Pruebas de patogenicidad con
Fusarium sola ni y Thielaviopsis sp.
en palma de aceite

(Elaeis guineensis Jacq.)*
Pathogenecity tests with Fusarium solani and Thielaviopsis sp.
on oil pam {Elaeis guineensis Jacq.)

1.

I RESUMEN

Varias investigaciones indican que con la
pudricion de cogollo de la palma de aceite
(Elaeis guineensis) se encuentran asociados
varios hongos, entre ellos Fusarium solani y
Thielaviopsis sp. encontrados consistentemente
en palmas enfermas, en la plantacién “La
Cabana” de los Llanos Orientales. Con el fin de
reproducir la enfermedad se obtuvo indculo en
PDA, el cual se multiplicé en foliolos de la
flecha y también se extrajo de esporodoquios
y de trozos de cogollo de palmas afectadas en
condiciones naturales. De éstas inoculaciones
se obtuvieron seis cepas que se emplearon
para inocular grupos de 6 y 8 palmas sanas,
causando heridas previas en el cuello de las
palmas. Los resultados indicaron que el inéculo
desarrollado directamente de tejidos de cogollo
de palmas afectadas en condiciones naturales
reprodujo méas manchas y guemazon de foliolos
que el inéculo obtenido de PDA, sin embargo,
las palmas se recuperaron y en ninglin caso se
logrd reproducir la enfermedad. Se considera
que debe existir un factor de predisposicién
desconocido que los hongos requieren para
poder establecerse en la palma.
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I SUMMARY

Several reasearch works show that there
are various fungi associated with bud rot of oil
palm. Fusarium solani and Thielaviopsis sp.
were consistently found on diseased trees at
La Cabafia plantation on the Colombian Llanos.
To reproduce the disease, an inoculum kept in
PDA was obtained and multiplied on spear
leaflets. Inoculum was also extracted from
sporodochies and bud pieces of diseased trees
under natural conditions. Six strains were
obtained and used to inoculate groups of 6 and
8 healthy trees, by making lesions on the
stem. Results showed that the inoculum
obtained directly from bud tissue of diseased
trees under natural conditions produced more
spots and scorching on the leaflets than the
inoculum obtained with PDA. However, the
trees recovered and the disease could not be
reproduced. Itis concluded that there must be
an unknown predisposing factor required by
fungi to establish on oil palm trees.
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INTRODUCCION

Los primeros registros de un patégeno asociado
con la pudricion de cogollo (PC) datan de 1962,
cuando Kovavich, citado por Ochoay

se han aislado especies de Fusarium. En Brasil, Martins
(1 990) aislo 20 especies de hongos, entre ellos varias
especies de Fusarium.

Trabajos realizados en Ecuador y

Bustamante (1974), menciond que el o Colombia han demostrado que con
hongo Phytophthora estaba asociado Tr{lbﬂjﬂﬁ aplicaciones de fungicidas ge logra
con la enfermedad. Mas tarde, a r_a}iz r‘;aﬁzad()s en reducir la incidencia de !a pudric!én de
del devastador ataque en la plantacion cogollo, en un porcentaje tan bajo que
"La Arenosa" (1964-1969), se E('uadnr N no justifica su empleo comercial; sin
formularon diversas hip6tesis sobre la (~ 1 b , embargo, esto es una evidencia mas
causa, unas orientadas a que se trataba olombla nan de la existencia de un hongo

de desoOrdenes fisiolégicos o
nutricionales (Rojas 1972), otras a
virus y bacterias (Chavez 1986; Turner
1981; Mazzolini et al. 1990), y otras
a hongos (Chavez 1986; Figueroa
1977; Nietoy Gomez 1991; Ochoay
Bustamante 1974).

Segun Turner (1981), de palmas
con pudriciéon de cogollo en el Congo,
Malaysia, Panama y Venezuela se han
aislado 12 hongos. En Palmeras del
Ecuador se estudi6o la microflora
asociada con la pudricién y se

encontraron hongos de los géneros Phoma,
Cephalosporium, Pyrenochaeta, Pestalotia y
Colletotrichum, principalmente, y en la Estacion

Experimental Santo Domingo, del INIAP en Ecuador,
concluyeron que Fusarium oxisporum (Schl.) Snyd. et
Hans. y F. roseum (Link.) Snyd. et Hans. estaban
asociados con la pudricién de cogollo (Chavez 1986;
Figueroa 1977).

Renard (1991), a partir de tejidos infectados, aisld
los hongos Fusarium sotani (Mart.) App. et Wr., F.
oxisporum, Diplodia sp. y Mucor sp. asi como bacterias
y levaduras.

En Colombia, Sanchez (1967) hizo la primera
descripcion de los sintomas de la pudricion de cogollo
y aislé algunas especies de Fusarium, pero no logré
reproducir la enfermedad. Ochoay Bustamante (1974),
en Uraba, encontraron el hongo F. moniliforme var.
subglutinans  Wr. & Rg. que reprodujo sintomas de
pudricion de flecha, pero no descendia al cogollo.
Nieto y Gomez (1991), en los Llanos Orientales,
aislaron varios hongos pero consideraron que F. solani
era el mas probable agente causal de la enfermedad.

De pudriciones de flechas simples invariablemente
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demostrado que
con aplicaciones
de fungicidas se
logra reducir la
incidencia de la
pudricion de
cogollo.

involucrado en el problema (Chavez
1986; Figueroa 1977; Nieto y GOmez
1991: Turner 1981), aln cuando es
probable que haya mas de un factor
implicado.

No obstante las evidencias
anteriores, ningln investigador ha
logrado reproducir la enfermedad y
como la literatura registra un caso
semejante, en el cual F. solani,
causante del tizén de los citricos, fue
calificado por varios afios como
saprofito, a pesar de encontrarse hasta
en los tejidos sanos (Grahamet al. 1985; Labuschagne
et al. 1987), se considerd conveniente intentar
reproducir en palma de aceite la pudricion de cogollo
con F. solani y Thielaviopsis sp., por encontrarse
siempre asociados con la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

E | trabajo se realiz6 en la Hacienda "La Cabafia",

Municipio de Cumaral (Meta), a 305 msnm y

3.100 mm de precipitaciéon, entre marzo y junio de
1991.

Preparacién de iné6culo

Multiplicacién de colonias en el medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)

Se emplearon las cepas de F. solani mantenidas en
PDA y seleccionadas por Nieto y Gémez (1 991) en su
trabajo sobre identificacion del agente causal del
complejo pudricion de cogollo, las cuales se mostraron
patogénicas sobre trozos de flechas sanas; ademas,
se emplearon otras dos cepas de hongos obtenidas en
la misma plantacién sobre tejidos de palmas afectadas
en forma natural.
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A cada caja de petri de 9 cm de diametro se le
agreg6, por cuatro veces, 10 mi de agua destilada
estéril, agitandola para desprender las conidias; luego
se afor6 a 200 ml con agua destilada estéril. Esta
cantidad fue suficiente para inocular seis palmas.

Esporulacion en foliolos con esporodoquios

Foliolos de flechas con manchas cafés en los que
se observaban esporodoquios de Fusarium sp., se
pusieron en camara humeda durante 24 horas, se
rasparon con un bisturi y luego se lavaron con agua
destilada estéril, hasta obtener una concentracion
aproximada de 400.000 conidias por ml.

Multiplicacién de E. solani en trozos de foliolos
sanos

En trozos de foliolos de flecha sana se causaron
heridas con un alfiler y sobre éstas se depositaron
gotas de la suspensién de conidias de F. solani aislado
en PDA. Todo el material se incub6 en camara himeda
durante 96 horas a la temperatura del laboratorio (20-
28°C); transcurrido este tiempo, los trozos cubiertos
con el hongo se lavaron para recolectar las conidias.

Esporulacién en cogollos afectados

Con el fin de seleccionar cepas de F. solani de
rapida y abundante esporulacién, evitando la pérdida
de patogenicidad en PDA, se compararon trozos de
peciolos, raquis y foliolos de cogollos de palmas con
diferente tipo de dafio, puestos en camara himeda a
la temperatura del laboratorio. La cepa de mayor
esporulaciéon se empled en la prueba de patogenicidad.
La identificacion del hongo se hizo por observacion de
sus estructuras reproductivas al microscopio.

Los materiales probados fueron:

T1: Tejidos de cogollo de una palma con sintomas
de pudricién de flecha, pf seca, con raquis suberizado

T2: Tejidos de pf seca, ligeramente humeda, sin
suberizacion.

T3: Tejidos de cogollo con pudricién de flecha y
hojas amarillas (PC), tipo pudricion himeda con foliolos
de bordes oscuros y raquis suberizado.

T4: Tejidos de PC, con pudricion hiumeda muy

blanda.
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Los tejidos esporulados del mejor tratamiento se
lavaron con agua destilada, hasta obtener una
suspensidn concentrada de varios millones de conidias
del hongo.

Germinacion de conidias

Para conocer la viabilidad de las conidias se empledé
parte de la suspensiéon de F. solani obtenida de tejidos
de cogollo con pudricion de flecha seca, ligeramente
humeda sin suberizacion (T,), la cual se incubd en el
laboratorio a temperaturade 20a 28°C. La germinacion
se determiné al microscopio a intervalosde 4, 12y 18
horas.

Ademas, con el mismo indculo se hizo una prueba
de germinacidén de conidias, agregando a la suspension
extracto de los materiales basicos en los medios en
que se multiplicé el hongo como papa tejidos del
cogollo de palma y azUcar. Los extractos de papa y
cogollo de palma se obtuvieron mediante 20 minutos
de coccion en agua y posterior filtrado. Las
concentraciones probadas fueron: extracto de papa:
al 5,0%, extracto de tejido de palma al 2,5% vy
dextrosa al 1,0 y 5,0%, estas se mezclaron en
proporcién 1:1 con la suspensién de conidias. De cada
concentracion se hicieron 3 repeticiones en tubos de
ensayo.

ASTORGA

Astorga Ltda. vinculada

al desarrollo de la zona de Tumaco.
Informes:
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CO. — Cali

49



Inoculacion en palmas de tres afos

Palmas de vivero, de 3 afios de edad, se inocularon
mediante el método de producir heridas en los tejidos
internos del cuello y en la parte inferior de las flechas
y sobre ellas agregar, por aspersion y gravedad, 30-40
ml de una suspension de conidias de los hongos en
estudio. Con cada hongo se inocularon grupos de 6y
8 palmas. La labor se realiz6 entre los meses de abril-
junio de 1991 que fueron de alta precipitacién, y entre
las 5:30y 6:20 p.m., para evitar la posible perdida de
germinacién de las conidias por deshidratacion.

Las caracteristicas principales de
empleados en la inoculacién fueron:

los hongos

1. F. solani crecido en PDA muy abundante en
microconidias.

2. F. solanicrecido en PDA con macro y microconidias
mas o menos en cantidades iguales.

3. Cepa de un hongo no identificado, crecido en PDA,
con microconidias en cadena y en forma de barril.

4. F. solani mas Thielaviopsis sp. multiplicados en
PDA.

5. F. solani extraido de esporodoquios
desarrollados en foliolos de flechas
con pudricion, bajo condiciones de
campo.

6. F. solani extraido del cogollo de
palma con PC seca, ligeramente
himeda que no presentaba tejidos
suberizados.

Después de la inoculacién, las
palmas se observaron cada 8 dias
durante tres meses y se registraron

los sintomas de dafio en los sitios
donde se depositd el inéculo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Preparaciéon de Inoculo
Multiplicacién de colonias en PDA.

La multiplicacién de los hongos en el medio de
cultivo PDA fue excelente; a los 7 dias cada caja
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En varias
especies de
Fusarium,
los Carbohidratos
reducen y
retardan la
esporulacion.

produjo 200 ml de una concentracién de 2 a 3 millones
de conidias/ml, contrario a lo que ocurre en varias
especies de Fusarium, en las cuales los carbohidratos
reducen yretardan la esporulacion, ademas de producir
variaciones en la forma de las conidias y pérdida de
patogenicidad (Nelson etal. 1983). Segun esto autores,
los tipos de Fusarium que producen esporodoquios
(entre ellos F. solani) a menudo mutan en la naturaleza
y en medios de cultivo, y los mutantes a su turno dan
origen a otros. En aislamientos patogénicos, estos
mutantes frecuentemente exhiben una pérdida de
virulencia. Lo anterior explica la variacién obtenida en
la multiplicacion del hongo, y por lo tanto, en las
pruebas de patogenicidad se incluyeron dos cepas
aparentemente diferentes.

Fsporulaciéon en foliolos con esporodoquios

El in6culo obtenido de esporodoquios fue muy
uniforme en cuanto al tipo de conidias cilindricas que
lo formaron. Sin embargo, no hubo seguridad sobre la
identificacion de la especie de Fusarium empleada
porque estas estructuras son formadas por varias
especies de este género.

Multiplicacién en trozos de foliolos sanos

La esporulacion de F. solani en
trozos de foliolos inoculados fue mala
y demoré 5 dias, y ademéas se
contaminé con otras especies de
Fusarium y con bacterias.

Esporulacion en cogollos afectados

A las 48 horas, la esporulacién de
los tejidos afectados del tratamiento
T, (Tejidos de pf seca, ligeramente
humeda, sin suberizacién) fue alta.
Todos los tejidos del cogollo: peciolos,
raquis y foliolos con sintomas de
pudricién seca, ligeramente himeda,
sin suberizacién, se cubrieron con
una ligera capa de micelio y conidias
de F. solani, por lo tanto, esta cepa se seleccion6 para
incluirla como un tratamiento en las pruebas de
patogenicidad. El tratamiento T; o sea Tejidos de
cogollo con sintomas de pf seca, con raquis suberizado,
tan sélo mostro indicios de esporular, y a las 96 horas
se observo esporulacion sobre las manchas pero no
sobre el tejido suberizado los tratamientos T; y T4 no
esporularon. A los 8 dias, los tejidos de todos. Los
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tratamientos estaban descompuestos, con ligeros
indicios de Fusarium spp. en T3y T4. Se concluy6 que
la mejor esporulacién se obtenia de pudriciones secas
que aun no tenian areas suberizadas.

Germinacion de conidias

Los resultados de los tratamientos con extractos
de papa, cogollo de palma y azlcar en la germinacion
de las conidias, mostraron que a las 10 horas ninguno
de los tratamientos habia iniciado la germinacién, por
lo cual cada suspension de conidias se dividié en dos
partes, una de ellas se traspaso6 a cajas de petri de 60
mm y la otra a tubos de ensayo, para
asi obtener mayor oxigenacion.

A las 18 horas, la germinacién de
las conidias en los tubos de ensayo
fue del 1 al 2% y no hubo diferencias
entre los tratamientos ni las
repeticiones, mientras que en las
cajas de petri la germinacion fue
ligeramente mayor. Los resultados
fueron asi: agua 3%, extractos de
papa y cogollo de palma 2% y en
glucosa 5%. No hubo diferencias
entre las dosis. La contaminacion
bacterial fue tan alta que fue necesario
suspender las observaciones. Por lo
tanto, se sugiere que estas pruebas
se deben repetir con colonias puras y
con una mayor asepcia.

Las
inoculaciones
realizadas con

los hongos

Fusarium solani
v Thielaviopsis

sp., asociados
con la pudricion
de cogollo, sobre
palmas de aceite

de 3 aiios de

patogenicidad del hongo en PDA y se confirma la
mayor patogenicidad de las conidias desarrolladas
directamente en los tejidos de palma.

Se concluyd que con los conocimientos actuales
era infructuoso insistir en inocular con F. solani y
Thielaviopsis sp., ya que aparentemente las palmas
empleadas eran resistentes o no tenian el factor de
predisposicion que hace posible el desarrollo de la
enfermedad. Sin embargo, se considera que los
resultados negativos no son prueba definitiva para
descartar éstos hongos como posibles agentes
causales, ya que la literatura registra casos semejantes,
como el del tizén de los citricos. Por

muchos afios se aislo

consistentemente F. solani, incluso
de tejidos sanos, y la enfermedad no
se pudo reproducir hasta tanto las
investigaciones basicas demostraron
que para reproducir la pudricién, los
arboles debian sufrir un estrés previo
y una baja concentracion de almidon
en las raices (Graham et al. 1985;
Labuschange et al. 1987). En palma
aceite son varios los trabajos que
consideran que para reproducir la
enfermedad se requiere de un factor
de predisposicién tal como presencia
de nitritos, desbalance nutricional o
deficiencias de boro y calcio (Rojas
1972).

Igualmente, muchas pruebas de

Inoculgcién en palmas de patogenicidad pudieron haber
tres anos ‘;dad fll(’r(”l fracasado por un manejlo |ndeb|dq del

. hongo, ya que F. solani en PDA tiene
Ninguna de las palmas inoculadas H(’gﬂ”l’flb’. una alta capacidad de mutacién hacia

reprodujo los sintomas de la

enfermedad. Las heridas causadas

en el cuello de las plantas inoculadas
cicatrizaron igual que las producidas en el testigo. En
tres palmas inoculadas con Fusarium cultivado en
PDA hubo manchas de 2 a 5 cm de largo. Las mismas
manchas, pero con crecimiento hasta de 20 cm, se
produjeron en dos palmas de las seis inoculadas con
conidias de esporodoquios y en seis de las ocho
inoculadas con conidias de cogollo afectado. En éste
caso, algunos foliolos se secaron por completo. Todas
las manchas subieron con el crecimiento de las
flechas, hasta perderse cuando se convirtieron en
hojas. Lo anterior descarta la hipdtesis de que el
resultado negativo fue debido a la pérdida de
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cepas no patogénicas (Nelson et al.
1983); ademas, esta demostrado que
las limitaciones en la formacién de la
cutinasa por el hongo, inhiben la germinacién de las
conidias (Labuschagne et al. 1987) a pesar de que
cantidades pequefas del hongo pueden causar fuertes
pudriciones, por un dafio indirecto, ocasionado por los
metabolitos téxicos que produce (cumarina y acido
fusarico).

En consecuencia, se considera necesario realizar
investigaciones basicas previas sobre factores de
predisposiciéon, antes de continuar con las pruebas de
patogenicidad.

51



CONCLUSION

as inoculaciones realizadas con los hongos
L Fusarium solani y Thielaviopsis sp., asociados
con la pudricién de cogollo, sobre palmas de aceite de
3 afios de edad fueron negativas. No obstante, por
analogia con el tizén de los citricos, se considera que
éste resultado no es una prueba definitiva para descartar
dichos hongos como posibles agentes causales de la
pudricién de cogollo, y se recomienda realizar estudios
basicos sobre factores predisponentes.
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