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RESUMEN

Sansevieria spp. (Agavaceae) es una orna-
mental de follaje originaria de Africa y Asia. S.
trifasciata (St) es la especie con mayor nimero
de cultivares en el mercado de exportacion de
Costa Rica a Estados Unidos y Holanda. Mues-
tras foliares de S. trifasciata var. “Hahnii” con
lesiones circulares y acuosas (algunas alargadas
y secas), fueron analizadas. El patdgeno recu-
perado fue identificado como Colletotrichum
sansevieriae Nakamura (CsN) mediante pruebas
de patogenicidad, morfologia y técnicas molecu-
lares. Los aislamientos mono-hifales presentaron
coloracion crema, crecimiento postrado y escasa
produccion de conidios. La patogenicidad de
CsN se evalud en 7 variedades de St; Sansevieria
sp., var., jiboia; S. cylindrica y las ornamentales
Codiaeum variegatum, Cordelyne terminalis y
Dracaena deremensis, mediante 2 sistemas de
inoculacidén: plantas en maceta (invernadero)
y hojas separadas (laboratorio); con ambos se
reprodujeron los sintomas de la enfermedad.
Cinco de las variedades de S. trifasciata desa-
rrollaron sintomas, “Hahnii” la mas susceptible.
Ninguna de las otras ornamentales presentd
sintomas. CsN fue re-aislado de hojas inoculadas
(postulados de Koch). La amplificacion mediante
PCR de la region ITS con los iniciadores ITSS e
ITS4 produjo un fragmento de aproximadamente
600pb, cuya secuencia de nucledtidos fue idéntica
para los aislamientos mono-hifales. En el Banco
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ABSTRACT

Identification of the agent causing
anthracnose on Sansevieria spp., in Costa
Rica. Sansevieria spp. (Agavaceae), native to
Africa and Asia, is a foliage ornamental known
as “mother-in-law’s tongue” or sansevieria. S.
trifasciata (St) is the species with the highest
number of cultivars on the Costa Rican export
market. (to the United States and the Netherlands).
Leaf samples of S. trifasciata var. “Hahnii”
with circular and aqueous lesions, (some dried
and elongated) were analyzed. From infected
tissue five mono-hyphal isolates were obtained.
The pathogen was identified as Colletotrichum
sansevieriae Nakamura (CsN) on the basis of
pathogenicity tests, morphology and molecular
techniques. Colonies were cream-colored, flat
and produced few conidia. The pathogenicity
of the isolates was assessed on 7 varieties of St;
Sansevieria sp., var. Jiboia; S. cylindrica and the
ornamentals Codiaeum variegatum, Cordelyne
terminalis and Dracaena deremensis through
greenhouse (pot) and laboratory (separate leaves)
inoculations. In both conditions disease symptoms
were reproduced. Five of the S. trifasciata
varieties evaluated developed symptoms, var.
“Hahnii” the most susceptible. The same
pathogen was re-isolated from inoculated leaves
(Koch’s postulates). PCR amplification of the
ITS region with starters ITS5 and ITS4 yielded
a single fragment of approximately 600 base
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de Genes, la secuencia alined con accesiones de
CsN de Australia y USA, con un indice de simi-
laridad del 99 al 100%. El anilisis filogenético,
con base en la region I'TS2, agrupd (99% valor de
bootstrap) los aislamientos costarricenses con el
aislamiento tipo CsN de Japdn y los de Australia
y USA. Hasta donde se conoce, éste es el primer
informe de la antracnosis de Sansevieria en C. R.

INTRODUCCION

El subsector agricola ornamental costa-
rricense, que incluye plantas, flores y follajes,
ha logrado un marcado desarrollo en las Gltimas
décadas como productos de exportacion no tradi-
cional. En el periodo 2006-2010, la participacion
relativa promedio en las exportaciones del pafs
fue de un 2,0%, con un valor promedio de 181,9
millones de dolares americanos (PROCOMER
2010, Mora 2008). Dentro de este componente, las
plantas ornamentales, particularmente las comer-
cializadas por el atractivo de su follaje (plantas u
ornamentales de follaje), constituyen el 40% de las
exportaciones. Los Estados Unidos de América
(USA) y Holanda son los principales destinos de
exportacion de la produccion costarricense de este
tipo de plantas (PROCOMER 2010, Mora 2008).

Sansevieria spp., (Agavaceae) es un géne-
ro de plantas herbaceas, perennes, xerofiticas,
rizomatosas o estoloniferas, acaules o con un
tallo muy corto, apreciadas como ornamentales
de follaje debido a la variegacion, moteado y
amplia variacion en la forma de sus hojas, apla-
nadas, semi-cilindricas, cilindricas, comprimidas
lateralmente, de lineares a lanceoladas u ovadas;
erectas, rigidas o flexibles (Takawira y Nordal
2001, Khalumba et al. 2005, Sanchez 2006). En
adicion, son plantas de interior resistentes, de
facil mantenimiento. Son populares como plantas
de interior para jardinera o maceta. Las hojas
erectas, puntiagudas y moteadas son también
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pairs. Sequences of the ITS regions of isolates
were identical. Sequences exhibited 99-100%
nucleotide identity to isolates of CsN collected
from diseased sansevieria in Australia and USA.
Phylogenetic analysis, based on ITS2 region,
indicates that the Costa Rican isolates clustered
(99% bootstrap support) with the type species
CsN from Japan and Australia and USA isolates.
To our knowledge, this is the first report of CsN
causing anthracnose of Sansevieria in C.R.

utilizadas en arreglos florales (Takawira y Nordal
2001, Khalumba et al. 2005, Sanchez 2006).

Se conocen comiinmente como Sansevie-
ria, Rabo de tigre, Lengua de suegra, Lengua de
vaca, Lengua del diablo, Espada de San Jorge,
Planta serpiente, “Zebra Lily” y Planta de la
suerte, entre otros. El género comprende entre
50 a 75 especies nativas del sur y este de Afri-
ca, Madagascar, Arabia, India y este de Asia
(Takawira y Nordal 2001, Khalumba et al. 2005,
Sanchez 2006).

Sansevieria trifasciata es la especie mas
utilizada como ornamental y con mayor nimero de
cultivares en el mercado. Las variedades mas impor-
tantes son Laurentii, Black Coral y las Superbas. En
Costa Rica, este tipo de follajes se producen para ser
exportadas como plantas sin raiz. Las areas de siem-
bra se ubican mayoritariamente en la zona Huetar
Norte, en los cantones de Sarapiqui, San Carlos, Rio
Cuarto de Grecia y Guatuso. Los distritos de la Tigra
de San Carlos y Horquetas de Sarapiqui representan
las areas mas importantes. Se cultivan 7 tipos de
lengua de suegra, en orden de importancia Laurentii
con un 41%, Superba con un 31% y Black Coral
con un 13% del area cultivada total de 22 hectareas
(MAG 2007, Mora 2008).

Nakamura et 4l. 2006 describieron, por
primera vez, la enfermedad foliar antracnosis
de Sansevieria, causada por una nueva especie
del género Colletotrichum, C. sansevieriae nov.
La sintomatologia descrita inclufa lesiones ini-
ciales redondas y acuosas, que luego se fusionan
para dar lugar a dafios mayores que provocan la
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“quema” de las hojas. Las lesiones se observan
en todas las partes del follaje, tanto en hojas jove-
nes como en maduras, cuando la infeccion esta
avanzada se observan chancros negros tipicos
de la antracnosis. Observaciones al microscopio
permiten ver abundantes conidios del patdgeno.
Las unidades afectadas pierden su valor comercial.
Pruebas de patogenicidad, en 20 plantas (orna-
mentales y vegetales) pertenecientes a 11 familias,
mostraron que el hongo solo infecto las variedades
de S. trifasciata, “Laurentii”, “Hahnii” y “Golden
Hahnii” y Sansevieria stuckyi. Luego del primer
informe, en el 2008 se detectd el patdgeno en
Australia (Aldaoud et al. 2011), en el 2010 en los
Estados Unidos (Palmateer et al. 2012).

El objetivo del presente trabajo fue aislar
e identificar el patdogeno asociado a los sinto-
mas foliares. También se realizaron pruebas de
patogenicidad en 7 variedades de S. trifasciata,
asi como en Sansevieria sp., var. Jiboia, S. cylin-
drica y en las ornamentales Codiaeum variega-
tum (Croton) Cordelyne terminalis (Cordelyne) y
Dracaena deremensis (Janet Craig).

MATERIALES Y METODOS

Muestras

A inicios del 2011 se recibieron en el
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del
Centro de Investigaciones Agrondmicas mues-
tras de S. trifasciata var. “Hahnii” con sintomas
foliares similares a la antracnosis causada por C.
sansevieriae. Aparentemente, las plantas habfan
sido introducidas al pafs desde los Estados Uni-
dos y sembradas en potes donde se presentaron
los sintomas en las hojas en invernadero, lejos
de la region productora de estas ornamentales
en Costa Rica.

Se procesaron plantas de Sansevieria tri-
fasciata var. “Hahnii” con lesiones foliares acuo-
sas e irregulares tanto en el borde como en el
centro de la hoja, que atravesaban ambas caras
de la hoja y en algunos casos acompahnados por la
presencia de circulos concéntricos con coloracio-
nes negra y naranja (Figura 1).

Fig. 1.

Aislamiento del patogeno

Se tomaron segmentos de hoja (aproxi-
madamente 0,2 cm?) cercanos a las lesiones,
que inclufan tejido sano y enfermo, se desin-
fectaron con hipoclorito de sodio al 1,5% por 2

Plantas de Sansevieria sp., con sintomas de antracnosis provenientes de campo.

min, se lavaron con agua destilada estéril y se
colocaron en placas Petri con medio de cultivo
papa-dextrosa-agar (PDA, Oxoid CM139) con 0,5
gl de cloranfenicol (Sigma ®). Los cultivos se
mantuvieron a temperatura ambiente (25+2°C) y
en la oscuridad. Después de 3 dias, se tomd una
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seccion del borde de la colonia y se transfirid
a nuevas placas de Petri con el mismo medio y
se colocaron bajo las mismas condiciones antes
descritas.

Ante la escasa esporulacion del patdgeno
en el medio PDA, se procedio a purificar los
aislamientos por cultivo monohifal, a partir de
colonias con 7 dias de crecimiento. Este procedi-
miento se realizd en una camara de flujo laminar
y con un microscopio de luz. Se obtuvieron 5
aislamientos monohifales. La descripcion de las
caracteristicas morfologicas de las colonias se
realizd con estos aislamientos. A cada cultivo
monohifal se le asignd un codigo de ingreso para
mantener el registro de procedencia; de los mis-
mos se conserva una muestra de micelio a 4°C,
en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas
del Centro de Investigaciones Agrondmicas de la
Universidad de Costa Rica.

Pruebas de patogenicidad

La capacidad de infeccion de los ais-
lamientos recuperados fue evaluada mediante
inoculaciones controladas con el objetivo de
reproducir los sintomas de la enfermedad. Se
emplearon 2 sistemas de evaluacion: inoculacion
en hojas de plantas completas cultivadas en inver-
nadero e inoculacion en hojas separadas coloca-
das en cajas plasticas de 40 cm de largo por 28 cm
de ancho y 15 cm de alto con tapa en laboratorio.
El indculo se prepard a partir de cultivos monohi-
fales del asilamiento codigo Sans3 con 15 dias de
edad. Se agregd 2 ml de agua destilada estéril y
se hicieron raspados con una asa micologica, a fin
de obtener una suspension del micelio del hongo.

En la inoculacion bajo condiciones de
invernadero se seleccionaron plantas sanas (sin
lesiones o dafios aparentes) y de crecimiento
vigoroso. Las ornamentales se sembraron en
macetas (13,5 cm de didmetro por 14 cm de alto)
que contenian una mezcla o sustrato esterilizado
en proporcion 1:1 suelo-fibra de coco. La expo-
sicion a la suspension del hongo se realizd con o
sin herida en una misma hoja, con una separacion
aproximadamente de 4 cm. Para provocar las
heridas la hoja se pinchd 5 veces con una aguja
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hipodérmica estéril. En ambos casos, se depositd
una gota de 20 ul del indculo que contenia las
hifas del microrganismo recuperado. En 2 puntos
adicionales de la hoja se realizd el mismo proce-
dimiento con agua destilada estéril como control.
Cada maceta fue regada y la planta se cubri6 con
una bolsa plastica transparente para mantener una
alta humedad relativa (camara hiimeda).

La inoculacion en hojas separadas se
realizo6 en forma similar a la descrita por
Aldaoud et 4l. (2011), con ciertas modificacio-
nes. Se tomaron hojas sanas, se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 1,5% por 2 min, se
lavaron con agua destilada estéril, se secaron y
se colocaron sobre una rejilla metalica cubierta
con papel toalla, que sirvid como base para
colocar las muestras en las cajas plasticas y
dejar espacio en el fondo del recipiente con el
fin de aplicar una cubierta de agua para man-
tener la humedad relativa alta. La inoculacion
se realizd con y sin herida; en este @iltimo caso
las hojas se pincharon 5 veces con una aguja
hipodérmica estéril en 3 lugares diferentes,
separados cerca de 2 cm. En ambos casos, se
depositd una gota de 20 ul del indculo descri-
to anteriormente. Como control se realizd el
mismo procedimiento, pero se utilizo 20 ul de
agua destilada estéril. Luego de la inoculacidn,
los recipientes se cerraron fuertemente con
sus tapas y se mantuvieron en el laboratorio
bajo luz natural por 12 h diarias y una tempe-
ratura de 25°C. Las hojas se evaluaron cada 2
dfas durante 2 semanas hasta la aparicion de
sintomas.

Se evalud la patogenicidad de los aisla-
mientos en 7 variedades de Sansevieria trifas-
ciata, asi como en S. cylindrica, Sansevieria
sp., var. Jiboia y ornamentales que se plantan
en proximidad a las Sansevierias: Codiaeum
variegatum (Croton), Cordelyne terminalis
(Cordelyne) y Dracaena deremensis (Janet
Craig), con el objetivo de evaluar el posible
riesgo de que la enfermedad se propague a
otros cultivos de importancia agricola en la
zona donde se siembra la lengua de suegra
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Susceptibilidad de diferentes especies de Sansevieria y otros ornamentales de follaje a C. Sansevieriae.

Especie Variedad Desarrollo de sintomas
S. trifasciata Black gold +
S. trifasciata Coral +
S. trifasciata Hahnii +
S. trifasciata Laurentii +
S. trifasciata Zeylanica +
S. trifasciata Bantel sensation -
S.. trifasciata Sadyuri

Sansevieria sp. jiboia -
S. eylindrica Cilindrica -
Codiaeum variegatum Excelent -

Cordelyne terminalis

Dracaena deremensis

Auntie loupe y Florica -
Janet Craig -

+Especie susceptible, desarrollo de sintomas.
-Especie no susceptible, no presentd desarrollo sintomas.

Identificacion con técnicas moleculares

Los 5 aislamientos monohifales se trans-
firieron a nuevas placas Petri con PDA como se
describid anteriormente y se incubaron durante
15 dfas a 25 +2°C y en oscuridad. Después de este
periodo se colect6 y se depositd aproximadamen-
te 0,2 g de micelio en tubos de microcentrifuga
de 1,5 ml. La extraccion de ADN se realizd a
partir de este material seglin el protocolo des-
crito por Rogers y Bendich (1988) con algunas
modificaciones. La muestra se macer6 en el tubo
de microcentrifuga con un pistilo estéril de acero
atado a un taladro de mano y se agreg6 150 ul
de buffer de extraccion (10 ml Tris-HCl 1M pH
8,0; 2,5 ml EDTA 0,5 M; 5 ml NaCl 5M) se con-
tinu6 con la maceracion y se agregd 150 ul de
buffer CTAB (2 g CTAB; 10 ml Tris-HCI 1M).
Se incubd a 67°C durante 60 min, se dejo enfriar
y se agregd 300 ul de solucion Fenol: Cloro-
formo: Alcohol Isoamilico (25:24:1), se mezcld
por inversion; se centrifugd a una velocidad de
12000 rpm durante 15 min. La fase sobrenadante
se transfirid a un tubo nuevo de microcentrifuga
de 1,5 ml y se repitid el proceso con la mezcla de
Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico. Poste-
riormente se recuper6 el sobrenadante en un tubo

nuevo y se agregd 20 ul de Acetato de Sodio y
300 wul de Isopropanol frio, se dejo precipitar el
ADN toda la noche a -20°C. Luego se centrifugd
a 13000 rpm durante 15 min y se descartd el
sobrenadante. Se realizaron 2 lavados con 150 ul
de etanol 70% y luego se secd el ADN precipita-
do en una camara de flujo laminar. Por Gltimo, el
ADN se resuspendi6 en 50 ul de buffer TE (0,605
g Trizma base 10 mM; 0,185 g EDTA 1mM; 450
ml de agua, pH ajustado a 7,4) y se almacend a
-20°C, para su posterior utilizacion. La calidad
del ADN extraido se determind por electrofore-
sis en gel de agarosa (TopVision™, Fermentas)
al 1% (p/v).

El ADN obtenido se utilizd para ampli-
ficar mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), la region del espaciador
interno transcrito, ITS (“Internal Transcribed
Spacer”, por sus siglas en inglés) del ADN ribo-
somal (ADNr), incluidas las regiones I'TS1-5.8S e
ITS2, con los imprimadores universales ITS5 (5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3’) e ITS4
(’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (White et
al. 1990). La mezcla de reaccion de PCR tuvo un
volumen final de 25 ul compuesta por 11,6 pl de
agua nanopura estéril, 2,5 ul de 10x DreamTaq™
Buffer; 2 ul de cada iniciador (10 mM); 2 ul de
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dNTP’s (10 mM); 1,7 pl de MgCI2 (25 mM); 1ul
de BSA (20 mg.ml'l); 0,25 ul de polimerasa
(5 u.pul’) DreamTaq™ (Fermentas); 2ul de
ADN molde (30 ng). La amplificacidon se rea-
liz6 en un Termociclador Applied Biosystems
Veriti™ con el siguiente programa térmico:
desnaturalizacion inicial 94°C por 3 min; 25
ciclos bajo las siguientes condiciones 45 s a
94°C, 30 s a 61°C; 2 min a 72°C y una exten-
sidon final durante 5 min a 72°C. El producto
de PCR se analizd por electroforesis en gel de
agarosa (TopVision™, Fermentas) 1,6% (p/v)
con buffer 0,5 x Tris-buffer (TBE) y 2 ul de
GelRed™ (Biotium). La visualizacion de los
fragmentos amplificados se realizd en un tran-
siluminador (Uvisave gel documentation sys-
tems HD2 LCD®, UVITEC CAMBRIDGE).
El fragmento amplificado se purificod con el kit
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN,
CA, EU), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Los fragmentos purificados se
enviaron a secuenciar en ambas direcciones
(>3 y 3’—5’) a la compaiia Macrogen,
Inc., con centro de operaciones en Corea del

Sur, con los iniciadores ITS5 e ITS4. Las
secuencias obtenidas para cada imprimador se
analizaron con el programa BioEdit Sequen-
ce Alignment Editor version 7.0.5.3 (Hall
1999) y se obtuvo la secuencia consenso. Las
secuencias obtenidas se compararon con las
secuencias publicadas en la base de datos del
Banco de Genes del Centro Nacional para la
Informacidon Biotecnoldgica en USA (National
Center for Biotechnology Information NCBI),
mediante la opcion BLASTn search (Altschul
et al. 1997).

La informacion del ADN de la region
ITS2 de diferentes especies de Colletotrichum,
incluidas las secuencias de los aislamientos de C.
sansevieriae obtenidos en Japon (Nakamura et
al. 2006), Australia (Aldaoud et al. 2011) y USA
(Palmateer et al. 2012) (Cuadro 2) se obtuvieron
del Banco de Genes, las mismas fueron alineadas
con el programa Clustal W (Thompson et al.
1994). El alineamiento fue corregido manualmen-
te en el programa BioEdit. El analisis filogenético
de las secuencias se hizo con el programa MEGA
5 (Molecular Evolutionary Genetics, Tamura et

Cuadro 2. Especies de Colletotrichum y nimero de accesion en el Banco de Genes para region ITS-2 utilizados para el analisis

filogenético.

Especie Aislamiento Origen N°. Accesion
C. acutatum IMI 348499 Francia AJ536220.1
C. acutatum BBA 71427 AJ301987.1
C. boninense GK2 Japdn ABO087215.1
C. coccodes MAFF 712102 Japon AB105970.1
C. dematium MI-080025 AB046608.1
C. destructivum ATCC10921 AF320562.1
C. falcatum IMI 347765 AJ536231.1
C. fragariae IMI 345047 AJ536223.1
C. gloeosporioides BBA 71334 AJ301974.1
C. lindemuthianum MAFF 305390 AB087222.1
C. musae BBA 70365 AJ301929.1
C. orbiculare MAFF 306589 AB042309.1
C. sansevieriae Sa-1-1 Japon AB212990.1
Sa-1-2 Japon AB212991.1

VPRI 41498 Australia HQ433226.1

1016 USA JF911349.1

1047 USA JF911350.1

C. spinaciae BBA 71333 AJ301973.1
C. trifolii UQ349 AF451909.1
C. truncatum 9971646 AF451904.1
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al. 2011); segtin el criterio de Maxima Verosimi-
litud (Maximum Likelihood), el modelo Kimura
2-parameter y un analisis de 5000 réplicas de
Bootstrap. Se incluyd la secuencia de la region
ITS2 de Magnaporthe grisea (AB031335) como
grupo externo (raiz). Las secuencias de la region
ITS2 utilizadas fueron las mismas que emplearon
Nakamura et al. (2006) en su analisis filogenético
cuando describieron a C. sansevieriae como una
nueva especie.

RESULTADOS

Sintomas, aislamiento del patogeno y
caracterizacion morfologica

En las hojas infectadas se observaban
lesiones redondas, acuosas y algunas alarga-
das, producto de la unidn (coalescencia) de
infecciones individuales. Dahos mas antiguos
presentaban apariencia seca, café y con aspecto
de quema.

A partir del material enfermo se obtuvo 5
aislamientos monohifales similares a Colletotri-
chum sansevieriae Nakamura. Las colonias en
PDA se caracterizaron por una coloracion crema
y un micelio raso o postrado en los primeros
dias. A los 10 dias de crecimiento, las colonias
se tornan de color blanco grisiceo, parcial-
mente crema con hifas algodonosas aéreas. En
las areas de mayor edad (cercanas al punto de
inoculacion inicial) se desarrolld una coloracion
naranja. Al reverso, el hongo presentd un color
gris-crema-rosa. En algunos casos después de
10 dfas se observaron estructuras de color café
oscuro (Figura 2A y 2B). Observaciones al
microscopio de luz revelaron que la presencia
de conidios de los aislamientos cultivados en
PDA fue escasa. El estudio de las estructuras
del patdgeno se hizo a partir de montajes de
raspados de los signos presentes en las hojas
inoculadas con los aislamientos puros. Los coni-
dios fueron cilindricos, ligeramente alargados e
hialinos (Figura 2C).

Fig. 2.

Aislamiento de Colletotrichum sansevieriae obtenido a partir de hojas de S. trifasciata con 15 dfas de crecimiento.

A) Vista frontal, B) Vista base placa, C) hifas y conidios.

Patogenicidad

En los 2 sistemas de inoculacion utiliza-
dos, plantas en maceta en invernadero y hojas
separadas en laboratorio, se reprodujeron los
sintomas de la enfermedad. El dafio ocasiona-
do por C. sansevieriae se presentd (nicamente
cuando se hicieron heridas en la hoja con la aguja

hipodérmica. La aparicion de sintomas ocurrid
entre 7 y 14 dias después de la inoculacion (DDI),
aunque en algunas variedades fue mas tardia. Los
indicios de la infeccidon consistieron en lesiones
acuosas redondas, similares a las observadas en
el material recibido inicialmente en el laboratorio
para analisis (Figura 3).
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Fig. 3.

De las 8 variedades de S. trifasciata eva-
luadas, 5 desarrollaron los sintomas de antrac-
nosis: Black Gold, Coral, Hahnii, Laurenti y
Zeylanica (Cuadro 1). El cultivar Hahnii” resulto
el mas susceptible. En este tipo de planta la
aparicion de sintomas ocurri6 entre 7 y 9 DDI;
mientras que en las otras como Black Gold,
Coral y Zeylanica se dio después de los 14 DDI
(Figura 3). Las plantas Bantel Sensation, Sadyuri
y Sansevieria sp., var. Jiboia no mostraron sinto-
mas durante todo el periodo de evaluacion. En la
especie S. cylindrica se observo un rapido pro-
ceso de cicatrizacion luego de la inoculacion que
inhibio el desarrollo de los sintomas. Tampoco se
observaron pudriciones en las otras especies de
ornamentales evaluadas (D. deremensis, Cordely-
ne terminalis y Codiaeum variegatum) que se
cultivan en la misma region que S. trifasciata. El
patogeno fue re-aislado de las hojas inoculadas.
La forma y el color de la colonia fueron idénticos
a la de los aislamientos obtenidos del material
inicial, de manera que se cumplieron los postu-
lados de Koch.

Identificacion molecular

La amplificacion mediante PCR de la
region ITS del ADN ribosomal (ADNr), con los
imprimadores ITS4 e ITS5 (White et al. 1990),
a partir del ADN extraido del micelio de los
5 aislamientos monohifales, produjo un solo
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Desarrollo de lesiones causadas por Colletotrichum sansevieriae en plantas inoculadas de S. trifasciata: A) Black
Gold, B) Coral, C) Hahnii, D) Laurentii; E) Zeylanica.

fragmento (producto de PCR) de aproximada-
mente 600 pares de bases (pb).

La secuenciacion directa del producto
de PCR permitid obtener la lectura completa
de nucledtidos de la region ITS (ITS1-5.8S-
ITS2). Los aislamientos monohifales presenta-
ron la misma secuencia de nucledtidos para la
region ITS. En el Banco de Genes (GenBank),
la secuencia se alined con las secuencias de
los aislamientos de Colletotrichum sansevieriae
de Australia (voucher VPRI 41498, ntimero de
accesion HQ433226; Aldaoud et al. 2011) y de
USA (cepa 1016, nimero de accesion JF911349.1;
Palmateer et al. 2012) con un indice de similari-
dad de 99%; y con la informacion del aislamiento
1047 de USA (nimero de accesidon JF911350.1;
Palmateer et al. 2012) con un 100% de similitud.
La diferencia entre la secuencia de los aislados
costarricenses y los aislamientos VPRI 41498 de
Australia y 1016 de USA, fue de un nucledtido
en la region ITS2, una sustitucion de una C por
T en la posicion 86 de la region ITS2 (Figura 4).
La accesion 1047 de USA y los cultivos costarri-
censes presentan el mismo nucledtido, C, en la
posicion 86. Esta misma diferencia C por T, se
encontrd al comparar la region ITS2 de los ais-
lados costarricenses con la informacion de los 2
aislamientos tipo (nimero de accesion AB212990
y AB212991) utilizados por Nakamura et al.
(2006) para la descripcion de Colletotrichum
sansevieriae como una nueva especie (Figura 4).
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Fig. 4.
sansevieriae.

En el anilisis filogenético, los cultivos cos-
tarricenses formaron un grupo tnico (monofiléti-
co) junto con los aislamientos de Colletotrichum
sansevieriae identificados en Japon, Australia y

DR R R R R R N R B R B N B B N BN SN S S SR

DR R R R R R N R R N R R R N N R B B RN S S R R

2R RN T E T

Polimorfismo de nucleodtido simple o SNP (T/C), observado en la region ITS-2 de aislamientos de Colletotrichum

USA con un valor de Boostrap de 99 y separado
de otras especies de Colletotrichum. Las colonias
costarricenses presentaron una mayor relacion
con el aislamiento 1047 de USA (Figura 5).

C.falcatum AJ536231.1
C.truncatum AF451904.1
C. trifolii AF451909.1
C. destructivum AF320562.1
C. coccodes AB105970.1
C. dematium AB046608.1
C. spinaciae AJ301973.1
C. boninense AB087215.1
C. gloeosporioides AJ301974.1
99 C. fragariae AJ536223.1
C. musae AJ301929.1
C. sansevieriae AB212991.1 Sa-12 JAPON
C. sansevieriae AB212990.1 Sa-1-1 JAPON2
C. sansevieriae HQ433226.1 VPRI 41498 AUSTRALIA
= C. sansevieriae JF911349.1 1016 USA
CRCS5D
CRC561
CRCS3D
CRCS2D
C. sansevieriae JF911350.1 1047 USA

gg = C. acutatum AJ536220.1
_I-c. acutatum AJ301987.1
98 C. lindemuthianum AB087222.1
_Eorbiculare AB042309.1

Pyricularia grisea AB031335

78

0,05

Fig. 5. Relacion filogenética de especies de Colletotrichum con base en la secuencia de la region ITS-2. Arbol construido
con el programa MEGA 5 software, método Méaxima Verosimilitud (ML), modelo Kimura 2-parameter y 5000

réplicas de Bootstrap. Se incluyd como raiz a Magnaporthe grisea. Valores de Bootstrap se indican en los nodos.
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DISCUSION

Los sintomas observados en las muestras
foliares iniciales de S. trifasciata var. “Hahnii”,
asi como en las hojas inoculadas en condiciones
de invernadero y laboratorio, correspondieron a
los descritos inicialmente en Japon por Nakamura
et 4l. (2006) para la nueva enfermedad en Sanse-
vieria denominada “antracnosis de Sansevieria”
y causada por la especie Colletotrichum sanse-
vieriae Nakamura. Luego de esta descripcion
inicial, infecciones similares han sido descritos
en Sansevieria, en Australia (Aldaoud et al. 2011)
y USA (Palmateer et al. 2012).

La forma y el color de la colonia de los
aislamientos obtenidos a partir del tejido foliar
infectado también fueron similares a los descri-
tos por Nakamura et al. (2006). La produccion
de conidios en PDA fue escasa, a diferencia de
lo informado por Nakamura et al. (2006), esto
puede estar asociado a diferencias en las condi-
ciones de incubacion de los aislamientos, tempe-
ratura y luminosidad, factores que pueden incidir
en el nimero de esporas o conidios formados
(Sangeetha y Rawal 2010, Agrios 2005). Cuando
se realizaron observaciones microscopicas de
preparaciones tomadas de tejido infectado, los
conidios observados fueron tipicos del género
Colletotrichum spp., hialinos, aseptados, cilindri-
cos y rectos. No se determind las dimensiones de
estas estructuras.

La descripcion de la enfermedad y las
caracteristicas morfologicas de los aislamientos
(coloracidon de la colonia, forma y dimension
de los conidios) son (tiles para un diagndstico
preliminar; pero a menudo insuficientes para la
identificacion del agente causal a nivel de espe-
cie. Ademas, la identificacion de patogenos con
base en caracteristicas morfologicas requiere de
experiencia y habilidad. Esto es particularmente
relevante para algunos géneros de hongos fitopa-
togenos, incluido Colletotrichum, el cual puede
presentar diferencias en la coloracion y forma
de la colonia de acuerdo con el hospedero del
que se recupera, dichas variaciones hacen que
se consideren especies complejas, heterogéneas
y con gran variabilidad en medio de cultivo
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(Sreenivasaprasad y Talhinhas 2005, Peres et 4l.
2005, Hyde et al. 2009).

Colletotrichum sansevieriae se considera
un patodgeno restringido a sansevierias, es decir,
con un alto grado de especificidad por el hospe-
dante, por lo que no representa riesgo para otras
plantas no relacionadas. Sansevieria stuckyi y
S. trifasciata son susceptibles a la enfermedad
(Nakaura et al. 2006, Aldaoud et al. 2011, Pal-
mateer et al. 2012). Dentro de S. trifasciata, las
variedades Red Edge, Laurentii, Hahnii y Golden
Hahnii han mostrado susceptibilidad (Nakamura
et al. 2006, Aldaoud et al. 2011). En el presente
trabajo, se corrobor6 la susceptibilidad de las
variedades Hahnii y Laurentii y se afade a la
lista de cultivares susceptibles Black Gold, Coral,
y Zeylanica. Un resultado destacable es que las
plantas S. trifasciata: Bantel sensation, Sadyuri
asi como Sansevieria sp., var. Jiboia y S. cylin-
drica no presentaron sintomas de la enfermedad.
Esto indica que dentro del género Sansevieria
existe resistencia a la enfermedad. Las otras
ornamentales evaluadas (D. deremensis, Cor-
delyne terminalis y Coidaeum variegatum) que
se cultivan proximas a las Sansevieria tampoco
mostraron sintomas, lo que concuerda con los
resultados de Nakamura et al. (2006).

La implementacion de técnicas molecula-
res (analisis de ADN) para la confirmacion de la
identidad de los patdgenos de plantas ha ganado
importancia en la Gltima década, particularmente
la amplificacion mediante PCR y el anilisis de
la secuencia de nucledtidos de la region ITS del
ADN ribosomal (ITS1-5.8S-ITS2). Nakamura
et al. (2006) complementaron la descripcion de
Colletotrichum sansevieriae como una nueva
especie y responsable de la antracnosis en San-
sevieria con un analisis filogenético con base
en la secuencia de la region ITS2. Aldaoud et
al. (2011), en Australia, y Palmateer (2012), en
USA, obtuvieron la secuencia completa de la
region ITS (ITS1-5.8S-ITS2) de aislamientos de
Colletotrichum sp., obtenidos de hojas enfermas
de Sansevieria. La informacion de la region ITS2
de los cultivos australianos fue idéntica a la de
los aislamientos japoneses, mientras que para
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los aislados de USA, uno de ellos (cepa 1016)
presentd una secuencia idéntica, y el otro difirid
en un solo nucledtido (C por T) (Figura 5). La
secuencia completa de la region ITS para los ais-
lamientos de Australia y USA fue idéntica o varid
Gnicamente en el nucléotido mencionado. Tanto
Aldaoud et al. (2011) como Palmateer et al. (2012)
concluyeron que Colletotrichum sansevieriae fue
responsable de la sintomatologia observada.

La secuencia de la region ITS de los aisla-
mientos costarricenses y la secuencia de los ais-
lados australianos y estadounidenses presentaron
un indice de similaridad del 99 al 100%. Cuando
se compard solo la region ITS2 de las cepas cos-
tarricenses con la de los japoneses, australianos
y estadounidenses, la similitud fue de 99,8%, la
diferencia fue de un nucledtido en la posicion 86,
C por T. No hubo diferencia entre la secuencia de
la region ITS2 de los aislamientos costarricenses
y el aislamiento USA 1047 (Figura 4). Esto indi-
ca que Colletotrichum sansevieriae Nakamura
fue responsable de los sintomas observados y la
existencia de al menos 2 haplotipos en Colletotri-
chum sansevieriae Nakamura. Por otra parte, los
cutivos costarricenses estan mas relacionados con
el 1047 de USA, lo que corrobora la introduccion
del patdogeno al pafs desde USA (Figura 4).

En el andlisis filogenético, realizado por
Nakamura et al. (2006) los aislamientos de C.
sansevieriae formaron un grupo G(nico y cla-
ramente separado de otras especies comunes
como C. acutatum, C. capsici, C. fragariae
y C. gloeosporioides. En el presente trabajo
los aislados costarricenses se agruparon con la
informacion de las cepas japoneses, australianas
y estadounidenses de C. sansevieriae y separa-
dos de otras especies de Colletotrichum, lo que
concuerda con los resultados de Nakamura et al.
(2006) y corrobora el estatus de especie de C.
sansevieriae como responsable de los sintomas
observados.

La evidencia sintomatoldgica, cultural y
molecular indica que las muestras foliares de
Sansevieria analizadas presentaban la antracno-
sis de Sansevieria, causada por el hongo Colleto-
trichum sansevieriae Nakamura. Los postulados

de Koch fueron cumplidos al re-aislar el mismo
patogeno de las plantas infectadas.

Hasta donde se conoce, este es el primer
informe de la enfermedad en Costa Rica. Las
muestras analizadas provenian de plantas intro-
ducidas al pafs y que fueron erradicadas. Sin
embargo, se sugiere que productores y técnicos
monitoreen las plantaciones y se mantengan
atentos ante la posible aparicion de dahos por
antracnosis de la Sanseviera, la cual no s6lo hace
que las plantas infectadas pierdan su valor comer-
cial, sino que su manejo y combate incrementaria
los costos de produccion. Ademas, en caso de
detectarse alglin nuevo caso de la enfermedad en
plantaciones comerciales es necesario evitar el
uso material de siembra de esos campos con el
fin de contener el avance de la enfermedad por
material vegetal infectado.
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