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Resumen

Esta investigacion se enfocod en la busqueda de una alternativa biolégica para el control
de enfermedades postcosechas en cebolla, para ello se aislaron 18 microorganismos de
la superficie de la cebolla en fincas ubicadas en la zona Norte de Cartago, Costa Rica y
se evalud su capacidad de antibiosis contra los patdégenos postcosecha Penicillium spp.
y Pseudomonas cepacia como organismos modelos usando los métodos de cultivo dual e
inhibicion del crecimiento diferido. Se obtuvo que solo siete de los microorganismos aislados
presentaron algun tipo de antibiosis contra los patégenos. Las bacterias tuvieron porcentajes
de inhibicion diferidas entre 28 y 44%, mientras que los hongos mostraron valores inferiores al
32%. Los aislamientos bacterianos se identificaron molecularmente como bacterias del género
Pseudomonas sp, mientras que el hongo H2, que mostré6 mayor porcentaje de inhibicion fue
identificado como Trichoderma sp. Los cuatro aislamientos identificados molecularmente son
potenciales antagonistas para biocontrol de enfermedades postcosecha en cebolla. Ademas,
al haber sido aislados de la superficie de cebolla tiene mayores ventajas en campo que otros
antagonistas que no hayan sido aislados del microbioma natural del cultivo.

Keywords
Antagonism; antibiosis; biological control; postharvest.

Abstract

This study aimed to search a biological alternative for the control of postharvest diseases in
onions, for this, 18 microorganisms were isolated from the onion surface in farms located in
the North of Cartago, Costa Rica. Their antagonistic activity was tested against postharvest
pathogens Penicillium spp. and Pseudomonas cepacia as model organisms using dual culture
and deferred growth inhibition methods. There were only seven of the microorganisms isolated
with some type of antibiosis against the pathogens. Bacteria had deferred inhibition percentages
between 28 and 44%, while fungi showed values lower than 32%. Bacterial isolates were
molecularly identified in the genera Pseudomonas sp, while the fungus H2, which showed a
higher percentage of inhibition, was identified as Trichoderma sp. The four molecularly identified
isolates are potential antagonists for onion postharvest biocontrol. Furthermore, having been
isolated from the onion surface, it has greater advantages in the field than other antagonists that
have not been isolated from the natural microbiome of the crop.

Introduccién

La cebolla (Allium cepa L) es un cultivo importante en Costa Rica, siendo la tercer hortaliza méas
cultivada y comercializada [1]. En la etapa final de su produccion, se puede perder hasta un
30% del cultivo total debido a enfermedades postcosecha causadas por hongos y bacterias [2].

Actualmente, la industria de cebolla utiliza métodos fisicos y quimicos para evitar el desarrollo
de patdgenos postcosecha. En el primer caso, se usan mecanismos naturales (secado al sol),
los cuales son poco eficientes, y artificiales (hornos), cuyo costo econémico es alto, y disminuye
la calidad del bulbo. Mientras que para los tratamientos quimicos se utilizan fungicidas, los
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cuales pueden generar efectos negativos en la salud del ser humano y en ambiente [3], v
pueden ser motivo de rechazo para la exportacion si no se cumplen con los limites de residuos
guimicos o si el agroquimico esta prohibido por reglamentacion [4].

Un abordaje novedoso es utilizar técnicas biolégicas para la proteccion postcosecha, el cual
usa biocontrol con microorganismos para la disminucion de enfermedades causadas por
fitopatogenos. A diferencia de las otras alternativas usadas en el mercado, esta posee las
ventajas de ser una tecnologia de bajo costo, y amigable para el ambiente [5]. No obstante, las
investigaciones relacionadas a la etapa postcosecha en cebolla son escasas, solo se reporta
la utilizacion de tres hongos: Trichoderma harzianum'y T. viride en el control de Botrytis alliy el
uso de Penicillium spp para el control de Aspergillus niger [6], [7], [8].

La busqueda de nuevos microorganismos biocontroladores que permitan una solucion real a
los agricultores debe estar dirigido al desarrollo de un prototipo comercial. Para ello, en las
primeras etapas de investigacion es clave estudios con especies nativas de microorganismos
aislados de la superficie del cultivo a tratar. Esto supone una ventaja en la colonizacion y
supervivencia del organismo, 10 que puede aumentar el éxito del tratamiento [9].

El objetivo principal de este trabajo fue aislar microorganismos de la superficie de la cebolla en
fincas ubicadas en la zona Norte de Cartago en Costa Rica y evaluar su capacidad de antibiosis
contra enfermedades postcosecha usando a Penicillium spp. y Pseudomonas cepacia como
fitopatdgenos modelo.

Metodologia

Obtencién de muestras de bulbos y hojas de cebolla

Se tomaron muestras de hojas y bulbos de dos fincas ubicadas en Llano Grande de Cartago.
Para ello se seleccionaron las hojas externas de cuatro bulbos provenientes de campo, y el tallo
de cuatro bulbos que se encontraban en las carpas de secado, se empaquetaron en bolsas con
cierre hermético, y se pusieron en una hielera hasta su procesamiento.

Aislamiento y purificacion de microorganismos

Se peso 1g de tejido, y se macerdé en 9 ml de agua destilada estéril en un tubo Falcon de 50
ml. Seguidamente, se tomdé 1ml del liquido del macerado y se sembré por extensiéon en placas
(9 cm de diametro) con 20 ml de medios Agar Papa Dextros (PDA) acidificado (2% v/v acido
lactico) y Agar Nutritivo (AN), para el aislamiento de bacterias y hongos, respectivamente. Las
placas se incubaron por dos dias en el caso de las bacterias y cuatro dias para los hongos 27
°C. Luego, se tomo cada colonia de las placas y se sembraron a 27 °C por separado en PDA o
AN hasta obtener un cultivo puro.

Seleccidn inicial de bacterias y hongos

Las bacterias obtenidas en la purificacion se sometieron a la prueba de tincion Gram y se
observaron al microscopio (100X). En el caso de los hongos, aplicé la tincién con azul de
lactofenol para determinar su morfologia al microscopio (40x). Se clasificaron los hongos por
género basados en el manual Barnett & Hunter [10]. Después de ello, se eliminaron hongos
patdgenos reportados por Granados [2] y las bacterias con morfologia de coco.
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Pruebas de antibiosis

Se realizaron pruebas de antagonismo in vitro por triplicado en contra de los patégenos
Penicilium spy P. cepacia. En el caso de las pruebas de hongos contra Penicillium sp se utilizd
una modificacion de la metodologia implementada por Astorga et al. [11]. Este cambio consistio
en poner 50 ul de la solucién de esporas del patdégeno (concentrada a 1x107 conidios/ml) a 1.5
cm del borde de una placa Petri de 9,0 cm de diametro y en el extremo contrario en linea recta se
sembré una alicuota con 50 pl de la solucién de esporas del potencial antagonista (concentrada
a 1x107 conidios/ml) a 1.5 cm del borde de la placa. Para los aislamientos clasificados como
Penicillium sp, se modifict la distancia entre el extremo de la placa y la alicuota por 3 cm debido
a la lentitud del crecimiento. Todas las pruebas se incubaron a 27 °C por nueve dias. El ultimo
dia del ensayo se midi6 el porcentaje de inhibicion radial, aplicando formula usada por Astorga
et al. [11]:

PICR = (didmetro de control patégeno — didmetro patégeno tratamiento) * 100

didmetro del control patégeno

En las pruebas contra Pseudomonas cepacia se utilizé una modificacion de la metodologia
desarrollada por Moran et al [12]. Para ello, se prepar6 un cultivo de 24 horas (OD,,=0,3-0,4)
de los aislamientos bacterianos y se sembrd 25 ul en el centro de una placa Petri (9 cm de
diametro) con Agar Nutritivo. Seguidamente, se dejo secar en camara de flujo laminar por 40
minutos, y después se dejo crecer por 24 horas a 27°C. Al finalizar el tiempo de incubacion se
asperjo dos veces con cultivo liquido de P. cepacia (OD,,,=0,3-0,4) y se dejo secar en camara
de flujo laminar por diez minutos. Al terminar este proceso, las placas fueron incubadas a una
temperatura de 27°C por 48 horas. Para los aislamientos fungicos, se realizd el mismo proceso,
pero usando una solucion de esporas (1x107 conidios/ml) para la inoculacion en el centro de la
placa. Al terminar la aspersion del patégeno, se dejé incubando por 5 dias a 27°C.

Al finalizar las pruebas, se calculd el porcentaje de inhibicion diferida (PID) usando la férmula
usada por Moran et al [12]:

(Diametro total inhibicion — Diametro de microorganismo) * 100

PID =
Diametro total inhibicion

Identificacidn molecular

Se extrajo el ADN de dos aislamientos bacterianos y un hongo los cuales mostraron el mayor
porcentaje de inhibicion contra los dos patdégenos. En el caso de bacterias se usod el kit
comercial The Wizard® Genomic DNA Purification Kit, segun el protocolo del fabricante y para
el hongo se implementé el protocolo usado por Watson [13]. EI ADN obtenido fue almacenado
a -70°C para analisis posteriores. La cuantificacion y pureza del ADN extraido se obtuvo en
el equipo NanoDrop™ Lite Spectrophotometer, donde se seleccionaron las muestras con una
relacion 260/280 entre los valores 1,8-2,0. Mientras que la integridad se determiné en un gel de
agarosa al 1,5%(m/v) a un voltaje de 80 V por 30 min.

A partir del ADN extraido se amplificaron las regiones 16 S del ADN ribosomal aplicando
la técnica de PCR usando el equipo Applied Biosystems Veriti ™ thermal cycler. En el
caso de bacterias se utilizaron los primers 534R (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3") y 341F
(5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3), y con el siguiente programa: un ciclo de 95 °C durante
1 min, 30 ciclos de 95°C durante 1 min, de 54 °C durante 1 min y de 70 °C durante 3 min;
por ultimo, un ciclo de 72 °C durante 8 min. Para el ADN de hongos se us6 los primers ITS-1
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCG G-3’) y ITS-4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), con el
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programa de termociclado: un ciclo de 95 °C durante 1 min, 30 ciclos de 95°C durante 1 min,
de 55 °C durante 1 min y de 70 °C durante 3 min; por ultimo, un ciclo de 72 °C durante 8 min.
Al terminar los productos de PCR fue almacenados a -70°C para analisis posteriores.

La calidad de los productos se determind en un gel de agarosa al 1,5%, voltaje de 80V por
30 min. Una vez que se observo una unica banda clara en el producto de PCR, se manddé
a secuenciar a Psomagen Inc, y los resultados se compararon con secuencias genéticas
utilizando la base de datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) y la herramienta BLAST para su alineamiento.

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA para determinar la diferencia estadistica entre medias de los aislamientos
en los resultados de antibiosis usando el programa estadistico Minitab 19.1.1.

Resultados y discusion

Aislamiento e identificacion

Se obtuvieron 18 aislamientos baterianos y fungicos, en ambas fincas, sin embargo, después
de la identificacion vy filtrado se eliminaron 10 microorganismos. Se conservaron los hongos
identificados mediante microscopia 6ptica en los géneros Penicilliumy Trichoderma debido a
que existe evidencia previa como biocontroladores en enfermedades postcosecha en cebolla
[6], [8]. En el caso de las bacterias, se conservaron todos los aislamientos ya que previamente
se han utilizado en formulaciones postcosechas en hortalizas como papa, camote y vainica
[14], [15]. En el cuadro 1 se presenta un resumen de los microorganismos finales:

Cuadro 1. Aislamientos provenientes de hojas de bubo de cebolla de la zona Norte de Cartago.

B1 Campo Bacteria Cocobacilus
B2 Campo Bacteria Cocobacilus
B3 carpa Bacteria Cocobacilus
B4 carpa Bacteria Bacilus
H1 Campo Hongo Trichoderma
H2 Carpa Hongo Trichoderma
H4 Carpa Hongo Penicillium
H5 Campo Hongo Penicillium

Pruebas de antibiosis

Los resultados de antibiosis mostraron que solo siete de los aislamientos tuvieron algun tipo
de antibiosis ante P. cepacia y Penicillium sp. Lo anterior implica que estos microorganismos
produjeron algun metabolito antimicrobiano que disminuy¢ el crecimiento o actividades
metabdlicas de los fitopatdgenos usados [16]. En el cuadro 2 se detalla los valores obtenidos
para cada aislamiento:
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Cuadro 2. Resumen de pruebas antibiosis de potenciales antagonistas
ante los patogenos Penicillium spy P. cepacia.

B1 38.12+ 282 a 35.26 + 8.62 a,b
B2 34.39 + 9.90 a,b 28.20 + 11.56 b,c
B3 NI 44.05 +6.89 a
HA1 9.95 + 3.28"d,e 15641 £ 446 ¢
H2 24.72 £ 459" b,c 3250 + 7.35a,b
H3 5.77 £ 5.89% e NI**

H4 18.68 7.46*c,d NI

*Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferente segun la prueba LSD de
Fisher (p<0,005)
**No mostré inhibicion

Las bacterias fueron los aislamientos que mostraron la mayor inhibicién del crecimiento
ante los patégenos, ya que los valores obtenidos estuvieron en un rango entre 28 y 44%. Su
identificacion a nivel molecular coincidié con el género Pseudomona sp, las cuales ya han
reportado especies con capacidad de antibiosis ante patdégenos postcosecha. Por ejemplo,
Pseudomona fluorescens ha sido usado exitosamente en bioformulaciones para cultivos de
papa [17]. Ademas, las cepas SC-10 ESC-11 de Peudomonas syringae son el ingrediente activo
de BioSave™, dnico formulado comercial postcosecha para aplicaciones en hortalizas (papa y
camote) [18].

Los hongos mostraron la menor inhibicion (menor al 30%) en comparacion a las bacterias, no
obstante, el aislamiento H2 tuvo la particularidad de ser estadisticamente igual a la bacteria con
mayor inhibicion (B1) en frente P. cepacia. El hongo H2 fue identificado molecularmente del
género Trichoderma, segun los alineamientos de BLAST, y con un 98.50 % de identidad con
la especie Trichoderma asperellum, la cual ha sido reportado previamente en literatura como
antagonista del patdbgeno poscosecha de cebolla: Aspergillus niger en condiciones in vivo [19].

La capacidad de antibiosis no es Io Unico que se debe de tener al escoger el antagonista, ya
gue su interaccion con el patdbgeno afecta también a la composicion del microbioma del bulbo y
hojas [20]. Uno de los efectos que podria ser negativo a la cebolla si un antagonista es aislado
de otros cultivos es la eliminacion de los microorganismos benéficos del microbioma, ya que
estos podrian ayudar al control de otros patdogenos. Por tanto, los aislamientos de Pseudomona
spy T. asperellum al ser aislados del microbioma natural, disminuyen las posibilidades de
afectar de forma negativa al microbioma y por tanto posee un mayor potencial de eficacia para
el control de enfermedades postcosecha [21].

Conclusiones

La composicion del microbioma de las hojas de cebolla estd compuesta por una diversidad de
bacterias y hongos benéficos. Algunos de los microorganismos tienen potencial para disminuir
las enfermedades postcosecha de cebolla.

Los aislamientos bacterianos del género Pseudomona sp, y el aislamiento de Trichoderma
asperellum tuvieron la mayor capacidad de produccion de compuestos antimicrobianos ante
los patégenos Penicillium spy P. cepacia. Ademas, al haber sido aislado de la superficie de la
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hoja de la cebolla posee mayores ventajas ante otros antagonistas que no hayan sido aislados
del microbioma natural del cultivo. No obstante, para verificar su eficacia como una alternativa
para los agricultores se debe evaluar su capacidad de biocontrol en experimentos sobre bulbos
de cebolla en campo vy el desarrollo de escalamiento y bioformulacion de una o el conjunto de
todos los microorganismos.
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