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Bud Rot and Lethal Wilt

Resumen

La Pudricién del cogollo y la Marchitez letal son las dos principales enfer-
medades que se presentan en la palma de aceite en Colombia. La primera
es causada por Phytophthora palmivora y ha destruido varias plantaciones
desde 1964, cuando se registré por primera vez, y Gltimamente ha atacado
mas de 30.000 hectéareas en el suroccidente de Colombia y méas de 30.000
en la Zona Central. La Marchitez letal provocé la destruccién de mas de
2.000 hectéreas en la plantacién Risaralda entre 1965-1975, y desde 1994
de casi mil hectéreas en el Bajo Upia, en la regién Oriental. La infeccién de
la Pudricién del cogollo ocurre en el tejido joven de foliolos inmaduros y
las lesiones se observan dias después, cuando los tejidos afectados quedan
expuestos al ambiente exterior. Esté presente en todos los estados de desa-
rrollo de las palmas, desde el vivero hasta el fin de su ciclo de produccion. La
Marchitez letal solamente se observa una vez las palmas alcanzan su etapa
fructifera. En este caso, existen evidencias de que un insecto chupador esta
involucrado en el proceso de transmisién del agente que provoca la enferme-
dad, y que los pastos que crecen bajo las palmas juegan un rol importante en
el desarrollo de la epidemia, ya que son hospederos de los estados inmadu-
ros del insecto. En el presente estudio mostramos los avances recientes en
la investigacién de estas dos enfermedades.

En la Pudricién del cogollo fue posible utilizar una prueba in vitro con folio-
los muy jévenes para identificar las diferencias de susceptibilidad en varios
estados de desarrollo, establecer el tiempo de desarrollo para los primeros
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sintomas, observar el proceso de infeccién bajo el microscopio, determinar la produccién de
las estructuras y las diferencias en susceptibilidad a la infeccién en varios materiales o en los fo-
liolos recolectados de palmas con diferentes tratamientos quimicos, confirmar el rol de Phyto-
phthora palmivora en la produccién de la enfermedad y desarrollar un procedimiento promi-
sorio para el tamizaje de materiales y moléculas resistentes para el control de este patégeno.
Con la Marchitez letal, se evalu6 el Cixiidae Haplaxius crudus van Duzee para las pruebas de
transmisién, debido a sus antecedentes como vector de enfermedades en palmas de aceite y
coco. Los resultados mostraron que fue posible transmitir el agente causante de la Marchitez
letal con un tiempo de adquisicién promedio de 2,7 dias, un tiempo promedio de incubacién
en el insecto de 11 dias y un tiempo promedio de inoculacién de 2,6 dias. Hubo 21% de trans-
misién en palmas expuestas a la enfermedad con insectos alimentados previamente en palmas
enfermas y s6lo 6% en los controles expuestos a insectos alimentados previamente en palmas
sanas. Los Ultimos casos de transmisioén se pueden explicar por las condiciones experimentales
usadas. Hubo un periodo de incubacién de 167 dias para el patégeno en las palmas. Estos
resultados confirmaron el rol de Haplaxius crudus en la transmisién del agente causante de la
Marchitez letal en Colombia y ofrece nuevas oportunidades para seguir con la identificacién del
agente responsable de la enfermedad.

Abstract

The two most important diseases on oil palm in Colombia are bud rot and lethal wilt. The first
one, caused by Phytophthora palmivora has destroyed several plantations since 1964 when
the first cases were registered and lately wiped out more than 30.000 hectares on South-West
Colombia and more than 30.000 in the Central Zone. Lethal wilt caused the destruction of
more than 2000 hectares in Oleaginosas Risaralda in the decade 1965-1975, and since 1994
near one thousand hectares in Bajo Upia in the East Zone. Bud rot infection takes place in
the very young tissue of immature spear leaves and the lesions are observed a few days later,
when the affected tissues are exposed to the outside environment. It is present in all stages
of development of the palms, since the nursery until the end of its production cycle. Lethal
wilt is only observed once the palms reach their bearing stage. In this case there are eviden-
ces that a sucking insect is involved in the dissemination process of the causal agent of the
disease and that grasses growing below the oil palms are playing an important role in the
development of epidemics, because they are hosts for the immature stages of the insect. In
this study we are presenting the recent advances in the research with these two diseases. With
bud rot it was possible to use an in vitro test, using very young leaflets, to identify the differen-
ces in susceptibility in several stages of development, to establish the time for development
of the first symptoms, to observe the infection process under the microscope, to determine
the production of structures and differences in susceptibility to infection of several materials
or on leaflets collected from palms with different chemical treatments, confirming the role of
Phytophthora palmivora in the production of the disease and developing a promising pro-
cedure for screening of resistant materials and molecules for the control of this pathogen.
With lethal wilt the Cixiidae Haplaxius crudus van Duzee, was selected for transmission tests
because its antecedents as vector of diseases in oil and coconut palms. The results indicated
that it was possible to transmit the causal agent of lethal wilt, with an average feeding acqui-
sition time of 2.7 days, an average incubation time in the insect of more than 11 days and
an average inoculation time of 2.6 days. There was 21% of transmission with insects exposed
to disease palms and 6% in the controls. The latter cases of transmission can be explained
by the experimental conditions used. There was an incubation period of the pathogen in the
palms of 167 days. These results confirmed the role of Haplaxius crudus in the transmission
of the causal agent of lethal wilt in Colombia and it gives new opportunities to proceed with
the identification of the disease causal agent.
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Introduccion

Se identificé a Phytophthora palmivora como el
agente causante de la Pudricion del cogollo (pc),
la enfermedad maés grave de la palma de aceite
en Colombia y los paises vecinos. Es responsable
de la destruccién de al menos 60.000 hectareas
en la dUltima década (Martinez, 2009 a, b, 2010;
Martinez et al., 2010; Rodriguez et al., 2010; Sa-
rria et al., 2008 a, b; Torres et al., 2010; Vélez et
al., 2008). Martinez et al., (2010) describieron el
proceso infeccioso del patégeno en foliolos in-
maduros in vitro y registraron que el patégeno
puede cumplir su ciclo reproductivo en un pe-
riodo de 24-48 horas después de la inoculacion;
ademas observaron el enquistamiento, la germi-
nacion, penetracién y colonizacién al igual que
la produccién del micelio, las clamidosporas, es-
porangios y liberacién de zoosporas para iniciar
un nuevo proceso de infeccién. Como resultado
de las observaciones en este trabajo se mejord
el procedimiento de inoculacién in vitro para su
uso en la mejor comprensién de las interaccio-
nes planta-patégeno.

Por su parte, la Marchitez letal en la palma
de aceite es una enfermedad importante en Co-
lombia. Causé la pérdida de aproximadamente
1.000 hectéreas en los ultimos 10 anos en el
Bajo Upia (Arango et al., 2010) y més de 2.000
hectéreas entre 1965 y 1975 en Oleaginosas
Risaralda. Mena et al. (1975) y Arango et al.
(2011) controlaron esta enfermedad con apli-
caciones de insecticidas en las palmas y con-
trol de malezas. Mena y Martinez (1977) identi-
ficaron al Cixiidae Haplaxius pallidus como el
vector de la Marchitez sorpresiva (hoy Marchitez
letal) observada en Oleaginosas Risaralda en
Norte de Santander. Este insecto también se ha
registrado como el vector del Amarillamiento
letal del cocotero (Howard et al., 1983; Howard
y Gallo, 2006).

La enfermedad se ha asociado con la pre-
sencia de gramineas en las plantaciones, ya
que éstas son hospederas alternas del insecto
que se alimenta de sus raices en los estados in-
maduros. Arango et al., (2011) registraron que

Paspalum virgatum L. es una de las especies
mas favorables para su desarrollo. Los prime-
ros sintomas de la enfermedad aparecen una
vez las palmas logran su estado reproductivo,
mas o menos tres anos después de plantadas
en el campo, y se caracteriza por la pudricién de
inflorescencias y racimos inmaduros y la mar-
chitez de los foliolos que comienza desde las
hojas inferiores, desde la punta de ellas hacia
la base, lo que eventualmente afectaré toda la
palma. En el presente estudio se identificé el rol
del Cixiidae Haplaxius crudus van Duzee en la
diseminacién del agente causante de la Marchi-
tez letal en las palmas de aceite colombianas.

Materiales y métodos
La Pudricion del cogollo

Para las pruebas de inoculacion in vitro realiza-
das en el laboratorio de Fitopatologia en el Cam-
po Experimental Palmar de la Vizcaina, se cose-
charon cogollos de palmas jévenes sin sintomas
de la enfermedad y se almacenaron a baja tem-
peratura durante el tiempo requerido para que
llegaran a las instalaciones del laboratorio, donde
se utilizaron como fuente de tejidos. Se hizo di-
seccion en las hojas lanceoladas jovenes y tiernas
bajo una cdmara de flujo laminar para aislar, bajo
condiciones asépticas, los foliolos inmaduros que
se preservaron en una camara hiimeda. El in6cu-
lo para los ensayos se obtuvo a partir de cultivos
de P. palmivora con ocho dias de edad y presen-
cia de esporangios. Para provocar la liberacion de
las zoosporas, se adicioné agua destilada fria y las
placas Petri se almacenaron durante 20 minutos
en condiciones de oscuridad; posteriormente se
recogieron las zoosporas y se calcul6 la concen-
tracién en una cdmara Neubauer.

Para la inoculacién de las zoosporas en la
concentracion seleccionada (20.000 a 30.000
zoosporas/ml) se utiliz6 una micropipeta para
aplicar 20 o 30 ul en el centro del foliolo pre-
parado para tal fin, y en algunos casos en tres
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sitios del foliolo. Luego se sellaron las cdmaras
himedas y se incubaron a 25°C. Se midi6 el
tamano de la lesion cada 24 y 96 horas des-
pués de la inoculacién se realizé6 una obser-
vacion al microscopio a fin de establecer el
nimero de clamidosporas y esporangios en el
centro de la gota utilizada para la inoculacién y
en tres campos microscépicos radiales a partir
de ésta.

Se estudiaron las diferencias en susceptibili-
dad a la infeccién en la parte superior e inferior
del foliolo, el efecto de la edad de los foliolos
sobre el desarrollo de las lesiones, el efecto de
la concentracién del inéculo y el tamano de la
gota utilizada para la inoculacién.

La Marchitez letal

La investigacion de la Marchitez letal se realizd
en Palmar de Oriente S.A., ubicado en el Bajo
Upia, Zona Oriental de Colombia. Se utilizaron
palmas Compacta x Nigeria de cinco anos de
edad, sembradas a 4,5m x 4,5m. Tres meses
antes del inicio del experimento las plantas re-
cibieron, cada 20 dias, insecticida en aspersiéon
para reducir el riesgo de infecciones no desea-
das (Arango et al., 2011; Sierra et al., 2011).
Las aplicaciones se interrumpieron durante tres
meses para el periodo de inoculacién y se reini-
ci6é después de este.

Para el establecimiento de las colonias de
cria, se plantaron esquejes de Paspalum vir-
gatum L. en bandejas plasticas de ocho litros;
luego se cubrieron con una malla a prueba de
insectos con medidas de 68x29x20 cm y 10
dias después se introdujeron H. crudus inma-
duros recolectados en el campo (Figura 1a),
para dejar que se alimentaran y completaran su
estado de desarrollo en su sitema de raices. Se
utilizaron adultos jovenes para las pruebas de
transmision (Figura 1b).

Grupos de 10 insectos se introdujeron en
jaulas plasticas, las cuales se instalaron en las
palmas con sintomas visibles de la Marchitez le-
tal en periodos de adquisicién de al menos 24
horas. Se siguié un procedimiento similar con
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los insectos utilizados como control, pero estos
se alimentaron de palmas saludables y sin sin-
tomas de la ML. Posteriormente se transfirieron
a las plantas de P. virgatum para permitir un
periodo de incubacién de cinco dias del patége-
no en el insecto, antes de iniciar la inoculacién
de las palmas saludables en el campo. El pe-
riodo de inoculaciéon fue de al menos 24 horas
en cada palma. Los insectos sobrevivientes se
transfirieron a una nueva palma cada 24 horas
(Figura 2). Se evaluaron las palmas inoculadas
cada dos semanas durante los primeros cuatro
meses y cada semana después de ese periodo.
Ademas, se estimo la tasa del desarrollo de la
enfermedad (r) con la ecuacién citado por Lau-
rence et al., (2008):

_ 230 (Log,, Y, - Log,, Y, )
(T, -T)

_/

Figura 1. a. Haplaxius crudus inmaduros (Fotografia M.
Arango). b. B. H. crudus adulto (Fotografia B. Pineda).
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Figura 2. Tamafio promedio de lesién en inoculaciones
en el lado superior o inferior.

Resultados y discusion
La Pudricion del cogollo

Hubo diferencias significativas entre el nGmero
de foliolos que desarrollaron sintomas cuando
se inocularon en el lado superior 17/18 y cuando
se inocularon en el lado inferior 10/18; también
en el tamano de las lesiones, el cual fue mayor
en las inoculaciones en el lado superior (Figura
2). También hubo diferencias en el tamano de
las lesiones a 48, 72 y 96 horas posteriores a
la inoculacién, en las que los seis foliolos més
externos (F1- F6) fueron mas susceptibles, se-
guidos por el segundo grupo de seis (F7 — F12)
y los menos susceptibles fueron los interiores
(F13 - F18) (Figura 3).
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Figura 3. Tamafio promedio de la lesion en inoculacio-
nes en el lado superior o en el inferior, dependiendo de
la posicion de los foliolos en la hoja lanceolada. Los fo-
liolos del exterior fueron mas susceptibles.

El nimero de estructuras (esporangios y cla-
midosporas) en el érea de avance en la lesién a
partir del sitio inoculado mostré diferencias im-
portantes dependiendo de si se hacia en el lado
superior o en el inferior. El nimero promedio de
estructuras fue de 56 por campo microscépico
en el primer anillo superior y 27 en el inferior.
En los siguientes anillos no hubo grandes di-
ferencias ya que el nimero de estructuras fue
muy bajo (Figura 4).
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Figura 4. Nimero promedio de estructuras (esporan-
gios y clamidosporas) en inoculaciones sobre el lado
superior o el lado inferior.

En la evaluacién del nimero de estructu-
ras (esporangios y clamidosporas) en los fo-
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liolos inoculados en la base, en la parte me-
dia o cerca del extremo apical, se confirmd
que la parte més susceptible fue el tejido mas
joven en la base del foliolo; hubo una situa-
cién intermedia en la parte media y el nime-
ro de estructuras fue muy bajo cerca de la

punta apical. Esto se observé en el material
Elaeis guineensis y en menor nimero, pero
siguiendo el mismo patrén, en los hibridos de
la Elaeis oleifera x E. guineensis (Ox({), con
mayor resistencia a la infeccién por parte de
P. palmivora (Figura 5).
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M Base Medio B Punta apical

Figura 5. Diferencias en el numero de estructuras en los foliolos de la E. guineensis o del hibrido OxG
inoculados en la base, la parte media o cerca de la punta apical, 72 horas después de la inoculacion.

Se observaron resultados similares en la
apariencia macroscopica y en el desarrollo de
las lesiones 48 y 96 horas después de la inocu-
lacion (Figuras 6 y 7). Las lesiones presentaron
una apariencia himeda en las éareas en las que
el patégeno se desarrolld, y fueron muy secas
en las areas en las que el nimero de estructu-
ras fue mas limitado. De nuevo, hubo diferen-

E. guineensis

Base Medio Punta apical

cias claras entre la respuesta de los materiales
guineensis, mas susceptibles a la Pudricién del
cogollo, cuando se compararon con el hibrido
Ox@, que tiene mas resistencia al agente cau-
sante de la enfermedad. La prueba parece ser
una herramienta importante para la evaluacién
de materiales con diferentes grados de resisten-
cia a P. palmivora.

Hibrido

Base Medio Punta apical

Figura 6. Apariencia y frecuencia de foliolos de E. guineensis y del hibrido OxG afectados 48h des-

pués de la inoculacion con P. palmivora.
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E. guineensis

Base Medio

Punta apical

Hibrido

Base Medio Punta apical

Figura 7. Apariencia de los foliolos de E. guineensis y el hibrido OxG 96 h después de la inoculacién

con P. palmivora.

La Marchitez letal

La Figura 8 describe el proceso de inoculacién.
Los sintomas de la Marchitez letal se desarrollaron
en 21% de las palmas inoculadas con insectos ex-
puestos a palmas enfermas y en 6% de los con-
troles. El periodo de inoculacién del patégeno en
las palmas fue de 5,6 meses, similar al periodo de
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Cada que los insectos cumplieron el periodo
de inoculacion (48h/dias) se rotaron a una

nueva palma

Recipientes plasticos para
confinar a los insectos

Alimentacién de insectos en
la hoja 17

e

P N e —
I~'0-_-,_ __,..-"“\______ __'_,/ Periodo de

inoculacion
(48h)

incubacién reportado por Mena y Martinez (1977).
El periodo de incubacién en la palma tuvo un
maéaximo de 7,8 meses y un minimo de 3,5 con un
promedio de 167 dias. Los casos positivos en las
palmas de control se asociaron con el escape de
insectos inoculadores de jaulas que fueron dana-
das por roedores. Todos los casos positivos en el
control fueron cercanos a las palmas inoculadas.

Periodo de adquisicién (48 horas) en palmas
con sintomas de ML o palmas sanas

Insectos
inoculativos

-\-\'\

en el insecto (120h)

Figura 8. Proceso de inoculacién: adquisicion, incubacion en el insecto e inoculacion en las palmas

saludables.

La tasa de desarrollo de la enfermedad (1) en
el &rea donde se localiz6 la parcela experimental
tuvo un promedio de 0,0006 unidades mes! en

las cuatro parcelas, alrededor de las plamas ino-
culadas, durante los 12,5 meses de la prueba.
Esta tasa de desarrollo alcanzé un valor de 0,795

Vol. 34 N°1,2013  PALMAS



G. Martinez et al.

en la parcela de palmas inoculadas con insectos
expuestos a palmas enfermas a los cinco meses;
y de 0,003 en las palmas inoculadas con insectos
expuestos en palmas sanas, para un valor en la

r. = 0,0009
11 meses

zona experimental de 0,575 (Figura 9). Estos va-
lores muestran claramente el papel del Haplaxius
crudus en la transmisién del agente causante de
la Marchitez letal.

r. = 0,0007
11 meses

Tratamiento
r.= 0,795

Tabaco-P. Oriente
r. = 0,575
5 meses

Control
r. = 0,0030

r. = 0,0001
14 meses

Figura 9. Tasa de desarrollo de la enfermedad (r) para la Marchitez letal en la parcela experimental y

en las circundantes.

Conclusiones
La Pudricion del cogollo

Se observo el desarrollo de Phytophthora pal-
mivora en un sistema in vitro, en el que fue
posible ver diferencias dependiendo del estado
de madurez y la susceptibilidad genética de los
materiales; fue posible determinar el estado de
susceptibilidad del material a inocular, el sitio
de la inoculacién y el lado del foliolo que pre-
senta mayor susceptibilidad.

Se confirmé el rol de Phytophthora palmi-
vora en la produccién de la enfermedad.

Se esta desarrollando un procedimiento pro-
misorio para el estudio del proceso de Phyto-
phthora palmivora en un tamizaje de materia-
les resistentes y de moléculas para el control de
este patégeno.

PALMAS | Vol. 34 N° 1, 2013

La Marchitez letal

Se demostré que el vector de la Marchitez letal
en la palma de aceite en el Bajo Upia es el Cixii-
dae Haplaxius crudus.

El periodo de incubacion del agente causan-
te de la Marchitez letal en la palma de aceite
tiene un promedio de 5,6 meses.

La tasa de desarrollo de la enfermedad (r) en
las palmas inoculadas, las de control y las de las
parcelas vecinas fue de 0,795, 0,003 y 0,0006,
respectivamente.

Bajo las condiciones de este esperimento se
observé que las hembras de H. crudus fueron
vectores més eficientes que los machos.

Solamente uno de 36 insectos expuestos a
las palmas infectadas fue capaz de transmitir el
agente causal de la Marchitez letal de la palma de
aceite en todas las palmas en las cuales tuvo la
oportunidad de alimentarse.
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