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Viabilidad en la deteccion de
Phytophthora palmivora en frutos de
papaya (Carica papaya) en la zona
Costa de Oaxaca

Resumen

Phytophthora palmivora es el agente
causal de la pudricién frutal y radical de
la papaya, es considerada una enferme-
dad de lento desarrollo en el hospedante,
y de las mds importantes en este cul-
tivo a escala mundial. Por tal motivo se
seleccioné a P palmivora para su iden-
tificacién en el presente trabajo. Para el
aislamiento de este agente se procedié
a identificar en campo los frutos que
presentaron los sinfomas caracteristicos
de dicha enfermedad del fruto, los cuales
fueron procesados en laboratorio para
extraer una parte del tejido infectado y
colocarlo en medios de cultivo PDA suple-
mentado con dcido léctico para limitar
el crecimiento de bacterias. Al obtener
los cultivos puros se realizaron estudios
morfolégicos para identificar estructuras
reproductivas tipicas de P palmivora.
Los resultados obtenidos en este estudio
preliminar nos indicaron la ausencia
de P palmivora, por ofro lado se iden-
tificé la presencia del agente patégeno
Colletotrichum spp que causa la enferme-
dad conocida como antracnosis. El pre-
sente trabajo nos da una visién preliminar
de la problemética de agentes patégenos
de tipo fungoso, por lo que en estudios
posteriores se centrard a determinar la
distribucién de Colletotrichum spp en la
regién Costa.
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Abstract

Phytophthora palmivora is the causal
agent of fruit and root rot in papaya. It is
considered a slow-developing disease,
and is among the most important for
this crop worldwide. For this reason, we
chose P palmivora for identification in our
research. To isolate this agent, we pro-
ceeded by identifying on-site those fruits
which showed symptoms characteristic of
this disease. These were processed in the
laboratory to extract part of the infected
tissue, which were placed in PDA culture
media supplemented by lactic acid to
limit bacteria growth. Upon obtaining pure
cultures, morphological studies were car-
ried out to identify reproductive structures
typical of P palmivora. The results of the
preliminary study showed the absence
of P palmivora. On the other hand, it
showed the presence of the pathogenic
agent Colletotrichum spp, which causes
the disease known as anthracnose. This
paper provides a preliminary look at the
problem of fungal pathogenic agents,
from which later studies will focus on
determining the distribution of Col-
letotrichum spp in the coastal region.

Résumé

Phytophthora palmivora est |'agent
responsable de la putréfaction radicale
de la papaye. Elle est considérée comme
maladie au lent développement chez
I'hote et c’est I'une des plus importantes
de cefte culture a échelle mondiale. C’est
pourquoi on a sélectionné Phytophthora
palmivora pour son identification dans
le travail présent. Afin d’isoler cet agent,
on a procédé & I'identification sur le ter-
rain des fruits présentant les symptémes
caractéristiques de cette maladie du fruit.
Ces fruits ont été utilisés en laboratoire
pour extraire une partie du fissu infecté
et le disposer en culture PDA agrémentée
d’acide lactique pour limiter la croissance
de bactéries. Lobtention de cultures pures
a permis de réaliser des études mor-
phologiques pour identifier les structures
reproductives typiques de Phytophthora
palmivora. Dans cette étude préliminaire,
les résultats obtenus nous ont indiqué
I'absence de Phytophthora palmivora et
d’un autre cété, on a identifié la présence
de I'agent pathogéne Colletotrichum spp
qui cause la maladie connue sous le nom
d’anthracnose. Ce travail nous donne une
vision préliminaire de la problématique
des agents pathogénes de type fongiques.
Dans des prochaines recherches nous
nous concentrerons sur la distribution
de Colletotrichum spp dans la région de
Oaxaca.

Palabras clave: fitopatégeno, zoosporas, esporangios, monosporicos,

PDA.

Introducciéon

Produccion e importancia econémica
El fruto de la papaya (Carica papaya) es uno de los frutos tropicales

con mayor demanda nacional e internacional. En México los principales

estados productores son Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Michoacan, Guerre-
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ro y Colima. En el 2011 Oaxaca ocup6 el tercer lugar
(cuadro 1) en cuanto a produccién de papaya a nivel
nacional. (SIAP, 2011).

Cuadro 1. Principales Estados productores de papaya. Fuente SIAP 2011

Ubicacién Gt ds)
Chiapas 140,721.50
Veracruz 115,056.50
Oaxaca 113,705.25
Colima 59,134.31
Guerrero 45,180.30

Siendo el distrito Costa el lugar que produce mayor
cantidad de papaya en todo el estado de Oaxaca (cua-
dro 2). En donde Villa de Tututepec de Melchor Ocam-
po es el municipio responsable en la produccién de
papaya (cuadro 3) en el distrito Costa (SIAP, 2011).

Cuadro 2. Produccién de papaya por distritos en Oaxaca. Fuente SIAP 2011

. Produccion
Distrito (Toneladas)
Costa 101,491.50

Istmo 9,081.10

Valles Centrales

1,860.80

Huajuapan de Leén

666.00

Canada

605.85

Cuadro 3. Distribucién de la produccion de papaya en el distrito Costa Fuente
SIAP 2011

Produccién

Municipio (Toneladas)

Villa de Tututepec de

Melchor Ocampo 39,045.00
Santiago Jamiltepec 17,875.00
Santa Maria Huatulco 10,927.50

Santa Maria

Huazolotitlan 10,880.00

La disminucién de los rendimientos obtenidos en
este cultivo a nivel nacional son ocasionados entre
otros factores por enfermedades y plagas causadas
por bacterias (Enterobacterium cloacae), hongos
(Fusarium, Rhizoctonia, Collectotrichum, Alternaria
solani, entre otros), virus (Meleira, virus de la mancha
anular), oomicetos (Phytophthora sp), (Loayza, 2001
y Tapia et al., 2015).

Phytophthora

El género Phytophthora (del griego Phyton: planta;
phthora: destructor) pertenece al reino Straminipila,
Orden Peronosporales. Familia Pythiaceae. Es un orga-
nismo patégeno de plantas dicotiledéneas en donde
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la especie de Phytophthora capsici fue la primera que
se describi6é (Leonian, 1922) en Nuevo México el cual
es patogeno del chile (Hernandez, 2007).
Actualmente se han descrito varias cepas de P. palmi-
vora debido a la variacién morfolégica y de infecciéon
(Nelson, 2008). Se caracteriza por tener un micelio
alargado y bien desarrollado. Contiene esporangios
en simpodios que se encuentran bien desarrollados,
crecen de forma abundante, son prominentes y ter-
minales. Se reproducen de manera asexual y sexual
mediante zoosporas biflageladas que se desarrollan
dentro de clamidosporas en forma papilada (Agrios,
2005).

Los zoosporangios producen zoosporas, clamidospo-
ras y oosporas. Las zoosporas son los componentes
mas importantes para el desarrollo de la infeccién, ya
que son moviles e infecciosas, después de liberarse
del zoosporangio. Las clamidosporas son estructuras
de resistencia que se mantienen latentes en el suelo
hasta encontrar al hospedero, éstas pueden germinar
a zoosporangios al contacto con el agua. Los zoospo-
rangios penetran a la planta a través de heridas en sus
tejidos. Los propagulos de este patégeno se dispersan
por el viento, agua, suelo, animales, etc. Una vez que
aparece la enfermedad se propaga rapidamente
(Nelson, 2008).

Algunos autores mencionan que tanto Phytophthora
palmivora y P, parasitica pueden infectar el fruto de
papaya en cualquier estadio de su desarrollo, confor-
me la enfermedad progresa, el fruto cambia de color
y textura hasta terminar en el suelo el cual constituye
un reservorio de indculo para posteriores infecciones
(Hine, et al., 1965); también puede afectar el tronco,
fruto y raiz (Alvarez y Nelson 1982); se menciona que
la infeccion de la fruta es la enfermedad mas eviden-
te e importante econémicamente, la caracteristica
principal es el aparecimiento de manchas de agua
y posteriormente la fruta se cubre de una masa al-
godonosa blanquecina, se marchitan y caen al suelo
(Pernezny y Litz 2003).

Debido a lo anterior, es importante realizar un estudio
preliminar de la incidencia de este patégeno en las
zonas de mayor produccién de papaya en la regiéon
Costa de Oaxaca. Con su aislamiento se procedera a
realizar investigaciones futuras para proponer posibles
estrategias de control empleando metabolitos natura-
les extraidos de plantas endémicas.
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Metodologias y materiales

Colecta

a) Establecimiento de las zonas de colectas

El presente trabajo se realiz6 en el afno de 2011 en di-
versos puntos de la localidad de Rio Grande pertene-
ciente al municipio de Villa de Tututepec de Melchor
Ocampo, Oaxaca. (figura 1). El clima de Rio Grande
es calido-humedo con lluvias en verano por lo que se
genera temperaturas entre 25y 39°C oscilando en una
media anual de 27°C y una precipitacién pluvial de
800 a 2000 mm distribuyéndose en un 96 % de mayo
a octubre (INEGI, 2010).

Simbalogia
- P e WA
Cusrpos de agun
—_— o
— Cameteras Dcoana Pacfico

(] 1.5 3 & & iz
Homeiros

Figura 1. Localizacion de las zonas de colecta. Muestra los diferentes lugares
de colecta comprendidos en el municipio de Villa de Tututepec de Melchor
Ocampo (marcas en forma de circulo de color verde).

El estudio se realiz6 en cuatro huertas de papaya,
de 9 a 13 meses de edad con un sistema de riego de
microaspersion, las cuales estan ubicados cerca de
la carretera federal 200 entre el kilébmetro 94 al 81,
dichos sitios de muestreo fueron debidamente geoti-
quetados (Cuadro 4).

Cuadro 4. Coordenadas geogréaficas generadas por las colectas, obtenidas por
un GPS Garmin Etrex vista hex

Colecta | Latitud N | Longitud (ﬁ‘&‘;g) Sitio
1 15°59'44.86” | 97°24'57.22” 20 Rio Grande
2 15°58'51.17” | 97°25'44.59” 14 Rio Grande
3 15°58'38.29” | 97°24'22.02” 15 Rio Grande
4 15°57'52.31” 97°23'13.4” 15 Rio Grande

b) Colecta de muestras

Una vez identificadas las zonas de colecta, se proce-
di6 a realizar las colectas de tejido vegetal en dife-
rentes puntos de la localidad antes mencionada. Se
identificaron los frutos con sintomas caracteristicos
de Phytophthora sp o alguna enfermedad producida
por hongos o agentes patégenos (Mansilla et al., 1993;
Pérez et al., 2003) (Figura 2). En el sitio de muestreo

Viabilidad en la deteccién de...

se colectaron frutos y se colocaron en recipientes de
plastico cerrados (Rodriguez et al., 2004).

Aislamiento de hongos

a) Tratamiento

El andlisis de las colectas realizadas se llevé a cabo en
el laboratorio de quimica de la Universidad del Mar;
se extrajo tejido que contenia partes sanas y enfermas

Figura 2. Identificacién de frutos infectados en campo. (a,b,d,e y f) Se pudo
constatar que los frutos se encontraban infectados por un agente fitopatdgeno,
provocando lesiones evidentes por su presencia, (c) algunos frutos no
presentan sintomas caracteristicos en su exterior pero en el interior del fruto
puede ser blanco para la invasiéon de diferentes patégenos.

de la superficie de los frutos (figura 3). Se cortaron en
secciones de 5 mm aproximadamente y se desinfec-
taron con una solucion clorada al 6% (v/v) durante
dos minutos; después se lavaron tres veces con agua

destilada estéril, y posteriormente se secaron en papel
filtro Whatman.

Figura 3. Identificacion de frutos colectados. (a) y (b) Las lesiones fueron
etiquetadas y medidas de acuerdo a la severidad de la enfermedad.

b) Siembra

Los tejidos desinfectados fueron sembrados en cajas
petri (figura 4) con medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA) acidificado con &cido lactico al 2% v/v e
incubados a temperatura ambiente (27°C) durante 24
a 38 horas (Graham et al., 1998).

¢) Purificacioén
El cultivo primario, considerado como el producto
de la primera siembra no diferencial de las muestras,
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Figura 4. Material y equipo del laboratorio para los analisis. (a) Se utiliz6 una
campana de flujo laminar para el procesamiento de las muestras; (b) el tejido
antes de ser inoculado en el medio de cultivo (PDA) se desinfectd y secé con

papel filtro previamente esterilizado.

es considerado multiespérico, ya que en este cultivo
germinan varias esporas generando diversas cepas. Se
aislaron microorganismos que macroscépicamente
presentaron morfotipos diferenciales, los cuales se
procesaron como cultivos nuevos. En condiciones
asépticas, con un sacabocado de 5 mm de diametro
se extrajeron discos de agar que contenian micelio
periférico de la colonia, se resembraron en medio
de cultivo PDA adicionado con &cido lactico al 2%
v/v. y se dejaron incubar a 27°C (Mansilla ef al., 1993,
Agrios, 2005).

d) Cultivos monospéricos

Para realizar este cultivo se tomé en cuenta el proto-
colo reportado en el trabajo de (Echeverria, 2006). A
partir del cultivo multiespérico se cortaron discos de
5 mm de didmetro, los discos se pasaron a tubos de
ensaye con 9 ml de agua destilada estéril y una gota
de Tween 20. Se removieron los conidios agitando
en vortex por 5 minutos, se tomé 1 ml de suspensiéon
de conidios y se colocé en tubos de ensaye estériles,
posteriormente se hicieron diluciones seriadas de 10!
a 10"° con agua destilada estéril.

Para determinar la concentracién del inéculo de los
conidios se us6 una Camara de Neubauer, con el
cual se hicieron conteos de esporas en campos de
dimensiones conocidas, que dieron el nimero de
esporas por mililitro de la suspensién inicial (Gilchrist
et al., 2005).

De acuerdo a Gilchrist et al. (2005) y Echeverria
(2006), una vez contabilizadas las esporas se deter-
miné la concentracién y volumen necesario de tal
manera que al tomar 2 ul y vaciarlos en una caja petri
con medio de cultivo; se inocularon 20 esporas y se
distribuy6 de manera homogénea con una varilla de
vidrio con punta de triAngulo para su posterior incu-
bacién a 27°C, por 24 horas. Este procedimiento se
repiti6é para cada aislamiento.
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Transcurridas las 24 horas, se buscaron mediante el
microscopio estereoscopico esporas germinadas al
anverso de la caja de petri, de las cuales se seleccio-
naron las originadas por una sola espora (monospo6-
rico) y se marcaron con un circulo. Posteriormente,
en condiciones estériles dentro de la campana de
flujo laminar y con un bisturi estéril se cort6 el area
senalada. El fragmento se extrajo y se coloc6 en una
caja petri conteniendo medio PDA. Para cada espora
seleccionada se realiz6 el mismo procedimiento, un
fragmento por cada caja petri, se incubaron por 96
horas a 27°C. Una vez pasado el tiempo sugerido se
seleccionaron los cultivos con mayor crecimiento y de
apariencia uniforme, para subcultivar en PDA.

La identificacién se llevo a cabo utilizando las cla-
ves de identificaciéon de Barnett y Hunter (1998) y
Watanabe (2000) tomando en cuenta, caracteristicas
del cultivo: color superficial y reverso de la colonia,
cantidad de hifa aérea, textura de la superficie, for-
ma del margen, patrén de crecimiento y estructuras
formadas. Morfologia del hongo: forma de la hifa,
estructuras asexuales como esporangios, esporas,
conidios, entre otras. Para ello, se realizaron prepa-
raciones y se tifieron con azul de lactofenol de los
cultivos monospéricos en crecimiento (Watanabe,
2000; Reyes y Morales, 2007; Villanueva et al., 2008).

Resultados

Se obtuvieron un total de 74 cepas de las cuatro co-
lectas realizadas, no se encontraron estructuras que
indicaran la presencia de Phytophthora sp, en cambio
se logr¢ aislar e identificar a Colletotrichum spp., Rhi-
zopus spp y Fusarium spp (Cuadro 5).

La morfologia de la colonia de Colletotrichum sp.
(figura 5C) es de color café-grisacea con crecimiento
radial y bordes irregulares, con hifas septadas con
apresorios café oscuros e hifas hialinas, el cuerpo
acervular posee setas oscuras estériles (Figura 5A,
y 5B).

En cuanto a Fusarium sp. la colonia presenta en la
parte central una coloracion café oscura y, blanqueci-
na-amarillenta en los bordes. Presenta micelio aéreo
escaso con textura algodonosa. Bordes discontinuos
y hundidos, con crecimiento amorfo. Las hifas del
micelio son septadas con clamidoconidios. Presenta
macroconidios con 2 a 4 células, con forma de canoa,
con células apicales elongadas y microconidios pre-
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Cuadro 5. Distribucién geografica del nimero de cepas aisladas aisladas

Cepas de C%;;as C%[‘)sas
Colecta Latitud N | Longitud W Sitio Colletotrichum Fusarium | Rhizopus
L spp spp

1 15°59'44.86” 97°24'57.22” 21 3 1
Grande

2 15°58'51.17” 97°25'44.59” G 15 5 0
rande

3 15°58'38.29” 97°24'22.02” 12 2 1
Grande

4 15°57'52.31” 97°23'13.4” G 10 4 0
rande

Total 58 14 2

sentes, usualmente de 1 a 2 células con forma cilindri-
cay redondeada en los extremos, ver figura 5D y SE.
De acuerdo a Barnett y Hunter (1998) los aislados de
éste género son muy dificiles de identificar debido a
las condiciones fisico-quimicas de cultivo que ocasio-
na la malformacién del esporodoquio; sin embargo,
es posible su identificaciéon debido a la produccién de
macro y microconidios en forma de canoa, como se
puede observar en la figura 5E.

Por otro lado el patégeno Rhizopus spp. penetra en el
fruto por medio de heridas que ocurren durante la co-
secha, transporte o durante el manejo postcosecha. Se
presenta como pudricién acuosa cubierta de masas

de esporas de micelio gris con esporangios macros-
copicos negros; El micelio carece de septas y produce
esporangioforos largos aéreos que en sus puntas for-
man esporangios esféricos pequenos (Agrios, 2005).

Conclusiones

Con el presente andlisis preliminar realizado en las
colectas de frutos de papaya en Villa de Tututepec
municipio de Melchor Ocampo, se puede afirmar que
los cultivos de papaya presentaron enfermedades cau-
sadas principalmente por agentes de caracter flingico.
Cabe destacar que las morfologias que presentaron
los diversos aislados identificados no pertenecian a los

Figura 5. Caracteristicas fenotipicas de Colletotrichum sp (C) Las caracteristicas mas pronunciadas de la colonia son la escasa presencia de micelio aéreo de color

blanco, el crecimiento radial con bordes irregulares; B) El micelio es septado y A) la presencia del cuerpo acervular con setas café-oscuras y estériles, en el que existe
gran cantidad de conidios, curvos y oblongos, en formacion apical a los conidi6foros. Aspectos morfolégicos y microscopicos de Fusarium sp. (F) Crecimiento colonial
de Fusarium sp. es amorfo, con una coloracién café oscura en el centro y la bordea un micelio de color blanco-amarillento, presenta micelio aéreo escaso. (Ey F)

macroconidios de mas de 2 células hasta 4 y microconidios de 1 a 2 células. Aspectos morfoldgicos y microscépicos de Rhizopus sp, (1) colonias algodonosas de color

blanco, llega a cubrir completamente la caja Petri, se torna gris con puntos negros. (H) presencia de hifas gruesas y aseptadas, abundantes rizoides prominentes de
color café, de los que salen los esporangioforos largos, no ramificados de color café, (G) cada uno con un esporangio café con esporangiosporas.

Viabilidad en la deteccién de...
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caracteristicos reportados de Phytophthora palmivora,
por lo tanto se puede concluir que la identificacién de
este patégeno no se pudo realizar directamente en
fruto como lo estipulan alguno autores.

En los aislados obtenidos se identific6 en mayor pro-
porcion a Colletotrichum spp seguido de Fusarium
spp y en menor incidencia al género Rhizopus spp.
Colletotrichurm spp ha destacado ser el agente causal
de la enfermedad conocida como antracnosis, el cual
juega un papel muy importante en la economia de la
agricultura a nivel mundial.

Estos resultados preliminares obligan a que en un
futuro se debe de ubicar mas sitios de muestreo en
los diferentes municipios del distrito Costa como Ja-
miltepec y Pinotepa Nacional, ademas de una revision
de manera exhaustiva de las principales estrategias
para el control de Colletotrichum spp como: antago-
nistas microbianos, control quimico, extractos natu-
rales ademas de considerar hacer uso de técnicas de
biologia molecular para poder identificar de manera
mas precisa y oportuna a los aislados obtenidos del
presente trabajo €
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