 la dispersién es baja; pero la misma aumenta a medida
gue transcurre el tiempo de inoculacion. Para el Ortet 57 se aprecia un
comportamiento irregular a través del tiempo, creciendo abruptamente a las 24
horas y decrece en los demas tiempos también abruptamente. En cambio para el
Ortet 34 la peroxidasa inicia con una actividad alta y posteriormente decrece

levemente y se mantiene estable en los demas tiempos evaluados.
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Figura 30. Comportamiento de la actividad enzimatica peroxidasa en los
Ortets evaluados.
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4.5.3. Fenilamonio-Liasa (PAL) Al grupo de datos obtenidos para los Ortets
evaluados se les realiz6 la prueba ANOVA simple. Para el Ortet 57 se obtuvo un
F de 15,996 y una significancia de 0. Para el Ortet 34 se obtuvo un F de 0,631y

una significancia de 0,548.

Se realiz6 el test de Duncan en el Ortet 57. Los valores alfa (a) ajustados a
P<0,005. Para el tiempo de 24 horas fue de 1,4643; para el tiempo de 72 horas fue
de 0,6074; y para el tiempo de 120 horas fue de 0,7993. El valor de significancia
estadistica fue de 0,241.

Se realizé también el test de Duncan en el Ortet 34. Los valores alfa ajustados a
P< 0,005 para el tiempo de 24 horas fue de 0,3447; para las 72 horas fue de
0,3648; para las 120 horas fue de 0,2601. El valor de la significancia estadistica
fue de 0,332.
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Se puede observar mediante la Figura 31 que la produccién de la enzima

fenilamonio-liasa en el Ortet 57 presenta una gran produccion a las 24 horas y

posteriormente desciende abruptamente. Por el contrario para el Ortet 34 se

presenta una produccion moderada y se mantiene a las 72 horas después de la

inoculacién. Posterior a esto la fenilamonio-liasa (PAL), en el Ortet 34 tiende a

descender a las 120 horas después de la inoculacion.

Figura 31. Comportamiento de la actividad enzimatica Fenilamonio-Liasa

(PAL) en los tiempos evaluados.
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5. DISCUSION

5.1. OBSERVACIONES MICROSCOPICAS Y CONTEO DE ESTRUCTURAS

Por medio de los anteriores resultados se puede describir a P. palmivora como un
oomiceto tipico, ya que presenta el mismo tipo de estructuras que los demas
miembros del grupo. Observando la interaccién con la palma de aceite (E.
guineensis) se aprecia un retardo en la presencia de ciertas estructuras con
respecto a otros oomicetos con tiempos de infeccibn y avance ya reportados
(Grenville et al., 2005).

En los tiempos iniciales del ataque, el oomiceto busca las zonas de mas facil
ataque. Una de las estructuras naturales que permiten el avance de la infeccion
son los estomas (Hardham, 2007). Sobre las células acompafiantes se posan las
zoosporas enquistadas y permean el estoma por medio del tdbulo germinativo.
Segun Judelson y Blanco (2005), durante las 4 horas siguientes posteriores a la
invasion se produce el establecimiento del oomiceto y produce estructuras que

permiten la fijacién a los tejidos.

Segun la publicacion de Sarria et al. (2015) en tejido vegetal de palma adulta, las
zoosporas de P. palmivora son atraidas hacia estructuras como tricomas y
estomas para iniciar el proceso de infeccidn. Estos resultados estarian de acuerdo
a los resultados presentados, con la diferencia de que en los clones in vitro
utilizados para este estudio no se identificaron los tricomas y si se observo
microscopicamente que el proceso de infeccion y colonizacion prevalecio en los
estomas. En el estudio del proceso de infeccion de P. palmivora en Durian (Durio
zibethinus L.), se encontré que el patogeno prefiere las heridas naturales para

entrar utilizando como puerta de entrada los tricomas y estomas, para posterior
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desarrollo de las hifas, siendo posible detectar la infeccion a las 48 horas (O'Gara
et al. 2004). En el estudio del avance de la infeccion por P. capsici en pimentones
adultos (Capsicum sp) por Du et al. (2013), se encontré que los estomas son
estructuras que permiten la salida del micelio para recomenzar un nuevo ciclo de

infeccion, ademas de las venas de la hojas y el proceso de ruptura de epidermis.

Acorde a lo presentado por Latijnhouwers, et al, (2003), quien explica el modo de
colonizacion de los oomicetos, se pueden encontrar diferencias en el mecanismo
de infeccion en tiempos tempranos post inoculacién. Lo anterior, como se aprecio
para los Ortets 34 y 57 y la cantidad de quistes de este Ultimo, a las dos (2) horas

post inoculacion.

En estudios de interaccion compatible entre P. capsici y Arabidopsis (Wang et al.,
2013), se registrod que la formacién de estructuras como apresorios, seguidos por
hifas, austorios y esporangios definen la invasion del tejido vegetal en tiempos no
superiores a las seis (6) horas. En otro estudio, con un patdgeno biotréfico como
Blumeria graminis (Yamaoka et al., 2007) los tubulos germinativos primarios se
evidencia a las dos (2) horas del proceso de infeccién y marcan la susceptibilidad

de la especie vegetal.

En este estudio, las diferencias en avance de la infeccibn se detectaron
tempranamente a las 2 horas post inoculacion, ya que en el Ortet 57 se detectaron
mayor numero de quistes y apresorios (Figuras 22 y 23). Estos resultados son
diferentes a aquellos observados durante el proceso de infeccion de P. capsici en
pimentones adultos (Capsicum sp) por Du et al. (2013). En ese estudio se
concluye que hasta las 12 horas post inoculacion las variedades resistentes y
susceptibles presentaron sintomas bastantes similares, lo anterior con base en el
desarrollo de quistes y tubulos germinativos. Las diferencias mas significativas

aparecieron a las 72 horas, en las cuales la variedad susceptible mostré6 un
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desarrollo de micelio mayor y de ahi en adelante, se evidenciaron todos los
sintomas asociados al ataque del patdgeno.

En lo referente a tiempos largos post inoculacion, para las 12 horas posteriores a
la inoculacion se puede apreciar formaciones miceliares brotando de la zona de
infeccion. Dichas formaciones confirman el progreso de la infeccién (Kamoun et al,
1999). En el Ortet resistente (Ortet 34) se observa que aun la zoospora no ha
terminado su fase en el ciclo infectivo. Las diferencias en el avance de la infeccion
confirman la teoria del anfitrion y no anfitrion (Kogel et al., 2006; Lebeda,et al.,
2008; Stossel, et al, 1980).

Para las observaciones de las 48 horas posteriores a la inoculacién se puede
observar que en el caso del Ortet 57, el desarrollo de la infeccion es mucho méas
rapido. Dicho desarrollo prospera a tal punto que en el Ortet 57 se observan
esporangios en desarrollo. Por el contrario en el Ortet 34 se observa en el mismo
tiempo unas hifas poco desarrolladas y sin capacidad de avanzar mas en el
proceso de infeccion. La estructura caracteristica de este tiempo es el haustorio;
presentandose con un alto numero en el Ortet 57 y con uno bajo en el Ortet 34.

En cuanto a los tiempos de infeccién, Sarria et al, (2015) encontr6 que para P.
palmivora y E. guineensis, un nuevo ciclo comienza entre las 36 y las 48 horas
post-inoculacién, proceso evidenciado por la observacién de esporangios y
clamidiosporas. Para el caso de estudio, en el ortet 57 se observaron esporangios
a las 48 horas post-inoculacién, indicando la tendencia susceptible de este

material frente a P. palmivora.

Lo anterior confirma que el proceso de desarrollo de la infeccion sigue el modelo
de Anfitrion y No Anfitrion. En el caso de la infeccion de P. palmivora a la palma de
aceite, el Anfitrion es el Ortet 57 y el No Anfitrion es el Ortet 34. Todo esto se

puede afirmar, dado las observaciones con multiples evidencias de dicho hecho y
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confirma lo propuesto a lo largo de multiples estudios acerca de la relacion planta-
patégeno (Stossel, et al, 1980).

5.2. PRUEBA DAB Y NBT

Los resultados contrastantes entre los Ortets 34 y 53, son afines con la teoria del
Anfitrion, donde se observa poca reaccién con DAB en las primeras etapas de la
interaccion entre la planta y el patégeno (Wang et al., 2010). Lo anterior seguido
de una fuerte reaccién en los tiempos mas tardios; esta reaccién con peréxido de
hidrogeno ya hace parte de la Muerte Celular Programada (PCD) (Uma y Podile,
2015).

Por la reaccion del Ortet 34 (coloracion mas intensa en los primeros 3 tiempos se
puede hipotetizar la teoria del No Anfitridn, la cual expresa que la planta reacciona
al ataque del patdégeno liberando peroxido de hidrogeno en forma sostenida. Esta

reaccion hace parte de la Respuesta Primaria a Patégenos (Zhang et al., 2011).

Para la prueba NBT, donde se buscaba el indicio de la respuesta oxidativa de la
planta o respuesta primaria (Trujillo et al., 2004; Wang et al., 2007), se definié que
el Ortet 34, se presenta una reaccidn positiva en los primeros tiempos (2 y 6
horas) y una baja reaccion en el tiempo posterior (24 horas), contrario al Ortet 57.
En el caso de cepas vegetales resistentes, la explosion oxidativa es de moderada
a alta en los primeros tiempos de exposicién al patbgeno y en tiempos tardios se
observa una muy leve sefial oxidativa (Shetty, et al, 2008b; Uma y Podile, 2015;
Wang et al., 2010; Zhang et al., 2012).

En el caso del Ortet 57 se presenta una baja coloracién, esto puede deberse a lo

expresado por Hao et al (2011) donde describe el proceso de reaccién contra

patdgenos como una reaccion ascendente. Dicha reaccion no se comporta de esta
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manera en las cepas no resistentes; en las cuales la reaccién es muy débil al
inicio. Posteriormente la coloracion aumenta a las 6 horas de manera abrupta
comparada con su contraparte resistente y a su vez a las 12 horas de la
inoculacion se presenta con una coloracion muy fuerte (Flemmer et al., 2010;
Ge,et al., 2013).

Segun la teoria del Anfitrion y No Anfitribn propuesta para este tipo de
patosistemas; la explosion oxidativa en las cepas vegetales No Anfitrionas se
presenta como respuesta no de defensa sino de muerte celular pero tardiamente
(Shetty et al., 2008a). De esta manera y como se ha concebido la teoria
anteriormente referenciada, las moléculas de respuesta primaria generan Muerte
Celular Programada (PCD). Pero la proteccion a la planta se da dependiendo de la
etapa de la infeccion en la cual se encuentre el tejido reaccionante (Southerton, et
al., 1990).

5.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS

5.3.1. Catalasa Para el Ortet 57 se evidencia que a pesar de su inicio alto tiende a
decaer dicha actividad a las 120 horas. Teniendo en cuenta la teoria del Anfitrion y
No Anfitrion; el Ortet 57 se comporta como anfitrion; ya que en la fase de

proliferacion del patégeno, la actividad catalasa decae (Romero et al., 2008).

Por lo contrario en el caso del Ortet 34, a pesar que la actividad comienza mas
baja que en su contraparte, tiende a comportarse de forma creciente a través del
tiempo. Para el Ortet 34 se puede notar que en el caso de la enzima catalasa, se
observa actividad creciente en el tiempo critico del ataque del patogeno y
concuerda con lo propuesto por Borden y Higgins, 2002 para la actividad

enzimatica catalasa en grupos resistentes o No Anfitriones.
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5.3.2. Peroxidasa Para el Ortet 57, la enzima peroxidasa se detecta en menor
proporcion que en el Ortet 34 al inicio de la prueba. Siendo el Ortet 57 susceptible
presenta una baja concentracion de la enzima (Silva, et al., 2008). Luego de las 24
horas se aprecia un incremento en la actividad peroxidasa en en Ortet 57; para
luego decaer abruptamente y llegar hasta casi O a las 120 horas: Este
comportamiento se puede atribuir a una reaccion de muerte celular por ataque de

patdgenos o PCD propuesta por Silva, et al., (2002).

Para el caso de la contraparte, el Ortet 34 el cual es resistente al ataque de P.
palmivora, la actividad peroxidasa inicia alta. Por el contrario del Ortet 57, en el
Ortet 34, la actividad peroxidasa decae pero se mantiene estable a las 72 horas y
presenta un leve incremento de actividad a las 120 horas. La tendencia general
para el Ortet 34 es de una produccién estable de dicha enzima. Lo anterior
tendiente a la proteccién de las células frente al ataque del patégeno (Shetty et al.,
2008a; Shlezinger et al., 2011).

Dicha enzima hace parte del primer tipo de reaccion ante patdégenos; el cual
consiste en producir sustancias que protejan la célula atacada o en su defecto que
la lleven a apoptosis celular (Romero et al., 2008).

5.3.3. Fenilamonio-Liasa (PAL) Para el Ortet 57 se observa una actividad
enzimatica alta aunque variable y con mucha dispersion entre las muestras. En el
periodo de 24 horas después de la inoculacién es cuando presenta la actividad
mas alta. La actividad enzimatica decae en el periodo de las 72 horas y presenta
un leve incremento a las 120 horas. Este comportamiento es reportado por Ardila,
et al., 2007 y Silva et al., 2002; el cual es atribuido a la apariciéon de fenoles y
demas sustancias que ayudan a proteger los tejidos vegetales del ataque

patogénico e intervienen en la deteccion de la actividad enzimatica.

76



Para el caso del Ortet 34, el cual presenta resistencia al patégeno P. palmivora, el
comportamiento de la actividad enzimatica se presenta aunque baja relativamente
estable a través del tiempo y se presenta relativamente uniforme la actividad entre
las diferentes muestras evaluadas. Este comportamiento de la enzima PAL es
reportado por Silva et al.,, (2002); en plantas resistentes de café. Dicho
comportamiento genera proteccion por la presencia constante del 4cido cinamico

en los tejidos vegetales (Lebeda et al., 2008).
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6. CONCLUSIONES

* La metodologia de disco propuesta por Asselbergh et al., (2007) para deteccion
de la interaccién planta-patégeno en tomate; también funciona para el seguimiento
microscoépico de la infeccion de P. palmivoraen palma de aceite. Se logro detectar
microscopicamente la interaccion del oomiceto en 6 tiempos de infeccion

diferentes.

* En los tiempos de infeccion estudiados se pudieron observar las estructuras
tipicas del oomiceto P. palmivora como: tubulo germinativo, el apresorio, la hifa

infectiva y el haustorio.

* Con este estudio, el seguimiento histologico del proceso de infeccion permitio
determinar que los tiempos tempranos son determinantes en el proceso de

resistencia/susceptibilidad del material vegetal bajo estudio.

* La infeccibn de P. palmivoraen la palma de aceite con cierto grado de
resistencia genera reacciones de defensa primarias tales como: la produccion de

peréxido de hidrogeno y anién superoxido.

* La produccion de moléculas de defensa primaria son diferenciales entre los
Ortets 34 y 57. Dichas moléculas se observaron en produccion sostenida y
creciente en el Ortet 34 (resistente). Y produccion poco apreciable en los primeros
tiempos y descarga abrupta de las mismas en los tiempos tardios, esto en el Ortet

57 (susceptible).

* La actividad enzimatica Fenilamonio-liasa fue la de mejor comportamiento para

los tiempos evaluados; ya que se observaron inicialmente diferencias
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considerables entre los dos Ortets. Aunque con el tiempo tienden a acercarse en

el comportamiento; los dos Ortets mantienen claras diferencias.
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