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ESTUDIO PRELIMINAR DE ESPECIES DE Fusarium PRESENTES EN PINA
(Ananas comosus) EN COSTA RICA
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RESUMEN

Introduccion. La pifia es ¢l segundo cul-
tivo de mayor importancia en Costa Rica, luego
del banano. Se destaca la variedad Golden MD-2
como la de mayor demanda en Estados Unidos y
Europa. En el 2019 el area de cultivo fue de 40
000 ha distribuidas en las zonas Norte, Atlantica
y Pacifico. Objetivo. Determinar la presencia
del patogeno Fusarium guttiforme, ¢ identificar
y caracterizar las especies de este género, pre-
sentes en el cultivo de pifia en Costa Rica. Mate-
riales y métodos. Sc recolectaron 215 plantas y
20 frutos de diferentes regiones de Costa Rica en
el periodo identificado 2015-2019 para un total
de 38 175 ha del area sembrada de pifia mediante
un muestreo dirigido a sintomas relacionados a
la “muerte descendente de pifia”. Para la caracte-
rizacion morfoldgica se realizaron observaciones
del color del micelio, detalles de estructuras
como macro y microconidios, clamidosporas y
células conididgenas en muestras previamente
identificadas por medios moleculares. La iden-
tificacion molecular se realizd a partir de 120
aislamientos con los marcadores moleculares
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ABSTRACT

Preliminary study of Fusarium species
in pineapple crop (4nanas comosus) in Costa
Rica. Introduction. Pineapple is the second
most important crop in Costa Rica, after banana.
The Golden MD-2 variety standing out as the
one with the highest demand in the United
States and Europe. In 2019, the cultivation area
was 40 000 ha distributed in the North, Atlantic
and Pacific zones. Objective. To determine the
presence of the pathogen Fusarium guttiforme,
and to identify and characterize the present
species of this genus, in the pineapple crop in
Costa Rica. Materials and methods. 215 plants
and 20 fruits were collected from different
regions between the 2015-2019 in a total of 38
175 ha of the pineapple planted area through a
sampling directed towards symptoms related
to the “descending death of pineapple”. For
the morphological characterization observations
were made of the color of the mycelium, details
of structures such as macro and microconidia,
chlamydospores and conidiogenic cells in
samples previously identified by molecular
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ITS y TEF-lo. Resultados. No se¢ detectd F.
guttiforme en plantaciones de pifia en el periodo
comprendido entre 2015-2019. Se identificaron
6 especies, Fusarium ananatum, F. oxysporum,
F. concolor, F. proliferatum, F. incarnatum y
F. solani cuyo nimero de accesion en el Natio-
nal Center of Biotechnology Information se
adjunta en el presente articulo. Las especies F.
ananatum, F. oxysporum y F. proliferatum han
sido previamente descritas como patogénicas en
pifia. La presencia de F. ananatum en un 95%
de los frutos recolectados, se relaciond con la
enfermedad “pudricion del centro del fruticulo”.
F. proliferatum es generador de micotoxinas, lo
cual podria representar un peligro para la salud
animal y humana. Las otras especies no han sido
reportadas en pifia anteriormente. Conclusion.
No se constatd la presencia del patdégeno F. gut-
tiforme, aunque si se identificaron las especies
de este género, presentes en el cultivo de pifia en
Costa Rica.

INTRODUCCION

La pifia es nativa de Sur América y es
uno de los cultivos tropicales mas importantes
en el mercado mundial. En Costa Rica durante el
2020, las exportaciones de banano (US $ 1 080,8
millones), pifia (US $ 967,2 millones), jarabes y
concentrados (US $ 450,8 millones), café oro (US
$ 325,6 millones) y el aceite de palma (US $ 131,5
millones) representaron el 59,0% de las ventas de
bienes de origen agropecuario (Secretaria Eje-
cutiva de Planificacion Sectorial Agropecuaria
2021). A partir de 1986 toma mayor importancia
el cultivo de pifia en Costa Rica, inicialmente con
la exportacion de fruta de la variedad Cayenna
Lisa, luego la variedad Champaca, y a partir del
2001 y hasta la actualidad, la variedad comercial
de mas demanda en Estados Unidos y Europa
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means. Molecular identification was carried out
from 120 isolates with the molecular markers
ITS and TEF-la. Results. F. guttiforme was
not detected in pineapple plantations in the
period between 2015-2019. Six species were
identified, Fusarium ananatum, F. oxysporum,
F. concolor, F. proliferatum, F. incarnatum
and F. solani whose accession numbers in the
National Center of Biotechnology Information
are attached in this article. The species F.
ananatum, F. oxysporum and F. proliferatum
have been previously described as pathogenic in
pineapple. The presence of F. ananatum in 95%
of the collected fruit was related with the disease
“fruitlet core rot”. F. proliferatum is a generator
of mycotoxins, which could represent a danger
to animal and human health. The other species
have not been reported in pineapple before.
Conclusion. The presence of the pathogen F.
guttiforme was not found, although there were
identified the species of this genus, present in
pineapple cultivation area in Costa Rica.

que es la Golden ripe 0o MD-2 (CANAPEP 2016).
En el 2019 el area de cultivo fue de 40 000 hec-
tareas (ha) (Avendafo 2019), distribuidas en 16
cantones de 3 zonas principalmente. La zona
Norte con un area de produccion de 22 400 ha, el
equivalente al 56% del area cultivada; la zona del
Atlantico con 10 000 ha que representan el 25% y
la zona del Pacifico que destina 7600 ha, lo cual
constituye el 19%. La produccion se encuentra en
manos de alrededor de 250 productores de pina,
en todo el pais (CANAPEP 2016). El ciclo de
produccioén de la pifia es anual y desde la siembra
de la semilla (plantula), tarda aproximadamente
un afio para la primera y al menos 10 meses para
obtener la segunda cosecha (OIRSA 2011).

El cultivo de pifa es altamente suscep-
tible a diferentes plagas, parasitos y patogenos
(OIRSA 2011). Entre estas, plagas como las
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cochinillas Dysmicoccus brevipes (Vindas y
Blanco 2013), parasitos como el nematodo Pra-
tylenchus spp. (Gamboa 2019), y algunos patd-
genos como el complejo de virus de la marchitez
de la pifia (MWP, mealybug wilt of pineapple),
Phytophthora nicotianae y P. cinnamomi (Ulate
2018), Fusarium oxysporum (Rojas 2020), y
Erwinia carotovora y E. chrysanthemi que son
los méas comunes (Monge 2018). Una vez que las
plantas de pifia se ven afectadas por estos orga-
nismos es casi imposible obtener la calidad de la
fruta exportable que exige el mercado internacio-
nal (CANAPEP 2016).

El género Fusarium, pertenece a la fami-
lia de los Ascomicetes y comprende los hongos
fitopatdgenos y saprofitos de mayor dispersion
mundial. Este provoca sintomas como la pudri-
cion de raices (hipoxia o anoxia) o la formacion
de lesiones en la base de la planta, la marchitez
vascular que conduce a una necrosis inicial de los
tejidos, incluyendo hojas y brotes, y finalmente la
muerte de toda la planta (Singleton y Sainsbury
2006, Retana et al. 2018). Para la clasificacion de
las especies de Fusarium se utilizan caracteris-
ticas fenotipicas junto con secuencias genéticas
provenientes principalmente de genes como el
factor de elongacion la, RPB1 y 2, B-tubulina,
y la subunidad de la region pequefia mitocon-
drial (mtSSU) (Aoki et al. 2014, O’Donnell ef al.
1998). Estas regiones génicas han sido de gran
utilidad para poder agrupar este género en 23
complejos de especies de Fusarium, que com-
prenden un total aproximado de 300 especies,
de las cuales la mitad no ha sido formalmente
descrita (O’Donnell et al. 2009 Summerell 2019).

El primer reporte de una enfermedad
relacionada al género Fusarium en piia se dio en
Argentina en 1954 y se le asign6 el nombre de F.
subglutinans (Wollenw. & Reinking), conocida
cominmente como fusariosis y como una de las
enfermedades mas agresivas. Diez anos después,
esta misma enfermedad se reportd en Brasil con
pérdidas entre el 30% y el 80% (de Farias et al.
2010, Jacobs et al. 2010, OIRSA 2011). En 1993
Ventura ef al. propusieron una nueva forma espe-
cial basada en la especificidad del hospedante

y lo llamaron F. subglutinans f. sp. ananas. En
1998 el mismo hongo fue nombrado por Niren-
berg y O’Donnell como F. guttiforme y asi se le
conoce hasta el momento. Actualmente existen
informes de la presencia en Hawaii, el continente
asiatico, el Caribe, Australia y en América del
Sur: Brasil, Argentina, Venezuela y Bolivia (de
Farias et al. 2010, Jacobs et al. 2010).

Actualmente, el ataque por F. guttiforme,
es considerado como la mayor amenaza, debido
a la susceptibilidad que presentan las principales
variedades comerciales de pina para exportacion
en particular, el hibrido MD-2. Esta enfermedad
produce una pudriciéon en el centro del fruto,
afecta los rebrotes, la corona y la planta en gene-
ral, ademas tiene la capacidad de permanecer en
los residuos vegetales y lograr sobrevivir en reto-
fios o hijos. Los sintomas van desde marchitez o
muerte de los brotes apicales, rompimiento de
la filotaxia, hasta atrofia y clorosis, que causan
finalmente la muerte de la planta. También afecta
el fruto, en el que se puede observar un exudado.
Las esporas presentes en los tejidos infectados
pueden contaminar y afectar la planta entera,
fruta, corona ¢ hijuclos y ¢l patogeno subsiste en
los retofios que son infectados al estar adheridos
a la planta madre. Los cultivos sin atender son
una importante fuente de in6culo. El indculo una
vez establecido se dispersa por viento, lluvia,
insectos y material vegetativo (de Farias et al.
2010, Jacobs et al. 2010; OIRSA 2011, Rohrbach
et al. 2003).

Otro patogeno de importancia en pifia es
la especie F. ananatum, conocido como el agente
causal de la pudricion del centro del fruticulo
(fruitlet core rot, FCR). Esta es comunmente
conocida como la pudricién negra que afecta a
los frutos de pifia durante la maduracion. Esta
enfermedad fue inicialmente reportada en Aus-
tralia a finales del siglo XIX y su sintomatologia
fue descrita como “la formacion de marcas café
oscuro de media a un cuarto de pulgada exacta-
mente debajo de la cascara y que no alcanzaban
la parte central de la fruta” (Barral et al. 2020)
y patogenos como Fusarium verticilloides (sin.
F. moniliforme) y Penicillum funiculosum fueron
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considerados por mucho tiempo como los agen-
tes causales (Barral ef al. 2017). En el 2010, esta
sintomatologia fue descrita por Jacobs ef al. y
por Gu et al. en el 2015 a partir de aislamientos
provenientes de Sur Africa y China, respectiva-
mente. F. ananatum presentaba diferencias en
caracteristicas a nivel molecular y morfologicas
con respecto a los de F. guttiforme. Jacobs et al.
(2010) describen los aislamientos localizados en
Sur Africa como una nueva especie denomina-
da F. ananatum, sin embargo, ain no ha sido
agrupada oficialmente dentro de los complejos
de especies de Fusarium. El patéogeno penetra
la planta durante los estados de la floracion y
puede permanecer latente mientras crece el fruto
(Barral et al. 2017). Se cree que el patdgeno se ve
favorecido por temperaturas medias y alta hume-
dad durante el desarrollo del fruto (Fournier ef
al. 2015) y el dafio inicia con una necrosis en las
bracteas, conforme pasa el tiempo avanza hacia
una pudricion clara y suave, y luego termina con
una pudricion oscura y seca, cerca de la cose-
cha. Es comun que los sintomas no sean visibles
externamente, lo que hace mas dificil el diagnos-
tico de la enfermedad (Barral et al. 2017).

En Costa Rica durante la primera década
del 2000 los productores de pifia comenzaron a
observar un amarillamiento en la punta de las
hojas, el cual en muchos casos fue relacionado a
Phytophthora spp. En afios posteriores se reportd
un incremento en el tamafio y el nimero de los
parches y el “amarillon” (como se le conoce) se
ha convertido en una preocupacion. La enfer-
medad se caracteriza por un desecamiento de
las hojas de la parte superior (&dpice) hacia la
base, donde luego se da la muerte descendente
de las plantas infectadas. Las plantas presentan
un amarillamiento, notable pérdida de vigor en
la plantacion y severas lesiones a nivel vascular,
especificamente en el tallo. Si la enfermedad esta
avanzada, se presenta un desecamiento total en
los primeros 10-18 centimetros de la hoja, luego
el resto de las hojas toman un color amarillento
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similar a los sintomas que en el medio pifiero se
le llama enfermedad del “virus del wilt”. Las
plantas que presentan esta enfermedad pueden
encontrarse en parches sintomaticos hasta en blo-
ques completos de siembra. En el fruto, a simple
vista, no se detecta ningun daflo, inicamente la
falta de crecimiento si la planta estd muy afecta-
da (Agricultores, comunicacion personal).

En el 2014, Véasquez y Mata, reportaron la
presencia de F. oxysporum asociado a varios sin-
tomas descritos anteriormente, sin embargo, no
se indica el nimero de muestras utilizadas para
llegar a esta conclusion. Por otra parte, Phyto-
phthora cinnamomi'y P. nicotianae también han
sido descritas por producir este tipo de sintomas
(Ulate 2018).

En Costa Rica se le ha dado poca impor-
tancia a los problemas que producen las especies
de Fusarium en campo y en poscosecha, y se
han realizado pocos estudios relacionados a
estos patdgenos. El objetivo de este trabajo es
determinar la presencia o ausencia del patéogeno
Fusarium guttiforme, ¢ identificar y caracterizar
las diferentes especies de este género, presentes
en el cultivo de pifia en las zonas Norte, Pacifico
y Atlantica de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Sitios y recolecta del material. Las plan-
tas de pifia se recolectaron en las provincias
de Heredia y Alajuela (Region Huetar Norte),
Puntarenas (Region Pacifico Central), Limén
(Region Huetar Atlantica) y San José (Region
Brunca). Un total de 215 plantas sintomaticas
completas (raiz y porcion aérea) de la variedad
MD2, se analizaron en el Laboratorio de Fitopa-
tologia del Centro de Investigacion en Proteccion
de Cultivos (CIPROC). Un total de 20 frutos se
analizaron en el Laboratorio de Tecnologia Pos-
cosecha del Centro de Investigaciones Agrono-
micas (CIA), ambos de la Universidad de Costa
Rica, entre 2015 y 2019 (Tabla 1).
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Tabla 1.  Plantas sintomaticas de pifia recolectadas en diferentes localidades de Costa Rica entre 2015-2019.

Region Provincia Canton Distrito Localidad Afio recolecta  # muestras
Llano Grande 2015-2016 5
Sarapiqui Horquetas 2015-2016 3
Heredia
Puerto Viejo 2015-2016 2
Pueblo Nuevo 2015-2016 1
La Legua 2015-2016 22
2017-2018 10
= Pital 2019 8
S
Z San Luis 2015-2016 4
=4
f_: San Carlos Veracruz 2015-2016 16
m
E 2017-2018 5
Alajuela
Cutris Cutris 2015-2016 8
San Marcos 2015-2016 6
Buena Vista Buena Vista 2015-2016 6
Los Chiles Pavéon 2015-2016 12
Los Chiles 2016-2017 5
El Carozo 2015-2016 2
Cariari 2015-2016 4
S La Rita 2015-2016 5
[_‘
~<Zc Pococi Guapiles 2015-2016 1
—
g Limén Roxana 2017-2018 7
=
s 2019 8
m
2 Guacimo 2015-2016 1
Siquirres 2017-2018 7
PACIFICO Sardinal
CENTRAL Puntarena 2017-2018 7
BRUNCA San José Pérez Zeledon ~ San Pedro 2017-2018 8
SUBTOTAL 2015-2016 149
2017-2018 50
2019 16
TOTAL 215
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La recoleccion de material se hizo con la
colaboracion del personal del Servicio Fitosani-
tario del Estados (SFE) del Ministerio de Agri-
cultura y Ganaderia de Costa Rica. Esta consistio
en la visita de fincas de pifa de las regiones
anteriormente nombradas y la recoleccion de
unicamente plantas sintomaticas ubicadas en
parches que presentaban sintomas caracteristicos
de la enfermedad “muerte descendente del culti-
vo de pifia”. Cada planta y fruto fue transportado
en sacos sin exceder 24 horas después de extrai-
das del campo. Las plantas tenian intactas las
siguientes partes: raiz, tallo, hojas y fruto, en los
casos en que estaba presente.

Caracterizacion de sintomas, aisla-
miento e identificacion de agente causal. Los
sintomas se caracterizaron visualmente, espe-
cialmente color, tamafio de la planta, dafio inter-
no a nivel de planta y fruto, y el estado de la
raiz y se tomaron fotografias de cada sintoma de
interés con una camara Canon SX160IS.

A partir de la zona de avance de los sinto-
mas mas evidentes se realizaron cortes de tejido
en las plantas (French y Hebert 1980). Cada trozo
del tejido se desinfectd con etanol al 70% e hipo-
clorito de sodio al 1% durante 50 y 20 segundos
respectivamente y se realizaron 3 lavados con
agua estéril. De cada planta se hicieron al menos
4 platos de cultivo, cada uno con 5 segmentos de
tejido sintomatico. Cada plato contenia medio
PDA (agar de dextrosa y papa) (Difco) al 1,5%,
acidificado con acido lactico (0,1%) y conserva-
dos a 22°C en una camara de incubacion marca
Thermo Scientific, por un periodo de 8 dias. Los
aislamientos con presencia de Fusarium spp.
se transfirieron a medio agar-hojas de clavel
(CLA por sus siglas en inglés, Carnation Leaf
Agar) (Leslie y Summerell 2006) para facilitar el
desarrollo de macro y microconidios. El micelio
de cada aislamiento fue conservado en discos de
papel filtro que se almacenaron a una temperatu-
ra de -80°C por tiempo ilimitado.

Para los aislamientos a partir de los fru-
tos, discos de 1,9 cm de didmetro de la cascara
(zona del tercio inferior), y de la zona del corte
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del pedunculo se colocaron en 40 ml de agua
destilada con una gota del dispersante Tween 80.
Se colocaron en agitacion por 5 minutos, se rea-
liz6 una dilucion de la suspension (0,1 ml de la
muestra se combind con 0,9 ml de agua destilada
estéril), se agitd nuevamente para luego tomar
una alicuota de 0,1 ml y con ayuda de un asa
Drigalski se distribuy6 sobre una placa de Petri
con medio PDA acidificado. Tres repeticiones de
cada muestra se colocaron en incubacion a 22°C.
Posteriormente, se reaislaron para obtener aisla-
mientos mas puros.

Se verifico la apariencia y coloracion del
micelio mediante la observacion en un estercos-
copio Motic SMZ-168 (Hong Kong, China). Los
aislamientos encontrados en mayor frecuencia se
les realiz6 la identificacion molecular.

Posteriormente y por medio del micros-
copio de luz, Olympus modelo BX41BF (Tokio,
Japén) con un lente de aumento de 40X, se
describieron los caracteres morfologicos para
cada uno de los cultivos axénicos de Fusa-
rium spp. de acuerdo con su identificacion
por medios moleculares. Se tomd en cuenta el
tamafio y la forma de los macroconidios asi
como el tamarfio, la presencia o la ausencia de
microconidios, la formacién de clamidosporas
y la forma de las estructuras de los conidiéfo-
ros (Summerell ef al. 2003, Leslie y Summerell
2006, Summerell 2019).

Para preparar aislamientos puros para
los procesos moleculares, se colocd un trozo
pequefio de micelio de aproximadamente 5 mm?
en platos con medio de cultivo PDA. También se
implement6 la metodologia a partir de una sola
espora, una punta de hifa o la limpieza de los
aislamientos con aplicacion de antibidticos.

Extraccion de ADN, PCR y electrofo-
resis. El andlisis molecular se llevd a cabo en
el Laboratorio de Técnicas Moleculares aplica-
das a la Fitoproteccion del CIPROC. Se extrajo
ADN a partir de micelio fresco de aislamien-
tos monosporicos y/o puros del hongo, con el
método CTAB (Murray y Thompson 1985).
Este se cuantifico mediante el espectofotometro
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BioPhotometer Plus 6132 (Eppendorf, Hambur-
o, Alemania) y se llevd a una concentracién
final de 80 ng.uL". La amplificacion del ADN
se llevd a cabo con los marcadores molecula-
res para la region del ITS del ADN ribosomal:
ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
y el ITS5 (5 GGAAGTAAAAGTCGTAA-
CAAGG-3") descritos por White et al. (1990)
y el factor de elongacion alfa (TEF-la): EF1
(5'-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3") y
EF2 (5'-GGA(G/A)GTACCAGT(G/CATCAT-
GTT-3") para la identificacion y caracterizacion
especifica de especies de Fusarium (O'Donnell
et al. 1998, Geiser et al. 2004).

La reaccion de amplificacion y el perfil
térmico se realizaron por medio de un estandar
(Blanco-Meneses y Ristaino 2011). Los produc-
tos de amplificacion se separaron en un gel de
agarosa al 0,8% con GelRed (Biotium) a 0,5
ug.mL! para la tincion y buffer TBE 0.5%, y se
compararon con un marcador de peso molecular
de 100bp (Thermo Scientific). La presencia de
bandas se visualizé con luz ultravioleta.

Secuenciacion e identificacion de los
aislamientos. Un total de 120 productos de
PCR se purificaron con la enzima Exonuclease
I (Fermentas, Massachusetts, USA) y se llevaron
a una concentraciéon de 50 ng pL-1. Se utiliz6
secuenciacion de Sanger (Sanger ef al. 1977) en
la empresa Macrogen Inc., Corea del Sur. La cali-
dad de las secuencias se confirm6 con un alinea-
miento bidireccional y por comparacion con los
cromatogramas mediante el programa BioEdit
Sequence Alignment Editor Version 7.0.5.3 (Hall
1999). La hebra consenso se utilizo para verificar
la similitud en buscadores como Nucleotide Blast
del Gen Bank (Clark et al. 2016), EPPO-Q-bank
y MycoBank, entre otros, con el empleo de la
coleccion de nucleotidos y la opcidn de “material
tipo” de ser posible (Federhen 2015).

RESULTADOS

Recoleccion y caracterizacion del mate-
rial. El presente estudio tuvo una duracion de 5

afios, en los cuales se recolectd un total de 215
muestras en diferentes regiones de Costa Rica.
Se recolectd 149 plantas y 20 frutos entre 2015-
2016, 50 plantas entre el 2017-2018 y 16 plantas
en el 2019 (Tabla 1). Segun datos del Servicio
Fitosanitario del Estado se cubrié un total de
38 175 ha (95%) del area sembrada de pifia, que
comprendian 4 provincias, 6 cantones y 18 dis-
tritos del pais. Se realizé6 un muestreo dirigido
para encontrar parches sintomaticos y relacio-
nados a los sintomas de “muerte descendente
del cultivo de pifia”.

La recoleccion de plantas enfermas a
nivel de campo, se centr6 en sintomas ligados
a desecamiento de las hojas, pérdida de vigor
de la plantacidon y lesiones severas a nivel
vascular, especificamente en el tallo, distri-
buidas en forma de parches de unas cuantas
plantas y en otros casos en bloques completos
de siembra. El sintoma mas caracteristico
fue una muerte descendente de las plantas
infectadas, las cuales presentaron un amari-
llamiento, observandose un desecamiento de
las hojas de la parte superior (apice) hacia la
base. Cuando la enfermedad estaba avanzada,
se presenté un desecamiento total o necrosis
en los primeros 15 cm de las hojas intermedias
seguido de pérdida de coloracion y turgencia
en el resto de las hojas. Del material, se obtu-
vieron un total de 275 fotos de los sintomas
de interés, agrupadas por afio, procedencia,
descripcion de sintomas y resultados de los
analisis realizados.

Cada una de las plantas y frutos se ana-
lizaron en los laboratorios. La mayoria de las
plantas presentaban decoloracién amarillenta en
las hojas (Figura la). Al cortar el tallo longitudi-
nal y transversalmente, se encontré que algunos
de los haces vasculares tenian una coloracion
café de tipo necrdtica (Figura 1b y c). En estados
avanzados se observo un dafio que alcanzaba la
mayoria del tallo, ademas de un tejido transluci-
do y acuoso pero duro al tacto (Figura 1d y e).
El desarrollo radical observado en las muestras
analizadas, fue normal en la mayoria de los
casos, sin embargo, ocurria descortezamiento de
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las raices en general (Figura 1f). En un 10% de
las muestras de fruto no se observaron sintomas
(Figura 1g), mientras que en el resto, fueron
leves incluso la necrosis y corchosis en los

alrededores de algunos fruticulos. Los sintomas
severos se manifestaron como una apariencia
bronceada del fruto, restos florales secos y cor-
chosis en fruticulos.

Figura 1. Sintomas asociados a la presencia de Fusarium spp. en plantas de pifia. a) amarillamiento en hojas, b) necrosis en
tallos al cortar longitudinalmente, ¢) necrosis en tallo al cortar transversalmente, d y e) tejido translucido y acuoso,
f) raices con descortezamiento general, g) frutos asintomaticos. Costa Rica 2015-2019.

Posterior a la identificacion de los sinto-
mas, se obtuvo un total de 608 platos de cultivo
con porciones de tejido provenientes de sintomas
relacionados a Fusarium spp. Se agruparon y
luego se seleccionaron aquellos que por color y
forma del micelio estaban en mayor frecuencia;
posteriormente para favorecer la calidad y pure-
za, se reaislaron un total de 160 aislamientos en
medios CLA y en PDA.
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Durante 2015-2016 se obtuvo un total de
149 plantas de pina y 20 frutos provenientes
de campo. Se analiz6 un total de 394 platos de
cultivo con porciones de tejido provenientes
de la base del tallo, raices internas y externas,
follaje, hijos; y del fruto, la cascara y el pedun-
culo. De los aislamientos realizados a partir
del tejido de plantas y frutos, en un 63% crecid
al menos una especie relacionada al género
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Fusarium, en el 37% restante se obtuvo en su
mayoria bacterias y algunos pocos aislamientos
relacionados a otros hongos. De los aislamien-
tos recuperados del fruto, un 95% correspon-
dieron con Fusarium spp.

En 2017-2018 se volvio a recolectar mate-
rial de un total de 50 plantas para las cuales se
realiz6 un total de 150 platos de cultivo, cada uno
con 5 porciones de tejido provenientes de dife-
rentes partes de tejido sintomatico. En un 31%
no hubo crecimiento de microorganismos, en un
27% crecid Pythium spp. o Phytophthora spp., en
un 24% se observo Fusarium y en un 18% hubo
Uunicamente crecimiento de bacterias.

En el 2019, a partir de 16 plantas reco-
lectadas se realizaron aislamientos en un total
de 64 platos de cultivo. Se obtuvo un total de
55,5% del total de los aislamientos relacionados
a especies Fusarium y en un 11,2% solo hubo
crecimiento de bacterias o no hubo crecimiento
de microorganismos.

Caracterizacion molecular de los hon-
gos encontrados en pifia. A partir de las 2

regiones genéticas analizadas, se encontré que
la region ITS no permitia diferenciar entre las
especies de F. guttiforme y F. ananatum, lo cual
inicialmente constituia el objetivo principal de la
investigacion. Se utilizo para la identificacion el
factor de elongacion 1 alpha que permitio dife-
renciar entre especies del género Fusarium. A
partir de aislamientos monospdricos o puros se
identificaron 6 especies de Fusarium en el mate-
rial aislado a partir de partes de la planta y fruto
del cultivo de pifia, F. ananatum, F. oxysporum,
F. polyphialidicum conocido actualmente como
F. concolor (nombre que se utilizara para efectos
de este articulo), F. proliferatum, F. incarnatum
y F. solani.

Para la identificacion, se compararon
las secuencias con similares reportadas en
GenBank y relacionadas a articulos cienti-
ficos del cultivo de pifia, en otros casos a la
secuencia mas cercana. Se ingreso en el NCBI,
Bankit una secuencia de cada especie para su
clasificacién y se les asign6 un numero de
accesion (Tabla 2).
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Durante 2015-2016 se identificé un 1,16%
de aislamientos de las especies F. solani, F.
incarnatum y F. proliferatum, 6,9% de aisla-
mientos de F. concolor, 13,8% de aislamientos
de F. oxysporum y 71,6% de aislamientos de F.
ananatum. Del total de los 116 aislamientos, 19
provenian del fruto de la pifia y 18 de los mismos
se identificaron como F. ananatum.

En 2017-2018 en el material que se secuen-
ci6 relacionado a Fusarium, un 22% fue F. oxys-
porum y un 2% correspondi6 con F. ananatum.

En el 2019 los resultados correspondieron
a un 55,5% del total de los aislamientos de F.

ananatum, un 22,2% de F. oxysporum y en un
11,1% de F. solani.

Caracterizacion morfolégica de los
hongos encontrados en pifia. Una vez identi-
ficadas por medios moleculares las 3 especies
patogénicas mas frecuentes dentro del género
Fusarium de acuerdo con los postulados de
Koch (Diaz 2018), fueron descritas morfologi-
camente con algunas caracteristicas macrosco-
picas y microscopicas propias para clasificar el
género (Tabla 3).
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Las colonias correspondientes a F. ana-
natum en medio PDA, presentaban un color que
vari6 entre naranja (ladrillo) a tonos rosados, con
anillos concéntricos y un crecimiento aéreo leve
en el centro de la misma. Los macroconidios
eran cortos con 1 a 3 septos, relativamente rectos
(sin curvaturas), con una célula apical aguda y
una célula basal redondeada; los microconidios
ovoides sin septos. Estos conidios se presenta-
ban unidos a los conidioforos en forma de falsas
cabezas. Las células conididgenas se observaron
como monofialides simples cortas, con escasas
clamidosporas solitarias terminales (Cl) (Tabla 3).

En el caso de F. oxysporum la coloracion
del micelio fue blanca o lila en el medio de cul-
tivo PDA. Los macroconidios falcados con 3 a 5
septos, con una célula apical aguda y una célula
basal en forma de pie y los microconidios ovoi-
des sin septos. Las clamidosporas abundantes y
se encontraron de forma solitaria, terminales e
intercalares. Las células conidiégenas se mostra-
ron como monofialides simples cortas (Tabla 3).

F. solani desarrolld una coloraciéon roji-
za en el micelio aéreo al crecer en el medio de
cultivo PDA. Los macroconidios eran angostos,
casi rectos con 3 a 7 septos, con una célula api-
cal aguda y una célula basal en forma de pie.
Las células conididogenas se observaron como
monofialides largas y las clamidosporas termi-
nales, solitarias y en pares (Tabla 3).

En varios aislamientos fue posible obser-
var la presencia de dos especies de Fusarium que
convivian en la misma lesion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El cultivo de pifia en Costa Rica es impor-
tante a nivel economico para el ingreso de divi-
sas y como actividad que provee trabajo a un alto
porcentaje de la poblacion del pais, sin embargo,
la aparicion de enfermedades dificulta el manejo
del cultivo e incrementa los costos de produc-
cion. El objetivo principal de esta investigacion
fue verificar la presencia o ausencia del patogeno
F. guttiforme en plantaciones de pina ubicadas en

Costa Rica y las especies presentes en el cultivo.
Primero, se logré determinar la ausencia en el
pais de F. guttiforme por medio de técnicas mole-
culares. Segundo, se pudo identificar la presencia
de 6 especies de Fusarium relacionadas al cul-
tivo de pifa, algunas especies reportadas como
patogénicas en este y otros cultivos. Finalmente,
las especies encontradas fueron caracterizadas
a nivel morfolégico y molecular, a partir de los
aislamientos generados.

A partir de porciones de tejido provenien-
tes de plantas sintomaticas relacionadas a “la
muerte descendente en pifia” se identificaron 6
especies: Fusarium ananatum, F. oxysporum, F.
solani, F. incarnatum, F. concolor y F. prolife-
ratum. Ademas de la presencia de Fusarium se
pudo identificar la presencia de otros patdogenos
como Pythium spp. o Phytophthora spp., y mul-
tiples microorganismos como Penicillium spp.,
Cladosporium spp., bacterias y levaduras. Esto
permite concluir que dentro de cualquier planta
o cultivo existe una serie de microorganismos
que interactian durante el desarrollo del mismo;
algunos organismos endodgenos que se relacionan
con la planta sin causar aparente sintomatologia
y otros previamente reportados como patdogenos
que podrian ocasionar sintomas, bajo las condi-
ciones adecuadas (Castro y Umana 2017, Fritiani
et al. 2020).

En este estudio no fue posible diferenciar
las 6 especies con base en la sintomatologia que
se observo en las plantas, ya que era comun
encontrar el mismo tipo de dafio. La presencia de
las diferentes especies podria ligarse a condicio-
nes climaticas favorables para el desarrollo del
patdgeno, a la diversidad de cultivos presentes
en las zonas previo a la siembra del cultivo de
pifia, y no se descarta factores como practicas y
tecnologias utilizadas para el manejo del cultivo.

En el fruto, se identifico la presencia de
F. ananatum en un 95% de los aislamientos
realizados a partir de porciones de la cascara del
fruto y el corte del pedinculo provenientes de
plantas enfermas, aunque en algunas ocasiones
sin sintomas visibles. Debido a que el fruto es
el producto comercializado para este cultivo es

Agronomia Costarricense 46(1): 47-64. ISSN:0377-9424 / 2022



60 AGRONOMIA COSTARRICENSE

necesario realizar mas estudios sobre el dafio que
podria ocasionar este patdégeno. En este estudio,
se reporta que la especie F. ananatum es el agen-
te causal de la pudricion del centro del fruticulo,
PCF (fruitlet core rot, FCR) en plantas de pifia de
Costa Rica, encontrandose el hongo no solo en el
fruto sino en aislamientos provenientes de hojas,
tallo y raiz.

F. ananatum causa un dafo interno,
considerandose aproximadamente 12 dias lo
requerido, luego de la llegada del indculo a la
planta, para causar las mayores lesiones en el
fruto (Barral ef al. 2017), sin embargo, el mismo
no se logra apreciar desde la parte externa del
fruto. A pesar de que se reporta la dispersion
de este patdgeno por medio de esporas de forma
aérea, durante la maduracion del fruto, Jaco-
bs et al. 2010 afirman que este no cuenta con
toxinas que le permitan entrar y degradar las
partes externas, mas gruesas, del fruto de pifa.
En investigaciones posteriores, se encontrd que
la infeccion ocurre durante el desarrollo de la
inflorescencia, el patégeno permanece latente
por un tiempo y durante la maduracion del fruto,
y asi F. ananatum inicia con el desarrollo de
los sintomas (Barral et al. 2017), lo que se ve
favorecido por temperaturas medias y una alta
humedad en el ambiente (Fournier et al. 2015).
Conforme el fruto alcanza la maduracién, los
sintomas de necrosis en las bracteas del fruto
aumentan ¢ incluso pueden darse sintomas de
corchosis o formacion de manchas “bolsillo de
cuero” (Rohrbach et al. 2003), en otros casos la
presencia de este patdgeno se ha asociado a la
permanencia del fruto en un estado verde y que
no se torna amarillo con la maduracién, lo cual
se ha denominado “fruto verde” (Pires de Matos
2019). Usualmente los sintomas no son visibles
a nivel externo en el fruto, esto hace que esta
enfermedad sea mas dificil de detectar por parte
de los productores y los consumidores de pifia.
La agresividad de F. ananatum también depen-
de de la variedad de pifia utilizada, cultivares
como “Queen” se consideran altamente sus-
ceptibles, el “Smooth Cayenne” es considerado
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moderadamente susceptible, mientras que en el
“MD?2”, es menos frecuente al desarrollo de los
sintomas en el tejido, aunque el patéogeno esté
presente. En Costa Rica la variedad MD?2 es la
de mayor produccion. Barral et al. 2019 relacio-
nan esta resistencia directamente a la estructura
floral donde el tejido es mas compacto en cul-
tivares como MD2, mientras que en variedades
como Queen existen muchos espacios libres
que permiten el crecimiento de estructuras del
hongo. A la vez, la aparicion de paredes lignifi-
cadas por la produccion de acidos fenolicos en
altas cantidades funciona como un mecanismo
de defensa preventivo para la colonizacioén del
hongo (Barral et al. 2019, Barral et al. 2020).

La infeccion en plantas de pifia con F.
ananatum se ha asociado a la presencia del vec-
tor Steneotarsonemus ananas. Este infecta las
flores abiertas aunque también logra penetrar
a través del tejido del fruto por la presencia de
heridas (Pires de Matos 2019). Este 4caro ya fue
descrito en Costa Rica en el 2012 por Aguilar y
Murillo. La presencia de un vector hace alin mas
dificil el manejo de la PCF y es necesario el uso
de pesticidas para reducir las poblaciones del
acaro. Esto representa agregar mas quimicos, en
un cultivo como la pifia, en el cual la aplicacion
de agroquimicos y fertilizantes es intensiva. La
investigacion para encontrar posibles controla-
dores biologicos del acaro seria un tema priori-
tario a considerar.

Jacobs et al. 2010 describen los aislamien-
tos de F. ananatum localizados en Sur Africa
como una nueva especie de Fusarium y se dife-
rencia de otras especies por sus secuencias de
ADN mediante las regiones de la Histona H3,
de la B-tubulina (BT), de los genes del factor
de elongacion la (TEF) y también de acuerdo
con sus caracteristicas morfologicas. En los
aislamientos provenientes de Costa Rica, la mor-
fologia lo define con presencia de conidioforos
de naturaleza erecta en el micelio aéreo y la
distribucion de micelio aéreo en la superficie de
los aislamientos, especialmente en el centro del
aislamiento. A la vez, se pueden observar circu-
los concéntricos de crecimiento de micelio y un
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caracteristico color “ladrillo” de las colonias en
medio PDA. En el fruto los sintomas asociados
tanto a F. guttiforme y a F. ananatum son muy
similares, pero son menos severos en el Gltimo
de los 2 hongos. En F. guttiforme se da una
decoloracion en el fruto, sin embargo, en la parte
infectada se observa una lesion en forma de V
(uve) que al inicio no tiene color, pero luego se
torna acuosa (Jacobs ef al. 2010). A pesar de que
F. ananatum parece tener una aparente menor
agresividad es un organismo que esta presente
en Costa Rica y al cual hay que darle un segui-
miento cercano.

El segundo organismo mas comun en este
estudio fue F. oxysporum f. sp. ananas, que ha
sido el patogeno reportado como causante del
dafio en plantas de pifia en Costa Rica en afios
anteriores. Este, se caracteriza por una muerte
regresiva en la planta, desecamiento de las hojas,
notable pérdida de vigor de la plantacion y seve-
ras lesiones a nivel vascular, especificamente
en el tallo (Rojas 2020, Vazquez y Mata 2014,
Véasquez-Jiménez 2009). En Brasil esta especie
actua simultdneamente con F. ananatum y F.
guttiforme. Su ingreso se da por la raiz y puede
mantenerse en suelo por largos periodos de tiem-
po. También se ha reportado en la variedad Caye-
na Lisa en Peru y se ha relacionado a clorosis,
enrojecimiento progresivo de las hojas basales
hacia las hojas superiores, muerte regresiva de
la planta, encarrujamiento de puntas y necrosis,
frutos pequeilos atrofiados, cloréticos y volca-
miento de los frutos por encorchamiento de los
pedunculos (Rojas 2020). Esta ha sido caracteri-
zada tanto a nivel morfolégico como molecular
en varios estudios (Rojas 2020, Vazquez y Mata
2014, Vasquez-Jiménez 2009).

F. proliferatum fue recuperado e identi-
ficado como causante del moho en el corte del
pedunculo de pina, y se ha encontrado en el
analisis de otras muestras de frutos de pifia, asi
como en diferentes fases del proceso poscosecha
(Castro y Umaiia 2015, Castro y Umaifa 2017).
Ademas, se le ha relacionado a patologias obser-
vadas en Malasia con pudricion de fruto y de
tejidos de la planta (Ibrahim et al. 2017, Ibrahim

et al. 2020). La habilidad de este patogeno de
producir micotoxinas ha sido analizada mediante
el gen FUMI, que actiia como indicador de la
presencia de la fumonisina B, (FB,) asi como
por medio de cromatografia donde se estudio la
presencia de moniliformina (MON) y beauveri-
cina (BEA). Este patogeno es capaz de producir
fumonicinas, las cuales junto con tricoticenos y
zearalenona, son de las micotoxinas mas peligro-
sas para la salud animal y humana (Barral ef al.
2020, Ibrahim et al. 2020).

Estudios en el fruto han indicado la pre-
sencia de micotoxinas ademas de un incremento
en la produccion de fenoles, acidos coumaroyl-
isocitrico y cafeoyl-isocitrico ante la presencia
de especies de Fusarium. Se ha encontrado
concentraciones altas de micotoxinas ante la
inoculacion con F. ananatum y F. proliferatum
al comparar con frutos no inoculados, espe-
cialmente las fumonisinas Bl y B2. Ademas, se
encontrd que F. oxysporum es capaz de producir
beauvericina (Barral et al. 2017, Barral et al.
2020). Esto podria representar un riesgo para la
salud humana a la hora se ser consumido el fruto,
por lo que se recomienda realizar un estudio mas
exhaustivo al respecto.

Otras especies como F. concolor, F. incar-
natum y F. solani no han sido descritas como
patogenos de pifia hasta el momento.

Con este estudio se pudo constatar que
el patdégeno F. guttiforme aun no esta presente
en el cultivo de pifia en Costa Rica, ademas se
logro identificar las especies de Fusarium que
interactuaban en el cultivo de la pifia. En este
trabajo se presenta un estudio preliminar que
sugiere investigacion mas profunda en aspectos
como: la interaccion del cultivo de pifia con
otras especies patogénicas y no patogénicas,
la presencia de especies productoras de mico-
toxinas, la interaccion de Fusarium y vectores
transmisores de enfermedades y el efecto de la
PCF en las variedades de pifia cultivadas en el
pais, entre otros. Esto llevard a establecer un
mejor manejo del cultivo y favorecer practicas
que mejoren la calidad de la fruta y por ende un
consumo mas sano.
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