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Resumen 

Un viras con partículas filamentosas de alrededor de 800 nm de longitud se asoció 
consistentemente con la enfermedad letal de palmas de aceite jóvenes, conocida 
como 'Mancha Anular' en Colombia, Ecuador y Perú. La caracterización molecu
lar parcial mostró que el virus de la palma de aceite está genéticamente 
relacionado (40-67% de identidad en la secuencia de aminoácidos del gen ORF 1) 
con dos especies reconocidas y dos tentativas del género Foveavirus: el virus del 
Apple stem pitting y el virus del Rupestris stem pitting, y el virus del Cherry 
green ring mottle y el virus del Cherry necrotic rusty mottle, respectivamente. El 
Foveavirus constituye un nuevo género de virus a nivel mundial, y hasta ahora no 
se les conoce un agente vector. En el caso de los viras antes mencionados, su 
transmisión se realiza por medio de la contaminación causada por el uso de 
herramientas para podar e injertar en esas especies fruíales. En el caso de la 
palma de aceite se investigan los diferentes mecanismos posibles de transmisión. 
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Summary 

A virus with filamentous particles of abort 800 ran in length was consistently 
associated with the Lethal disease of young African oil palms, referred to as 
"ringspot" in Colombia, Ecuador and Peru, South America. Partial molecular 
characterization showed the virus to be distinct but related (51-67% - amino acid 
(AA) sequence identities ORF 1) to two tentative species of the genus Foveavirus, 
namely Cherry green ring mottle virus and Cherry necrotic rusty mottle virus; 40-
62% AA sequence identities were observed for the same region of the African oil 
palm virus and the foveaviruses. Apple stem pitting and Rupestris stem pitting-
associated virus, respectively. 
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Introducción 

La "Mancha Anular' de la palma de 
aceite (Elaeis guineensis Jacq. ) se 
observó por p r imera vez en 1969 
(Dzido et al. 1978; Arévalo 1988) en el 
d e p a r t a m e n t o amazón ico de San 
Martín. Perú. La enfermedad afectaba 
las p a l m a s de 1-3 años de edad, 
induciendo una clorosis sistémica en 
las hojas más jóvenes, y m a n c h a s 
anulares en los folíolos, la base del 
raquis de las hojas flecha y las prime
ras hojas. Posteriormente, las raíces 
y la hoja flecha desarrollaban necro
sis sistémica, causando la muerte del 
meristemo. Un corte transversal del 
tallo de las palmas de aceite afectadas 
por la Mancha Anular, cerca de la 
inserción de las raíces, mostró una 
coloración púrpura característica en 
el sistema vascular de la raíz. Más 
arriba del tallo se observó igualmente 
u n a necrosis violácea en forma de 
an i l lo . U s u a l m e n t e . l as p l a n t a s 
murieron en un término de 3-4 meses 
a partir de la expresión del síntoma 
inicial. Las palmas mayores de 5 años 
de edad no se vieron afectadas. 

La enfermedad letal Mancha Anular 
reapareció alrededor de 1974 en la 
región noroccidental productora de 
palma de aceite en Ecuador, donde se 
denominó "amari l lamiento letal" y 
"moteado de los brotes" (Dzido et al. 
1978; Chávez 1988). La incidencia de 
la enfermedad varió entre 3 y 40%. 
pero a veces ocurrieron pérdidas de 
hasta el 95% de las palmas de 18-24 
m e s e s d e e d a d . E n 1 9 8 5 . u n a 
enfermedad letal similar alcanzó la 
región vecina de producción de palma 
de aceite de Tumaco. en el surocci-
dente de Colombia (Jiménez 1988). En 
esta región, sin embargo, los síntomas 
característicos consisten de manchas 
amari l las a largadas , que aparecen 
even tua lmen te como vetas en los 
folíolos basales y raquis de las hojas 
de las palmas de aceite afectadas. La 
expresión de los s í n t o m a s parece 

variar con la localización geográfica 
(Dzido et al. 1978) o tal vez con la 
latitud y las condiciones ambientales. 
Hacia 1988. la enfermedad es taba 
afectando p lan tac iones jóvenes de 
hasta 2,5 años de edad, en una área 
de alrededor de 4.500 hectáreas. La 
incidencia de la enfermedad varió en
tre 2 y 45%, y las palmas afectadas se 
de tec ta ron , u s u a l m e n t e . en focos 
(Jiménez 1988). Investigaciones diver
sas efectuadas en los Estados Unidos, 
F ranc ia y La t inoamér ica sobre la 
etiología de esta enfermedad, no han 
conseguido demostrar la presencia de 
un patógeno identificable (Dzido et al. 
1978; Dollet et al. 1980; Renard y 
Quillec 1984: Arévalo 1988: Corley y 
Wood 1980). 

E s t a i nves t i gac ión se inició 
formalmente en el segundo semestre 
de 1998 y se llevó a cabo en respuesta 
a la creciente incidencia de la 'Mancha 
Anular' en el suroccidente de Colom
bia. Considerando que la enfermedad 
se había difundido desde las selvas del 
Perú p a s a n d o por l a s m o n t a ñ a s 
andinas para llegar al norte del Ecua
dor y, posteriormente, al sur de Co
lombia, en necesar io cons iderar la 
como una amenaza a las res tantes 
130.000 hectáreas de palma de aceite 
cultivada en este país, el principal 
productor de este cultivo en Latino
américa. Esta enfermedad constituye, 
as imismo, u n a preocupación pa ra 
otros países en Latinoamérica, tales 
como Brasil , Venezuela, Sur inam, 
Costa Rica, Guatemala, Honduras , 
México y Nicaragua, que cul t ivan 
alrededor de 160.000 hectáreas adicio
nales de palma de aceite. Ecuador y 
Perú ya t i e n e n m á s de 1 0 0 . 0 0 0 
h e c t á r e a s de p a l m a de acei te en 
peligro. E s t a invest igación p u e d e 
beneficiar, además, a productores en 
pequeña escala de palma de aceite en 
África Occidental, el centro de origen 
de E. guineensis (Sauer 1984), donde 
se han observado síntomas similares 
(Renard y Quillec 1984). 
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Materiales y Métodos 

Los a i s l a m i e n t o s de v i r u s se 
adquirieron de hojas flecha de palmas 
de aceite de 1 a 2 años de edad que 
manifestaban el amarillamiento foliar 
característico (Fig. 1) y manchado de 
las hojas más jóvenes y raquis, en el 
municipio de Tumaco, Nariño. Los 
tallos de las p a l m a s a fec tadas se 
cortaron en dos partes para observar 
la necrosis violácea característica de 
la Mancha Anular. De igual forma, se 
analizó una muestra de hoja obtenida 
de u n a pa lma silvestre del género 
Bactris ( tentat ivamente identificada 
como B. setulosa) encontrada en el 
municipio de Tumaco con evidencias 
de síntomas de amarillamiento foliar, 
s imi l a r e s a los d e s c r i t o s p a r a la 
'Mancha Anular' en la palma de aceite. 
Así mismo, en todas las pruebas se 
incluyeron mues t r a s de pa lmas de 
aceite libres de síntomas. 

Pruebas de Patogenicidad 

Las siguientes especies vegetales se 
i n o c u l a r o n m e c á n i c a m e n t e con 
extractos obtenidos de tejido de hoja 
afectada por Mancha Anular, diluido 
1:4 ó 1:10 (peso/volumen) en agua 
destilada estéril o tampón preparado 
como 0,5 ó 0,1 M de tampón de fosfato 
de potasio, pH 7,5, que contenía 0,5 g 
de sulfito de sodio y 1 nM de dietil-
ditiocarbamato de sodio (DIECA): Che-
nopodium album L., C. amaranticolor, 
C. Quinoa Wild.. C. murale, Elaeis 
guineensis Jacq . , Nicotiana bentha-
miana, N. tabacum cv, 'Samsum. Sor-
ghum bicolor cv'. Rio, y Zea mays L. 
Extractos de palma de aceite infectada 
se inocularon con gasa estéril, alfileres 
estériles y jeringas en plántulas sanas 
de e s t a e s p e c i e , u t i l i z a n d o 10 
plántulas por ensayo. 

Microscopía Electrónica 

Extractos de hoja, tomados de palmas 
de aceite s in tomát i cas , se t iñeron 
negativamente en acetato de uranilo 
al 2%, pH 3,7, y se examinaron para 
detectar la presencia de partículas de 
virus usando un microscopio electróni
co JEOL JEM-1010. Se prepararon 
muestras de tejido de hoja de palmas 
de ace i te e n f e r m a s y s a n a s p a r a 
citología, como se describió anterior
mente (Morales et al. 1990). Los cortes 
finos de tejido se hicieron con una 
cuchilla de diamante empleando un ul-
tra-microtomo MT 6000 de la Sorval. 

Electroforesis 

Las extracciones de ARN de doble 
cadena (ARNdc) se hicieron a partir de 
plantas de palma de aceites sanas y 
afectadas por Mancha Anular según 
el procedimiento de Dodds y Bar-Jo-
seph (1993). Los pesos aproximados 
del ARN de doble cadena se estimaron 
usando un patrón de ADN de 1-Kb 
(Gibco BRL, Rockville, MD, USA). La 
muest ra procedente de la planta de 
Bactris sp. afectada, se procesó de la 
misma manera. 

Palma de aceite joven con evidencias de amarillamiento foliar inicial 

asociado con la enfermedad letal 'Mancha Anular' 
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Partícula filamentosa observada en extractos de tejido de hoja de 

palmas de aceite afectadas por la enfermedad 'Mancha Anular'. 

Bar - 200 nm 

Partículas filamentosas observadas en el citoplasma de células de hoja 

de palma de aceite afectada por la enfermedad 'Mancha Anular'. 

Bar - 400 nm 

Extracción de Ácido Nucleico, Síntesis 

de ADN Complementario y Clonado 

Las especies de ARNdc se separaron 
en geles de agarosa de bajo punto de 
fusión (Gibco BRL) y luego se volvieron 
a ex t rae r emp leando un juego de 
Rneasy acorde con las instrucciones 
del fabricante (Qiagen, Valencia, CA. 
USA). Los procedimientos de extrac
ción, síntesis de ADN complementario 
y clonado han sido descritos en detalle 
en una publicación previa (Morales et 
al. 2002). 

Secuenciación 

La secuenciación se llevó a cabo con 
un secuenciador automático de ADN 
ABI PRISM 3 7 7 (Perkin E lmer , 
Norwalk, CT, USA). Las secuencias 
obtenidas se analizaron empleando el 
programa BLAST del Centro Nacional 
de Información de Bio tecnolog ía 
(Instituto Nacional de Salud, Bethesda, 
MD, USA). 

Resultados 

Ninguna de las especies vegetales 
inoculadas mecánicamente desarrolló 
s ín tomas o most ró al microscopio 
electrónico partículas similares a vi
rus. Las plántulas de palma de aceite 
i n o c u l a d a s s e m a n t u v i e r o n bajo 
observación d u r a n t e un año, pero 
ninguna de las 10 plántulas inocu
l a d a s por los mé todos mecánicos 
descritos expresó algún síntoma. En 
la actualidad se realizan experimentos 
de transmisión mediante poda de hojas 
en condiciones de campo. 

La observación directa de extractos 
de tejido de ho jas flecha t eñ idos 
n e g a t i v a m e n t e , reveló c o n s i s t e n 
temente la presencia de par t ículas 
f i lamentosas parecidas a virus, de 
aproximadamente 800 nm de longitud 
y 15 nm de diámetro (Fig. 2), aunque 
en muy baja concentración. Partículas 
filamentosas similares, parecidas a 
virus, se observaron en el citoplasma 
de células de hoja de palmas de aceite 
afectadas por la Mancha Anular. Estas 
partículas se observaron en el mesofilo 
(Fig. 3) y no formaron a lgún tipo 
reconocible de inclusión o viroplasma. 
No se observaron partículas filamen
tosas en extractos de tejido o secciones 
de tejido de varias palmas de aceite 
a s i n t o m á t i c a s , u t i l i z a d a s como 
controles libres de virus. 

La extracción y electroforesis del 
ARNdc de palmas de aceite afectadas 
por la Mancha Anular reveló la presen-
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cía de una banda predominante (Fig. 
4) de aproximadamente 8.034 pares 
de bases (pb) en tamaño. Se visua
lizaron también dos bandas menores 
de aproximadamente 7.171 y 5.854 
pb, aparentemente sub-productos de 
la banda predominante. 

Se secuenciaron dos conjuntos de 
secuencias solapadas de un solo clon. 
El p r imer con jun to de 15 c lones 
produjo u n a secuencia continua de 
3 .491 pb con u n a i d e n t i d a d de 
secuencia de aminoácidos (aa) del 51 % 
para el ORF 1 proximal 5' del virus del 
Cherry green ring motile (CGRMV) y el 
v i rus Cherry necrotic rusty motile 
(CNRMV). El CGRMV es una especie 
t e n t a t i v a del géne ro Foveavirus 
(Regenmortel et al. 2000) y CNRMV 
está estrechamente relacionado con el 
CGRMV (Rott y Je lkmann 2001). La 
similitud de secuencia de aa para la 
región ORF 1 del virus de la palma de 
aceite fue del 70 y del 69% cuando se 
comparó con el CGRMV y el CNRMV. 
r e s p e c t i v a m e n t e . I d e n t i d a d e s d e 
secuencia de aa inferiores (40 y 42%) 
y similitudes del 62 y 6 1 % se obtu
vieron en c o m p a r a c i o n e s con las 
secuencias correspondientes del ORF 
1 proximal del virus del Apple stem 
pitting (ASPV) y el virus asociado del 
Rupestris stem pitting (RSPaV), las dos 
e s p e c i e s r e c o n o c i d a s del g é n e r o 
Foveavirus (Regenmortel et al. 2000). 

El s e g u n d o con jun to de nueve 
clones solapados con una secuencia 
continua de 1.667 pb mostró iden
tidades de secuencia de aa de 67% con 
la región ORF 1 3* terminal de los vi
rus CGRMV y CNRMV. La similitud de 
secuencia aa para esta región fue del 
78% con e s t o s dos Foveavirus 
tentativos. Nuevamente se observaron 
i d e n t i d a d e s de s e c u e n c i a de aa 
inferiores (60 y 62%) y similitudes (74 
y 76%) entre la palma de aceite y ASPV 
y RSPaV. Un solo clon de 671 pb 
contenía un fragmento de 469 bp que 
mostró identidades de secuencia de aa 

Electroforesis de ARN de doble cadena. Pista I, hoja flecha de una palma 

de aceite sana; Pista 2, hoja flecha de una palma de aceite afectada por 

la enfermedad 'Mancha Anular'; Pista 3, plantilla I Kb ADN Ladder 

del 50, 48 y 33% con la región ORF 1, 
3'-terminal de los virus CGRMV. Ba
nana mild mosaic (BanMMV). y ASPV, 
respect ivamente. El fragmento res
tante 202 bp mostró identidades de 
secuencia del 42, 34 y 29% con la 
región ORF 5 5' terminal (cubierta 
protéica) de los virus CNRMV, CGRMV 
y BanMMV, respectivamente. 

Discusión 

E s t a inves t igación mos t ró q u e la 
enfermedad de la 'Mancha Anular' en 
la palma de aceite en Colombia está 
asociada con un virus filamentoso 
relacionado con especies (CGRMV) 
ten ta t ivas y especies a c t u a l m e n t e 
reconocidas (ASPV y RSPaV) del género 
Foveavirus (Zhang et a l . 1998 ; 
R e g e n m o r t e l et al . 2 0 0 0 ; Rot t y 
Je lkmann 2001). El virus de la palma 
de aceite se relacionó también con los 
virus CNRMV y BanMMV. virus que 
han sido también asociados con los 
virus ASPV y CGRMV (Gambley y Tho-
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mas 2001; Rott y Je lkmann 2001). 
Aunque es posible que un trabajo 
taxonómico posterior pueda conducir 
a la reclasificación de los Foueavirus y 
especies similares descritas has ta la 
fecha, el virus aislado de palmas de 
aceite afectadas por la Mancha Anular 
se e n c u e n t r a muy e s t r e c h a m e n t e 
relacionado con las especies reco
noc idas y t en t a t i va s a c t u a l e s del 
género Foveavirus. Una característica 
importante del virus de la Mancha 
Anular de la palma de aceite (AOPRV), 
es su rápida diseminación duran te 
ciertos años y épocas del año. Este 
patrón epidemiológico es interesante, 
considerando que los Foveavirus no 
tienen vectores biológicos conocidos 
(Regenmortel et al. 2000) y la palma 
de aceite no requiere t ra tamientos 
cu l tura les de n inguna clase, tales 
como injertos o podas , du ran te su 
intervalo susceptible de vida (primeros 
tres años de edad). Con base en la 
observación que la enfermedad de la 
Mancha Anular de la palma de aceite 

se difunde más rápidamente durante 
épocas de precipitación relativamente 
baja, no puede descartarse en este 
momento la posible existencia de un 
vector artrópodo. 

Esta investigación y un trabajo an
ter ior (Morales e t al . 2002) , h a n 
demostrado la existencia de dos virus 
filamentosos diferentes en palmas de 
aceite cultivadas en el suroccidente de 
Colombia. Estos hallazgos podrían 
explicar o corroborar informes ante
riores sobre la presencia de partículas 
con apariencia de virus filamentosos 
(Plumb et al. 1978) y potyvirus (Chin
chilla et al. 1995; Solomon y Babu 
1988) en palma de aceite cultivada en 
otras partes del mundo. 
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