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RESUMEN

En 1998 se inicié una investigacién para determinar la etiologia de
dos enfermedades de aparente naturaleza viral, que afectan el cultivo
de la palma africana de aceite en el suroccidente colombiano. La pre-
sencia de la ‘mancha anular’ se registré por primera vez en 1985, en el
municipio de Tumaco, Narifio. Esta enfermedad afecta palmas jove-
nes en los primeros 1-3 afios de vida. Las plantas afectadas mueren
rapidamente debido a una necrosis sistémica. Esta enfermedad se
asocid consistentemente a la presencia de un virus filamentoso de
aproximadamente 800 nm de longitud y 15 nm de diametro, con un
genoma sencillo compuesto por una molécula de ARN de aproxima-
damente 8.000 nucledtidos. La caracterizacién molecular parcial del
virus mostré identidades del 51-67% en la secuencia de aminoécidos
con respecto al ORF 1 de dos especies tentativas del género Foveavi-
rus: el Cherry green ringspot mottle virus y el Cherry necrotic rusty
mottle virus. También se observaron identidades de secuencia de
aminoacidos del 40-62% para la misma regién, entre el virus de la
palma africana de aceite y los foveavirus Apple stem pitting virus y
Rupestris stem pitting-associated virus. La segunda enfermedad viral,
el ‘anillo clorético’, no es letal, pero las plantas sintomaticas son
destruidas por los agricultores. Esta enfermedad se observé en 1996 en
el municipio de Tumaco, afectando también palmas jévenes. El ‘anillo
clorético’ es causado por un virus filamentoso de aproximadamente
750 nm de longitud y 15 nm de didmetro, el cual induce inclusiones
cilindricas en el citoplasma de las células infectadas. El virus se
transmitié mecanicamente a especies de gramineas (maiz, cafia de
azucar, sorgo y braquiaria). Secuencias parciales del genoma viral
demostraron homologias del 90.8-95% con cepas del Sugarcane mo-
saic virus. Se discuten aqui algunas estrategias de control.

Palabras claves: Elaeis guineensis, Virus del mosaico de la
cafia de azicar, foveavirus

ABSTRACT

An investigation was initiated in 1998, to elucidate the etiology of two
diseases of apparent viral nature in the southwestern African oil palm
production region of Colombia. The ‘ring spot’ disease was first ob-
served in 1985, in the municipality of Tumaco, Narifio, causing a
lethal disease of young (1-3 year-old) palms. Electron microscopy of
diseased foliar tissue extracts revealed the presence of filamentous
virus-like particles, ca. 800 nm in length. Double-stranded RNA ex-
tractions made from diseased palms, led to the cloning and partial
sequencing of viral genome fragments showing amino acid sequence
identities of 51-67% with the corresponding genes of the tentative
foveavirus species Cherry green ringspot mottle virus and Cherry
necrotic rusty mottle virus. Lower but consistent amino acid sequence
identities (40-62%) were observed in comparisons with two recog-
nized foveaviruses: Apple stem pitting virus and Rupestris stem pit-
ting-associated virus. The second disease, ‘chlorotic ring’, was first
observed in 1996, also affecting young African oil palms in Tumaco.
This disease is not lethal, but growers eliminate affected palms any-
way. The disease is caused by a different filamentous virus ca. 750 nm
in length. The virus was characterized as a species of the genus Potyvi-
rus, namely a strain of Sugarcane mosaic virus. Possible virus trans-
mission mechanisms and disease management practices are discussed
here. ‘

Key words: Elaeis guineensis, Sugarcane mosaic virus, foveavirus

INTRODUCCION

Colombia es el principal productor de palma
de aceite africana (Elaeis guineensis Jacq.) en
las Américas, con un 4rea estimada en 1999
de 150.399 hectéreas distribuidas en diferen-
tes zonas del pais (Fedepalma, 2000). En la
zona occidental se cultivan unas 20,970
hectareas de palma dentro del municipio de
Tumaco, Narifio. Este municipio es importan-
te no solo por contribuir un 14,0% de la
produccion total nacional de aceite de palma
crudo, sino también desde el punto de vista
socio-econdémico, ya que en ¢l se encuentra la
mayor concentracion (85%) de pequefios
productores de palma de aceite en el pais.
Uno de los principales retos de los palmi-
cultores colombianos han sido el de aumentar
la productividad del cultivo y reducir los

costos de produccion, con el fin de competir
favorablemente en el mercado interno y
externo. Entre los factores que mas han inci-
dido negativamente en la productividad del
cultivo, estan la incidencia de plagas y en-
fermedades. En el caso especifico de la zona
suroccidental, existen enfermedades descono-
cidas en otras zonas productoras de palma de
aceite del pais. En 1985, se registrd la enfer-
medad conocida como ‘mancha anular’ en el
municipio de Tumaco (Jiménez y Pefia,
1988). Esta enfermedad se observd por pri-
mera vez en 1969 (Arévalo, 1988; Renard y
Quillet, 1984), en la regién amazénica (Toca-
che) del Perd. En 1974, la enfermedad se
detecté en la region noroccidental del Ecua-
dor, donde se le llamé ‘amarillamiento letal’
y ‘moteado del cogollo’ (Dzido et al, 1978;
Chavez, 1988). Las pérdidas de palmas jéve-
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nes en el Ecuador alcanzaron niveles de
incidencia superiores a los 90% en algunas
plantaciones. En Tumaco, la ‘mancha anular
aparecié hacia 1988 (Jiménez, 1988). La
incidencia de la ‘mancha anular’ ha fluctuado
entre el 2 y 45%, pero en los dltimos afios
han ocurrido brotes de mayor gravedad en
algunas plantaciones (Morales, 1998). Por lo
general, la ‘mancha anular’ es una enferme-
dad letal que afecta palmas jovenes en etapa
de vivero y en los dos primeros afios después
de la siembra definitiva en plantaciones co-
merciales.

Los sintomas iniciales de la enfermedad
se manifiestan como una clorosis y amarilla-
miento de las hojas mas jévenes de la planta
(Figura la), algunas de las cuales presentan
un moteado en los foliolos y en la base del
raquis (Figura 1b). La hoja flecha puede o no




presentar necrosis sistémica (Figura 1c). La
muerte de las palmas afectadas ocurre por la
necrosis del meristemo o punto de crecimien-
to. Al cortar el estipite longitudinalmente, se
observa la necrosis violdcea del sistema
vascular (Figura 1d).

En 1995, se observé una enfermedad
diferente a la ‘mancha anular’ en viveros de
palma de aceite en el occidente del Ecuador, a
la cual se denominé ‘anillo clorético’ (Chin-
chilla et al.,, 1995; Rivera et al., 1996). En
1996, se observé una enfermedad similar en
el municipio de Tumaco (Morales, 1999). El
sintoma mas caracteristico del “anillo cloréti-
co0”, es la presencia de anillos en las hojas de
palmas jévenes (Figura le), asi como diver-
sos tipos de variegaci6n en las hojas de las
palmas afectadas (Figura 1 f, g) y en la parte
inferior del raquis (menos frecuente que en el
caso de la ‘mancha anular’). A diferencia de
la ‘mancha anular’, el ‘anillo clorético’ no
mata las palmas de aceite afectadas, pero los
agricultores eliminan las palmas enfermas
como una medida sanitaria.

El objetivo de estas investigaciones fue el
de identificar los agentes causales de estas
enfermedades de la palma de aceite en el
municipio de Tumaco, con el fin de disefiar
medidas de control y asi evitar mayores
pérdidas de produccién y su diseminacién a
otras zonas productoras de aceite de palma en
el pais.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron recolectadas en el muni-
cipio de Tumaco por el autor principal o por
personal del Centro Colombiano de Investi-
gacion de Palma de Aceite (CENIPALMA) y
de algunas plantaciones comerciales. La
mayor parte del tejido afectado y sano utili-
zado provino de hojas flecha de palmas de
aceite africanas de uno a dos afios de edad.
Los tallos de todas las palmas afectadas por
‘mancha anular’, seleccionadas para esta
investigacion, se cortaron en secciones para
confirmar la presencia de la necrosis violacea
asociada con esta enfermedad. El tejido
seleccionado se procesé fresco o fue conser-
vado a — 80°C hasta el momento de utilizarse.
Se analizé también una muestra foliar obteni-
da de una palma silvestre del género Bactris
(tentativamente identificada como B. setulo-
sa) que presentaba sintomas de amarillamien-
to foliar similares a los descritos para la
‘mancha anular’ de la palma de aceite africa-
na. Asimismo se incluyeron en todas las
pruebas muestras de palmas de aceite africa-
nas libres de sintomas.

Pruebas de patogenicidad

Las inoculaciones mecénicas se hicieron
utilizando extractos obtenidos de tejido de
hoja flecha afectada por mancha anular,
diluido 1:4 6 1:10 (peso/volumen) en agua
destilada estéril o tampén preparado a una
concentracion de 0,5 6 0,1 M de fosfato de
82

potasio, pH 7,5, con 0,5 g de sulfito de sodio
y 1 mM dietil-ditiocarbamato de sodio
(DIECA).

Las siguientes especies y variedades: Che-
nopodium album, C. amaranticolor, C. qui-
noa, C. murale, Elaeis guineensis, Nicotiana
benthamiana, N. tabacum cv ‘Samsum, Sorg-
hum bicolor cv’. Rio, y Zea mays, se inocu-
laron en el caso de la ‘mancha anular’. El
rango de hospederos del agente causal del
‘anillo clorético’ se establecidé usando las
siguientes especies y variedades: Avena
sativa cv. Clintland, Brachiaria brizantha
CIAT 26646, Chenopodium amaranticolor,
C. murale, C. quinoa, Cucumis sativus, Datu-
ra stramonium, Elaeis guineensis, Glycine
max cv. Mandarin y Clark, Nicotiana bent-
hamiana, N. tabacum cv. Samsun, Panicum
maximum CIAT 673, 6172y 6299, Sorghum
bicolor cvs Atlas, Rio, Texas 2786 y Trudex,
Phaseolus vulgaris cv. Bountiful, Sacharum
officinarum CP-57-603, S. halepense, Vigna
unguiculata cv. Blackeye, y Zea mays cv.
Sikuanis. En todas las pruebas se inoculé un
promedio de cinco plantas por especie o
variedad.

Microscopia electrénica

Para la observacion directa de muestras en un
microscopio de transmision JEOL JEM-1010,
extractos de tejido de palmas de aceite enfer-
mas y sanas se tifieron negativamente en
acetato de uranilo al 2%, pH 3,7. Para los
estudios de citopatologia, se seleccioné tejido
foliar de palmas de aceite enfermas y sanas y
se procedidé segun la técnica descrita ante-
riormente (Morales et al., 1990). Los cortes
ultra-finos se obtuvieron con una cuchilla de
diamante empleando un ultra-microtomo MT
6000 Sorval.

Electroforesis

Se extrajeron ARNs de doble cadena (dc) de
plantas de palma de aceite sanas y afectadas
por la ‘mancha anular’ y el “anillo clorético’,
de acuerdo al procedimiento de Dodds y Bar-
Joseph (1993). Se estimaron los pesos
aproximados del ARNdc usando un patrén de
ADN (1 Kb) (Gibco BRL). La muestra de
Bactris sp. se procesé siguiendo el mismo
procedimiento.

Extraccién de 4dcidos nucléicos, sintesis de
ADNec, clonacién y secuenciacion

Las técnicas de extraccion, sintesis de ADN
complementario y clonacién utilizadas en
estas investigaciones, han sido publicadas en
detalle (Morales et al., 2002 a, b). La secuen-
ciacion se llev6 a cabo con un secuenciador
automatico de ADN ABI PRISM 377 (Perkin
Elmer). Las secuencias obtenidas se analiza-
ron empleando el programa BLAST del
Centro Nacional de Informacién, Instituto
Nacional de Salud, Bethesda, MD, USA).
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RESULTADOS

La observacién directa al microscopio elec-
trénico de extractos foliares de palmas afec-
tadas por ‘mancha anular’, reveld consisten-
temente (aunque en baja concentracién) la
presencia de particulas filamentosas de
aproximadamente 800 nm de longitud y 15
nm de didmetro (Figure 2a). Particulas simi-
lares de aproximadamente 750 nm de longi-
tud y 15 nm de didmetro, se observaron en
todas las muestras foliares tomadas de palmas
jévenes afectadas por “anillo clorético’ (Figu-
re 2b). También se observaron particulas
filamentosas (v) dispersas en el citoplasma de
células de hoja de palmas de aceite afectadas
por ‘mancha anular’ (Figura 2c). La citopato-
logia practicada a las plantas afectadas por
‘anillo clorético’, revelé la presencia de
‘agregados laminares’ (al), a menudo asocia-
dos a particulas (v) virales (Figure 2d), carac-
teristicos de especies de potyvirus, sub-
divisién II (presencia de inclusiones cilindri-
cas y agregados laminares). No se observaron
particulas filamentosas en extractos de tejido
o secciones de tejido de varias palmas de
aceite africanas asintométicas, utilizadas
como controles libres de virus.

Ninguna de las especies vegetales inocu-
ladas mecanicamente con extractos de palmas
afectadas por ‘mancha anular’, desarrollé
sintomas o mostr6 al microscopio €lectrénico
la presencia de particulas similares a virus.
Las plantas de palma de aceite inoculadas se
mantuvieron bajo observacién durante un
afio, pero ninguna de las 10 pléntulas inocu-
ladas por métodos estandar o inyéccion,
expres6 sintomas.

De los 24 genotipos inoculados con extrac-
tos de palmas afectadas por ‘anillo clorético’,
solo cuatro especies de gramineas: B. bri-
zantha (braquiaria), S. officinarum (cafia de
azicar), S. bicolor (sorgo) cvs. Rio y Trudex,
y Z. mays (maiz), desarrollaron sintomas de
mosaico y mostraron particulas virales en
exadmenes de microscopia electrénica. Even-
tualmente se logré transmitir el virus de sorgo
a palma de aceite africana, por medios meca-
nicos.

La extraccion y electroforesis del RNAcd
de palmas de aceite africanas afectadas por la
‘mancha anular’ reveld la presencia de una
banda predominante (Figura 3) de aproxima-
damente 8.034 pares de bases (pb), y ocasio-
nalmente dos bandas menores de aproxima-
damente 7.171 y 5.854 pb, probablemente
sub-productos de la molécula predominante.
La muestra de hoja de la palma sintomética
de Bactris sp. produjo un patrén de banda
similar, con una especie de ARN predomi-
nante de aproximadamente 8.135 pb.

En el caso del anillo clorético, solo se ob-
servd una banda de aproximadamente 10.000
pb (Figura 3). Extractos de tejido de palma
afectada por ‘anillo clorético’ reaccionaron
en pruebas seroldgicas (ELISA) con el mono-
clonal comercial especifico para detectar
potyvirus.
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Figura 1. Sintomas de enfermedades virales en palma de aceite africana:

"Mancha anular’

Clorosis y amarillamiento en hojajoven.

Variegacion enlos foliolos y base del raquis de hojas jovenes
Pudricion delahoja flecha.

Necrosis violacea en el interior del estipite de palmas jévenes con sintomas
avanzados

' Anillo clorotico'

¢. Sintomas foliares caracteristicos, nétese la presenciade anillos cloréticos
f. Rayado

g Manchas aceitosas asociadas




Figura 2 Particulas virales y cortes ultrafinos de tejidos de palma de aceite africana: a. Particulas filamentosas caracterfsticas de los virus de la 'mancha
anular'(barra c.a. 100 nm). b. Particulas filamentosas caracteristicas de los virus del 'anillo clorético'(barra c.a. 100 nm). c. Particulas filamentosas [\2)
observadas en el citoplasma de células de hoja de palina de aceite africana afectada por 'mancha anular'(barra c.a. 150 nm). d. Agregados laminares (al)
y particulas virales (v) en el citoplasma de células foliares de palma de aceite africana infectada por el potyvirus causal del 'anillo clorético (barra c.a. 500

nm').

En el caso de la 'mancha anular', se
secuenciaron veinticinco clones, lo cual
produjo dos conjuntos de secuencias solapadas
de un solo clon. El primer conjunto de 15
clones produjo una secuencia continua de
3.491 pb. Este fragmento tenfa una identidad
de secuencia de aminoacidos (aa) del 51% con
la correspondiente al ORF | proximo del
exitemo 5' del Cherry green ringspot moitle
virus (CGRMV) y Cherry necrotic rusty motile
virus (CNRMV). El CGRMV es una especie
tentativa del género Foveavirus (Regenmortel
et al., 2000) y el CNRMYV estd estrechamente
relacionado conel CGRMYV (Rott y Jelkmann,
2001). La similitud de secuencia de aa para
esta region ORF 1 del virus de la palma de
aceite africana fue del 70 y 69% comparada
con el CGRMV y el CNRMYV,
respectivamente. Similitudes del 62 y 61% se
obtuvieron en comparaciones con las
secuenciasde aa correspondientes a la ORF 1
proxima del Apple stem pitting virus (ASPV)y
el Rupestris stem pitting associated virus
(RSPaV), las dos especies reconocidas del
actual género Foveavirus (Regenmortel et al,
2000). El segundo conjunto de nueve clones
solapados con una secuencia continua de 1.667
pb mostré identidades de secuencia de aa de

84

Figura 3, Patrones electroforéticos de ARN de
doble cadena de extractos de palma de aceite
africana y marcadores 1Kb ADN Ladder ( GIBCO,
BRI). a,b,fmarcadores. ¢ Hoja flecha de planta
sana, d. Extracto de hoja flecha afectada por ‘anillo
clordtico’(banda de 10.000pb, tridngulo) e
Extracto de hoja flecha afect  ada por ‘mancha
anular’,
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67% con la regién ORF 1 3' terminal del
CGRMV y CNRMV. La similitud de
secuencia de aa para esta region fue del 78%
con estos dos foveavirus tentativos.

Dos de los sub-clones obtenidos de palmas
afectadas por 'anillo clorético', correspondian a
fragmentos de la proteina de la inclusion
nuclear (NIb) del genoma de los potyvirus. Un
analisis comparativo de la secuenciade aa
de estos fragmentos revelaron homologias del
77% y 70% con regiones correspondientes
del Virus del mosaico de la cafia de azicar
(SCMV) cepas A (GenBank Acc.UB4579) y
Bulgaria (GenBank Acc. AJ001691),
respectivamente, La alineacion optima de
232 nucledtidos pertenecientes a la region no
traducida del extremo 3' (UTR), mostrd una
homologia del 90% a nivel de nucledtidos,
con la cepa MDB del SCMV (GenBank Acc.
D00949). La secuencia parcial de un pequefio
fragmento de 44 nucledtidos perteneciente a
la cdpside del virus, mostré homologias
mayores del 95% con el SCMV-MDB y
otras cepas del SCMYV,




DISCUSION

Se demostré en esta investigacién que la
‘mancha anular’ de la palma de aceite africa-
na en Colombia estd asociada con un virus
filamentoso relacionado con especies recono-
cidas y tentativas del género Foveavirus
(Zhang et al., 1998; Regenmortel y colabora-
dores, 2000; Rott y Jelkmann, 2001). Sin
embargo, es posible que este género de virus
pueda ser reorganizado taxonémicamente en
un futuro préximo, debido a las evidentes
diferencias genéticas que existen entre las
diversas especies de virus que lo integran
estin asociadas a este género actualmente.
Una caracteristica importante del virus de la
palma de aceite africana, denominado en lo
sucesivo Virus de la mancha anular de la
palma de aceite africana (AOPRV), es su
rapida diseminacién durante ciertos afios y
épocas del afio. Este patron epidemiolégico
es interesante, considerando que los foveavi-
rus no tienen vectores bioldgicos conocidos
(Regenmortel et al, 2000) y la palma de aceite
africana no requiere tratamientos culturales
de ninguna clase, tales como injertos o podas,
durante los primeros tres afios de edad. Ba-
sados en la observacion que la enfermedad de
la mancha anular de la palma de aceite aftri-
cana se difunde mas rapidamente durante
épocas de precipitacion relativamente baja,
no puede descartarse en este momento la
posible existencia de un vector artrépodo.
También se debe tener en cuenta la posibili-
dad de que otros géneros de palmas nativos
actien como reservorios del virus. En todo
caso, se recomienda no efectuar ningin tipo
de poda en palmas jévenes menores de tres
afios, y no hacer aplicaciones de insecticidas
en las plantaciones establecidas. Como medi-
da preventiva, se puede proteger las plantulas
durante el primer afio con un insecticida
sistémico.

En relacién a la segunda enfermedad viral
de Ia palma de aceite africana en Colombia,
esta investigacion ha demostrado que el
‘anillo clorético’ en el suroccidente de Co-
lombia, es causado por una cepa del Virus del
mosaico de la cafia de aziicar (SCMV). Vale
la pena destacar la existencia de potyvirus
también pertenecientes a la subdivisién II en
otras especies de palmas, tales como la palma
real cubana (Thomas et al, 1993) y la palma
de abanico mejicana en Australia y los Esta-
dos Unidos (Mayhew y Tidweel, 1978),
respectivamente. El potyvirus de palma de
aceite descrito en la India (Solomon y Babu,
1998), induce inclusiones citoplasmaticas
diferentes (ringletes y rollos) caracteristicos
de la subdivisioén I de los potyvirus (Edward-
son y Christie, 1991). Las inclusiones cito-
plasmaticas observadas en palma de aceite
africana en el Ecuador (Chinchilla et al,
1995) son similares a las descritas en este
trabajo. La identificacién de una cepa del
SCMV como el agente causal del ‘anillo
clorético’ de la palma de aceite africana, esta

de acuerdo al rango de patogenicidad obser-
vado en esta investigacion. Este hecho, sin
embargo, dificulta el control del virus debido
al gran niimero de gramineas hospederas que
posee el SCMV, y a las diversas especies de
afidos que transmiten estos virus de manera
no-persistente (Persley, 1996). En el caso del
‘anillo clorético’, parece no existir un proce-
so de transmision biolégica eficiente entre las
gramineas huéspedes del virus y la palma de
aceite africana, ya que la incidencia de esta
enfermedad en el municipio de Tumaco se
mantiene baja. De todas formas se recomien-
da mantener los alrededores de los cultivos de
palma libres de gramineas silvestres o culti-
vadas. La recomendacion actual de reempla-
zar gramineas por leguminosas ¢n las planta-
ciones de palma de aceite africana como
cobertura vegetal, ayudaria al control del
‘anillo clorético’. El control quimico de
potyvirus no es aconsejable, ya que los insec-
ticidas no pueden prevenir la transmisién de
estos virus.

Estas investigaciones demuestran que
existen dos enfermedades virales de la palma
de aceite africana en el suroccidente de Co-
lombia. A pesar de que la ‘mantha anular’ es
una enfermedad letal y el ‘anillo clorético’ no
lo es, la incidencia de cualquiera de estas dos
enfermedades obliga a la eliminacién de las
palmas j6venes infectadas. Esperamos que
estas investigaciones faciliten el diagndstico
de estas dos enfermedades de la palma de
aceite, para que se puedan adoptar las medi-
das adecuadas de control.
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