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RESUMEN

Introduccién. La pimienta es una especie
de la familia de la Piperaceae, originaria de la
Costa de Malabar, situada en Kerala al sur de
la India. En Costa Rica, las principales plan-
taciones de pimienta se localizan desde Upala
hasta Talamanca, e incluye toda la franja costera
y la parte baja de Sarapiqui. Segun estudios de
factibilidad, el pais cuenta con el potencial para
producir pimienta con altos pardmetros de cali-
dad. Sin embargo, las enfermedades vasculares
son una de las principales limitantes del cultivo.
Objetivo. El objetivo de esta investigacion fue
el aislamiento e identificacion molecular y mor-
fologica de las especies de Fusarium asociadas
al cultivo de la pimienta (Piper nigrum L.) en
2 de las principales zonas productoras del pais.
Materiales y métodos. Se recolectaron treinta
muestras de plantas enfermas de distintas fincas
en las zonas de Sarapiqui y Guatuso, se descri-
bieron detalladamente los sintomas observados
en el sistema radical y/o la base del tallo para
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ABSTRACT

Molecular and morphological
identification of Fusarium spp., associated
with black pepper (Piper nigrum) cultivation
in Sarapiqui and Guatuso in Costa Rica.
Introduction. Pepper is one of the Piperaceae
family, native to the Malabar Coast, located in
Kerala in Southern India. In Costa Rica, main
pepper plantations are located from Upala to
Talamanca including the entire coastal and lower
strip of Sarapiqui. According to feasibility studies,
Costa Rica has the potential to produce pepper
with high quality parameters; however, vascular
diseases are one of the main crop limitations.
Objective. To isolatate, and molecularly and
morphologically identify species of Fusarium
associated with the cultivation of pepper (Piper
nigrum L.) in 2 of the main productive areas of
the country. Materials and methods. Thirty
samples from diseased plants were collected
from different farms located in Sarapiqui and
Guatuso, symptoms observed in the radical
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cada una de las plantas recolectadas. Los vein-
tiun aislamientos de Fusarium spp. obtenidos se
identificaron molecularmente con la secuencia
parcial del gen Factor de Elongacion 1o (EF-la)
y para la identificacion morfoldgica se utilizaron
los medios de cultivo PDA y Carnation Leaf-pie-
ce Agar (CLA). Resultados y conclusiones. Se
confirmo la presencia de Fusarium oxysporum
en las muestras provenientes de Sarapiqui, asi
como la presencia de Fusarium solani en ambas
zonas muestreadas. Se reporta por primera vez,
la presencia de las especies Fusarium concen-
tricum 'y Fusarium proliferatum asociadas a la
marchitez vascular.

INTRODUCCION

La pimienta es una planta perenne de
los trépicos, originaria de la Costa de Malabar,
situada en Kerala al sur de la India. Pertenece a
la familia Piperaceae y al género Piper, el cual
abarca mas de 100 especies distintas, sin embar-
go, la variedad econdmicamente mas importante
es la pimienta negra (Piper nigrum L.) (Maistre
1969, Ahmad et al. 2012, Da Luz et al. 2017).

Los principales paises productores son
Brasil, India, Indonesia, Malasia y Sri Lanka
(Andujar y Moya 2009). En Costa Rica, las prin-
cipales plantaciones de pimienta se localizan
desde Upala hasta Talamanca, ademds en toda
la franja costera y la parte baja de Sarapiqui
(Araya 2014).

En el 2014, segtn el VI Censo Nacional
Agropecuario, se estimaron un total de 316 fin-
cas productoras de pimienta con una extension
total de 665,8 hectareas, de las cuales el 93,3%
se ubica en la provincia de Heredia y Alajuela.
Otra caracteristica importante de la produccion
de pimienta, en este pais, es su potencial para la
exportacion, ya que segin un estudio de factibi-
lidad realizado en 2013 destaca que la pimienta
producida en Costa Rica presenta altos niveles
de piperina, que pueden llegar a superar el 7%,
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system and/or the stem base were described in
detail for each plant. The twenty one isolates
of Fusarium spp. obtained were identified with
the partial sequence of the molecular marker
Elongation Factor 1o (EF-10) gene and for the
morphogical identification using the PDA and
Carnation Leaf Agar (CLA) culture media were
used. Results and conclusions. The presence
of Fusarium oxysporum was confirmed in
the samples from Sarapiqui, and the presence
of Fusarium solani was confirmed in the
samples from both areas. The presence of the
species Fusarium concentricum and Fusarium
proliferatum associated with vascular wilt is
reported for the first time.

mientras que en otros paises solamente alcanzan
como maximo el 5% (Monge et al. 2013).

La piperina es responsable del sabor
picante de la pimienta utilizada como condi-
mento. También posee propiedades analgésicas y
antinflamatorias, las cuales son utilizadas como
ingrediente activo de medicamentos orales por
su facil absorcion, incluso por sus propiedades
antioxidantes, se utiliza como anticancerigeno.
También es un compuesto importante para la
formulacion de repelentes, ovicidas, insecticidas
para algunas moscas, escarabajos, gorgojos y
larvas (Ravindran 2005).

A pesar de lo anterior, la produccion
nacional solo es capaz de abastecer el 30% de
la demanda del grano para la exportacion. Las
enfermedades vasculares representan una seria
limitante para el cultivo de pimienta, ya que
reducen los rendimientos e incluso pueden oca-
sionar la pérdida total de las plantaciones. En
Brasil, por ejemplo, enfermedades producidas
por Fusarium redujeron en un 32,4% la produc-
cion entre el 2006 y 2016 (Da Costa et al. 2019).

En los paises productores de pimienta
como India, Malasia, Indonesia, Brasil y Tai-
landia, se reporta que uno de los problemas mas
importantes en las plantaciones de la pimienta
negra es la enfermedad del amarillamiento,
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también conocida como muerte lenta. En 1988 se
identifico como agente causal de esta enferme-
dad a Fusarium solani f. sp. piperis (teleomorfo:
Nectria haematococca f. sp. piperis) (Salgado et
al. 2016, Shahnazi et al. 2014).

A nivel nacional, Céspedes (1988) y
Villalobos ef al. (2009) indican la presencia de
la especie F. oxysporum ha causado marchitez
y F. solani ha afectado el sistema radical, aun-
que no se indica cudles fueron las bases que se
utilizaron para realizar la identificacion de estas
especies.

La identificacion de las especies de Fusa-
rium, desde el punto de vista taxondmico tra-
dicional, se basa en estudios de la morfologia
de las estructuras reproductivas asexuales del
hongo; los macroconidios, los microconidios, las
clamidosporas y la célula conidiogena (Sisi¢ et
al. 2018).

Sin embargo, varios autores coinciden en
que la identificacion morfoldgica es compleja,
ya que muchas especies no presentan diferencias
morfologicas entre si. La identificacion molecu-
lar, mediante la extraccion de ADN y la secuen-
ciacion de genes informativos, permite separar
estas especies (Summerell 2019). Por ejemplo,
el gen EF-la (Factor de Elongacion lo) se uti-
liza para este fin, porque tiende a evolucionar
a nivel de esta especie a una velocidad superior
en comparacioén con otros genes de uso comun
(Choi et al. 2018).

Ademas, segin Geiser et al. (2004),
O'Donnell et al. (2008) e Ismail er al. (2015)
el gen EF-la en el genoma de Fusarium estéd
presente en una unica copia, no se han detectado
copias ortdlogas, posee una riqueza de regiones
intronicas y un alto nivel de polimorfismo entre
las especies estrechamente cercanas. Por estas
razones, esta region genomica tiene una alta uti-
lidad filogenética (Choi et al. 2018).

Realizar estudios que combinen las téc-
nicas morfologicas y moleculares enfocados a
la caracterizacion a nivel de especie tienen gran
importancia, ya que permiten generar informa-
ciébn mas robusta de las caracteristicas de los
patogenos. Esto permite determinar un problema

fitosanitario, a lo largo del tiempo y en diferentes
regiones a nivel mundial.

Mediante esta investigacion, se logrod
determinar el impacto causado por Fusarium
spp. en las plantaciones muestreadas y el escaso
conocimiento que existe de este cultivo en Costa
Rica. La produccién de pimienta (Piper nigrum)
es una actividad economica realizada por peque-
fas personas productoras, las cuales no cuentan
con informacién técnica actualizada (Monge et
al. 2013). Por estas razones, el objetivo de esta
investigacion fue el aislamiento, la identifica-
cion morfologica y molecular de las especies
de Fusarium asociadas al cultivo de la pimienta
(Piper nigrum L.) en 2 de las principales zonas
productoras del pais.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras

La recoleccion de muestras se realizod en
14 fincas localizadas en Sarapiqui y Guatuso. En
cada finca se observaron los diferentes sintomas
asociados con Fusarium spp; el material vegetal
fue llevado al Laboratorio de Fitopatologia del
Centro de Investigacion en Proteccion de Culti-
vos (CIPROC) de la Universidad de Costa Rica.

Descripcion de los sintomas

En el laboratorio se realizdé una descrip-
cion detallada de los sintomas generales e inter-
nos de los tejidos afectados, el sistema radical y/o
la base del tallo, esto para cada una de las plantas
recolectadas.

Se analizaron 30 muestras de plantas
enfermas de las distintas fincas; los codigos
utilizados para la identificacion se conformaron
por las iniciales de la zona de procedencia de la
planta (PV o PSC) y el nimero de planta de la
cual se obtuvo el tejido enfermo. Sin embargo,
en las muestras 19, 22, 26 y 28 en una misma
planta se observaron 2 sintomas distintos. Para
calificarlos se agrego al codigo de identificacion
las iniciales de cada sintoma; RA: Rama aérea,
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R: Raiz, T: Tallo, RH: Raiz hilachada, HV: Haces
vasculares, RL: Raiz larga y RI: Raiz interna. Por
lo tanto, se trabajé con un total de 34 muestras
sintomaticas.

Aislamientos de Fusarium spp

A partir del material vegetal, extraido de
cada uno de los sintomas, se realizaron los aisla-
mientos. La desinfeccion del material se realizo
con hipoclorito de sodio al 1% y alcohol al 70%
durante un minuto. Posteriormente, se realizaron
3 lavados con agua destilada.

De cada muestra, se colocaron en un plato
Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA) 5 fragmentos provenientes de la zona de
avance. Se incubaron en una camara a tempe-
ratura ambiente (23 a 26°C) en condiciones de
oscuridad durante 15 dias.

A partir de los 170 fragmentos procesa-
dos, se tuvieron 105 crecimientos de micelio
relacionado a Fusarium spp. Finalmente, se
seleccionaron las colonias segin los distintos
colores observados en el plato petri de cada
muestra. De esta seleccion, se obtuvieron 21 ais-
lamientos de Fusarium spp.

En los restantes 65 fragmentos, 4 corres-
pondieron a Phytophthora spp. (muestra PV 3),
en 10 se aislo Trichoderma spp. en las muestras
PV 6 y PV 9, en 5 solamente hubo crecimiento
bacteriano (PV 13), 10 fragmentos tuvieron
crecimiento de Lasidiplodia spp, (muestras PV
21 y PV 27) y en los restantes 35 fragmentos
correspondiente a las muestras PV 4, PV 7, PV
14, PV 15, PV 16, PSC 20 y PV 29, no hubo
crecimiento de ningun organismo asociado al
sintoma analizado.

Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir
de micelio puro seglin la metodologia de Trout
et al. (1997).

A una pequefia porcion de micelio se
le agregd 150 pL del buffer de extraccion y
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posteriormente se macer6 fuertemente. Luego, se
agreg6 150 pL del buffer de lisis CTAB (Hexade-
cyltrimethyl ammonium bromide) y se agit6 por
15 segundos en vortex. La mezcla se incub6 por
60 minutos a 65°C. Luego en camara de gases
se agregd 300 pL de cloroformo isoamyl alcohol
(24:1) a cada muestra; se mezcl6 manual y sua-
vemente (50 veces) y se centrifugd a 14 000 rpm
durante 15 minutos. Seguidamente, se extrajo el
supernadante (fase liquida de la suspension) a un
nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL.

Al nuevo tubo se le agregd 300 pL de cho-
roformo isoamyl alcohol que se volvié a mezclar
manual y suavemente, 50 veces y se centrifugd
a 14 000 rpm durante 10 minutos. Posteriormen-
te, se extrajo el supernadante a un nuevo tubo
Eppendorfde 1,5 mL, se agregd 20 uL de acetato
de sodio 3M y 300 pL de etanol puro de 95% frio,
se mezcld de forma manual y se almaceno por 24
horas a -20°C.

Las muestras se centrifugaron a 14 000
rpm durante 20 minutos, luego se eliminé el
acetato y el etanol, se limpi6 el pellet de ADN
con 150 pL de etanol al 70% frio. A conti-
nuacién, se centrifugé a 12 000 rpm por 10
minutos, se decantd cuidadosamente el etanol,
se dejo boca abajo cada eppendorf sobre una
toalla estéril para eliminar el exceso de etanol y
se dejo secar por 30 minutos. Para almacenarlo
se disolvi6 el pellet en 50 pL de buffer TE y se
almacend a -20°C.

Se determind con un espectrofotometro
Eppendorf BioPhotometer Plus, la concentracion
y pureza del ADN extraido de cada muestra.

Amplificacion por medio de PCR

Para la amplificacion (PCR) de la
region parcial del gen que codifican para el
Factor de Elongacion lo (EF-la), se utiliza-
ron los siguientes cebadores especificos: EF1
(S’ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC3’) 'y
EF2 (5°GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCAT
TT3’) (Karlsson et al. 2015).

El perfil término utilizado consistié en
3 fases: una desnaturalizacion inicial a 96°C
durante 2 minutos, seguido por 35 ciclos de
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desnaturalizacion a 96°C durante 1 minuto con
una temperatura de anillamiento de 50°C, final-
mente una extension a 72°C por 1 minuto,
seguidos de una extension final, también a 72°C
durante 10 minutos (Abd-Elsalm et al. 2003).

Los productos del PCR se visualizaron
mediante electroforesis, se utilizd6 un gel de
agarosa (0,8%), el buffer de corrida TBE (1X),
un marcador de peso molecular de 100 bp y
un control negativo (sin ADN). El fragmento a
amplificar tuvo un tamafio de 700 pb.

Secuenciacion

El producto de PCR se purific6 mediante
la endonucleasa Exonuclease I (Fermentas), se
llevo a una concentraciéon de 50 ng.uL! y, pos-
teriormente, se envid a secuenciar a la empresa
Macrogen Inc, en Corea del Sur.

Se obtuvieron secuencias en ambas direc-
ciones para cada muestra generadas a partir de
ciclos fluorescentes utilizando un secuenciador
modelo 3730XL (Applied Biosystems).

Alineamiento de las secuencias

La calidad de las secuencias se confirmé
con un alineamiento bidireccional y por compa-
racion con los cromatogramas con el programa
BioEdit, ademas, se cortaron las terminaciones
5’ y 3’ de las cadenas para facilitar el alinea-
miento. Se utilizéd la herramienta informatica
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool del
National Center for Biotechnology Information
(NCBI), por sus siglas en inglés) a partir de la
cual se comparo la secuencia generada frente a

las secuencias que se encuentran en la base de
datos GenBank.

Caracterizacion morfologica

Las caracteristicas morfoldgicas macros-
copicas, como el color y la textura de las colo-
nias, asi como las caracteristicas microscopicas
de los microconidios (la forma, el numero de
septos y la abundancia), se determinaron a partir
del crecimiento de los aislamientos en medio de
cultivo PDA incubados en una camara a tempe-
ratura ambiente y en condiciones de oscuridad
durante 15 dias.

A partir del crecimiento en el medio de
cultivo Carnation Leaf-piece Agar (CLA), se
determino la presencia, la forma, la posicion y la
abundancia de las clamidosporas; la forma de la
célula apical y la célula basal; la forma, la abun-
dancia y el nimero de septos de los macroconi-
dios, asi como el tipo de células conididgenas,

Para identificar y describir estas estruc-
turas se utiliz6 un microscopio optico y las
claves taxondmicas de Booth (1971) y Leslie y
Summerell (2006).

RESULTADOS

Caracterizacion de los sintomas observados a
nivel de campo

Los sintomas generales observados en las
plantaciones muestreadas fueron una clorosis
generalizada de las plantas, en algunos casos
también se observo necrosis del follaje en la parte
superior (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas en plantas enfermas de pimienta negra A) Clorosis generalizada en toda la planta y B) Necrosis parcial

del follaje.
En la parte interna del tallo, se obser-  del tallo y la raiz, en ambos casos las plantas
varon 2 sintomas diferentes: el primero, con- enfermas no producen olores desagradables. A

sistio en areas necroticas de color café o negro  nivel de la base de la planta se da una descom-
limitadas al sistema vascular (Figura 2A) y,  posicion del tejido con un aspecto “deshilacha-
el segundo, una necrosis general de la base  do” (Figura 2B).
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Figura 2. Sintomas en plantas enfermas de pimienta negra A) Lesiones necroticas de color café o negro limitadas al sistema
vascular y B) “Deshilachamiento” necrético en la raiz.

Los sintomas asociados a Fusarium oxys-  del tejido avanza progresivamente en todo el
porum fueron lesiones internas, que no tienden  tallo, lo que causa una afectacion completa del
a estar limitadas alrededor de los haces vascu-  tejido vascular.

lares. Se observa en la Figura 3, que la necrosis
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Figura 3. Daifio vascular a nivel del tallo observada en plantas enfermas de pimienta negra asociadas a Fusarium oxysporum.

En el caso de las muestras con sintomas En las muestras de Guatuso, ademas, del sintoma
asociados a F. solani (Figura 4A) provenientes anterior se observo una necrosis generalizada en
de Sarapiqui, se observaron lesiones internas el tejido vascular (Figura 5).
restringidas al sistema vascular (Figura 4B).

Figura 4. Sintomatologia asociada a Fusarium solani observada en muestras de plantas enfermas de pimienta negra de
Sarapiqui A) Clorosis aleatoria del follaje y B) Dafio vascular localizado a nivel de tallo.
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Figura 5. Sintomatologia asociada a Fusarium solani en muestras de plantas enfermas de pimienta negra de Guatuso
A) Clorosis aleatoria del follaje y B) Necrosis generalizada en el tallo.

Los sintomas asociados a Fusarium “deshilachamiento” necrético en la raiz o en
concentricum (Figura 6) fueron lesio- la base de la planta. El follaje presenté una
nes necrdticas internas localizadas en los  necrosis sin ninguna distribucion clara y un
haces vasculares, pero no se observd un  leve amarillamiento de las hojas.
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Figura 6. Sintomatologia asociada a Fusarium concentricum en plantas enfermas de pimienta negra A) Sintomas a nivel de
follaje y B) Dafo vascular del sistema radical.

Los sintomas asociados a Fusarium proli-  necrotico del tejido e internamente, en la zona de
feratum estan relacionados a un amarillamiento avance, una necrosis de color café claro generali-
generalizado de la parte areca. En la raiz y la  zada que abarca todo el tejido (Figura 7), ademas,
base del tallo se observd un deshilachamiento es importante destacar que no se percibié mal olor.

Figura 7. Sintomatologia asociada Fusarium proliferatum en plantas enfermas de pimienta negra A) Crecimiento vegetativo
reducido y clorosis del follaje, B) “Deshilachamiento” necrético en la base del tallo, C) Dafio vascular interno a nivel
de tallo y D) “Deshilachamiento” necrdtico en la raiz principal.

Agronomia Costarricense 44(2): 9-30. ISSN:0377-9424 / 2020
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A partir de este estudio, se analizaron 30
plantas enfermas y 34 sintomas asociados a Fusa-
rium spp. localizadas en provenientes de Sarapi-
qui y Guatuso. A partir de 170 fragmentos de la
zona de avance, se tuvieron 105 crecimientos de

micelio relacionado a Fusarium. Finalmente, para
cada muestra se seleccionaron los aislamientos
tomando en cuenta los distintos colores presentes.
De esta seleccion se obtuvieron los 21 aislamien-
tos de Fusarium spp (Tabla 1).

Tabla 1.  Coddigo de identificacion, procedencia, coordenadas geograficas y area afectada de las plantas de pimenta negra

(Piper nigrum) muestreadas.

Codigo de identificacion Procedencia Coordenadas geograficas Area afectada
PV1 La Virgen de Sarapiqui N 10.47268° W 084.10876° Base del tallo
PV 2 La Virgen de Sarapiqui N 10.47268° W 084.10876° Base del tallo
PV3 La Virgen de Sarapiqui N 10.54769° W 084.12753° Base del tallo
PV 4 La Virgen de Sarapiqui N 10.54769° W 084.12753° Base del tallo
PVS La Virgen de Sarapiqui N 10.55591° W 084.15514° Base del tallo
PV 6 La Virgen de Sarapiqui N 10.46852° W 084.21631° Raiz
PV 7 La Virgen de Sarapiqui N 10.46937° W 084.21589° Base del tallo
PV 8 La Virgen de Sarapiqui N 10.46450° W 084.20999° Base del tallo
PV La Virgen de Sarapiqui N 10.46450° W 084.20999° Raiz
PV 10 La Virgen de Sarapiqui N 10.39518° W 083.9607° Raiz
PV 11 La Virgen de Sarapiqui N 10.39518° W 083.9607° Base del tallo
PV 12 La Virgen de Sarapiqui N 10.40121° W 084.16311° Base del tallo
PV 13 La Virgen de Sarapiqui N 10.40121° W 084.16311° Raiz
PV 14 La Virgen de Sarapiqui N 10.40237° W 084.15678 °© Base del tallo
PV 15 La Virgen de Sarapiqui N 10.39996 ° W 084.15465° Raiz
PV 16 La Virgen de Sarapiqui N 10.39996 ° W 084.15465° Base del tallo
PVS 17 La Virgen de Sarapiqui N 10.39996 ° W 084.15465° Base del tallo
PV 18 La Virgen de Sarapiqui N 10.39996 ° W 084.15465° Base del tallo
PSC 19 RA Guatuso de San Carlos N 09.53339° W 083.52349° Parte aérea
PSC 19 R Guatuso de San Carlos N 09.53339° W 083.52349° Raiz
PSC 20 Guatuso de San Carlos N 10.4942.2° W 0850030.3° Raiz
PSC 21 Guatuso de San Carlos N 10.4942.2° W 0850030.3° Base del tallo
PSC22T Guatuso de San Carlos N 10.4942.2° W085.0030.3° Tallo
PSC22 R Guatuso de San Carlos N 10.4942.2° W085.0030.3° Raiz
PSC 23 Guatuso de San Carlos N 10.4608° W 084.54144° Raiz
PSC 24 Guatuso de San Carlos N 10.46089° W 084.54144° Base del tallo
PSC 25 Guatuso de San Carlos N 10.46089° W 084.54144° Base del tallo
PSC 26 RH Guatuso de San Carlos N 10.46089° W 084.54144° Raiz
PSC 26 RI Guatuso de San Carlos N 10.46089° W 084.54144° Raiz
PSC 27 Guatuso de San Carlos N 10.46089°W 084.54144° Tallo
PV 28 H La Virgen de Sarapiqui N 10.54769° W 084.12753° Base del tallo
PV 28 RL La Virgen de Sarapiqui N 10.54769° W 084.12753° Raiz
PV 29 La Virgen de Sarapiqui N 10.46873° W 084.21891° Base del tallo
PV 30 La Virgen de Sarapiqui N 10.46852° W 084.21631° Base del tallo
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Identificacion molecular

Mediante la amplificacion del ADN de
un fragmento del gen del Factor de Elongacion
lo. (EF-10) y la comparacion entre las secuen-
cias obtenidas para los veintiun aislamientos
con las secuencias almacenadas en la base de
datos GenBank, procesados con la herramienta
informatica BLAST, que posibilité determinar
la presencia de 4 especies de Fusarium presen-
tes en las plantaciones de pimienta negra de
Costa Rica.

Las secuencias de Fusarium oxysporum
del aislamiento PV 1 tuvo un 99% de similitud
con la accesion MK 172058.1 (Taylor et al. 2019),
las secuencias de los aislamientos PV 5 y PV
10 fueron en un 100% y 99% similares, respec-
tivamente, a la accesion MGO018805.1 (Maldo-
nado-Bonilla et al. 2019) y la secuencia de los
aislamientos PSC 26 RH tuvo un porcentaje
de 99% similitud con la accesion MGO018803.1
(Maldonado-Bonilla ef al. 2019).

Los aislamientos identificados como
Fusarium solani PV 2, PV 11, PSC 24 y PSC 25
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presentaron un porcentaje de similitud de 99%,
99%, 98% y 98%, respectivamente, con la acce-
sion KF255995 (Wang et al. 2014) las secuencias
de los aislamientos PV 12, PV 17, PSC 19 R, PV
23 y PSC 26 RI tuvieron un porcentaje de simi-
litud que oscil6 entre 98 y 100% con la accesion
HQ731056 (Jiménez-Fernandez et al. 2011).

Los aislamientos de Fusarium prolifera-
tum PSC 19 RA y PSC 22 R fueron similares en
un 99% y 100%, respectivamente, a la accesion
JX869017.1 (Hawa et al. 2013). Los aislamientos
identificados como Fusarium concentricum (PV
8, PSC 28 HV, PSC 28 RL y PV 30 fueron 99%
similares a la accesion JF740760.1 (O'Donnell et
al. 2012).

Identificacién morfolégica

Las 4 especies de Fusarium spp., identi-
ficadas a partir de los 21 aislamientos, fueron
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusa-
rium concentricum 'y Fusarium, proliferatum,
las caracteristicas morfolégicas de cada espe-
cie se describen en la Tabla 2 y las Figuras 8,
9,10y 11.



21

CHINCHILLA-SALAZAR et al.: Identificacion de Fusarium spp., asociada al cultivo de pimienta negra (Piper nigrum)

(d171 ean3iy)

(411 ean3Ly)

wnyv.iafijo.ad
sauepunNqy s03das ¢ & ¢ uoo sopeydog epUOPAI (d11 ean31J) epeain) SOAIND dJUWIRIAFI] nDST
QuoweIdsI] ® 503091 ISBD ‘soped|eg ’ o
SOSBISH
‘AH 8T OSd £ 8 Ad (001 wn31y)
so1dos ¢ © ¢ 10d sopridag (DO] BIn31q) (D01 BInS1]) EPRAIOOUD SOAINd AH 87 Ad £ 8 Ad WNDLIIUIOUOD
€ P aid op ewiog Suuawre1dsdi] 0o1d 9p BULIO] WN1ADSNJ
soyuepunNqy 801021 1580 0¢ Ad A Td 8T OSd
‘06 Ad £ T4 87 OSd
SOSBOSH /] (56 vandig) (D6 ©INS1) BPRAIOOUD (D6 ©In31y) p—
Ad £ 11 Ad 'soiuepunqy | soidas / e ¢ uod sopeydeg ard ap mE.pom uowerddr i8] Ad £ LI Ad SOAIND UAWRIASI| 7| wnLipsn.y
81 A LTI Ad ‘T Ad . ‘1T Ad 'eP08Y 71 Ad 'TAd | Ad & T Ad '$01snqoI £ 50300y .
sojdos (g einig) (D8 eandry) (08 wn31y) wn.iodsdxo
soyuepunNqy ¢ uoo uoreurwopaid orod ord 5D BULIO EPBAIOOUD oJuowWeIoTI| S0J091 1SBO ()] Ad "SOAINOIWOS P
‘so1das g e ¢ uoo sopeydog 1@op d ‘ePLIPUOPAT BULIO] HY9Z Ad ‘S Ad ‘T Ad ) A
epuepuUnNqQy $03das ap oaownN [eseq e[npRD [edide gnp) BULIO
apadsy

SOIPIUO0I0.IBIA

(9007) [1e1owwung A a1saT £ ([L6]) Yroog op SBIIwouoxe) SaAe[o se] ungos ‘eidou ejuarwid op seurojud sejue[d e SepeIoose wnLinsn,y op

So102dS0 § Se] Op BIUO[0J B[ 9P UQIOBIO0I B[ A selodsoprure[o sef ‘SeuaSoIpruod se[n[oo sey ‘SOIPTuOIOIUI SO ‘SOIPIUOJIOIORW SO] AP SBIISO[OJIOW SEOIISIIoJRIR))

‘CEIqeL

Agronomia Costarricense 44(2): 9-30. ISSN:0377-9424 / 2020



AGRONOMIA COSTARRICENSE

22

(V11 ein31) sepesol
SOPEPI[BUO) SOAJ[ UOD OOUB[] OAIJB OI[ITA

serodsoprwero ofnpoid ojusrwe[sie unJuIN

wnp.1afijo.4d wnLivsn,y

(V01 ®In31q) ©1o[01A-SLIS
BUIO) 9S 9JUAULIONIAIS0d 0dUR[q 0AIYB OI[AIIN

sesodsoprweo ofnpoid ojusrwe[sie unJuiN

WNI1AJU2OUOD WNLADST]

(V6 eI3ry) oouerg
8IAd A LT Ad "0f0Y 1Y 97 DSd £ TI Ad
9yed B 9310q SOpepI[eUo], 11, ST DSd
K47 0Sd ‘11 Ad ‘8 Ad ‘T Ad :0919€ OIdIIN

(46 eIn31y)

LI ADATI Ad
SOJUdIWIR[STR SO[ O[OS

seso3ni sopared op BOLIQJSH

SO[BUTWLIAL, :L] Ad
sare[eordu] ;7] Ad

UDjOS WNLIDSN,]

(gg eandi) sarereorou] ;0] Ad

wn10dsAxo wniavsn,y

(V8 eIn31) odue[g :09198 OI[AIIA] sauepunqy sesI| sapaied ap BoLIRISH sofeuruId], ;¢ Ad £ [ Ad
BIOUBPUNQY BULIO] uoIdISO
BIUO[OD B] 9P UQIORIO[0)) aroadsy
sejodsopruwe[)
selodsopruwe[d
SEPESOI SOpBPI[RUO AMM\,_%MMMWQ@ 0919® 01]901 ofnpoud unipiafijosd untmsn.|
p PEpI[EUO} ! 1q 0319% O[3 ojudrwe[ste unSuIN
(@11 emsiy £ O[] ein3ry)
SBZ3qEeJ SeS[B] Ud (411 ean3ry) wnp.12f1jo.4d wnLivsn,y

BIOUQNOQIJ JOUOW UO0J ‘SepI[erjouct A SapI[RIJI[oqd Soseosyq 01das o10s un uod o soydas urg SQULIOJLIT
(@or emsty)
sordurs A sopearjrwes sombopoiodsy :0¢ Ad A 8 Ad
WNDLAUDIIUOD WNLADSTL]
(701 en3ry) (901 ©31y)
se1109 A sojdwis sopijerjouoN ‘AH 87 Ad £ 1Y 8TAd sojuepunqy soydos uig sope[eaQ
s0seasT 7] Ad
. SojudIWB[SIR (g6 ©In31y)
503100 somboporodsy 81 Ad A L] Ad $0] 50pO} U SOpEOUNI) SOPIOAD 1UD]OS WNLIDSN,]
(g6 ©an31) se1109 £ sojdwis sOPI[BIJOUOW UOIBUIWOPAI] sojuepunNqy soydos uIg sounsge ‘sopefeaQ
(ag em3ry)
sopeayjrwes somboporodsy | Ad wn.10dsAxo wn1sn,y
(g8 ean3r) sopdwis A se1109 sopI[eIJOuoq S Ad A 0T Ad sojuepunqy sojdas urg Sope[eAQ
eRuURpUNQY s0)das ap osowny BULIOY

BUISOIPIUOD B[N]ID

SOIPIUOIOIINIA]

Anadsy

*Z B[QEL B] Op UQIOBNUIIUO))

Agronomia Costarricense 44(2): 9-30. ISSN:0377-9424 / 2020



CHINCHILLA-SALAZAR et al.: Identificacion de Fusarium spp., asociada al cultivo de pimienta negra (Piper nigrum) 23

—
- »
-
'~ »
AEAN
Alde N
- .Al
o -
—
L
.
)
7
\i2 = —C. apical N
1P < o
C \‘. C. basal / ] D 1

Figura 8. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos Fusarium oxysporum A) Color de la colonia en PDA,
B) Monofialide corta, C) Macroconidios, C. apical: célula apical, C. basal: célula basal. D) Esporodoquio ramifica-
do y clamidosporas terminales en medio de cultivo CLA. (40X).

Figura 9. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Fusarium solani A) Color de la colonia en PDA B)
Microconidios, C) Macroconidios C. apical: célula apical, C. basal: célula basal, D) Monofialides cortas
y E) Clamidospora intercalar en medio de cultivo CLA (40X).
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Figura 10. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Fusarium concentricum A) Color de la colonia en PDA
B) Microconidios en el micelio aéreo (en PDA) C) Macroconidios, C. apical: célula apical, C. basal: célula
basal, D) Esporodoquio ramificado y E) Conidiéforos simples y cortos en medio de cultivo CLA (40X).
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Figura 11. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Fusarium proliferatum A) Color de la colonia (PDA),
B) Macroconidios, C. apical: célula apical, C. basal: célula basal, S: septos, C) Conidioforos simples y
cortos D) Conidioforos en falsas cabezas y E) Microconidios en el micelio aéreo en medio de cultivo CLA (40X).
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DISCUSION

El género Fusarium comprende especies
endofitas, saprofitas y patdgenas de plantas,
humanas y animales (Leslie y Summerell 2006,
Chandra et al. 2011). Para definir una especie
existen varias clasificaciones, unas basadas en
la morfologia (especies morfoldgicas), otras en
experimentos cruzados (especies biologicas), y
también en marcadores moleculares (especies
filogenéticas) (Chandra et al. 2011) y segun la
especificidad del huésped (Coleman 2016).

En la practica, es dificil distinguir las
especies de Fusarium que se encuentran dentro
de los complejos de especies, porque estan estre-
chamente relacionadas y tienden a tener ninguna
o pocas diferencias morfologicas entre si. Para
estos casos la identificacion molecular permite
distinguir con mayor precision estas especies
(Chandra et al. 2011).

La identificacion molecular se basa en la
extraccion de ADN y la secuenciacion de genes
informativos que permiten separar las especies
(Summerell 2019). Las secuencias mas comun-
mente utilizadas para distinguir especies de
Fusarium son porciones de las secuencias geno-
micas que codifican el factor de elongacionl-a
(EF-l0), B-tubulina (tub2), calmodulina, regio-
nes espaciadoras transcritas internamente en la
region de repeticion ribosomica (ITS1 e ITS2) y
la region espaciadora intergénica (IGS) (Chandra
et al. 2011).

En esta investigacion, se utilizd el gen
EF-la, el cual es el mas aceptado porque tiende
a evolucionar a nivel de esta especie a una velo-
cidad superior en comparaciéon con otros genes
de uso comun (Choi et al. 2018). Ademas, otros
marcadores tienen algunas limitantes, por ejem-
plo, las regiones ITS no funcionan bien dentro
de la seccion Liseola y B-tub2 no funciona bien
dentro del complejo de especies Fusarium solani
(Chandra et al. 2011).

Respecto a la identificacion molecular y el
analisis morfoldgico, se confirmo la presencia de
la especie Fusarium oxysporum en los aislamien-
tos provenientes de plantas enfermas de pimienta
negra en las 2 localidades muestreadas.

Al observar los sintomas asociados a esta
especie en las plantas de pimienta negra analiza-
das (Figura 3), se identificé que no concuerdan
precisamente con lo descrito por Duarte et al.
2001 y Sarma et al. 2013, quienes indican que
este patogeno invade las raices de las plantas
de pimienta a través de heridas o durante la
aparicion de nuevas raices. Posteriormente, se
da la colonizacién y la necrosis de los haces
vasculares, que evitan asi, la absorcion de agua
y nutrientes. Externamente, las plantas enfermas
muestran coloracion amarillenta cuando se infec-
tan varias raices, la planta se colapsa y el follaje
se mantiene adherido a las ramas.

Segiin Rana et al. (2017) y Dean et al.
(2014), Fusarium oxysporum es el hongo mas
abundante y ubicuo del suelo; se han encontrado
en diversos ecosistemas, incluidos pastizales,
bosques, desiertos, que van desde los tropicos
hasta el Artico. Aunque son cominmente cono-
cidos como fitopatdogenos, también pueden
sobrevivir como saprofitos, como colonizadores
endofitos de plantas asintomaticas (se han encon-
trado Fusarium oxysporum endéfito en casi 100
especies de plantas), incluso como inductores
de resistencia. Segun estas personas autoras la
mayoria de los aislamientos Fusarium oxyspo-
rum se presume que no son patogenos.

Aunado a lo anterior, la capacidad de
degradar la lignina y los hidratos de carbono
complejos, asociados con los desechos del suelo,
que poseen las especies saprofiticas de Fusarium
oxysporum (Rana et al. 2017 y Dean et al. 2014),
podrian explicar los sintomas asociados a F.
oxysporum observados en las muestras analiza-
das (Figura 3).

Ademas, dada la baja frecuencia de apari-
cion de esta especie en este estudio (4 muestras
de un total de 34), podria sugerir que los aisla-
mientos obtenidos F. oxysporum corresponden
a saprofitos. Otro dato para tomar en cuenta, es
que hasta el momento no se ha reportado una
forma especial para pimienta negra dentro del
complejo Fusarium oxysporum (FOSC).

En esta investigacion también se confir-
mo la presencia de la especie F. solani en las 2
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localidades muestreadas. Ademas, fue la especie
que se presentd en mayor frecuencia. Este resul-
tado coincide con los multiples reportes naciona-
les e internacionales que la sefialan como uno de
los patdgenos mas importante en el cultivo de la
pimienta, especificamente, en la forma especial
piperis (Sitepu y Mustika 2006, Andajar y Moya
2009, Villalobos et al. 2009, Shahnazi et al.
2012, Vaz et al. 2012, Sarma et al. 2013, Shahna-
zi et al. 2014 y Salgado et al. (2016).

Fusarium solani f. sp. piperis (teleomorfo:
Nectria haematococca f. sp. piperis) causa gra-
ves pérdidas en la mayoria de los paises produc-
tores de pimienta negra, incluidos India, Malasia,
Indonesia, Brasil y Tailandia. Se informa que
la infeccion por Fusarium en una plantacion de
pimienta negra reduce la vida econdémica de la
plantacion de 20 afios a 6 -8 afios (Shahnazi et
al. 2012).

Los dafios asociados a Fusarium solani
observados en las fincas muestreadas fueron 2;
lesiones del sistema vascular y el dafio necrotico
de la base del tallo y la raiz (Figuras 4 y 5). Estos
resultados concuerdan con las investigaciones
realizadas en Brasil, que describen 2 enfermeda-
des causadas por Fusarium solani; la primera de
ellas se conoce como como fusariosis y corres-
ponde a la infeccion de las raices de la pimienta
negra (Piper nigrum L.) y la segunda es un dafio
conocido como tizon del tallo, que como su nom-
bre lo sugiere, es una enfermedad que afecta los
tallos (Da Costa 2019).

La tercera especie presente en cultivo de
pimienta, en Costa Rica, es la especie F. con-
centricum; la misma no ha sido reportada en el
cultivo de pimienta negra hasta el momento, por
lo que este es el primer reporte de esta especie
asociada al dafio vascular y a la posterior muerte
de las plantas de pimienta negra.

Esta especie fue descrita por primera vez
por Nirenberg y O’Donnell en 1998, a partir de
aislamientos provenientes de Musa sapientum
(ex T) de Costa Rica y Guatemala. Ademas, en
el 2009 fue identificada en pifia de Costa Rica
(Waskiewicz y Stepien 2012). Pero, en términos
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generales, se sabe poco de su ecologia y biologia
reproductiva (Leslie y Summerell 2006).

Segun Paparu et al. (2003) y Barrios
(2006), Fusarium concentricum puede encon-
trarse de forma enddfita en algunas musaceas,
incluso puede presentar una actividad benéfica
(inductor de resistencia), ya que seglin estudios
realizados en Uganda en el 2000, se observo un
incremento significativo de la biomasa de plantas
de banano cultivadas en campo e inoculadas con
esta especie de Fusarium.

Con base en las investigaciones que repor-
tan la presencia de esta especie en varios cultivos
en nuestro pais y tomando la necrosis de los haces
vasculares observadas en las plantas de pimienta
enfermas (Figura 6), es necesario investigar aiin
mas su ecologia y biologia (capacidad patogénica
o actividad benéfica).

La ultima especie identificada en este
estudio fue Fusarium proliferatum. Esta se
reportd por primera vez en 1387 como una
especie de Cephalosporium y fue descrita como
una especie de Fusarium hasta 1566 (Leslie y
Summerell 2006). En el cultivo de la pimienta
solo se ha reportado aislado de la rizésfera de
plantaciones de pimienta en Malasia y, segun las
pruebas de patogenicidad realizadas, no presentod
actividad patogénica (Shahnazi et al. 2012). En
Costa Rica, no existe registro de su presencia en
el cultivo de pimienta negra.

Sin embargo, en otros cultivos como soya
y esparragos, se reporta como causante de pudri-
cion de la raiz (Costa et al. 2016), también
se reporta como patdogeno en banano, mango
(Campos 2013), arroz, tomate, ajo, pifia y cebolla
(Stepien et al. 2015). Ademas, produce diferentes
micotoxinas, entre ellas estan moniliformina,
beauvericina, acido fusarico, fusaroproliferina y
fumonisinas (Saha 2002, Fanelli et al. 2012, De
la Torre et al. 2014). También produce enzimas
relacionadas con la degradacion de lignina y
xileno (Saha 2002, Leslie y Summerell 2006).

Las especies F. concentricum y Fusarium
proliferatum también estan reportadas como
endofitas en cultivos como gramineas, trigo,
orquideas y arroz (Leslie y Summerell 2006).



CHINCHILLA-SALAZAR et al.: Identificacion de Fusarium spp., asociada al cultivo de pimienta negra (Piper nigrum) 27

La informacion anterior resulta relevante si se
toma en cuenta que se ha demostrado que las
plantas de P. barbatum y P. nigrum son hospe-
dantes de multiples microorganismos endodfitos,
como por ejemplo los hongos Colletotrichum
spp., Bipolaris spp., Lasiodiplodia spp., Phoma
spp., Phomopsis spp., (Orlandelli et al. 2012),
Alternaria spp., Colletotrichum gloeosporioides
(Chithra et al. 2014) y bacterias promotoras del
crecimiento (Jasim et al. 2013).

En Costa Rica, se reportd Colletotrichum
gloeosporioides como endofito en plantas de
Piper nigrum (Gonzalez 2017) y, al considerar
que se han logrado aislar Fusarium spp. de teji-
dos asintomaticos de plantas de Piper silvestres,
es posible que alguna de las especies identifi-
cadas en este estudio pueda encontrarse como
endofitas en las plantaciones nacionales.

Es importante sefialar que en una misma
planta fue posible confirmar la presencia de 2
especies distintas de Fusarium (muestras PSC
19 y PSC 22), en ambos casos se aislo F. solani
y F. proliferatum en distintos estratos enfermos
de la planta (parte aérea y raiz, respectivamente).
Debido a que se desconoce la capacidad infectiva
de los aislamientos, tampoco se debe descartar
que al menos alguna de las especies sea un orga-
nismo endofito.

Conocer la biologia de las especies de
Fusarium identificadas, en este estudio, es esen-
cial para comprender la enfermedad que se
observa en las plantaciones. En aquellas especies
patogénicas es necesario investigar su dindmica
epidemioldgica, el grado de especializacion y los
cambios en la capacidad patogénica. Toda esta
informacion podrian ser la base para investigar
nuevas estrategias de manejo integrado, incluso
como lo sugiere Chandra et al. (2011) para iniciar
proyectos de mejoramiento genético.

Las medidas de control que recomiendan
las personas autoras, para el manejo de las enfer-
medades vasculares en pimienta, son un disefio
adecuado de un drenaje sobre todo en épocas con
altas precipitaciones, porque la acumulacion de
agua promueve las condiciones anaerdbicas, las
cuales reducen el nivel de oxigeno y aumentan

la susceptibilidad del huésped, debido a la dis-
minucion de la produccion de fenol oxidasas, la
produccion reducida de fitoalexina, la supresion
de las micorrizas y la reduccién de la fijacion de
nitrégeno (Ravidra 2005).

La eliminacién de plantas infectadas redu-
ce el nivel de in6culo y la propagacion del hongo
y el manejo de la sombra en la temporada de
lluvias es esencial para facilitar la penetracion
de la luz solar y la reduccion de la alta hume-
dad. Agregar materia organica para aumentar la
diversidad de los suelos, proporcionar una nutri-
cion adecuada y realizar un manejo integrado de
Radopholus similis y Meloidogyne incognita son
practicas que se deben incluir en manejo integra-
do de la enfermedad (Ravidra 2005, Shahnazi et
al. 2012).

En futuras investigaciones se realizara
el analisis filogenético de los aislamientos des-
critos en este articulo, esto para contribuir al
disefo de los programas manejo integrado de la
enfermedad.
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