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Resumen

La resistencia genética a la pudricién basal del tallo (PBT) de la palma de aceite es un
componente importante de una estrategia de control integrado de la enfermedad. La
deteccién temprana del nivel de resistencia o susceptibilidad es fundamental para un
programa de mejoramiento y para la sostenibilidad de este cultivo, particularmente en
el Sureste Asiético. Una prueba de deteccion para progenies de palma de aceite se ha
desarrollado y validado utilizando material de siembra de dos companias privadas de
Indonesia —PT PP London Sumatra Indonesia (Lonsum) y PT Socfin Indonesia (Soc-
findo)-.Los primeros sintomas de la enfermedad aparecieron entre 8 y 10 semanas
después de la inoculacién de las semillas germinadas. Los anélisis para cada cruce
probado mostraron correlacién positiva entre 16 y 28 semanas, indicando que la de-
teccién temprana es realista y que existe una interaccién minima de la susceptibilidad
a la enfermedad con el tiempo. El objetivo principal de este documento es resaltar la
eficiencia y la reproducibilidad de esta prueba temprana de inoculacién previvero que
permite detectar ahora aproximadamente 100 progenies por mes.

Abstract

Genetic resistance to basal stem rot (BSR) of oil palm is an important component of an
integrated disease control strategy. Early detection of susceptibility or resistance level
is essential for a breeding program and for the sustainability of this crop, particularly
in Southeast Asia. A screening test for oil palm progenies was developed and valida-
ted using planting material from two private companies in Indonesia, PT PP London
Sumatra Indonesia (Lonsum) and PT Socfin Indonesia (Socfindo). The first symptoms
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of the disease appeared between 8 and 10 weeks after inoculation of germinated seeds. The analysis of
the crosses tested showed a positive correlation between 16 and 28 weeks, indicating that early detection
is realistic and that there is minimal interaction of the susceptibility to the disease over time. The main
objective of this paper is to highlight the efficiency and reproducibility of this early pre-nursery inoculation
test to detect approximately 100 progenies per month.
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Introduccion

El cultivo de la palma de aceite esté expuesto a ame-
nazas parasiticas en las principales zonas productoras.
En Latinoamérica, las enfermedades de pudricién del
cogollo son prevalentes (de Franqueville, 2003) y re-
cientes hallazgos sobre el papel de Phytophthora pal-
mivora son promisorios en términos de investigacion y
manejo de la enfermedad (Martinez et al., 2008; Sarria
etal.,2008). En Africa, la enfermedad més importante
es el marchitamiento vascular causado por Fusarium
oxysporum f.sp. elaeidis (de Franqueville y Diabaté,
1995, 2004; Flood, 2006). En el Sureste Asiatico, que
es hoy dia la principal zona productora, la pudricién ba-
sal del tallo (PBT) causada por Ganoderma boninense
produce danos considerables en el norte de Sumatra
(Indonesia) y en muchas partes de la peninsula de
Malasia. La PBT también se ha observado en Africay en
Latinoamérica, pero con menor incidencia. Con base
en observaciones de campo, este documento propone
una hipétesis sobre el modo de infeccién natural de las
palmas. Por esta razon, se divide en dos partes: una
via posible de infeccién natural, e implementacion de
una prueba de inoculacién para la deteccién temprana
de resistencia a PBT de las progenies.

Posible via de infeccion natural

Los danos causados por la enfermedad aumentan
después de la resiembra y son cada vez mas drasticos
con el paso de ciclos sucesivos de resiembra (Singh,
1991; Ariffin e Idris, 2002). Ganoderma boninense es
considerado principalmente un patégeno transmitido
por el contacto de las raices con el suelo. El papel de
las basidiosporas en el proceso de infeccién no es cla-
ro, aun si la diversidad genética se puede asociar a este
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estado del ciclo de vida del hongo. Hasta el momento
no se ha reportado infeccién natural o artificial que
involucre Unicamente basidiosporas como fuente de
inéculo. Por tanto, parece que la via de infeccién del
patoégeno por medio de la raiz juega un papel impor-
tante en la propagacion de la PBT en las plantaciones,
y casi con seguridad la progresion del hongo en estas
raices conduce a la enfermedad.

Breton et al. (2005a), investigando y configurando
los mejores parametros para inducir rapidamente los
sintomas mediante inoculacion artificial, demostraron
que los bloques de madera de caucho inoculados con
(Ganoderma desarrollaron en la superficie una extensa
masa de hongos, altamente melanizada. Este tejido
fingico es extremadamente fuerte y forma una estruc-
tura estromética, o seudo-esclerocios, en la fuente del
indculo. El uso de un rizotron (o cdmara de vidrio) para
monitorear el proceso de infeccién in vivo de las plan-
tulas de palma de aceite, demostr6 que el desarrollo
de estas estructuras estromaticas melanizadas por el
Ganoderma se podian observar inicamente en sustra-
to sélido, como bloques de madera de caucho (Breton
et al. 2005b). Usando aserrin de caucho pre-infectado
no se produjeron estructuras estrométicas; por tanto,
no se presentd la infeccién. Més aun, la inoculaciéon
artificial de plantulas utilizando bloques de madera
de caucho, cuyas estructuras estrométicas habian
sido eliminadas previamente, demostro la necesidad
de esta estructura para inducir una infeccién répida
(datos no publicados). ¢Cudl puede ser la hipétesis
que relaciona los resultados de la infeccién artificial
(pre-vivero) involucrando un papel importante de esta
estructura con las observaciones en infecciones na-
turales de palmas maduras? Se explor6 la presencia
y la localizacién de esta estructura estromética en



infecciones naturales en plantaciones de palma de
aceite. Independientemente del continente, la edad
de la palma o su estado sanitario, siempre se observa
la presencia de una hendidura o cavidad basal natural
en forma de estrella, de la cual se hicieron observa-
ciones al azar, para determinar si juega un papel en
la infeccién de la palma de aceite.

Prueba de inoculacion para la
deteccion temprana de
resistencia de las progenies

a la PBT

La deteccién de resistencia a la marchitez vascular
en Africa, basada en inoculaciones artificiales de
Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis, comenzo en los
anos sesenta en la fase de vivero, y luego en la fase
previvero en la década de los setenta (Renard et al.,
1980) y demostré ser altamente eficiente para contro-
lar la enfermedad (de Franqueville y Renard, 1990).
Flood (2006) anota que se han reportado reducciones
draméticas en pérdidas debidas a esta enfermedad
con la introduccién de materiales resistentes. Para la
pPBT, Corley y Tinker (2003) consideran que el mejor
enfoque para controlar la enfermedad a largo plazo
puede ser el desarrollo de material tolerante usando
inoculacién en el vivero para deteccion, en la misma
forma en que se ha hecho para el marchitamiento
causado por Fusarium.

Sin embargo, y a pesar de algunas observaciones
obsoletas (Akbar et al., 1971) de que las variaciones
en susceptibilidad a PBT podrian ser detectadas a
partir de algunas de las principales colecciones de
genes, muy poca atencion se les habia prestado a los
aspectos genéticos de control integrado. Las fuentes
de resistencia y susceptibilidad se encontraron en
ensayos de campo implementados en Socfindo en
el norte de Sumatra (de Franqueville et al., 2001;
Durand-Gasselin et al., 2005). Las observaciones
de campo han demostrado ser consistentes, dada la
genética y los disenos estadisticos que sirvieron de
base para los ensayos. Estos resultados abrieron el
camino para usar recursos genéticos disponibles para
mejorar el nivel de resistencia en el material de siembra
propuesto a los cultivadores de palma de aceite en
areas con riesgo de PBT.
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El proceso de mejoramiento genético, desde luego,
toma mucho tiempo para desarrollar si se basa tGni-
camente en ensayos de campo. Por tanto, para poder
distinguir répidamente entre fuentes de susceptibilidad
yresistencia a la enfermedad, es importante desarrollar
una prueba de deteccién temprana que involucra la
inoculacién artificial del patégeno. Fue esta hipétesis
la que condujo a la colaboracién de Cirad con dos
companias, Socfindo y Lonsum, para elaborar una
prueba de deteccién temprana para mejorar la resis-
tencia a la PBT.

Debido a la naturaleza y variabilidad del patégeno
(Miller et al., 1999; Pilotti et al., 2002), desarrollar
dicha herramienta es un proceso complejo. Sin em-
bargo, Breton et al. (2005a, 2006) caracterizaron y
estandarizaron varios pardmetros importantes para el
éxito de una prueba de deteccién temprana (inocu-
lacién artificial). Estos parédmetros incluyen el estado
fisiologico del material de siembra, sombra del vivero,
temperatura, tiempo de incubacion y tamano de la
fuente de in6culo, la mayoria de ellos confirmados
por Rees et al. (2007). El método de inoculacion
de semillas germinadas descrito por Breton et al.
(2005a, 2006) condujo a sintomas reproducibles de
la enfermedad tres meses después de la inoculacién.
Se demostr6 que las progenies de palma de aceite se
pueden seleccionar temprano en el estado previvero
por nivel de resistencia a la infeccién de Ganoderma.
Idris et al. (2006) obtuvieron resultados similares en
este mismo estado, lo que corrobora la utilidad de este
método de deteccién para los fitomejoradores.

El objetivo de la segunda parte de este documento
es resaltar la eficiencia y la reproducibilidad de esta
prueba de deteccién, después del primer paso de la
caracterizacién de los parametros.

Materiales y métodos

Observaciones de hendiduras/cavidades
en forma estrella

La cavidad natural en forma de estrella se observé en
palmas de aceite maduras, sanas excavadas antes
de la resiembra, maduras sanas (10-15 anos), en
plantulas sanas de 20 meses de edad en el vivero y en
palmas maduras afectadas por Ganoderma. Antes de
la observacion, las raices se extirparon y se hicieron
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cortes longitudinales y transversales en la zona de
unién del tronco y la raiz.

Implementacion de una prueba de
deteccion temprana

Material de siembra

El material de siembra en estado de semilla germinada
provenia de programas de mejoramiento genético
de Sumatra Bioscience, en Lonsum, y de la secci6n
de produccion de semillas de Bangun Bandar en
Socfindo.

Cada cruce fue evaluado con 5 replicaciones de 20
semillas germinadas. Al mismo tiempo se inocularon
20 semillas adicionales por cruzamiento, para usar
como reemplazos, de ser necesario. Un mes después
de la inoculacién, y antes de la expresion de la enfer-
medad, las semillas no germinadas y anormales se
reemplazaron con pléntulas inoculadas de la misma
progenie.

Se implementaron 10 ensayos independientes, cada
uno de ellos comparando de 15 a 20 progenies, y se
probaron 71 cruces individuales por lo menos dos
veces en los ensayos de estos cruces; 22 se probaron
por lo menos cuatro veces.

Fuente de indculo

El aislado dicariético “J” de Ganoderma boninense
utilizado en este trabajo se obtuvo de un basidiocar-
po, y fue previamente caracterizado como un aislado
agresivo por Breton et al. (2005a, 2006). El cultivo de
hongos se mantuvo en agar papa dextrosa (APD) en
cajas de Petri, en condiciones de oscuridad.

La fuente de indculo se basé en inoculacién artificial
usando bloques de madera de caucho (BMC) como
sustrato. Los bloques, con un volumen de 216 cm?, se
hirvieron durante seis horas y se colocaron en bolsas
de polipropileno resistentes al calor (dos bloques por
bolsa). Se agregaron 30 mm de agar papa y las bolsas
de polipropileno se sellaron con tapones de algodén
hidréfobo cubiertos con papel de aluminio. Las bolsas
se esterilizaron en autoclave durante 1 horaa 121 °C,
se enfriaron durante la noche y luego se inocularon
con seis fragmentos de micelio (25 mm?) de un culti-
vo de 15 dias de G. boninense en APD. Las bolsas de
polipropileno con los bloques de madera de caucho
inoculados se incubaron en la oscuridad a 27 °C con
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34% de humedad relativa. El tiempo de incubacién
de los bloques utilizado en este trabajo se estandarizd
previamente en 12 semanas, de acuerdo con la tasa de
variabilidad de la infeccién de las plantulas registrada
en vivero y su eficiencia para discriminar diferentes
progenies (Breton et al., 2005a; 2006).

Método de inoculacion

La inoculacién de semillas germinadas se realizé bajo
sombra artificial caracterizada por una temperatura y
una humedad relativa que, durante el dia, no inhibe
el crecimiento del micelio (Nawawi & Ho, 1990) y fa-
vorece el proceso de infeccion de la plantula en forma
reproducible (Breton et al., 2005a; 2006; Rees et al.
2007). La fuente de bloques de madera de caucho
colonizada se colocé primero en la bolsa de polietileno
en el vivero (20 x 30 cm) con suelo y la distancia entre
las semillas germinadas y los bloques con in6culo se
estandariz6 en 5 cm, segin las recomendaciones de
Breton et al. (2005a; 2006). Las plantas se regaron
diariamente y se aplicé fertilizante (15/15/6/4 NPK-Mg)
de acuerdo con el estandar local programado para el
manejo de la palma de aceite en vivero.

Registro de sintomas

Al comienzo, el desarrollo de la enfermedad con base
en los sintomas externos se registr6 cada cuatro se-
manas, luego cada dos semanas cuando aparecieron
los primeros sintomas, incluyendo los foliares y/o en
cuerpos fructiferos. Entre 22 y 28 semanas después de
la inoculacién, dependiendo del porcentaje promedio
del ensayo, se hicieron cortes longitudinales en el
tronco de las plantulas y se evalué la severidad de los
sintomas internos por estimacién visual de la propor-
cion de tejidos danados por G. boninense con base en
una escala establecida por Breton et al. (2006).

Andlisis de los resultados

Los resultados, con base en el porcentaje de infeccién,
se sometieron a una prueba Anova después de cada
censo. El valor F para el efecto de la progenie se utilizo
para medir la importancia de la variacién y el poder de
discriminacién de los ensayos en cada censo. Luego,
los resultados se expresaron en un indice, similar al
utilizado para interpretar las pruebas de resistencia a
la marchitez vascular en Africa Occidental (Renard et
al., 1991; de Franqueville et al., 1995). Este indice
corresponde a la proporcién entre el porcentaje de



PBT expresado por un cruce y el porcentaje promedio
del ensayo correspondiente. La base 100 correspon-
de al promedio de los porcentajes observados para
el conjunto de progenies. El indice de una progenie
representa la proporcién de las plantas en esa pro-
genie con PBT y el promedio de los porcentajes de
plantas afectadas para todas las pruebas de progenies
consideradas.

Un indice por debajo de 100 indica mayor resistencia
que el promedio para las progenies evaluadas en la
prueba; uno por encima de 100 indica mayor suscep-
tibilidad. El supuesto del indice es que la poblacién de
progenies probadas en cada ensayo es similar para
resistencia/susceptibilidad a pPBT. El indice permite
comparaciones generales y hace posible establecer
claramente un rango de susceptibilidad, siempre y
cuando los cruces estdndar con una amplia gama
de resistencia/susceptibilidad estén involucrados en
los ensayos. Donde la distribucién del nimero de
indices obtenida en un conjunto de ensayos de una
progenie es menor que 100 y el nimero de indices
es mayor o igual que 100, generalmente se indica
un genitor u origen junto con el indice. Por tanto, la
comparacién de los resultados de los indices entre
ensayos es potencialmente enganosa sin el uso de
cruces estandar.

Resultados

Observaciones de hendiduras/cavidades
en forma de estrella

Se observa una cavidad lignificada en forma de estrella
en la unién del tronco y la rafz, cualquiera que sea
el origen o el estado fisiolégico de la palma madura
sana, (Figura la-d). Por lo general, se sitta hacia el
centro del &rea basal y puede tener una profundidad
de varios centimetros. En algunas palmas de aceite
se han reportado cavidades con una profundidad de
hasta 30 cm. El origen de esta cavidad lignificada es
probablemente una respuesta fisica de los tejidos en
relacién con el crecimiento natural de la planta. Su
desarrollo se puede observar en plantulas muy jévenes,
lo que corrobora la hipétesis de una reaccién fisica
natural (figuras le y 1f). La hip6tesis de un estrés de
origen abidtico o bidtico de la cavidad lignificada se
puede descartar. La observacion también reveld la
presencia de varias raices funcionales adheridas a su
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vidad lignificada presente en la base del tallo
de palmas sanas de Indupalma, Colombia;
(B) Palmeras de los Andes; (C) Aek Loba
Socfindo, Indonesia; (D) Tanah Gambus
Socfindo, Indonesia. Fotos E y F muestran
respectivamente los primeros pasos del
desarrollo de la cavidad en plantulas de 8 y
18 meses de edad.

superficie (Figura 2). Esta cavidad, que es un espacio
vacio, parece jugar un papel importante en la coloni-
zacién del tronco por Ganoderma.

En estados muy tempranos de la infeccién en palmas
de aceite maduras, la observacion externa revel6 la
presencia de una masa flngica altamente melanizada
en la superficie de la cavidad basal lignificada (Figura
3). Presenta un aspecto morfolégico similar a la es-
tructura estromatica observada en la superficie de los
bloques de madera de caucho infectados.

La cavidad basal puede servir como cémara de cultivo
para el desarrollo de Ganoderma (con produccion de
estructuras estromaticas), que, como bien se sabe, es
un mal competidor en el suelo natural.

Las observaciones de los cortes transversales y lon-
gitudinales de los troncos de palmas infectadas al
azar dentro de las plantaciones parecen indicar una
invasién centrifuga y radial del hongo desde esta ca-
vidad (Figura 4). En areas comerciales no se observo
invasion inicial de Ganoderma en palmas jovenes
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Figura 2. Corte transversal y longitudinal de la cavidad
lignificada localizada en la base del tronco
de una palma sana de 12 afios de edad. Las
fotos (A) y (B) muestran respectivamente la
parte externa de la unién del tronco y la raiz
y la cavidad lignificada penetrando el tronco.
La vista transversal (c) muestra raices fun-
cionales adheridas dentro de la cavidad.

+

Figura 3. Diseccion del tronco de una palma de 10
afos infectada (A). Fragmento de una
cavidad lignificada (B) y la flecha indica las
estructuras estromaticas cubriendo toda la
superficie externa.

maés alla del area periférica de la cavidad lignificada.
Estas observaciones no excluyen la colonizacién si-
multénea de esta cavidad por més de un aislado de
Ganoderma.

Implementacién de una prueba de
deteccion temprana

Cinética de la enfermedad - Rango de
susceptibilidad

La Figura 5 muestra la cinética de los mejores, los
intermedios y los peores cruces en términos de
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Figura 4. Observacion del punto de union del tallo y la
raiz de palmas maduras infectadas en una
plantacion en el norte de Sumatra (Indone-
sia). La progresion de la pudricion (flechas)
parece indicar una colonizacién centrifuga
del tallo por el hongo de la cavidad basal
lignificada.

susceptibilidad, en cuatro ensayos diferentes e inde-
pendientes.

Los primeros sintomas generalmente aparecen entre 8
y 10 semanas después de la inoculacion y las diferen-
cias entre las progenies comienzan a notarse después
de aproximadamente 14-16 semanas. A partir de la
semana 16, la progenie mas susceptible se puede
distinguir claramente de las otras. Dependiendo de
los ensayos, aparecen diferencias significativas entre
progenies 18-20 semanas después de la incubacion.
Después de 28 semanas, las progenies més resis-
tentes mostraron alrededor del 20% de infeccion, las
intermedias de 40% y las mas susceptibles cerca de
70%. La Figura 6 muestra las diferencias observadas
en condiciones de previvero.

Estabilidad del indice

Como se menciond, la progenie més susceptible se
puede distinguir claramente de las otras después de
16 semanas de incubacion. La tablas 1y 2 muestran
la evolucién de los indices. De hecho, en este estado
fue posible comenzar la clasificacién de las progenies.
La correlacién (método de Pearsons) ya era bastante
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Figura 5. Cinética del desarrollo de la PBT después de la contaminacion artificial de semillas germinadas de palma de
aceite con Ganoderma boninense. Para cada ensayo 1, 3, 6 y 7, 3 se seleccionaron progenies independien-
tes de las progenies probadas en estos ensayos caracterizadas por diferentes niveles de susceptibilidad a la
PBT. Cada punto representa el promedio de un total de 5 replicaciones de 20 plantulas.
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Figura 6.

Expresion de I.a enfermedad observada 20
semanas después de la inoculacién artificial
con Ganoderma boninense de semillas
germinadas. 6A: progenie resistente a la
izquierda y progenie intermedia a la dere-
cha. 6B: progenie resistente a la izquierda y
progenie altamente susceptible a la derecha.

alta cuando se compararon los resultados obtenidos
después de 28 semanas de incubacién. La correla-
cién llegd a 0,95% cuando el promedio del ensayo se
aproximaba al 30% de infeccién. Una infeccién prome-
dio de 30% proporciond al experimento informacion
util sobre el nivel de resistencia/susceptibilidad.

Estabilidad de los valores F

El poder discriminatorio de la prueba depende, por un
lado, de las diferencias de infeccién entre progenies
y, por el otro, de la reproducibilidad de los resultados
entre replicaciones para una progenie dada. El valor
F del efecto de progenie calculado por el Anova de
tasa de infeccién se puede usar para cuantificar este
poder de discriminacién y para discutir su evolucién
con el tiempo.

Como se muestra en la Figura 7, para los ensayos 1
y 4, como se describe en las tablas 1y 2, los valores
F de efecto de progenie llegaron a un méaximo alre-
dedor de la semana 20 de incubacién. En este punto
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Tabla 1. Evolucién del indice (ensayo 1)

Cadigo de progenies probadas en

ensayo 1 16S 18S
12675 164 152
12700 78 95
15270 267 210
12751 60 62
12752 78 86
15271 86 95
12773 103 119
12276 52 57
15272 138 119
15273 112 100
11672 95 105
12444 60 57
11143 52 67
15274 26 38
15275 129 138
Promedio ensayo (% infeccion) 11,6 21,0
Correlacién con indice 28S 0,83 0,86

indice (con base en sintomas externos)
20S 228 248 26S 28S
135 127 121 117 116
82 81 78 89 88
178 167 158 154 143
82 89 96 96 97
96 97 89 94 95
109 108 117 121 113
119 116 119 114 118
76 78 78 81 82
112 110 114 112 115
102 110 112 104 103
86 89 85 83 88
76 75 80 77 84
79 83 89 96 97
36 43 Y| 48 46
132 127 123 114 115
30,3 37,1 43,7 48,1 52,4
0,95 0,96 0,98 0,98 1,00

Tabla 2, Evolucién del indice (ensayo 4)

Codigo de progenies probadas

en ensayo 4 16S 18S

12675 236 231

12700 41 30

12752 82 82

15271 216 187

12271 103 97

12778 164 149

13790 144 134

15278 62 60

15279 21 45

15280 82 90

15281 92 119

15282 10 22

15283 92 97

15284 41 52

15285 113 104
Promedio ensayo (% infeccién) 9,7 13,4
Correlacion con indice 28S 0,88 0,88

indice (con base en sintomas externos)

20S 228 248 26S 28S
199 171 153 140 135
50 68 78 78 7
99 100 104 103 104
163 157 147 142 128
81 86 89 91 90
127 114 104 106 108
163 157 141 132 128
81 82 95 98 97
50 57 63 62 7
72 86 95 109 113
104 107 101 93 101
36 54 55 62 59
122 104 112 114 110
68 68 69 75 79
86 89 95 96 95
221 27,9 34,7 38,7 44,4
0,92 0,93 0,96 0,97 1,00

las tasas de infeccion eran altamente contrastantes
entre las progenies cuya infecciéon comenzé temprano
y las progenies cuya infeccién aparecié mas tarde.
Después de la semana 24, los valores F no variaron
ampliamente y las diferencias relativas entre las pro-
genies se estabilizaron.
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Sintomas externos e internos

Las tablas 3 y 4 muestran dos grupos de datos en los
que los indices se calcularon independientemente: el
primer grupo se calcul6 con base en sintomas visuales,
el segundo con base en sintomas internos. El porcen-
taje de plantulas enfermas con sintomas internos es



6 -
)
S c
D.0
]
5§38 47
ol
£
Lo
o T
T3
o
e
- C
o [0
i
0 T T T T T T
4 8 12 16 20 24 28
Semanas
——Trial 1 —=—Trial 4
Figura 7. Tasas de infeccion y valores del efecto
progenie.
Tabla 3. Relacion entre sintomas internos y externos
(Ensayo 2)
Cédigo de indice
progenies (28 semanas después de inoculacion)
probadas en Sint i Sint int
ensayo 2 intomas externos intomas internos
12675 117 116
15270 125 117
12751 91 94
12752 85 85
12761 147 132
15271 126 123
15276 78 76
12773 108 105
12276 39 62
15273 78 84
11672 119 110
12444 106 108
11143 102 107
15274 59 68
15275 121 114
indi "
ndmesdgconebcmn 0.98
externos/internos
Promedio ensayo
46,3 56,2
(% infeccion) ’ ’

de 7 a 10% mas alto que el porcentaje de sintomas
visuales, pero la clasificacion de las progenies no se
modifica en forma significativa.
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Tabla 4. Relacion entre sintomas internos y externos
(Ensayo 5)
Cédigo de indice
progenies (28 semanas después de inoculacién)
probadas en B 3 .
ensayo 5 Sintomas externos = Sintomas internos

2605855 91 101
2615580 114 17
2615930 73 81
2623333 91 101
2625369 97 99
2632316 107 103
2618415 114 104
2619450 116 M
2631689 103 94
2649170 99 106
2623332 69 79
2626686 103 103
2641311 83 86
2646554 101 99
2622233 114 108
2623005 105 109
2622745 95 89
2623074 110 104
2622009 99 93
2625157 118 112
oo o
E,;omfz i';:r;sayo 50,7 60,5

Reproducibilidad de los resultados

La Tabla 5 resume el comportamiento de las 22 proge-
nies probadas por lo menos cuatro veces después de
una inoculacién temprana y también indica el estado
en condiciones de campo, cuando se conocen. Los
indices se calcularon cuando el promedio del ensayo
lleg6 a alrededor de 30%.

Estos datos sugieren que no habria habido transferen-
cia al campo de progenies altamente susceptibles, si
los resultados de la prueba hubieran estado disponi-
bles antes de la siembra.

Las progenies altamente resistentes tienen indices por
debajo de 100 —ese es el caso para las progenies 4, 10
y 14—, mientras que las progenies altamente suscep-
tibles tienen indices por encima de 100 —progenies 2
y 8, por ejemplo. La consistencia de estos resultados
de indices entre los ensayos demuestra la reproduci-
bilidad de de esta prueba de deteccién.
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Tabla 5. Estado de la pruebas de campo y de vivero
Nimero C6dig9 Estado en campo No. de 2 Pr'om_edio Pistribucion indice Estado de prueba
progenie ensayos indice 1d 3<100 1d>100
1 12658 Intermedio 4 86 3 1 Resistente a intermedio
2 12675 Susceptible 8 126 2 6 Susceptible
3 15278 - 4 79 3 1 Resistente
4 12700 Resistente 5 75 5 0 Resistente
5 15284 - 4 75 3 1 Resistente
6 12751 Intermedio 4 97 2 2 Intermedio
7 12752 Intermedio 6 109 2 4 Intermedio a susceptible
8 15271 - 8 141 0 8 Susceptible
9 12773 Intermedio 4 101 2 2 Intermedio
10 12276 Resistente 5 46 5 0 Resistente
1 12778 Intermedio 5 91 4 1 Resistente a intermedio
12 2615580 Exp. susceptible 7 113 2 5 Susceptible
13 2648858 Exp. susceptible 8 100 4 4 Intermedio
14 2654198 - 5 74 4 1 Resistente
15 2655003 Susceptible 5 105 2 3 Intermedio a susceptible
16 2648147 - 6 127 2 4 Susceptible
17 2653769 - 5 76 5 0 Resistente
18 2641311 Exp. Resistente 4 65 4 0 Resistente
19 2660428 - 4 112 1 3 Susceptible
20 2641666 Exp. Resistente 5 77 5 0 Resistente
21 2632316 - 4 95 2 2 Intermedio
22 2649172 Exp. Resistente 6 70 6 0 Resistente

1. Estado provisional en campo, sujeto a evolucién
2. Numero de ensayos en vivero en que la progenie ha sido probada
3. indices

Discusion
Cavidad

El entendimiento del proceso de infeccién de la palma
por Ganoderma involucra diferentes pasos que son di-
ficiles de observar en condiciones naturales. Por tanto,
el desarrollo de métodos reproducibles de inoculacién
(en vivero y rizotron) asociados a observaciones de
campo permite proponer algunas hipétesis. Este
estudio proporciona evidencia adicional en relaciéon
con el papel de una cavidad natural lignificada en
forma de estrella presente en palmas maduras en la
unién entre la raiz y el tronco. La cicatriz lignificada de
la futura cavidad se puede observar en plantulas de
ocho meses de edad, y parece ser el resultado de un
proceso fisico inducido por el crecimiento natural de
la palma. En palmas maduras la cavidad es altamente
lignificada y puede tener una profundidad de varias
decenas de centimetros.
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Asimismo, puede servir como camara de cultivo
para Ganoderma en esta interacciéon. Se sabe que
Ganoderma es un mal competidor en el suelo na-
tural, y la presencia de competidores en la cavidad
es probablemente mas limitada que en el suelo.
Las observaciones de estructuras estromaéticas en
la cavidad demostraron la presencia de condiciones
adecuadas para el desarrollo de Ganoderma (sustra-
to solido, oscuridad, humedad, poca competencia).
Estos micelios resistentes y altamente melanizados
también se encontraron en la superficie de los blo-
ques de madera de caucho infectados (Breton et al.
2005a; 2005b). Con el método de rizotron, los autores
demostraron, utilizando aserrin de caucho infectado
y bloques de madera de caucho, que el desarrollo de
esta estructura era necesario para producir la infec-
cién. No se produjeron estructuras estrométicas en
aserrin, Unicamente en el sustrato sélido. El papel de
las estructuras estrométicas probablemente no esté



limitado a esta accién patogénica sino que también
puede ser una proteccién contra los antagonistas o
reacciones defensivas del hospedero.

No es facil relacionar el papel de la cavidad en las
observaciones de campo con el método de inocula-
cién en vivero. En la inoculacién artificial se usaron
bloques de madera de caucho infectados para inocular
pléntulas jévenes sin cavidad. Si se comparan los dos
procesos de infeccién (natural y artificial), un punto
comun es la observacién del desarrollo de estructuras
estromaticas inicamente en sustratos sélidos (bloques
de madera de caucho en vivero y cavidad lignificada
en palmas maduras). En vivero, la distancia inicial
entre la semilla germinada y la superficie superior
de los bloques infectados se estandariz6 en 5 cm.
Es posible que, aun en la ausencia de la cavidad en
plantulas muy jévenes, los bloques infectados puedan
reemplazarla en la inoculacién en vivero. Esta podria
ser una hipétesis para explicar la presencia necesaria
de estructuras estromaticas para inducir infeccion por
Ganoderma. Se realizarén algunos ensayos en cam-
po y en vivero para confirmar la hipétesis, lo mismo
que ensayos de tratamiento localizados lo mas cerca
posible a la cavidad.

Prueba de deteccion

La mayoria de las técnicas de inoculacién descritas
hasta la fecha (Khairudin et al., 1991; Sariah et al.,
1994; Idris et al., 2004; Rees et al., 2007) han utilizado
plantulas de por lo menos tres meses de edad, con
un periodo de prueba de varios meses. Esta prueba
de deteccion se ha reducido a 16 semanas como
resultado de la investigacién de varios parametros
importantes involucrados en el proceso de infeccién.
Entre ellos, los méas importantes para obtener una in-
feccion eficiente y rapida en plantulas son el tiempo de
incubacién del inéculo en los bloques y la sombra en
condiciones de pre-vivero, para mantener una tempe-
ratura y una humedad adecuadas para el crecimiento
del hongo (Breton et al., 2005a). Las inoculaciones
en el estado de semilla germinada permiten el desa-
rrollo de sintomas 10 semanas mas tarde. Breton et
al. (2005a, 2006) mostraron una correlacion positiva
entre semillas germinadas y plantulas de 6 meses de
edad en la discriminacién entre progenies de suscep-
tibilidad a Ganoderma. Este resultado sugiere que la
respuesta de las progenies a la inoculacién artificial
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en vivero se conserva independientemente del esta-
do fisiolégico utilizado para la prueba de deteccién.
Paralelamente, los autores no han detectado interac-
ciones especificas entre aislados de Ganoderma y los
materiales de siembra probados.

Por tanto, obtener resultados reproducibles en la
cinética de la infeccién y el poder de discriminacion
entre progenies esté estrechamente relacionado con
la distancia entre la semilla germinada y la superficie
superior de la fuente de inoculo.

Esta distancia debe ser calibrada sin danar el micelio
en la superficie superior de los bloques infectados.
El dafio no controlado de la estructura estromatica
durante la calibracién de la distancia conduce a la
menor reproducibilidad de la cinética de la infeccién
entre ensayos (datos no publicados).

Una de las ventajas de inocular bolsas en el vivero
en estado de semilla germinada es la reduccién en
tiempo y espacio. Esto es crucial al seleccionar cientos
de progenies al ano. El método de deteccién descrito
en este documento es rapido y fécil de establecer
en condiciones de pre-vivero y limita la fuente de
variabilidad causada por manipulacién humana. Por
esta razon, cada paso del método fue previamente
estudiado, calibrado y estandarizado para lograr este
nivel de consistencia.

Otro punto clave con el estado de semilla germinada
es que evita heridas a la raiz que pueden ocurrir cuan-
do las pléntulas se traspasan a las bolsas en el vivero.
Heridas significativas en las raices pueden interferir
con los mecanismos biolégicos de resistencia a la
marchitez causada por Fusarium y con la relaciéon
entre pruebas tempranas y resultados de campo (de
Franqueville H., comunicacién privada, 2002). Por
tanto, las diferentes fuentes de resistencia parcial
deben tenerse en cuenta. El efecto de heridas en la
raiz también ha sido detectado en el patosistema Ga-
noderma boninense/palma de aceite (Breton et al.,
2006). dtilizando plantulas de tres meses de edad,
los autores demostraron que una herida en la raiz
aumenta significativamente la velocidad en la aparicion
de los sintomas de la enfermedad.

La cinética del desarrollo de la enfermedad es com-
parable entre los diferentes ensayos, y los valores de
F se estabilizan después de un méximo relacionado
con la deteccién de las progenies mas susceptibles.
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De manera que es posible concluir una prueba 22
semanas después de la inoculacién, similar al caso de
la prueba de marchitez por Fusarium en Africa. Este es
un componente importante en la realizacién practica
y en la planeacion de pruebas sucesivas de deteccién
que involucran varios cientos de cruces al ano.

El grado de susceptibilidad de las progenies se detecta
temprano durante la prueba y permanece estable.
También permanece estable cuando los sintomas
internos y externos se analizan independientemente.

Como en el caso de los resultados de la marchitez por
Fusarium, los datos se expresan como indice prome-
dio junto con la distribucién del nimero de indices por
debajo de 100y el nimero de indices mayores o igua-
les a 100 obtenidos en los ensayos. Progresivamente,
el indice medio y la distribucién indican claramente el
nivel de resistencia del material probado. Estos son
los resultados acumulados de una semilla padre, por
ejemplo, o los resultados de un origen que indican
claramente si transmiten resistencia/susceptibilidad.
La deteccién de resistencia a Ganoderma probable-
mente sigue la misma regla.

En las pruebas de resistencia a Fusarium se utiliza un
conjunto de progenies estandar resistentes y suscep-
tibles para garantizar que las comparaciones entre las
diferentes pruebas sean imparciales. Algunas de las
progenies probadas en los ensayos descritos en este
documento y en ensayos subsiguientes, provenientes
de una coleccién genética diversa, se convertiran en
cruzamientos esténdar. Socfindo y Lonsum estéan
desarrollando un conjunto de cruzamientos estandar
para proporcionar una comparacion mejorada de
los resultados de los diferentes ensayos, utilizando
diferentes aislados de Ganoderma.

Los datos presentados en este documento indican
que esta prueba de deteccién temprana funciona
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