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RESUMEN

Costa Rica produce apio en las provin-
cias de Cartago, Heredia, Alajuela y San José.
La produccién aproximada es de 25 toneladas
métricas anuales. Este cultivo se ve afectado por
diferentes patégenos, sin embargo, en los tltimos
afios Fusarium oxysporum ha causado serios pro-
blemas de marchitez en plantas a nivel producti-
vo. En apio se conocen 4 razas patogénicas de
Fusarium, definidas a partir de la tolerancia que
presentan los cultivares de apio al patégeno. La
raza | afecta solo el apio amarillo; la raza 2 afec-
ta tanto el apio amarillo como el verde; la raza
3, la menos patogénica, es virulenta Unicamente
para el apio verde; y la raza 4, es la mas agresiva
que causa tanto pérdidas en apio verde como
amarillo. En Costa Rica se ha descrito la presen-
cia de Fusarium oxysporum en apio, pero no se
han descrito las razas presentes. Para identificar
y describir el patégeno, se aisl6 el hongo a partir
de plantas enfermas provenientes de campo que
presentaban los siguientes sintomas: retraso en la
tasa de crecimiento, enanismo, amarillamiento,
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ABSTRACT

Morphological and molecular
characterization of Fusarium oxysporum f.
sp. apii associated to yellow wilt on celery in
Costa Rica. Celery is cultivated in provinces of
Costa Rica, such as Cartago, Heredia, Alajuela
and San José. Total production is approximately
25 metric tons annually. This crop is affected
by different pathogens but in the last few years
Fusarium oxysporum has caused substantial
damage at the plantation level. In celery, 4
pathogenic Fusarium races are known, they
are defined using the tolerance of the celery
cultivars to the pathogen. Race 1 affects only
yellow celery; race 2 affects both yellow and
green celery; race 3, the least pathogenic, is
virulent only for green celery; and race 4, is
the most aggressive causing losses in green as
yellow celery. In Costa Rica only the presence
of Fusarium oxysporum has been reported. To
better identify and describe the pathogen, isolates
were obtained from diseased plants that showed
a variety of symptoms including: delayed plant
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marchitez en el follaje y reduccion, oscurecimien-
to y dafo en el sistema radical. Se realizaron los
Postulados de Koch y la descripcién morfoldgica
del patégeno, para caracteristicas tales como
la cantidad y presencia o ausencia de macro y
microconidios en medio de cultivo de clavel
(CLA), ademads, la apariencia del micelio (color
y pigmentacién) en medio papa dextrosa agar
(PDA). La caracterizacion molecular se realizé
mediante la secuenciacién de la region del factor
de elongacién uno alfa (EF1-a). El resultado tuvo
una alta similitud con aislamientos encontrados
en el National Center for Biotechnolgy Informa-
tion (NCBI) relacionados a F. oxysporum f. sp.
apii y se sugiere la presencia de las razas 3 y/o 4
en Costa Rica.

INTRODUCCION

El apio (Apium graveolens L.) pertenece a
la familia Apiaceae, es una planta dicotiledénea
que se consume en fresco y posee un alto valor
nutritivo con aportes de vitaminas A, By C, y
minerales; también posee propiedades diuréticas
y depurativas (Guamdn 2011). Su centro de ori-
gen estd localizado en el Mediterrdneo (Sendra
et al. 2011), aunque también se reportan centros
secundarios de origen como el Catcaso y la
zona del Himalaya. En Costa Rica se cultiva en
zonas como Escazi y San Cristébal (San José),
Alfaro Ruiz (Alajuela), Paraiso, El Guarco y
la zona Norte (Cartago). Para el 2001 el MAG
(2012) reporté una produccion de 24,5 toneladas
métricas, sin embargo, no hay datos actualizados
sobre la produccién de este cultivo. Es una planta
bianual que crece a temperaturas entre 16°C a
18°C, pero puede tolerar temperaturas extremas
de 7°C hasta 24°C. Puede desarrollarse en suelos
arcillosos, limo arcillosos y limosos, con buen
drenaje y alta capacidad de retencién hidrica
(Daugovish et al. 2008).
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growth, dwarfism, yellow and wilting foliage, as
well as blackening and damaged root systems.
Koch postulates and a morphological description
of the pathogen was done based on different
characteristics of spore quantity and the presence
of macro and microconidia on carnation leaf agar
(CLA), as well as colony appearance (color and
pigmentations), which were observed on potato
dextrose agar (PDA). Molecular characterization
was performed by sequencing the elongation
factor l-alpha region (EF-la). Results matched
some isolates found at the National Center for
Biotechnolgy Information (NCBI) related to F.
oxysporum f. sp. apii and our results further
suggested that we are dealing with the presence
of race 3 and/or 4 in Costa Rica.

El apio se ve afectado por patdgenos tanto
en campo como en su etapa poscosecha. Las
principales enfermedades que pueden afectar
el cultivo del apio en campo son el mildiu del
apio (Plasmopara nivea Schr.), la mancha foliar
o tizén temprano (Cercospora apii Fres.), sep-
toriosis o tizén tardio (Septoria apii (Briosi et
Car.) Chest., Septoria apii graveolentis (Dorg.))
y la esclerotiniosis o podredumbre suave acuosa
del tallo (Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary)
(Guaman 2011). S. sclerotiorum y Rhizoctonia
solani son enfermedades del suelo que provocan
dafios leves cuando las condiciones son favora-
bles. Ademads, existen reportes del fusarium ama-
rillo (Fusarium oxysporum f. sp. apii también
conocido como FOA) como enfermedad devasta-
dora a nivel de suelo (Puhalla 1984). En el 2016
Lori et al. (2016) reportan a FOA como el agente
causal de graves problemas en el cultivo de apio
en Argentina. En cuanto a pérdidas poscosecha,
estas pueden deberse a la pudricién blanda bacte-
riana (bacterial soft-rot), causada principalmente
por Erwinia carotovora y Pseudomonas syrin-
gae, el moho gris (gray mold), debido a Botrytis



RETANA et al.: Fusarium oxysporum, asociado a marchitez del apio 117

cinerea y la pudricién acuosa (watery rot) por
Sclerotinia sclerotiorum (Casaca 2005, Cerdas y
Montero 2004).

Fusarium es un patdgeno facultativo con
alta capacidad de sobrevivir en materia orgdnica
y que a la vez tiene la capacidad de atacar la
planta cuando esta sufre algtin tipo de desbalance
(Michielse y Rep 2009). Los principales meca-
nismos de dispersion del patégeno son los movi-
mientos de suelo infectado, el agua de escorrentia
y el uso de almécigo infectado. Este hongo tiene
la capacidad de sobrevivir por largos periodos
en el suelo, debido a sus estructuras de resisten-
cia denominadas clamidosporas, lo que vuelve
inefectiva la rotacién de cultivos a corto plazo
(Lacy et al. 1996, Daugovish et al. 2008). Fusa-
rium oxysporum es un organismo muy amplio a
nivel de especie, se han clasificado mds de 120
diferentes formas especiales (formae specialis).
Este término estd basado en la infeccion que
produce el patégeno en un hospedante especifico.
Las formas especiales a su vez se subdividen en
razas, las cuales han sido descritas al basarse en
la habilidad del patégeno de infectar diferentes
haplotipos o variedades en una especie hospedan-
te (Pires da Silva et al. 2014).

En apio se conocen 4 razas de FOA y
ninguna ha sido descrita como no patogénica. La
raza 1 corresponde al patégeno que unicamen-
te afecta al apio amarillo, dentro de los que el
“Golden Boy” es uno de los mds conocidos. En
1952, se introdujo al mercado un cultivar de apio
con alta resistencia al ataque de F. oxysporum,
denominado como apio verde “Tall Utah 5270
Con esto se redujo las poblaciones del patégeno,
sin embargo, este reaparecié en la década de los
70%s lo cual afecto cultivares tanto verdes como
amarillos en fincas ubicadas en Estados Unidos
y fue identificado como Fusarium oxysporum
f. sp. apii raza 2 (Elmer y Lacy 1987). Esta raza
es la mds conocida actualmente en U.S.A. y dio
cabida al desarrollo del apio Challenger y algunas
otras variedades tolerantes. La raza 3 es virulenta
unicamente para el apio verde, pero su aparicién
es menos frecuente y, aunque fue reportada en
1984 en California, se cree que actualmente no

representa riesgo alguno (Puhalla 1984). Por otra
parte, la raza 4 fue descrita en el 2015 en Califor-
nia y es reportada como la mds agresiva de todas,
pues infecta apio tanto verde (todos los cultivares)
como amarillo (Epstein ef al. 2017). En Costa
Rica la tdnica descripcién que existe sobre este
patégeno la hizo el Ministerio de Agricultura
y Ganaderia en el 2009 e hizo referencia a una
busqueda bibliogréfica, por lo que el estudio pro-
piamente en campo no se habia realizado.

Cuando el apio se ve afectado por FOA
se presentan sintomas en la planta como retraso
en el crecimiento, el follaje se torna amarillento
y quebradizo, coloraciones naranja-marrén en el
tejido vascular de la raiz y en algunos casos se
presentan manchas en los peciolos y la corona;
en estados avanzados de la enfermedad se da
una pudricién blanda de la corona (Elmer y Lacy
1987, Lori et al. 2008, Riveros et al. 2001, Unda
et al. 2010).

La identificacién de Fusarium basada en
caracteres morfoldgicos y moleculares, y el res-
paldo con el uso de postulados de Koch, son
metodologias que llevan a la identificaciéon de
agentes causales de enfermedades en plantas de
forma mas rdpida, precisa, objetiva y aplicable.

El objetivo de este estudio fue realizar la
caracterizaciéon morfolégica del patégeno Fusa-
rium oxysporum aislado del cultivo de apio, llevar
a cabo los postulados de Koch y por medio de la
informacién molecular, identificar la raza o razas
que se encuentran presentes en Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal, caracterizacion de sintomas
y aislamiento del agente causal

Se recolectaron 3 muestras de plantas
enfermas de apio verde (Apium graveolens)
variedad Utah-5270 con sintomas visibles como
marchitamiento y dafio en la base del tallo, pro-
venientes de una finca localizada en El Guarco
de Cartago (09°43°57” latitud norte y 83°54°51”
longitud oeste). El nivel de infeccién y dafio en
la finca alcanzaba mds del 80% del area total con
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una distribucién generalizada, en el drea restante
se pudo observar la presencia de unos parches
escasos aparentemente sanos.

Se seleccionaron plantas sintomadticas con
3 edades distintas de crecimiento: 2 semanas
después del trasplante, en desarrollo y plantas en
cosecha. El material recolectado fue llevado al
Laboratorio de Fitopatologia del Centro de Inves-
tigacion en Proteccion de Cultivos (CIPROC) de
la Universidad de Costa Rica (UCR).

Se procedi6 a describir los sintomas con
base en las caracteristicas visuales que presentaba
cada planta, esto con ayuda de un estereoscopio,
marca Motic SMZ-168 (Hong Kong, China).

Para el aislamiento, los medios de culti-
vo utilizados fueron: agar-papa-dextrosa al 1,5%
(PDA) y V8 (Atlas 2010). El aislamiento del agente
causal se realizé al seguir la metodologia descrita
por French y Hebert (1980) para hongos y bacte-
rias. La desinfeccién del tallo se llevé a cabo con
etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 1% durante
50 y 20 segundos, respectivamente. Para cada
planta se selecciond un area con sintomas visibles,
se rasgo el tejido de manera longitudinal y se extra-
jo segmentos de la zona de avance provenientes de
la parte interna (parte enferma y parte sana). Estos
fragmentos se colocaron en los medios de cultivo,
se realizaron 3 repeticiones de cada uno y se incu-
baron en una cdmara a temperatura de 25°C y en
oscuridad por un periodo de 7 dias.

Caracterizacion morfolégica

Los medios de cultivo agar-papa-dextrosa
al 1,5% (PDA) y agar-hojas de clavel (CLA por
sus siglas en inglés, Carnation Leaf Agar) (Leslie
y Summerell 2006) se utilizaron para la caracteri-
zacién morfolégica de los aislamientos. Se colocé
un trozo pequeflo de micelio de aproximadamente
5 mm? en cada plato con medio de cultivo, pro-
veniente de un aislamiento monospdrico de FOA.
Los platos se colocaron en una cimara de incuba-
cién marca Thermo Scientific a una temperatura
de 22°C, por un periodo de 8 dias. Posteriormente,
se procedid a identificar los caracteres morfol6gi-
cos como el tamafo y forma de macroconidios;
tamafo, presencia o ausencia de microconidios;

Agronomia Costarricense 42(1): 115-126. ISSN:0377-9424 / 2018

formacién de clamidosporas y las estructuras de
los conidiéforos (Riveros er al. 2001, Unda et
al. 2010) con la ayuda de un microscopio marca
Olympus modelo BX41BF (Tokio, Japén).

Verificacion de los postulados de Koch

Para determinar la capacidad de infec-
cién del hongo aislado a partir de material
de campo, se llevé a cabo la inoculacién del
patégeno en pldntulas sanas de apio a partir de
varios cultivos axénicos (puros). Se implemen-
taron 2 métodos de inoculacién con heridas y
sin heridas y se mantuvo un testigo absoluto sin
heridas y sin in6culo. Se usaron 5 repeticiones
para cada método.

Para la inoculacion se utilizaron macetas
de 350 cc. con suelo estéril, donde se colocaron
4 discos provenientes del medio de cultivo PDA
con micelio del hongo, a 3 niveles distintos de
profundidad. El suelo inoculado se mantuvo
himedo con un riego diario por 3 dias.

Después de este periodo, se procedid a
hacer la siembra de pldntulas de apio de aproxi-
madamente 35 dias en las macetas con el suelo
infectado. Para la metodologia denominada “con
heridas”, a cada plantula que se extrajo de la
bandeja inicial de almdicigo se le desmorond
un poco el adobe, con el fin de causar algunas
heridas en la raiz de la misma. Para la metodo-
logia denominada “sin heridas” y para el testigo,
se llevo a cabo la siembra directa del almacigo
en macetas con suelo infectado y suelo estéril,
respectivamente.

Las plantas se evaluaron a los 15 dias
después de la inoculacién (ddi); a los 25 ddi,
momento en el cual se sometid a un estrés hidrico
a todas las plantas por un periodo de 24 horas; a
los 35 ddi y a los 50 ddi hasta la evaluacién final.

Los postulados de Koch se verificaron
mediante el reaislamiento del hongo a partir del
tallo, se sigui6 el protocolo descrito por French y
Hebert (1980). Se utilizaron los medios de cultivo
antes mencionados. La identificacion del orga-
nismo obtenido se realizé mediante la evaluacién
de las caracteristicas morfoldgicas y mediante la
observacion de las estructuras reproductivas en
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el microscopio de luz, marca Olympus modelo
BX41BF (Tokio, Japén) con un lente de aumento
de 40X y por secuenciacion del ADN proveniente
del nuevo aislamiento.

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se llevo a
cabo en el Laboratorio de Técnicas Molecula-
res aplicadas a la Fitoprotecciéon, CIPROC de
la Universidad de Costa Rica. Para la extrac-
cién de ADN se utilizé el método CTAB con
algunas modificaciones (Murray y Thompson
1985). Se trabajé a partir de un pequefa can-
tidad de micelio de los aislamientos puros y
monosporicos de Fusarium oxysporum. Se
agreg6 150 ul de Buffer de extraccién (Sorbi-
tol 2M, Tris-HCI 1M, EDTA 0,5M y Sodium
bisulfite 2M) previo a macerar el tejido vy,
posteriormente, se agregd 150 pul de Buffer de
lisis (NaCl 5M, Tris HCI 1M, EDTA 0,5M
y CTAB 2%). Se aplicé calor (65°C) durante
40 min y se purificé por medio de lavados con
chloroformo-isoamyl alcohol (24:1). Se preci-
pité con acetato de sodio 3M y etanol al 95%
frio, y lavados con etanol al 70%. E1 ADN puro
se disolvié en buffer TE (Tris-Cl pH 7.5 y
EDTA pH 8) y se guardé6 a -20°C.

La amplificacién del ADN se realiz6 con el
marcador molecular para el factor de elongacién
la, el cual es utilizado para diferenciar espe-
cies de Fusarium spp.; con los cebadores EF1
[5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3’]
y EF2 [5- GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)
ATCATGTT-3’] (Nitschke er al. 2009). Estos
amplifican un fragmento de 650 pares de bases.
Para realizar 1a PCR (Polymerase Chain Reaction,
por sus siglas en inglés) se utilizé una mezcla de
reaccion de 25 pl (16,25 ul de agua nanopura esté-
ril; 2,5 ul de Buffer 10X; 2,5 ul de ANTP’s 2mM;
2,5 ul de cada cebador 10 yM; 0,25 ul de Dream
Tag Su/ul 'y 1 ul de ADN a una concentracion de
10 ng.ulY). Las condiciones del perfil térmico fue-
ron, predesnaturalizacién a 96°C durante 2 min,
posteriormente, 35 ciclos de desnaturalizacién a
96°C por | min, anillamiento a 50°C por 1 min
y extension a 72°C por 2 min, y finalmente, una

extension de 72°C por 10 min en un termociclador
Master Cycler Pro, marca Eppendorf. Posterior a
la amplificacion, los productos de PCR se separa-
ron mediante la electroforesis (Enduro™ Power
Supplies, Labnet International, Inc. y NyxTech-
nik) en geles de agarosa al 0,8% a 90 V durante
25 min. Se visualiz6 en una cdmara de fotodocu-
mentacion (Kodak Electrophoresis documentation
and Analysis System, Fisher Scientific).

Los productos de PCR fueron digeridos
con la enzima Exonucleasa I (Exo I, Fermentas),
utilizando 15 ul de producto de PCR, 1,5 ul de Exo
I'y 3 pl de FastAP Buffer. Se incubé a 37°C por
15 min y a 85°C por 15 min en el termociclador.
Los productos de la PCR se enviaron a secuen-
ciar a Macrogen Inc., en Seoul, Corea del Sur.
Las secuencias bidireccionales se alinearon con
el programa BioEdit (Hall 1999). Se realizé un
BLAST para determinar la especie de Fusarium
presente en la pidgina web del National Center of
Biotechnology Information (NCBI) y Fusarium
ID (Geiser et al. 2004). Para comparar la simili-
tud del aislamiento proveniente de Cartago, Costa
Rica se realizé un andlisis filogenético con el Pro-
grama Mega 6.06 (Tamura et al. 2013) y se utilizé
accesiones provenientes del NCBI. Se usaron las
accesiones FJ985267 de FOA (O’Donnell er al.
2009), KX619206 y KX619204 de FOA raza 1,
KX619157 y KX619169 de FOA raza 2, F1985371
de FOA raza 3 y KX619220 y KX619224 de FOA
raza 4 (Epstein et al. 2017); ademds, como grupo
externo se utilizo la accesion GU170560 de Fusa-
rium foetens (Migheli et al. 2010). Las secuencias
fueron analizadas con los programas Neighbor
Joining, Maximum Likelihood, Maximum Parsi-
mony y UPGMA del Mega 6.06.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de sintomas observados
a nivel de campo

En la finca que se visité en Cartago, se
pudieron observar diversos sintomas a nivel de
campo, entre estos, el retraso en la tasa de creci-
miento y enanismo (Figura 1A); amarillamiento
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y marchitez en el follaje, los cuales iniciaron en
el follaje externo y luego en las hojas internas
(Figura 1B). En la base del tallo de plantas cerca-
nas a la cosecha, se observo un orificio necrosado
que aumentd en tamafio con la edad de la planta,
el cual podria ser colonizado por organismos
secundarios del suelo, si la planta permanece en
el suelo (Figura 1C); esto, ademds, podria ocasio-
nar un dafio mayor en el tallo. Asimismo, hubo
reduccion, oscurecimiento y dafio en el sistema

radical (Figura 1C). Al realizar un corte longitu-
dinal en las raices, se observé un enrojecimiento
de los conductos vasculares con coloraciones
naranja-marrén (Figura 1D). La sintomatologia
descrita y observada en campo coincide con lo
que mencionan Elmer y Lacy (1987) y Lori et al.
(2008), quienes describieron que Fusarium oxys-
porum provoca estos sintomas en el apio variedad
“dulce” (Tall Utah 5270), misma variedad que se
cultiva en Costa Rica.

Fig. 1.

Sintomas observados en campo y en laboratorio provenientes de plantas de apio colectadas en Cartago, Costa Rica.

Ay B. Sintomas externos en las plantas enfermas. C y D. Sintomas internos en las plantas enfermas.

Caracterizacion del patogeno asociado al dafio

Caracterizacion morfologica

En cada uno de los aislamientos en medio
sintético PDA, se observd el crecimiento de
colonias de apariencia algodonosa y de color
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blanquecino-rosado en los primeros estados de
desarrollo (Figura 2A). Posteriormente, confor-
me el micelio se desarrolld, se tornd de un color
levemente purpura en el centro del mismo. Por el
reverso del plato petri se observé un color mora-
do oscuro hacia el centro y de un tono mas claro
hacia el borde externo (Figura 2B).
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Fig. 2.

Crecimiento de las colonias (A y B) y caracteristicas morfolégicas de los macro (C), microconidios (D) y clamidés-

poras (E) del hongo Fusarium oxysporum f. sp. apii aislados de plantas de apio.

En el medio de crecimiento CLA se dio
una produccién abundante de macro y micro-
conidios. En el caso de los primeros, estos pre-
sentaron la forma tipica de los macroconidios de
Fusarium, aunque con algunas diferencias entre
ellos, puesto que unos son un poco mas cortos y
otros menos curvos. En promedio cada uno tenia
de 5 a 6 septos, con una célula apical redondea-
da (roma) y una célula basal levemente mellada
(“barely notched”) (Figura 2C). En el caso de
los microconidios se observé mds comtnmente
la forma oval, la mayorfa sin septos y que se
forman sobre monofidlides cortas (Figura 2D).
En la Figura 2E se puede observar clamidosporas
de tipo verrugosas en cadena, encontradas en el
medio de clavel. Esto también fue observado por
Correll et al. (1986) para la descripcion de FOA.

Secuenciacion a partir de marcadores
especificos

A partir del ADN extraido de los aisla-
mientos de FOA provenientes de plantas de apio,

se realizo la secuenciacién para los fragmentos
del factor de elongacién la. Una dnica secuencia
se introdujo en el NCBI bajo el niimero de acce-
sién: KX672005, pues no existié variacion en las
secuencias provenientes de la finca de Cartago.
Esta secuencia es un importante agregado a los
datos que se encuentran en GenBank, pues cons-
tituye un marcador proveniente de un patégeno
que puede ser caracterizado tanto por sus carac-
teristicas morfolégicas como moleculares y cuyo
resultado fue verificado por postulados de Koch.

El fragmento correspondiente al EF-la
se compard con la secuencias reportadas por
Epstein et al. (2017) y O’Donnell et al. (2009).
En la coleccion de O"Donnell et al. (2009) se tra-
bajé con 2 aislamientos provenientes de FOA, sin
embargo, solo uno de ellos es catalogado como
raza 3. Por otra parte, Epstein et al. (2017) logra
encontrar mutaciones especificas que diferencian
las razas de FOA en apio, de acuerdo con el
andlisis de 10 genes. Con la regién del EF-1a., se
logran diferenciar las razas existentes.
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En la Figura 3 se puede observar el andli-
sis filogenético. A partir del drbol generado por el
método Maximum Likelihood se muestra como
el aislamiento proveniente de Cartago, Costa
Rica se agrupa con las razas 1, 3 y 4. Como des-
cribe Puhalla (1984) y Epstein et al. (2017); FOA
raza 1 es capaz de infectar tnicamente el apio
amarillo, en esta investigacion el aislamiento fue
realizado a partir de plantas de apio verde Tall
Utah-5270, por lo tanto podria concluirse que la
raza 1 no podria encontrarse en esta plantacion
por un aspecto de especificidad de las razas con
respecto al hospedante. Por otra parte, la raza 3,
infecta apio verde, sin embargo, se considera la
menos agresiva y la mayoria de las variedades de

apio comercial son tolerantes a la misma, con-
trario a lo que se observé en Cartago, donde las
plantas sufren la aparicién de sintomas de forma
rapida hasta que se marchitan completamente y
mueren. Finalmente, la raza 4 solo se encuentra
en California y es la mds agresiva de todas las
razas. Asi pues, si en Costa Rica la presencia de
la raza 4 se confirma, se deberian tomar serias
medidas de combate para evitar altas pérdidas
en este cultivo. Por otro lado, los aislamientos
de la raza 2, para el EFla se agrupan de forma
separada con el resto de las accesiones. Esta es la
raza mas comun identificada en EE.UU. (Awuah
et al. 1986, Epstein et al. 2017), sin embargo,
existen actualmente muchas variedades toleran-
tes a la misma.

Fo f.sp.apii CostaRica
KX619204 FOA 1
FJ985371 FOAr3
71 KX619224 FOAr4

KX619220 FOAr4
KX619206 FOAT1
FJ985267 FOA

| KX619157 FOAr2

9 | KX619169 FOA 12
GU170560 Ffoetens

1 1
0010 0.008 0.006

Fig. 3.

0.004

L ]
0.002 0.000

Analisis filogenético utilizando Mega 6.06 con idénticos resultados para Maximum likelihood, Minimun parsimony,

UPGMA, Neighbor Joining y Minimum evolution; con 1500 replicaciones para el bootstrap. Se comparé el aisla-
miento obtenido en Cartago, Costa Rica con aislamientos provenientes de USA de las diferentes razas reportadas
para el patosistema apio/ Fusarium. De grupo externo se utilizé Fusarium foetens.

Resultados obtenidos con la verificacion de
los postulados de Koch

En todas las inoculaciones realizadas a
partir del aislamiento de FOA se obtuvo un 100%
de infeccion tanto en la metodologia denomina-
da “con heridas” como en la denominada “sin
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heridas”. En el caso del testigo, no se observé
ningtin dafio en las plantas.

En las evaluaciones realizadas durante
los primeros 15 dias no se observé sintomas de
infeccion en ninguna de las metodologias y al
compararlas con el testigo, se observd poco cre-
cimiento de las plantas inoculadas (Figuras 4A,
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4B, 5A y 5B). Al someter las plantas a un estrés
hidrico, a los 30 dias se pudo observar senes-
cencia y marchitez en el follaje en las plantas
tratadas bajo ambas metodologias (Figuras 4C
y 5C). A los 35 ddi, se presenté mayor senes-
cencia en las plantas inoculadas e inclusive se
dio la muerte de las mismas (Figura 4D y 5D).

El periodo de incubacién obtenido fue menor al
que reporta Lori et al. 2008, quienes indican que
la manifestacion de los sintomas se observé a los
50 dias después del trasplante. En este ensayo de
inoculacion dirigida no se observé la pudricion
en la corona, que es un sintoma comtn en plan-
tas en campo.

Fig. 4.

Severidad de los dafios provocados por Fusarium oxysporum f. sp. apii en plantulas de apio con heridas en el sistema

radical. A. 8 dias. B. 15 dias. C. 30 dias. D. 35 dias, después de la inoculacion.
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Fig. 5.

Severidad de los dafios provocados por Fusarium oxysporum f. sp. apii en plantulas de apio sin heridas en el sistema

radical. A. 8 dfas. B. 15 dias. C. 30 dias. D. 35 dias, después de la inoculacion.

Con base en estos resultados, se observa
como la infeccién del patégeno se puede favo-
recer por la presencia de heridas o aberturas
naturales en el sistema radical, sin embargo, de
acuerdo con los resultados se puede rescatar que
el patégeno presenta mecanismos para invadir el
tejido por si solo y sin ayuda de heridas. La induc-
cién de estrés hidrico durante el desarrollo de los
tratamientos indica que el desarrollo del hongo
en los tejidos se favorece si existe una condicion
de estrés en la planta. Lo anterior coincide con lo
mencionado por Hausbeck (2011), quien indica
que la incidencia y severidad de la enfermedad
provocada por Fusarium oxysporum f. sp. apii
varfa con el nivel de estrés que se presenta en
las plantas tanto en campo como en invernadero.
Se debe tener en cuenta que estos resultados son
preliminares, ya que no se contd con un disefio
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experimental que permitiera encontrar diferen-
cias estadisticamente significativas entre trata-
mientos, puesto que el objetivo principal era la
verificacién de los postulados de Koch.

Se necesita realizar una investigaciéon mas
amplia en diferentes plantaciones de apio que
se ven afectadas por FOA en Costa Rica. De
esta forma, serd posible verificar si la raza 4 o
la raza 1 estdn establecidas en estas poblaciones
y son las responsables de los dafios reportados
en los tdltimos afios. Otro punto importante serd
determinar qué tan virulentas son las razas al
compararlas con razas de FOA de otras latitudes.
Esta informacidn se considera de suma importan-
cia, puesto que las empresas de semilla del pais
importan actualmente material reportado como
tolerante, pero hasta el momento se desconoce la
respuesta que estas van a presentar con el FOA de
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Costa Rica. Se debe determinar la accion de los
fungicidas que son utilizados en este momento
contra FOA y las razas presentes en el pais.

Finalmente el ensayo permitié generar un
diagnéstico inicial sobre el problema que repre-
senta F. oxysporum f. sp. apii en el cultivo de
apio en Cartago, Costa Rica, lo que incluye un
resultado preliminar sobre la raza que serfa posi-
ble encontrar en el pais. A partir del aislamiento
del patégeno se logré realizar la identificacién
y caracterizaciéon morfoldgica y molecular, ade-
mads de verificar la presencia del agente causal
mediante los postulados de Koch.
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