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Resumen

El cultivo del ajo (Allium sativum L) en Costa Rica
se podria convertir en una alternativa rentable para
la produccién y diversificacion de los agricultores
de hortalizas. Sin embargo, el tipo de reproduccién
vegetativa que presenta facilita la transmision y
diseminacién de enfermedades, lo que provoca un
debilitamiento progresivo de los bulbos.

Actualmente, se buscan alternativas de manejo
diferentes al control quimico, para disminuir el
impacto ecoldgico y ambiental de los patdgenos
que lo afectan. El control bioldgico es una de ellas,
pero presenta dificultades para el aislamiento y la
identificacion certera de patdgenos asociados a
pudriciones que se dan en el suelo. Por lo anterion,
el objetivo general de esta investigacidén consistio
en aislar e identificar a nivel de especie cepas de
Pseudomonas marginalis, Penicillium sp. y Sclerotium
cepivorum a partir de material vegetativo de ajo en
campo, para su utilizacién en futuros trabajos de
control bioldgico de estas enfermedades.

La metodologia seguida permitié aislar e identificar
con un alto porcentaje de certeza a P margindlis, asf
como obtener cultivos monospdricos de Penicillium
sp. v cultivos puros de S. cepivorum. Las técnicas
descritas constituyen la base para futuros trabajos
relacionados con las fitopatologfas en el cultivo del ajo.
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Abstract

The garlic field (Allium sativum L)) in Costa Rica
could become a profitable alternative for the pro-
duction and diversification of the vegetable farmers.
However, the type of vegetative propagation that
it presents facilitates the transmission and dissemi-
nation of diseases, which produces a progressive
weakening of the bulbs.

Currently, different options from chemical control
are being searched, in order to reduce the ecologi-
cal and environmental impact of the pathogens to
it. Biologic control is one of them, but it presents
difficulties in the isolation and accurate identification
of pathogens associated to the decay that occurs
in the soil. Therefore, the general objective of this
research was to isolate and identify, at a species
level, strains of Pseudomas marginalist, Penicilium sp.
and Sclerotium cepivorum, from vegetative material
of garlic in field, for its utilization in future studies of
biologic control of these diseases.

The followed methodology allowed us to isolate and
identify P marginalis with a high accurate percentage.
Also, it allowed us to obtained single-spore cultures
of Penicillium sp. and pure cultures of S.cepivorum.
The described techniques constituted the basis for
future works related to the plant diseases in the
garlic production.



Introduccion

El qjo (Allium sativum L) pertenece a la familia
de las amarilliddceas (Amarillidaceae), subfamilia
alioideas (Allioideae) (The Angiosperm Phylogeny
Group, 2009). Es una especie ampliamente cultivada
que ocupa el segundo lugar en importancia dentro
del género Allium después de la cebolla (Ledezma
y Apitz, 2006, FAO, 2012, Navarro, 2007, APG,
2009). Esta hortaliza se destaca porque posee
fitoquimicos, fructanos (inulina) y compuestos
organoazufrados como la alicina, que son
importantes por sus propiedades antioxidantes,
hipocolesterolémicas, antibacterianas, antifingicas,
antivirales y antiparasitarias; sin dejar de lado el uso
culinario como condimento y conservante (Portela,
2007, Robinson, 2007).

En el campo, la produccién se dificulta pues el ajo no
produce semillas viables, por lo que se siembran los
bulbos cosechados de la temporada anterior. Estas
condiciones de reproduccidn vegetativa facilitan la
transmisiéon y diseminacién de las enfermedades, lo
que causa un debilitamiento progresivo e irreversi-
ble de las variedades (Garcfa y Sanchez, 2000, Burba,
2009).

En Costa Rica, la dindmica de produccion del ajo
ha pasado de ser meramente familiar a un cultivo a
pequefia escala, lo cual, unido a su alta estabilidad en
el tiempo una vez seco, hace del cultivo una alterna-
tiva rentable para la produccién.

El ajo es propenso al ataque de patdgenos que cau-
san enfermedades tanto en el follaje como en los
bulbos, lo que limita los rendimientos y la calidad.
Entre ellos se destacan Penicillium spp., que causa
el llamado “moho verde”; Pseudomonas marginalis,
promotor de la “podredumbre blanda”, y Sclerotium
cepivorum, asociado con la““podredumbre blanca™ en
raices y bulbos (Rojas et al., 2009).

Las alternativas de manejo diferentes al control qui-
mico, como lo es el control bioldgico, representan
una de las herramientas mds viables desde el punto
de vista ambiental y econdmico. Este control puede
incluir el uso de bacterias, hongos, virus, plantas
superiores y microfauna. Los agentes mds estudia-
dos en el caso del ajo son los géneros Streptomyces,
Pseudomonas, Agrobacterium, Trichoderma y Bacillus
(Reinoso et al., 2006, Izzeddin & Medina, 201 1). Uno
de los principales problemas que se presenta con
esta metodologfa es la dificultad que representa el
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aislar e identificar con certeza los patégenos asocia-
dos a pudriciones o descomposiciones que se dan
en el suelo.

Podredumbre verde o Moho azul (Penicillium spp.)

El género Penicillium (Familia Moniliaceae, Division
Deuteromicotina, Orden Moniliales) es un hongo de
crecimiento relativamente rdpido, que inicialmente
forma colonias blancas aterciopeladas, las cuales van
adquiriendo diferentes colores segin la especie; al
final quedan cubiertas de esporas con un aspecto
polvoriento. La colonia estd constituida por micelio
de hifas delgadas septadas (Arias y Pifieros, 2008).

Este microrganismo estd presente en todos los
ambientes y en el caso del ajo penetra en los bul-
bos, aprovechando heridas o cualquier condicién de
estrés durante la brotacién y el crecimiento. Causa
lesiones amarillas cubiertas por moho blanco que
posteriormente cambia a azulado (por fructificacio-
nes), lo que impide que el bulbillo brote y que, si lo
logra, se muestre con poco vigor hasta la muerte. Su
control se realiza desinfectando la semilla antes de la
siembra (figura I) (Portela, 2007).

Podredumbre blanca o Torbo
(Sclerotium cepivorum Berkeley)

Sclerotium cepivorum (Familia Sclerotiniaceae, Division
Eumycota, Orden Myceliales) afecta solamente a
las especies de Allium y desarrolla estructuras de
resistencia con una viabilidad mayor de 90%. Puede
formar esclerocios secundarios, dentro o adyacentes
a los esclerocios originales, que influyen fuertemente
en su supervivencia Yy tienen la capacidad de resistir
en el suelo por mds de 20 afos sin perder su efec-
tividad (Granados y Wang, 2008, Granados, 2005,
Rivera, 201 1).

Su crecimiento se incrementa a altas temperaturas,
de 20-27° C, cuando invade las raices y bulbos en

Figura |.Ataque de ajo por Penicillium.
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forma de un moho blanco y sedoso; posteriormente
forma los esclerocios (lo cual es favorecido por tem-
peraturas de 14-18° C) (figura 2).La germinacion de
estas estructuras de resistencia es estimulada por
compuestos de azufre presentes en los exudados
radicales del cultivo, lo que provoca que si la planta
es joven, se pudra y si el ataque es tardio, puede
pasar desapercibido y desarrollarse durante el alma-
cenamiento (Piccolo, 2007).

Podredumbre blanda o bacteriosis (Pseudomonas
marginalis o Erwinia rhapontici Burkholder)

Pseudomonas marginalis o Erwinia rhapontici (Familia:
Pseudomonadaceae, Orden Pseudomonadales)
causa pudricién blanda de tubérculos, bulbos vy
tallos. En hojas, las lesiones iniciales en los mdrgenes
evolucionan a lesiones oscuras de mayor tamafio.
En condiciones de alta humedad y temperatura, el
daifo se puede extender a toda la planta (figura 3).
En general se considera una bacteria oportunista
que se trasmite a través de la lluvia, el viento y las
practicas culturales (Acufia, 2008).

Control bioldgico

En el suelo existe un equilibrio microbioldgico que
favorece la regulacién natural de las poblaciones.
La diversa cantidad de microorganismos que se
encuentran en una fraccién del suelo cumple fun-

Figura 3. Ataque de ajo por Pseudomonas en
campo.

ciones determinantes en la transformacion de los
componentes organicos e inorgdnicos. La utilizacién
de microorganismos saprofitos pertenecientes a
la flora eddfica para controlar patdgenos vegetales
representa una importante herramienta del control
bioldgico. En los dltimos afios, la utilizacidon de estos
microorganismos antagonistas ha demostrado ser
una alternativa frente al control tradicional con
productos quimicos. Sin embargo, en todas estas
pruebas es fundamental disponer de aislamientos
bien identificados y caracterizados del patdgeno.

Es por ello que el objetivo general de esta investiga-
cion consistio en aislar e Identificar a nivel de especie
cepas de Pseudomonas marginalis, Penicillium sp. y
Sclerotium cepivorum a partir de material vegetativo
de gjo (Allium sativum), para su utilizacion en futuros
trabajos de control bioldgico de las plagas en campo.

Materiales y métodos
Localizacion y material experimental

Las pruebas y procedimientos se llevaron a cabo
durante el segundo semestre de 2012 en las instala-
ciones del Centro de Investigacion en Biotecnologfa
(CIB) v en los laboratorios de la Escuela de Biologia
del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.

Para los bioensayos se emplearon muestras de
tejido vegetal (bulbos de ajo), rizdsfera y suelo con
signos de las diferentes patologias en campo, proce-
dentes de la zona norte de Cartago.

Aislamiento y caracterizacion de
Pseudomonas marginalis

Se seleccioné material vegetativo de ajo (A. sativum)
que presentaba signos de pudricién por Pseudomonas
sp. Se lavaron los bulbos con agua potable y jabdn
y se desgranaron y colocaron en gasa estéril. A
continuacién se transfirieron a una camara de flyjo
laminar y se sumergieron en alcohol al 70% por 30s,
en hipoclorito de sodio al 2% durante 10s y 3min
en agua destilada estéril. Seguidamente se colocaron
en placa Petri con filtro estéril por 2min y con bisturf
previamente esterilizado se cortaron en trozos con
50% de tejido sano y 50% enfermo. Se inocularon
tres segmentos por placa en Agar B. de King a 28 +
2° C durante 24-48 horas. Las colonias presuntivas
se transfirieron a Agar B. de King y en Agar YDC,
como medio confirmativo; posteriormente, las que



se tornaron color crema se sembraron en medio
B de King nuevamente, de éstas se escogieron las
que presentaron fluorescencia y se les aplicod la
prueba Hugh & Leifson para determinar movilidad
y oxidacién-fermentacion.

Para la identificacién de P marginalis mediante Test
APl 20 NE se tomaron de |-3 colonias de cepas
cultivadas en Agar B. de King y se suspendieron
en solucion salina ajustando la concentracion a 0,5
escala Mc Farland, posteriormente se agregaron
200 pl en medio James (2000) y se colocaron las
alicuotas en las clpulas. La lectura de los resultados
se realizé a las 24 y 48 horas.

Aislamiento y caracterizacion de Penicillium spp.

Se seleccionaron bulbos con signos de moho azul
en campo, posteriormente fueron colocados en
cdmaras de germinacién sobre una bandeja de alu-
minio con papel filtro himedo durante un periodo
de 4 a 5 dfas, hasta el crecimiento del hongo. Los
hongos fueron recuperados vy transferidos a placas
Petri con medio de cultivo PDA (agar-papa dex-
trosa, a razén de 2 ml de 4cido lactico al 10% por
00 ml de medio) y se incubaron a 28-30° C por
72 horas. Seguidamente se realizd la caracterizacién
e identificacion a partir de la observacién del creci-
miento, color y aspecto de las colonias; por Ultimo,
se identificaron a través de las claves taxondmicas
para hongos imperfectos de Barnett & Hunter
(1998) y Lépez y colaboradores (1998).

La obtencidn del cultivo monospdrico de Penicillium
se realizd a partir del indculo del hongo aislado por
5 dfas y una vez esporulado se tomd una porcién
de tejido fungico y se transfirid a un tubo Eppendorf
® de 1,5 ml que contenfa | ml de Tween 0,1%,
posteriormente se agitd en vértex |5 sy se colocd
en bafio Marfa 3 min. Se realizaron diluciones seria-
das (hasta obtener de 50 a 100 esporas por ml en
Cdmara Neubauer), que se sembraron en 100 pl
de la dilucidn 10° en medio PDA distribuida con
espatula Drigalski®. Se incubaron por 2 semanas,
cuando se observd la germinacidon de una espora
en microscopio a 400 aumentos, luego se transfirid
a otra placa con PDA y se continud con la incuba-
cidn hasta el desarrollo total de la colonia (Arias vy
Pineros, 2008).
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Aislamiento de Sclerotium cepivorum

Para el aislamiento primario de cepas de S. cepivo-
rum se siguid la metodologia descrita por Vimard
y colaboradores (1986), que consiste en separar
los esclerocios de las particulas del suelo mediante
un gradiente de sacarosa y posteriores filtraciones.
Cuando las cepas provenian de la coleccidon mico-
|6gica del CIB, los esclerocios se desinfectaron, se
colocaron en gasa y se transfirieron a cdmara de flujo
laminar; después se sumergieron en alcohol al 70%
por 30s, en hipoclorito de sodio producto comercial
al 3% 10 s y 3 min en agua destilada. Seguidamente
se inocularon en medio Agar extracto de ajo (EAA)
y PDA ac a 28° C por 5 dias (Rivera, 201 I).

Ademads se desarrolld la técnica de cinta pegante
para los género flngicos (Penicillium, Sclerotium) que
consistié en cortar 4 cm de cinta, que se tomd con
pinzas y se presiond firmemente sobre la colonia
del hongo, posteriormente esta tira se colocé en
un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol.

Las cepas de los hongos obtenidas a partir de su
cultivo se identificaron con la clave taxondmica
Barnett & Hunter (1998) a partir de tincidn con azul
de lactofenol, para la diferenciacién de estructuras.

Conservacion de cepas

Los microorganismos aislados e identificados se
conservaron en tubos inclinados con medio de cul-
tivo y sellados con aceite estéril. Posteriormente se
refrigeraron a 4° C.

Resultados y discusion

Aislamiento e identificacion de
Pseudomonas marginalis

El cultivo de las bacterias a partir de los bulbos
de ajo condujo al aislamiento y la identificacidn
de Pseudomonas (figuras 4 vy 5a). El crecimiento
en el medio selectivo YDC facilitd el cultivo de
microorganismos pertenecientes al género de inte-
rés, mientras que los medios Agar Eosina y Azul de
metileno vy agar glucosado terminaron de confirmar
la identificacién de colonias, que por su forma vy
cambio de coloracion indicaban que se trataba de
Pseudomonas.

Lo anterior se confirmd con las pruebas bioquimicas
individuales mostradas en el cuadro |. Para la
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Figura 4. Aislamiento de Pseudomonas: a) crecimiento en medio selectivo YDC, b) cepa aislada en medio Agar Eosina y

Azul de metileno, ¢) crecimiento en Agar Glucosado.

Iil
P

Figura 5. Aislamiento de Penicillium sp. En a. Conidios e hifas aumento 40X .b) En PDA a los 6 dias de incubacion

28+1°C. c.) Subcultivo monospdrico en PDA ac.

caracterizacion a nivel de especie, la prueba API
20NE condujo a un 92,5% de identificacién para
Pseudomonas marginalis (cuadro 2). Es importante
recordar que el sistema de API se basa en reacciones
miniaturizadas que brindan un cddigo numérico,
las cuales, con la utilizacidn de un algoritmo
especifico determinan una serie de porcentajes de
identificacion. El porcentaje mds alto representa una
mayor probabilidad de identificacién correcta.

Se considera que un 92,5% es un buen porcentaje
de identificacion, que estd asociado a una alta proba-
bilidad de que la bacteria sea P margindlis.

Aislamiento y caracterizacion de Penicillium spp.

En lo que se refiere a los hongos, la cepa de
Penicillium obtenida fue identificada con la clave
taxondmica Barnett &Hunter (1998) a partir de
tincidn con azul de lactofenol para la diferenciacion
de estructuras (figura 5a).

A este aislamiento se le realizd un proceso de culti-
vo monosporico, el cual garantiza la uniformidad del
material genético (Figura 5b,c). Este procedimiento
se considera fundamental si luego se quieren desa-

rrollar estudios tendientes a la identificacion de la
especie.

Aislamiento y caracterizacion
de Sclerotium cepivorum

Después de 5 dfas de incubacion a 28°C, a partir
de los esclerocios cultivados se obtuvieron colonias
bien desarrolladas. Estas presentan abundante mice-
lio blanquecino vy la formacidn de nuevos esclerocios
en el borde la placa. La observacién al microscopio
a 400 y 1000 aumentos indicd que se trataba de la
especie cepivorum por las estructuras tipo “clamp”y
las caracterfsticas de las hifas (figuras 6 y 7).

Conclusiones

La metodologia descrita permitid aislar e identificar
positivamente colonias de Pseudomonas marginalis a
partir de bulbos de ajo.

En lo que respecta a los hongos, se obtuvieron
e identificaron con microscopia &ptica cultivos
monospdricos de Penicillium sp. y cultivos puros de
Sclerotium cepivorum.



Cuadro |. Resultados

de pruebas de

identificacién para Pseudomonas.

Gram Bacilos (-)
B. de King Positivo
YDC Colonias crema
Prueba Hugh & Leisson (O/F) Oxidativo
Sangre Positivo
Glucosado Positivo
Peptona Positivo
Motilidad Positivo
Catalasa Positivo
Nitrato Positivo
Agar Nutritivo 19 dextrosa Negativo
Voges Proskauer Negativo
Citrato Simmonds Negativo
Voges Proskauer Negativo
Tolerancia 6,5% NaCl Negativo
Hidrdlisis Almidén Negativo
Rojo de metilo Negativo

Cuadro 2. Resultados de pruebas APl de
identificacién para Pseudomonas.

L-triptofano Api 20 NE Negativo
D-Glucosa Api 20 NE Positivo
L-Arginina Api 20 NE Negativo

Urea Api 20 NE Negativo

Citrato Férrico

Api 20 NE Positivo

Gelatina Api 20 NE Positivo

PNPG Api 20 NE Positivo
D-manosa Api 20 NE Positivo
D-manitol Api 20 NE Positivo

N-acetil Glucosamina

Api 20 NE Positivo

D-maltosa

Api 20 NE Positivo

Gluconato

Api 20 NE Positivo

Acido céprico

Api 20 NE Negativo

Acido adipico

Api 20 NE Negativo

Acido malico

Api 20 NE Positivo

Citrato trisédico

Api 20 NE Positivo

Acido fenilacético

Api 20 NE Negativo

Citocromo oxidasa

Api 20 NE Negativo
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Figura 6. Vista al microscopio de Sclerotium
cepivorum (400x).

Figura 7. Cultivo de Sclerotium cepivorum: a)
cultivo de esclerocios producidos in vitro, b)
cultivo mediante discos con micelio.

Las técnicas descritas constituyen la base para futu-
ros trabajos relacionados con las fitopatologfas en el
cultivo del ajo.
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