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Resumen

Un viras con particulas filamentosas de alrededor de 800 nm de longitud se asocio
consistentemente con la enfermedad letal de palmas de aceite jOvenes, conocida
como 'Mancha Anular' en Colombia, Ecuadory Per(. La caracterizacion molecu-
lar parcial mostré que € virus de la palma de aceite estd genéticamente
relacionado (40-67% de identidad en la secuencia de aminoécidos dd gen ORF 1)
con dos especies reconocidas y dos tentativas dd género Foveavirus. € virus dd
Apple stem pitting y € virus dd Rupestris stem pitting, y € virus dd Cherry
green ring mottley @ virus dd Cherry necrotic rusty mottle, respectivamente. El
Foveavirus constituye un nuevo género de virus a nivd mundial, y hasta ahora no
se les conoce un agente vector. En d caso de los viras antes mencionados, su
transmision se redliza por medio de la contaminacion causada por € uso de
herramientas para podar e injertar en esas especies fruiales. En el caso de la
pama de aceite se investigan los diferentes mecanismos posibles de transmision.

Summary

A virus with filamentous particles of abort 800 ran in length was consistently
associated with the Lethd 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) seguence 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 ail
palm virus and the foveaviruses. Apple stem pitting and Rupestris stem pitting-
associated virus, respectively.
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Una caracteristica
importante del virus
de la Mancha Anular
de la palma de
aceite, es su rapida
diseminacion durante
ciertos anos y épocas
del ano.
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Introduccién

La "Mancha Anular' de la palma de
aceite (Elaeis guineensis Jacq.) se
observé por primera vez en 1969
(Dzido et al. 1978; Arévalo 1988) en el
departamento amazénico de San
Martin. Per(. La enfermedad afectaba
las palmas de 1-3 afios de edad,
induciendo una clorosis sistémica en
las hojas mas jovenes, y manchas
anulares en los foliolos, la base del
raquis de las hojas flechay las prime-
ras hojas. Posteriormente, las raices
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
insercion de las raices, mostré una
coloracion puarpura caracteristica en
el sistema vascular de la raiz. Méas
arriba del tallo se observo igualmente
una necrosis violacea en forma de
anillo. Usualmente. las plantas
murieron en un término de 3-4 meses
a partir de la expresién del sintoma
inicial. Las palmas mayores de 5 afios
de edad no se vieron afectadas.

La enfermedad letal Mancha Anular
reaparecio alrededor de 1974 en la
region noroccidental productora de
palma de aceite en Ecuador, donde se
denomind "amarillamiento letal" y
"moteado de los brotes" (Dzido et al.
1978; Chéavez 1988). Laincidencia de
la enfermedad varié entre 3 y 40%.
pero a veces ocurrieron pérdidas de
hasta el 95% de las palmas de 18-24
meses de edad. En 1985. una
enfermedad letal similar alcanzé la
region vecina de produccion de palma
de aceite de Tumaco. en el surocci-
dente de Colombia (Jiménez 1988). En
estaregion, sin embargo, los sintomas
caracteristicos consisten de manchas
amarillas alargadas, que aparecen
eventualmente como vetas en los
foliolos basales y raquis de las hojas
de las palmas de aceite afectadas. La
expresion de los sintomas parece

variar con la localizacion geogréfica
(Dzido et al. 1978) o tal vez con la
latitud y las condiciones ambientales.
Hacia 1988. la enfermedad estaba
afectando plantaciones jévenes de
hasta 2,5 afios de edad, en una éarea
de alrededor de 4.500 hectéreas. La
incidencia de la enfermedad varié en-
tre 2y 45%, y las palmas afectadas se
detectaron, usualmente. en focos
(Jiménez 1988). Investigaciones diver-
sas efectuadas en los Estados Unidos,
Francia y Latinoamérica sobre la
etiologia de esta enfermedad, no han
conseguido demostrar la presencia de
un patégeno identificable (Dzido et al.
1978; Dollet et al. 1980; Renard y
Quillec 1984: Arévalo 1988: Corley y
Wood 1980).

Esta investigaciéon se inici6
formalmente en el segundo semestre
de 1998y se llevd a cabo en respuesta
a la creciente incidencia de la 'Mancha
Anular' en el suroccidente de Colom-
bia. Considerando que la enfermedad
se habia difundido desde las selvas del
Peri pasando por las montafias
andinas para llegar al norte del Ecua-
dor y, posteriormente, al sur de Co-
lombia, en necesario considerarla
como una amenaza a las restantes
130.000 hectéreas de palma de aceite
cultivada en este pais, el principal
productor de este cultivo en Latino-
américa. Esta enfermedad constituye,
asimismo, una preocupacion para
otros paises en Latinoamérica, tales
como Brasil, Venezuela, Surinam,
Costa Rica, Guatemala, Honduras,
México y Nicaragua, que cultivan
alrededor de 160.000 hectéreas adicio-
nales de palma de aceite. Ecuador y
Peri ya tienen mas de 100.000
hectareas de palma de aceite en
peligro. Esta investigacion puede
beneficiar, ademés, a productores en
pequefia escala de palma de aceite en
Africa Occidental, el centro de origen
de E. guineensis (Sauer 1984), donde
se han observado sintomas similares
(Renard y Quillec 1984).



Materiales y Métodos

Los aislamientos de virus se
adquirieron de hojas flecha de palmas
de aceite de 1 a 2 afios de edad que
manifestaban el amarillamiento foliar
caracteristico (Fig. 1) y manchado de
las hojas méas jovenes y raquis, en el
municipio de Tumaco, Narifio. Los
tallos de las palmas afectadas se
cortaron en dos partes para observar
la necrosis violacea caracteristica de
la Mancha Anular. De igual forma, se
analiz6 una muestra de hoja obtenida
de una palma silvestre del género
Bactris (tentativamente identificada
como B. setulosa) encontrada en el
municipio de Tumaco con evidencias
de sintomas de amarillamiento foliar,
similares a los descritos para la
'ManchaAnular' en la palma de aceite.
Asi mismo, en todas las pruebas se
incluyeron muestras de palmas de
aceite libres de sintomas.

Pruebas de Patogenicidad

Las siguientes especies vegetales se
inocularon mecéanicamente con
extractos obtenidos de tejido de hoja
afectada por Mancha Anular, diluido
14 6 1:10 (peso/volumen) en agua
destilada estéril o tampdn preparado
como 0,5 6 0,1 M de tampon de fosfato
de potasio, pH 7,5, que contenia 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. nwrale, Elaes
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 yjeringas en plantulas sanas
de esta especie, utilizando 10
plantulas por ensayo.

Deteccién de un virus asociado a la Mancha Anular

Microscopia Electronica

Extractos de hoja, tomados de palmas
de aceite sintomaticas, se tifieron
negativamente en acetato de uranilo
al 2%, pH 3,7, y se examinaron para
detectar la presencia de particulas de
virus usando un microscopio electréni-
co JEOL JEM-1010. Se prepararon
muestras de tejido de hoja de palmas
de aceite enfermas y sanas para
citologia, como se describié 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 segin
el procedimiento de Dodds y Bar-Jo-
seph (1993). Los pesos aproximados
del ARN de doble cadena se estimaron
usando un patrén de ADN de 1-Kb
(Gibco BRL, Rockville, MD, USA). La
muestra procedente de la planta de
Bactris sp. afectada, se procesé de la
misma manera.

Figura Palma de aceite joven con evidencias de amarillamiento foliar inicial
1 asociado con la enfermedad letal 'Mancha Anular'
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Flgura Particula filamentosa observada en extractos de tejido de hoja de
palmas de aceite afectadas por la enfermedad 'Mancha Anular'.

Bar - 200 nm

Figum Particulas filamentosas observadas en el citoplasma de células de hoja

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

Bar - 400 nm
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Extraccion de Acido Nucleico, Sintesis
de ADN Complementario y Clonado

Las especies de ARNdc se separaron
en geles de agarosa de bajo punto de
fusion (Gibco BRL) y luego se volvieron
a extraer empleando un juego de
Rneasy acorde con las instrucciones
del fabricante (Qiagen, Valencia, CA.
USA). Los procedimientos de extrac-
cién, sintesis de ADN complementario
y clonado han sido descritos en detalle
en una publicacién previa (Morales et
al. 2002).

Secuenciacion

La secuenciacion se llev6 a cabo con
un secuenciador automatico de ADN
ABlI PRISM 377 (Perkin Elmer,
Norwalk, CT, USA). Las secuencias
obtenidas se analizaron empleando el
programa BLAST del Centro Nacional
de Informaci6on de Biotecnologia
(Instituto Nacional de Salud, Bethesda,
MD, USA).

Resultados

Ninguna de las especies vegetales
inoculadas mecanicamente desarrollo
sintomas o mostré al microscopio
electronico particulas similares a vi-
rus. Las plantulas de palma de aceite
inoculadas se mantuvieron bajo
observacion durante un afio, pero
ninguna de las 10 pléntulas inocu-
ladas por los métodos mecéanicos
descritos expresd algun sintoma. En
la actualidad se realizan experimentos
de transmisién mediante poda de hojas
en condiciones de campo.

La observacion directa de extractos
de tejido de hojas flecha tefiidos
negativamente, revelé consisten-
temente la presencia de particulas
filamentosas parecidas a virus, de
aproximadamente 800 nm de longitud
y 15 nm de didmetro (Fig. 2), aunque
en muy baja concentracion. Particulas
filamentosas similares, parecidas a
virus, se observaron en el citoplasma
de células de hoja de palmas de aceite
afectadas por la Mancha Anular. Estas
particulas se observaron en el mesofilo
(Fig. 3) y no formaron algun tipo
reconocible de inclusién o viroplasma.
No se observaron particulas filamen-
tosas en extractos de tejido o secciones
de tejido de varias palmas de aceite
asintomaticas, utilizadas como
controles libres de virus.

La extraccion y electroforesis del
ARNdc de palmas de aceite afectadas
por la Mancha Anular revel6 la presen-



cia de una banda predominante (Fig.
4) de aproximadamente 8.034 pares
de bases (pb) en tamafo. 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 primer conjunto de 15 clones
produjo una secuencia continua de
3.491 pb con una identidad de
secuencia de aminoacidos (aa) del 51 %
parael ORF 1 proximal 5' del virus del
Cherry green ring motile (CGRMV) y €
virus Cherry necrotic rusty motile
(CNRMV). EI CGRMV es una especie
tentativa del género Foveavirus
(Regenmortel et al. 2000) y CNRMV
esta estrechamente relacionado con el
CGRMV (Rott y Jelkmann 2001). La
similitud de secuencia de aa para la
region ORF 1 del virus de la palma de
aceite fue del 70 y del 69% cuando se
compar6 con el CGRMV y el CNRMV.
respectivamente. ldentidades de
secuencia de aa inferiores (40 y 42%)
y similitudes del 62 y 61% se obtu-
vieron en comparaciones con las
secuencias correspondientes del ORF
1 proximal del virus del Apple stem
pitting (ASPV) y €l virus asociado del
Rupestris stem pitting (RSPaV), las dos
especies reconocidas del género
Foveavirus (Regenmortel et al. 2000).

El segundo conjunto de nueve
clones solapados con una secuencia
continua de 1.667 pb mostré iden-
tidades de secuencia de aa de 67% con
laregion ORF 1 3* terminal de los vi-
rus CGRMV y CNRMV. La similitud de
secuencia aa para esta region fue del
78% con estos dos Foveavirus
tentativos. Nuevamente se observaron
identidades de secuencia 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
contenia un fragmento de 469 bp que
mostroé identidades de secuencia de aa

Deteccion de un virus asociado a la Mancha Anular

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

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

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

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

Discusion

Esta investigacion mostré que la
enfermedad de la ‘Mancha Anular' en
la palma de aceite en Colombia esta
asociada con un virus filamentoso
relacionado con especies (CGRMYV)
tentativas y especies actualmente
reconocidas (ASPV y RSPaV) del género
Foveavirus (Zhang et al. 1998;
Regenmortel et al. 2000; Rott vy
Jelkmann 2001). El virus de la palma
de aceite se relaciono 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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