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RESUMEN

Cederio, L., Bricefio R., A. y Fermin, G. 2010. Antracnosis en zabila
causada por Colletotrichum gloeosporioides en la zona arida del estado
Mérida, Venezuela. Fitopatol. Venez. 23:30-34.

En abril de 2007, el hongo Colletotrichum gloeosporioides fue
consistentemente aislado de las pencas (hojas) de plantas de zébila
(Aloe barbadensis Miller) cultivadas en la Estacién Experimental San
Juan de Lagunillas del Instituto de Investigaciones Agropecuarias de
la Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela. Pruebas de
patogenicidad realizadas en invernadero y subsecuentes re-
aislamientos hechos a partir de las pencas inoculadas artificialmente,
confirmaron que C. gloeosporioides causé la enfermedad investigada.
La identidad de la especie se establecié sobre la base de andlisis
fitopatoldgicos tradicionales y confirmada mediante prueba molecular
por PCR. Este articulo constituye para Venezuela el primer reporte
formal sobre una enfermedad de antracnosis causada por
C. gloeosporioides en zébila.

Palabras clave adicionales: Aloe barbadensis, biologia molecular,
Glomerella cingulata, PCR.

ABSTRACT

Cedeno, L., Bricefio R., A. and Fermin, G. 2010. Anthracnose on aloe
caused by Colletotrichum gloeosporioides at the arid zone of Mérida
State, Venezuela. Fitopatol. Venez. 23:30-34.

In April 2007, the fungus Colletotrichum gloeosporioides was
consistently isolated from leaves of aloe plants (Aloe barbadensis
Miller) cultivated at the Experimental Station San Juan de
Lagunillas of Instituto de Investigaciones Agropecuarias,
Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela. Pathogenicity tests
performed under greenhouse conditions and subsequent re-
isolations from leaves artificially infected, confirmed that C.
gloeosporioides caused the disease investigated. The identity of
the fungus was determined based on traditional phytopathological
analysis and it was also confirmed by a PCR-based molecular test.
This paper is the first formal report for Venezuela about an
anthracnose disease caused by C. gloeosporioides on aloe.

Additional key words: Aloe barbadensis, Glomerella cingulata,
molecular biology, PCR.

INTRODUCCION

La zébila (Aloe barbadensis Miller) [= Aloe vera (L.) P.
Webb & Benth.], también llamada sdbila y zabila, es una
herbécea de la familia Xanthorrhoeaceae originaria de
Africa, que se caracteriza por desarrollar una roseta basal
de hojas suculentas. El término genérico Aloe deriva del
arabe alloeh que, segin su sinénimo hebreo hallal, significa
sustancia brillante y amarga. A esta planta se le atribuyen
propiedades de utilidad alimentaria,cosmética, farmacéutica
y médica (16). Nacional e internacionalmente se comercializa
como hojas (pencas), jugo (acibar) y gel (cristales).

En Venezuela, las principales entidades productoras de
zabila son: Falcon, Lara, Sucre y Anzoategui (15). La especie
fue introducida a Falcén y algunos estados orientales desde
las islas del Caribe (Aruba, Curazao), mientras que a Lara
lleg6 desde Falcon. Recientemente, la alcaldia del municipio
Sucre del estado Mérida inici6 la ejecucién del proyecto
“Mucumbi”, cuyo propésito fundamental es producir,
procesar y comercializar zabila y sus derivados, a los fines
de garantizar empleo y mejorar la calidad de vida de los
agricultores de la zona. Esta accién de apoyo a la agricultura
familiar y a las comunidades campesinas en general, exige
iniciar estudios de diagndstico sobre insectos y enfermedades,
que pudieran convertirse en potenciales amenazas para el
desarrollo exitoso del plan zabilero en referencia.
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A pesar de poseer atributos medicinales de utilidad
humana, las plantas de zabila sufren enfermedades que
alteran su capacidad productiva y, en casos excepcionales,
le ocasionan la muerte. En abril de 2007, en una siembra
experimental de zabila situada en la Estaciéon Experimental
San Juan de Lagunillas del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias de la Universidad de Los Andes (ITAP-ULA),
sobrevino una enfermedad foliar que afecté6 80% de la
poblacién. Las hojas experimentaron necrosis localizada
principalmente en los bordes y la punta. Inicialmente
aparecieron lesiones de color marrén claro con margen
castafio oscuro que, posteriormente, se convirtieron en
manchas secas de color marrén oscuro a casi negras (Fig. 1).

El objetivo primordial del presente estudio fue identificar
y evaluar la patogenicidad del microorganismo causante dela
enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacién del patéogeno. Los
aislamientos se realizaron a partir de plantas de zabila
sintomaticas provenientes de una plantacién experimental
existente en la Estacién Experimental San Juan de
Lagunillas del IIAP-ULA, situada en San Juan de Lagunillas,
municipio Sucre del estado Mérida. Después de lavar las hojas



Fig. 1. A. Zabila con infeccién natural de antracnosis causada por
Colletotrichum gloeosporioides.

(pencas) enfermas por 1h con agua de chorro. Del margen
de las manchas se cortaron fragmentos de 2-3 mm de
longitud que secuencialmente fueron sumergidos por 1 min
en solucién 0,5 % de hipoclorito de sodio (NaClO), lavados
en tres cambios de agua destilada esterilizada (ADE),
secados con papel absorbente esterilizado y sembrados
asépticamente en placas de agua agar 2 % mas 4cido lactico
(AAA, pH 4,5). Las placas se incubaron a temperatura
ambiente (22 + 2 °C) y 12 h de fotoperiodo. Las colonias
emergentes se transfirieron a placas que contenian medio
preparado con papa dextrosa agar (PDA) més antibi6tico
(cloranfenicol, 150 pg.mL1), para posteriormente realizar
cultivos monoconidiales y proceder a la identificacién del
patégeno sobre la base de la morfometria de las estructuras
reproductivas y mediante analisis molecular por PCR (2).
Adicionalmente, se investigé la sensibilidad a benomilo en
monoconidiales del hongo aislado (14). Para la obtencién
de los cultivos monoconidiales se selecciond un cultivo masal
del cual se cosecharon conidias que inmediatamente fueron
transferidas a un tubo de microcentrifuga que contenia
1 mL de ADE. La suspensién se agité en Vértex y con un
hematocitémetro se procedi6 a determinar la concentracién
conidial, para posteriormente ajustarla a 50 conidios/ul. En
el centro de placas que contenian AAA 6 PDA miés
cloranfenicol, se combinaron 0,3 mL de ADE y 1 ul de
suspensién conidial, procediendo luego a dispersar la
preparacién con una varilla de vidrio. Las placas se
incubaron invertidas a temperatura ambiente (22 + 2 °C) y
12 h de fotoperiodo. Los monocultivos fueron sub-cultivados
en tubos con PDA y conservados bajo refrigeracion.

Las caracteristicas morfométricas se registraron en
10 cultivos monoconidiales y en cada uno de éstos se
examinaron 50 conidias que fueron depositadas sobre
portaobjetos, fijadas con formaldehido 4%, tefiidas con
lactofucsina 4acida 0,025% y examinadas en microscopio
Zeiss, modelo Axioplan. Los apresorios se indujeron
inoculando lateralmente piezas rectangulares de AAA,
previamente depositadas sobre porta objetos incubados bajo
condiciones de cdmara himeda preparada con cdpsulas de
Petri, papel filtro y ADE. La identificacién preliminar del
microorganismo aislado se realizé sobre la base de la
morfologia y dimensiones de conidias y apresorios. Para
confirmar la identidad del patégeno se hizo un andlisis

molecular por PCR utilizando cebadores dirigidos a la
secuencia transcrita interna de los ribosomas, ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTAGTATGC-3%) y un cebador inverso
especifico para Colletotrichum acutatum (Calnt2: 5’-
GGGGAAGCCTCTCGCGG-3) o C. gloeosporioides (Cglnt: 5-
GGCCTCCCGCCTCCGGCCGG-3)). Los cebadores fueron
disenados originalmente por Brown et al. (5,23). La extracciéon
del ADN, los anélisis de PCR y la identificacién de los
productos amplificados se realizaron como se reportara
previamente (2).

Pruebas de patogenicidad. Se seleccionaron doce
plantas sanas de zabila de seis meses de edad, de las cuales
8 fueron inoculadas y 4 usadas como control. Previo a la
inoculacién, todas las plantas fueron asperjadas con ADE y
colocadas por 24 h en caAmara himeda bajo condiciones de
invernadero. En cada planta seleccionada para la infeccién
artificial se determiné cantidad y longitud promedio de las
hojas. El nimero de hojas/planta vari6 entre 5y 11, con un
promedio aproximado de 7. La longitud oscilé entre 15,2 y
25,5 cm, siendo el promedio 19,7 cm. A cada hoja se le hizo
una herida en la parte media del haz utilizando una aguja
de diseccién estéril y sobre la puncién se depositd un disco
(10 mm didm) de agar-micelio cortado de un cultivo
monoconidial en PDA+ cloranfenicol incubado por 13d
a temperatura ambiente (22 + 2 °C). Sobre el disco in6culo
se colocé algodén esterilizado y mojado con ADE,
manteniéndolo en el sitio con papel Parafilm®. En las
plantas testigo sbélo se aplicaron discos de PDA +
cloranfenicol sin el hongo. Seguidamente las plantas
inoculadas y testigo fueron cubiertas con bolsas de plastico
transparente e inmediatamente incubadas por 5 d en
invernadero. Posteriormente, a partir de las plantas
infectadas experimentalmente, se hicieron re-aislamientos
en AAA para confirmar el cumplimiento de los postulados
de Koch y, en consecuencia, la patogenicidad del organismo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacién del patégeno. A partir
de los tejidos infectados naturalmente, siempre se aisld
un hongo perteneciente al género Colletotrichum que en
placas con PDA incubadas a temperatura ambiente y
12 h de fotoperiodo, produjo colonias blanco-algodonosas que
seguidamente se volvieron ligeramente rosadas y finalmente
comenzaron a tornarse grisidceas desde la porcién central.
El crecimiento ocurrié en forma de bandas concéntricas y
las conidias aparecieron en masas mucilaginosas de color
anaranjado préximas al borde de las placas. Por el reverso
se aprecié un tinte ligeramente rosado. Se observaron
conidias unicelulares, hialinas, oblongas, con ambos extremos
obtusos y midieron 12,0-(13,8)-15,0 um de largo x 3,0-(3,2)-
4,0 pm de ancho. Los apresorios mostraron coloracién marrén
sepia, forma clavada, ovada, ob-ovada o lobulada y midieron
5,0-(7,5)-13,7 pm de longitud x 2,5-(4,2)-6,2 pm de ancho (Fig.
2). Sobre la base de la morfologia y dimensiones de las
conidias y apresorios Yy las caracteristicas del crecimiento
in vitro, el organismo aislado se identificé preliminarmente
como C. gloeosporioides (21,22), anamorfo de Glomerella
cingulata. En PDA el benomilo inhibié totalmente el
crecimiento micelial, condicién que es caracteristica en C.
gloeosporioides (14).
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Fig. 2. Colletotrichum gloeosporioides. A. Conidias producidas en PDA.
B. Apresorios desarrollados en AAA.

Identificacion molecular del patégeno. La
purificacién del ADN de C. gloeosporioides fue simple y
proporciond facilmente cantidades satisfactorias de producto.
Medio gramo de micelio produjo suficiente ADN para
cualquier estudio de biologia molecular. En las pruebas
realizadas para la identificacién molecular por PCR de la
especie, el ADN proveniente de cultivos monoconidiales no
se degrad6 y fue confiable para la amplificacién de los
productos especificos. Los cebadores disefiados para la
identificacién especifica de C. gloeosporioides permitieron
la amplificacién de un producto muy préximo a las 500 pb
reportada para la especie (23). No se observé ningin producto
cuando el mismo ADN se utilizé con los cebadores dirigidos
a C. acutatum. En resumen, todas las pruebas de PCR
confirmaron que los cultivos monoconidiales examinados
pertenecen a C. gloeosporioides y que las mismas son
confiables para la discriminacién entre C. acutatum, C.
coccodes 'y C. gloeosporioides (13) (Fig. 3).

La prueba de secuenciaciéon de los productos amplificados
y el alto nivel de similitud detectado al comparar los
resultados obtenidos mediante BLAST en la base de datos
GenBank, confirm6 la identidad del hongo investigado.

32 Vol. 23, N°2, 2010

Fig. 4. Antracnosis en zédbila inoculada experimentalmente con
Colletotrichum gloeosporioides.

Pruebas de patogenicidad. Cinco dias después de la
inoculacién (ddi), todas las pencas infectadas artificialmente
presentaban lesiones con centro marrén claro y margen
definido de color castafio a marrén oscuro alrededor de la
herida. Las pencas de las plantas testigo s6lo tenian necrosis
en la herida hecha con la aguja de diseccion.

A los 13 ddi, se apreci6 que las lesiones habian avanzado
formando bandas més o menos concéntricas bien definidas
y con tonalidades entre pardo-rojizo y marrén. En cada lesién
se aprecid una depresion que se extendia desde el haz hasta
el envés. Alrededor de las lesiones habia “pecas” de colores
pardo y marrén. Para la fecha, las lesiones, incluyendo
las areas deprimidas, midieron entre 2,5 y 3,5 cm de didm
(Fig. 4).

A los 19 ddi, todas las plantas inoculadas presentaban
sintomas caracteristicos de la enfermedad observada en
campo. Las pencas inoculadas, en su mayoria, mostraban
color verde palido o ligeramente rosado y hasta ese momento
no se observaron acérvulos. En promedio, las lesiones
crecieron aproximadamente 1 cm por semana.

C. gloeosporioides fue aislado consistentemente de las
lesiones reproducidas artificialmente en las hojas de zabila,
confirmandose el cumplimiento de los postulados de Koch y
demostrandose, en consecuencia, que la especie de hongo
investigada fue la causante de la enfermedad ocurrida en la
Estacion Experimental San Juan de Lagunillas del ITAP-
ULA. En la literatura disponible examinada, no aparece
registrado ningin reporte sobre antracnosis causada por
C. gloeosporioides en zabila. En consecuencia, la presente
publicacién parece constituir el primer reporte sobre una
enfermedad de antracnosis causada por C. gloeosporioides
en zabila en Venezuela .

Las bondades que se le atribuyen a la zabila son diversas
e innumerables, lo que permite catalogar al cultivo como
“rubro con significativo potencial generador de ingresos”.
Sin embargo, es importante destacar que, con algunas
excepciones particulares, la produccién de zabila en
Venezuela no ha recibido la atencién agronémica y
fitopatolégica requerida para que su potencial productor sea
comercialmente competitivo. A manera de ejemplo, en el
estado Falcon, primer productor nacional y donde la tradicién
zabilera ha transitado mas alld de 500 afios, para el afio
2005 la zabila todavia conservaba la condicién de cultivo
marginal o complementario (15). En este estado, el cultivo
se explota como una fuente adicional de ingresos (16), siendo
ésta una de las razones por las cuales no se cumple con los
estandares internacionales de calidad (15). Debido a ese
carécter de cultivo secundario, hasta el inicio de la primera
década del siglo 21, la informacién fitopatélogica fue escasa
e imprecisa. Tanto es asi, que la zabila no aparece referida
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Fig. 3. Identificaciéon por PCR de Colletotrichum gloeosporioides. Los productos de amplificacién fueron corridos por 1 hora en Gel de agarosa
al 0,8%, utilizando buffer TAE 1X. Carriles 1y 18: escalera de PM 1 Kb DNA leader. Carriles 2-9 amplificados con primer de identificacién para
C. acutatum: 2-6.- Aislados monoconidiales de lesiones en z4dbila, 7.- Aislado de C. acutatum (fresa), 8.- Aislado de C. gloeosporioides (mango),
9.- control negativo sin ADN. Carriles 10-17 amplificados con primer de identificacién para C. gloeosporoides: 10-14.- Aislados monoconidiales
de lesiones en zabila, 15.- Aislado de C. acutatum (fresa), 16.- Aislado de C. gloeosporioides (mango), 17.- control negativo sin ADN.

en las publicaciones “Indice de Enfermedades de las Plantas
Cultivadas en Venezuela” de Diaz Polanco y Salas de Diaz
4) e “Indice de Enfermedades en Plantas de Venezuela y
Cuba” de Urtiaga (25). Para 1999, una publicacién de
difusién limitada refiere dafos causados por especies
desconocidas de hongos pertenecientes a los géneros
Fusarium, Rhizoctonia y Pestalotia (1).

Fue a partir del afio 2001, durante la realizacién del XVII
Congreso Venezolano de Fitopatologia, cuando se inicié la
presentacién formal de informacién relativa a enfermedades
de la zabila provocadas por bacterias y hongos. Del estado
Sucre se reportaron bacterias patégenas de los géneros
Pectobacterium, Erwinia, Ralstonia y Pseudomonas (24),
mientras que en Falcén se mencionaron darnos inducidos
por Pantoea aglomerans y Erwinia chrysanthemi (3,7,10). En
cuanto a las enfermedades fingicas se sefialaron problemas
causados por Fusarium sp. (10), Fusarium solani (20), Rhizoctonia
sp. (7,9,10), Sclerotium rolfsii (6,7,19,20) y Lasiodiplodia
theobromae (20). Posteriormente, en el afio 2003, fueron
reportados desde Falcén E. chrysanthemi (12) y desde la
Peninsula de Araya, estado Sucre, Dreschlera hawaiiensis
como causante de manchas foliares (17). En el 2004, Lugo et al.
(11) senialaron que una especie desconocida de Rhizoctonia estaba
pudriendo el tallo y las raices de la zébila cultivada en el
estado Falcon.

C. gloeosporioides es un patégeno cosmopolita y ha sido
reconocido como agente causal de antracnosis en
aproximadamente 250 especies botanicas distintas (18). La
enfermedad causada por este hongo pudiera convertirse en
una de las principales debilidades a corregir en el proyecto
de produccién industrial de zabila en el Municipio Sucre de
Mérida, cuya ejecucién ha sido motivada por el interés que

han manifestado empresas de Alemania y China, de recibir
todo el producto derivado de la zébila cultivada en esa zona,
para ser usado como materia primera en la elaboracién de
cosméticos y medicamentos. La antracnosis ocasiona
alteraciones estéticas y estructurales en las hojas, que
reducen su capacidad de almacenar gel. En etapa avanzada
de enfermedad, las hojas se vuelven negras y retorcidas.

Finalmente, es importante sefalar que desde el punto
de vista econémico y ambiental, la prevencién destaca como
la medida de control més efectiva y menos costosa, ya que
cuando se evita la aparicién de la enfermedad, no hay que
aplicar pesticidas que pudieran limitar la utilidad de los
derivados de la zabila, motivado a la presuncién sobre
posibles efectos nocivos para la salud.
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