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1.- INTRODUCCION

El Centro de Conservacion de la Biodiversidad Agricola de Tenerife (CCBAT) trabaja en la
caracterizacion y seleccidn de las variedades tradicionales de cebolla de Tenerife. Los mayores
problemas a los que se enfrenta actualmente este cultivo en la isla son la insuficiente
produccion de semillas, que no alcanza a cubrir la demanda, y la necesidad de hacer seleccion
para obtener variedades mas homogéneas y estables.

Las semillas de estas variedades locales son producidas anualmente por los agricultores
tradicionales de cada zona. Su distribucién es directa, no utilizdandose ningin método de control
fitosanitario. Algunos hongos que producen enfermedades importantes del cultivo pueden ser
trasmitidos por semillas, como Botrytis allii, Alternaria porri, Fusarium spp., etc. (tabla 1)
(Diekmann, 1997). El-Nagerabi y Abdalla (2004) identificaron en semillas de cebolla de
cultivares sudaneses hasta once especies de Aspergillus, siendo el mas frecuente A. niger. A
este género le seguia Penicillium, Alternaria, y en menor medida otros como Sclerotium,
Byssochlamys, Rhizopus. Peluffo y Gonzalez (2008) encontraron en semillas de cebolla
producidas en Uruguay los siguientes hongos Botrytis squamosa, Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Stemphylium sp., Fusarium sp. y Penicillium sp. En diferentes localidades de Maharashtra
(India), Swati et al. (2011) encontraron doce especies de hongos en una variedad de semilla
local. EIl mas frecuente fue A. niger. Sin embargo, en Puerto Rico, Velez et al. (2004)
encontraron que en semillas comerciales de cebolla era predominante la combinacion
Aspergillus niger y Rhizopus sp. Hongos mayoritariamente saprofitos como Aspergillus sp. y
Penicillium sp. podrian ser el origen de infecciones en semilleros, plantas maduras y bulbos en
condiciones calidas (Lorbeer et al., 2000; El-Nagerabi y Abdalla, 2004). Aspergillus sp. puede
ser transmitido a las plantas jovenes a partir de semillas infestadas (Garcia, 2003).

Tabla 1.- Algunos hongos transmitidos por las semillas de especies de Allium (Diekmann, 1997)

Internamente Externamente Contaminaciéon concomitante
transmitido por transmitido por
semillas semillas

Alternaria porri -- X -

Botrytis allii -- X X

Fusarium spp. Posiblemente Posiblemente X

Sclerotium cepivorum -- X

Stemphylium vesicarium | X X -

En los cultivos de plantas de cebolla de variedades locales de Tenerife son frecuentes las
enfermedades producidas por Botrytis y Alternaria, mientras que las enfermedades mas
importantes en postcosecha se deben a los hongos Aspergillus, Penicillium y Fusarium, en este
orden de importancia. Como ya se ha dicho anteriormente, estos hongos pueden ser
transmitidos por semilla (Garcia, 2003). En ensayos de postcosecha llevados a cabo por el
CCBAT con variedades locales de cebolla de Tenerife (resultados no publicados), se verificd que
la presencia de los hongos Aspergillus, Penicillium y Fusarium en los bulbos era superior al 40,
15y 2%, respectivamente.
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Burkholderia gladioli pv. allicola y Burkholderia cepacia son bacterias fitopatégenas que
causan especificamente enfermedades en la cebolla, mientras que especies de otros géneros
como Pseudomonas y Pectobacterium afectan a muchos otros cultivos. También se detectan
otras especies de bacterias oportunistas o saprofitas en podredumbres de la cebolla en
condiciones ambientales desfavorables o en presencia de otros organismos nocivos. Todas estas
bacterias sobreviven en los restos vegetales y en el suelo. Sélo hay evidencias cientificas de que
la bacteria Pantoea ananatis que causa podredumbres en el bulbo (center rot) puede
encontrarse en semilla y transmitir la enfermedad (Walcott et al., 2002), mientras que
Xanthomonas sp., que causa el tizén bacteriano de la cebolla, ha podido detectarse en semilla,
pero no se ha confirmado su transmision a partir de ellas (Roumagnac, 2000).

En Tenerife se han aislado especies de bacterias como Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, Burkholderia sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas sp., Pantoea sp., Enterobacter cloacae, Serratia sp., etc. a partir de cebollas
enfermas en campo o en postcosecha.

Sin embargo, en Tenerife y en Canarias, hasta la fecha, no se han estudiado los
microorganismos mas frecuentes en las semillas de esta aliacea.

2.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Diekmann (1997), en la guia técnica para el movimiento seguro de germoplasma de
Allium, cree necesario el lavado y desinfeccion de semilla con hipoclorito sédico o con un
pesticida apropiado, para evitar la propagaciéon de enfermedades y la contaminacién de nuevos
campos de cultivo.

En la produccidon de semillas de cebollas certificadas es habitual el empleo de fungicidas
para el control de enfermedades transmitidas por semilla que puedan afectar al semillero, al
cultivo, e incluso, a la conservacion. Hasta el momento el fungicida mas empleado ha sido
tiram, para el control de hongos de nascencia como Phytium y otros muy frecuente en este
cultivo como Alternaria, Botrytis y Fusarium (Andnimo, 1992). Sin embargo, aun no se ha
contrastado su eficacia sobre los hongos mas frecuentemente encontrados en las semillas de
cebolla de Tenerife. Asimismo, el hipoclorito sdédico ha sido ampliamente utilizado en la
desinfeccion de semillas de numerosas especies vegetales, al tratarse de un producto de amplia
distribucion y facil acceso, especialmente cuando no se disponia de otros desinfectantes
(Andnimo, 1992).

La termoterapia es una técnica utilizada para la desinfeccion de semillas, sobre todo de
hortalizas, siendo altamente recomendada para tomates y pimientos, y su objetivo principal es
la eliminacion de los virus transmitidos por semilla. Hasta el momento no se conoce la
transmision de virus a través de semilla en cebolla, aunque es interesante el efecto positivo que
esta técnica tiene sobre el control de otros patdgenos. Aveling et al. (1993) probaron la eficacia
de distintos métodos de desinfeccion de semilla de cebolla, como la termoterapia y los
tratamientos con tiram o hipoclorito sodico, sefialando que el mas efectivo era la termoterapia.
Como conclusion recomendaban sumergir las semillas de cebolla durante 20 minutos en agua a
50°0C, para controlar Alternaria porri y Stemphylium vesicarium de forma mas eficaz que la
aplicacion de fungicidas. Sin embargo, este tratamiento térmico redujo la germinacién y la
emergencia de las semillas comparadas con el control.

El objetivo de este ensayo fue estudiar: (1) las poblaciones de microorganismos
fitopatdogenos presentes en las semillas de cebolla de variedades tradicionales de
Tenerife (2) la eficacia de la aplicacion de productos quimicos y de termoterapia en su
control y (3) el efecto de éstos sobre la germinaciéon. Todo ello, con el fin de poder
disponer de un tratamiento que aplicado a las semillas obtenidas por los agricultores
permita su distribucién posterior con las mejores garantias fitosanitarias.
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3.- MATERIAL Y METODOS
3.1.- MATERIAL VEGETAL
3.1.1.- Ensayo de desinfecciéon quimica

Se emplearon semillas de tres variedades locales de cebollas de Tenerife conservadas en
el CCBAT y cuyas caracteristicas se citan en la tabla 2.

Tabla 2.- Resumen de las variedades con sus caracteristicas fundamentales

. Tamanho
Variedad medio bulbo
Carrizal Alto (CA) CBT00118 Rosa intenso Eliptica Grande
Masca (M) CBT02513 REES] Achatada Mediano
asalmonado
Guayonje (G) CBT02511 | Purpura oscuro Mayogltllggi?ente Mediano

Las semillas fueron obtenidas en el afio 2010 por agricultores productores de semillas en
las zonas tradicionales de cultivo.

3.1.2.- Ensayo de termoterapia

Se emplearon semillas de la variedad local de cebolla CA.
3.2.- TRATAMIENTOS

3.2.1.- Ensayo de desinfeccion quimica

Se emplearon dos productos quimicos y el control:

- Tiram al 50% (Tisar semillas, Exclusivas Sarabia) a una dosis de 3 ul/g de semilla,
segln indicaciones del fabricante.

- Hipoclorito sédico al 1% (lejia comercial diluida) por inmersion durante 15 minutos
y posterior lavado tres veces en agua destilada estéril.

- Control en el que las semillas no se sometieron a ningln proceso de desinfeccion.

3.2.2.- Ensayo de termoterapia
Se aplicaron dos técnicas de desinfeccion:
- Inmersién en agua. Semillas en tubo de ensayo con agua destilada estéril al bafio Maria
con recirculacidon de agua. Las combinaciones temperatura/tiempo utilizadas fueron:
45°C/30 min, 50°C/20 min y 55°C/20 min.

- Calor seco. Semillas en placa de Petri de vidrio en estufa. Las combinaciones
temperatura/tiempo utilizadas fueron: 70°C/4 dias, 80°C/2 dias y 85°C/2 dias.



INFORMACION TECNICA

Estudio preliminar de tratamientos de desinfeccion de semilla en variedades locales de cebolla de Tenerife

3.3.- PARAMETROS EVALUADOS
3.3.1.-Viabilidad de las semillas

Pruebas de germinacion en placas de Petri con sustrato de papel absorbente sobre
algoddn humedecido con agua destilada. Se determiné el porcentaje de germinacién a los seis y
doce dias de acuerdo con las normas de International Rules for Seed Testing (ISTA, 2010). Las
placas de Petri se introdujeron en una germinadora marca SELECT a 20°C de temperatura y
90% de humedad relativa.

3.3.1.1.- Ensayo de desinfeccion quimica

- Porcentaje de germinacion inmediatamente después del tratamiento.
Se emplearon tres repeticiones de 40 semillas por variedad y tratamiento.

3.3.1.2.- Ensayo de termoterapia

Se emplearon 50 semillas con dos repeticiones a excepcién de uno de los tratamiento
con calor seco (85°C/2 dias) en el que se utilizaron tres repeticiones de 100 semillas. La
viabilidad se evalu6 en tres momentos después de la desinfeccidn:

- Porcentaje de germinacion inmediatamente después de los tratamientos.

- Porcentaje de germinacion a los dos meses y medio.

Las semillas se mantuvieron durante este tiempo en tubos de vidrio con gel de silice a
temperaturas proximas a 20°C, siguiendo el proceso habitual para la distribucion de
semillas a agricultores en el mismo afio de produccién. En este caso se evaluaron las
siguientes combinaciones: inmersién en agua, 55°C/20 min y calor seco, 85°C/2 dias.

- Porcentaje a los cuatro meses.

Las semillas se conservaron del mismo modo que se describe en el apartado anterior. En
este caso se evaluaron las siguientes combinaciones: inmersion en agua, 45°C/30 min y
50°C/20 min; y calor seco, 70°C/4 dias y 80°C/2 dias. En estas semillas también se
determind el porcentaje de germinaciones anormales y sus tipos.

3.3.2.- Determinacion y evaluacion de los aislados fiingicos por tratamiento

Las semillas se dejaron secar en camara de flujo laminar sobre papel de filtro esterilizado
y se sembraron en placa de Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar con estreptomicina
(PDAS, Panreac Cultimed 413758 con 300 mg/l de estreptomicina). Por cada variedad y
tratamiento se prepararon cinco placas con diez semillas en los ensayos de desinfeccion quimica
y diez placas con diez semillas en los de termoterapia.

Las placas se incubaron a 25°C en oscuridad y, una semana después de la siembra, se
tomd nota de las colonias fungicas y bacterianas presentes en cada semilla. También se
anotaron los casos en los que no se observd crecimiento. Los resultados se expresaron como
porcentaje de semillas infestadas por cada especie flngica y por bacterias.

Las determinaciones taxonomicas de las colonias flngicas se hicieron sélo a nivel de
género basadas en observaciones de caracteristicas culturales (forma y color) y microscopicas
(tipo de micelio, conidiéforos, conidias y ontogénesis de las mismas) hechas al binocular y al
microscopio optico. En el caso de colonias con caracteristicas del orden Mucorales, no se
hicieron determinaciones del género.
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3.3.3.- Determinacion y evaluacion de las bacterias por tratamiento

Se introdujeron cincuenta semillas (aproximadamente 0,15 g) en un tubo de ensayo con
tres ml de agua destilada estéril y se trituraron 10 s a 15000 rpm (Polytron PT3100) para cada
tratamiento y variedad. El triturado se mantuvo 15 minutos a 5°C, se agito y se centrifugd diez
minutos a 180 g para clarificar la suspensidon. Se recogié el sobrenadante y se prepararon dos
diluciones (1/10 y 1/100) que se sembraron (50 pl/placa) en medio de cultivo LPGAC (levadura,
5 g/l; batopeptona, 5 g/I; glucosa, 10 g/l; agar, 20 g/I; y cicloheximida, 200 mg/l). Las placas
se incubaron a 25°C y se efectuaron lecturas a 3 y 7 dias. Se estimaron las unidades
formadoras de colonias (ufc) por gramo de semilla y se aislaron representantes de las
diferentes colonias por su abundancia y caracteristicas morfoldgicas. Los aislados seleccionados
se purificaron y se caracterizaron mediante las siguientes pruebas: potasa de Ryu (Suslow et
al., 1982), prueba de la aminopetidasa (BioFix, Macherey-Nagel), fermentacion de Hugh-Leifson
(Hugh y Leifson, 1953) y oxidasa (Kovacs, 1956); y se identificaron utilizando microplacas
BIOLOG GN2 y MicroStation System, MicroLog Version 4.2 y la base de datos GN 6.01 WE, tal y
como describe el fabricante. No se efectuaron identificaciones de las bacterias Gram negativas.

3.4.- DISENO ESTADISTICO
3.4.1.- Ensayo de desinfeccion quimica

La viabilidad de las semillas se estudi6 de acuerdo a un disefio factorial con tres
variedades y tres tratamientos. Se realizd el analisis de varianza y la prueba de separacion de
medias de Tukey, empleando el programa informatico estadistico Statistix 9.0.

Para estudiar las especies fungicas presentes se realizd un estudio estadistico descriptivo
por variedad y tratamiento del porcentaje de semillas en las que se observo crecimiento fungico
y bacteriano.

3.4.2.- Ensayo de termoterapia

En los estudios de viabilidad de semilla se realizd un disefio completamente al azar en el
que se determind la media aritmética de los porcentajes de germinacion.

En la determinacion y evaluacion de aislados fungicos se efectudé un estudio estadistico
descriptivo del porcentaje de semillas con crecimiento fungico y bacteriano. También se calculd
para cada especie flngica el porcentaje de reduccion frente al control no tratado.

4.- RESULTADOS
4.1.- Ensayo de desinfeccion quimica
4.1.1.- Viabilidad de las semillas

Los porcentajes de germinacion de las semillas para los diferentes tratamientos vy
variedades se exponen en la tabla 3 y 4, respectivamente. No se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, pero si entre variedades. El analisis de la interaccion
tratamiento por variedad no detectd diferencias significativas.

Las diferencias que se aprecian en la germinacion de estas variedades son debidas
probablemente mas a cuestiones varietales y de extracciéon y manipulacion de las semillas (son
semillas obtenidas por los agricultores utilizando procedimientos tradicionales) que a los
tratamientos desinfectantes empleados.
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erminacion y ANOVA por tratamientos
Porcentaje de germinacion

Tabla 3.- Porcentaje de

Real Transformado*
Control 78,61 65,17 + 4,80a
Tiram 77,78 63,63 +4,02a
Lejia 71,67 58,75 + 3,71a
p 0,072ns

*Datos sometidos a una transformacion de arcsenV(x) para su analisis estadistico. Valores medios seguidos de la misma
letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de rango multiple de Tukey (p<0,05).

Tabla 4.- Porcentaje de germinacion y ANOVA por variedades
Porcentaje de germinacion
Real Transformado*

Carrizal Alto (CA) 92,22 75,73+ 2,81a
Masca (M) 78,33 62,45+ 1,27b
Guayonje (G) 57,50 49,39 £1,70c
p 0,000

*Datos sometidos a una transformacion de arcsenV(x) para su analisis estadistico. Valores medios seguidos de la misma
letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de rango multiple de Tukey (p<0,05).

En las graficas 1, 2 y 3 se presenta la evolucion en el tiempo de la germinacion para
cada variedad y tratamiento. El tratamiento con lejia produjo un retraso en la germinacion de la
semilla de las tres variedades evaluadas y una ligera reduccion en el porcentaje de germinacion
final en CA y G. Las semillas del control y del tratamiento con tiram mostraron una evolucion
similar al germinar.

Grafica 1.- Evolucion de la germinacion para cada tratamiento en la variedad Carrizal Alto
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Grafica 2.- Evolucién de la germinacion para cada tratamiento en la variedad Guayonje
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Grafica 3.- Evolucién de la germinacion para cada tratamiento en la variedad Masca
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4.1.2.- Determinacion y evaluacion de los aislados

En las siembras de las semillas se identificaron los hongos: Aspergillus sp., Cladosporium
sp., Fusarium sp., Gliocladium sp., mucorales, Penicillium sp. y Trichoderma sp.

Los resultados se presentan en la Tabla 5. La mayoria de las semillas de las tres
variedades del tratamiento control estaban infestadas por especies fungicas. Los controles no
tratados, que representarian las poblaciones naturales de las especies flingicas en las semillas,
presentan cierta homogeneidad entre variedades, en particular, para las especies Aspergillus
sp., Cladosporium sp., y Gliocladium sp. Para algunas especies de hongos, los porcentajes de
semillas infestadas en este tratamiento fueron inferiores a los de los tratamientos lejia y tiram,
lo que podria explicarse teniendo en cuenta que las semillas de cada uno de los tratamientos vy
las del control presenten poblaciones fungicas diversas debido a que éstas se distribuyen de
manera aleatoria en las semillas (Walcott, 2003).

Por especies, Penicillium sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp., fueron las mas abundantes
en las semillas no tratadas de la variedad G. En las variedades CA y M, las especies fungicas
con porcentajes mas altos de deteccion correspondieron a Penicillium sp, seguido por
Mucorales, Aspergillus sp. y Fusarium sp., lo que coincide, a excepcién de los mucorales, con lo
descrito en la literatura para semillas de cebolla (Nagerabi y Abdalla, 2004; Peluffo y Gonzalez,
2008; Swati et al.,2011). Los porcentajes de deteccion de mucorales citados en estos trabajos
suelen ser mas bajos y en orden de importancia se sitlan casi siempre después de Aspergillus
sp., Penicillium sp. y Fusarium sp., aunque para Puerto Rico, Velez et al. (2004) cita que
Rhizopus niger junto a Fusarium sp. fue la combinacién mas abundante en semillas comerciales.
Los altos porcentajes de semillas en las que se detectaron mucorales podrian explicarse por el
método de valoracion utilizado, que consider6 el 100% de infestacion en las placas cubiertas
por micelio de estas especies, predominantemente Rhizopus sp., y no excluyéndose la presencia
de Mucor sp. Este método puede sobrestimar la infestacion por dichas especies ya que el
crecimiento rapido de las mismas invade las placas a los tres o cuatro dias después de las
siembras impidiendo ver el nimero real de colonias. Otras especies como Cladosporium sp. y
Trichoderma sp. presentaron porcentajes muy bajos porque posiblemente no son colonizadores
importantes de semillas de cebolla (Walcott, 2003). No obstante, para poder detectar
poblaciones fungicas menos numerosas y de distribucion mas erratica, habria sido necesario
aumentar el tamano de la muestra o utilizar medios semiselectivos. Esto habria evitado o
reducido la competencia entre los hongos mas frecuentemente encontrados en ellas o los de
crecimiento invasivo como los mucorales.
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Tabla 5.- Porcentaje de semillas infestadas por especie fiingica y porcentaje medio de infestacion por
variedad y tratamiento

GUAYONJE CARRIZAL ALTO

ed D, ed D ed D
Pen 48 48 76 57,3 13,2 58 76 38 57,3 19 42 82 24 49,3 | 29,7
Asp 6 14 18 12,7 5 6 12 18 12 6 0 14 16 10 8,7
Fus 8 14 4 8,7 | 4.1 12 10 4 8,7 | 4,2 8 4 0 4 4
Cla 4 0 0 1,3 1,9 2 0 0 0,7 1,1 4 0 0 1,3 2,3
Gli 14 0 0 4,6 6,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muc 0 0 0 0 0 0 0 40 13,3 | 23,1 0 0 60 20 34,6
Tri 0 0 2 0,7 0,9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bac 10 18 0 9,3 7,4 2 2 0 1,3 1,1 0 0 0 0 0
SC 10 6 0 53 | 4,1 20 0 0 6,7 | 11,5 | 44 0 0 14,7 | 25,4
Ind 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0,7 1,1

L=Lejia; T=Tiram; C=Control; Med=Media; SD=Desviacion estandar; Pen=Penicillium sp.; Asp=Aspergillus sp.;
Fus=Fusarium sp.; Cla=Cladosporium sp.; Gli=Gliocladium sp.; Muc=Especies del Orden Mucorales; Tri=Trichoderma

sp.; Bac=Especies de bacterias no determinadas; SC=Semillas sin crecimiento flngico; Ind=Especie flngica no
determinada.

Los tratamientos control y tiram presentaron los porcentajes mas altos de semillas
infestadas por especies fungicas y bacterianas, y el tratamiento lejia, los mas bajos (ver tabla
6). En todos los tratamientos y variedades, Penicillium sp. mostrd los porcentajes de semillas
infestadas mas altos, seguido de Aspergillus sp. y Fusarium sp., aunque ésta Ultima especie
presentd porcentajes mas altos que Aspergillus en el tratamiento con lejia.

Los dos tratamientos quimicos fueron efectivos para la eliminacion de los mucorales en
las variedades de semilla que los contenian (CA y M). Los valores obtenidos en el control
podrian estar sobrestimados como ya se explicd. En algunos trabajos se citan eficacias menores
del tiram vy la lejia para el control de especies de Rhizopus sp. Sin embargo, en el trabajo de
Joshi et al. (2007) con tiram se observaron las mayores reducciones en los porcentajes de
deteccidén de Rhizopus sp. y Aspergillus sp.

En nuestro caso, para el resto de las especies fungicas, la lejia es el producto que
consigue mayores reducciones, especialmente en la variedad M, aunque no elimina especies

potencialmente fitopatdogenas y, por tanto, no resulta un tratamiento adecuado para la
desinfeccion de semillas de cebolla.

La respuesta tan erratica de los tratamientos aplicados podria deberse, entre otras
causas, a que estas semillas tienen una superficie aspera, irregular y aristada, lo que facilita la
formacion de burbujas de aire en las hendiduras o rugosidades, impidiendo que el tratamiento
llegue a toda la superficie. También podria deberse a las diferencias de crecimiento saprofitico,
competencia y antagonismo entre especies fungicas en medio de cultivo (Walcott, 2003).

Los porcentajes mas altos de semillas infestadas con algunas especies flungicas en los
tratamientos lejia y tiram respecto al control, pueden justificarse por la mayor presencia de
mucorales en el control que compiten con las otras especies fungicas y que, ademas, podrian
haber interferido en la lectura de los resultados de crecimiento.

Se observo la presencia de bacterias en los tratamientos lejia y tiram en las semillas de
las variedades G y CA y no en el control, a pesar de que el medio contenia estreptomicina.

Estos resultados pueden indicar que las poblaciones bacterianas aisladas no son sensibles a la
estreptomicina a la concentracion utilizada.

Ninguno de los tratamientos ensayados permitid eliminar totalmente las poblaciones de
especies fungicas presentes por lo que seria necesario probar otras técnicas de desinfeccion.
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Tabla 6.— Porcentaje de semillas infestadas por especie flingica, bacterias y de semillas no infestadas en
cada uno de los tratamientos

Pen Asp Fus Cla Gli Muc Tri Bac SC Ind Inf
Lejia 49,3 4 9,3 3,3 4,7 0 0 4 24,7 0,7 75,3
Tiram 68,7 13,3 9,3 0 0 0 0 6,7 2 0 98
Control 46 17,3 2,7 0 0 33,3 0,7 0 0 0 100

Pen= Penicillium sp.; Asp=Aspergillus sp.; Fus=Fusarium sp.; Cla=Cladosporium sp.; Gli=Gliocladium sp.;
Muc=Especies del Orden Mucorales; Tri=Trichoderma sp.; Bac=Especies de Bacterias no determinadas; SC=Semillas sin
crecimiento fungico; Ind=Especie fungica no determinada; Inf=porcentaje total de semillas infestadas por especies
fungicas y bacterias

4.1.3.- Determinacion y evaluacion de las bacterias presentes por tratamiento

Los resultados de los aislamientos de bacterias se recogen en la tabla 7. Los controles
muestran una concentracién de bacterias de unas 10°-10° unidades formadoras de colonias
(ufc) por gramo de semilla. Los tratamientos utilizando lejia y tiram redujeron la concentracién
de bacterias respecto al control en las semillas de la variedad CA y G, sin que se apreciaran en
numero absoluto diferencias entre los dos tratamientos en el primer caso y con grandes
diferencias en el segundo. El nimero de tipos de colonias detectados en los tratamientos
respecto al control se redujo en el caso de las semillas CA y aumentd en M y G (no se detallan
estos resultados). Se seleccionaron 16 aislados bacterianos de los tres lotes de semilla para su
caracterizacion, 11 de ellas Gram negativas, que se muestran en la tabla 8.

Tabla 7.- Resultados de los tratamientos de las semillas con lejia y tiram sobre el
crecimiento bacteriano en medio de cultivo LPGAC

Semilla?® ufc® /g semilla ufc/semilla
CA 3,10E+05 1124
CAL 1,66E+05 653
CAT 1,68E+05 632
M 7,19E+05 1904
ML 8,20E+05 1878
MT 8,26E+05 2253
G 3,23E+06 10235
GL 6,54E+05 2277
GT 7,28E+04 189

@ Las letras se corresponden con el origen de las semillas: CA, Carrizal Alto; M, Masca; y G, Guayonje;
y con el tratamiento: T, tiram; L, lejia; sin letra adicional, control.

® ufc, unidades formadoras de colonias bacterianas en el medio de cultivo LPGAC, por gramo de
semilla y por cada semilla.

Tabla 8.- Caracterizacion de los aislados bacterianos obtenidos?

AISLADOS KOH AP HyL OoX BIOLOG

CA.1° + ND¢ = = Stenotrophomonas maltophilia

CA.2 + ND - + Pseudomonas sp.

CA.3 - - - - ND

CA.4 + ND - + Chryseobacterium gleum/indologenes
M.1 + ND - - Xanthomonas sp.

M.2 + ND - - Haemophilus parasuis

M.3 - - - - ND

M.4 + ND - + Chryseobacterium gleum/indologenes
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AISLADOS KOH AP HylL (0).¢ BIOLOG

M.5 - - + - ND

M.6 = = = = ND

M.7 - - - - Rhizobium radiobacter

G.1 + ND = = Stenotrophomonas maltophilia

G.2 + ND - + Pseudomonas fluorescens biotipo G
G.3 + ND + = Enterobacteria no identificada

G.4 + ND - - ND

G.5 + ND = = Stenotrophomonas maltophilia

a KOH, prueba de la potasa de Ryu (Suslow et al., 1982); AP. Aminopeptidasa (BioFix, Macherey-
Nagel); H y L, prueba de fermentaciéon de Hugh y Leifson (Hugh y Leifson, 1953);0X, oxidasa (Kovacs,
1956); y BIOLOG, identificaron utilizando microplacas BIOLOG GN2, junto con el sistema MicroStation
System, MicroLog Version 4.2 y las bases de datos GN 6.01 WE, tal y como describe el fabricante.

< ND, no determinada.

Se observd una elevada concentracién de bacterias por peso o unidad de semilla y se
encontraron diferencias en las especies de bacterias dependiendo de la variedad. Los
tratamientos quimicos utilizados actuaron sobre la superficie de las semillas en las que pudo
reducir la proporciéon de bacterias. Sin embargo, una parte importante de ellas no se vio
afectada por el producto o se encontrd localizada fuera de su alcance, en las hendiduras
superficiales donde no pudo llegar o en el interior de la semilla. Estos tratamientos, al depender
de la susceptibilidad de las especies bacterianas que predominan en la semilla, no parecen
adecuados para su uso general como desinfectantes.

Aunque algunas de las especies bacterianas identificadas se encuentran entre los
patégenos bacterianos descritos para la cebolla (Xanthomonas sp., Pseudomonas sp.) seria
necesario verificar su poder patdogeno. Otras de las especies aisladas podrian jugar un
importante papel como patdgenos secundarios o dependientes de las condiciones ambientales.

4.2.- Ensayo de termoterapia
4.2.1.- Viabilidad de las semillas

Se observaron pocas diferencias entre el control y los tratamientos con 45, 50, 70 y
80°C. A 559C se redujo un 10% la germinacion y a 85°C fue inexistente (se produjo un intento
de emision de la radicula sin completar la germinacion). A los cuatro meses del tratamiento la
viabilidad de las semillas se mantuvo en porcentajes similares a los obtenidos inmediatamente
después del mismo.

Se aprecido un aumento de las germinaciones anémalas al incrementar la temperatura.
Las anormalidades mas frecuentes eran debidas principalmente a raiz corta y bucles. Estos
datos parecen indicar una relacion entre los tratamientos a temperaturas altas y el aumento de
germinaciones anormales, aunque habria que confirmarlo con otros ensayos. Las plantas que
provienen de semillas con germinacion anormal no muestran todo su potencial de crecimiento
en condiciones favorables de suelo, humedad, temperatura y luz (ISTA, 2010).
En la tabla 9 se presentan los resultados de los porcentajes de germinacién de los diferentes
tratamientos, en la grafica 4, la evolucion en el tiempo de la germinacidon para cada tratamiento
y en las fotos 1-6, las diferencias en la germinacidon en el primer conteo realizado a los seis
dias.

En el tratamiento con calor seco a 85°C no germinaron las semillas y en los tratamientos
con calor seco a 80° e inmersidon a 55°C se observd un retraso en la germinacion.
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Tabla 9.- Porcentaje de germinacion después del tratamiento y a los 4 meses
Después del A los 4 meses
tratamiento del tratamiento

Control 90 93
Inmersion en agua:45 °C /30 m 89 92
Inmersién en agua:50° C /20 m 95 89
Inmersion en agua:55 °C /30 m 80 84*
Calor seco: 70 °C/4 dias 86 89
Calor seco: 80 °C/2 dias 87 87
Calor seco: 85°C/2 dias 0 0*

* A los 2.5 meses después del tratamiento.

Grafica 4.- Evolucion de la germinacion en cada tratamiento de termoterapia
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Foto 1.- 45°C, inmersion Foto 2.- 50°C, inmersion Foto 3.- 70°C, calor seco

Foto 4.- 80°C, calor seco Foto 5.- 859C, calor seco Foto 6.- Control
Fotos 1-6.- Diferencias en la germinacion en el primer conteo realizado a los seis dias.
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4.2.2.- Determinacion y evaluacion de los aislados fangicos por tratamiento

Los resultados se presentan en la tabla 10. Las especies detectadas con mayor
frecuencia en las semillas fueron Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium sp. mientras que
Stemphylium sp., mucorales y otras no identificadas presentaron porcentajes muy bajos. Los
tratamientos de 55 y 859C eliminaron las poblaciones de Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Fusarium sp. y mucorales presentes en las semillas, mientras que el tratamiento de 45°C redujo
Aspergillus sp. en un 20,5%. Los tratamientos de 50, 70 y 80°C obtuvieron porcentajes de
reduccion respecto al control en Aspergillus sp. y Penicillium sp. superiores al 70%. Los
tratamientos que presentaron mayores porcentajes de semillas sin crecimiento microbiano
fueron 85, 80, 55, 50 y 45°C.

Tabla 10.- Porcentaje de semillas infestadas y de reducciéon respecto al control para los distintos
tratamientos térmicos
Inm/45°C Inm/50°C Inm/55°C CS/700C CS/80°C CS/85°C
Porc. Porc Porc. Porc Porc. Porc. Porc. Porc. Porc. Porc. Porc. Porc.

Infest. . Infest. Reduc. Infest. Reduc. Infest. Reduc. Infest. Reduc. Infest. Reduc.
Pen | 22 0 4 81,8 0 100 2,22 89,90 | 2 90,9 0 100
Asp | 31 20,5 11 71,79 | 0 100 6,67 82,89 | 1 97,43 0 100
Fus | 0 100 0 100 0 100 5,56 44,40 | 3 0 0 100
Muc | 11 = 1 = 0 100 0 = 0 = 0 100
Bac | 2 71,4 | 2 71,4 15 - 31,11 | - 6 14,3 16 -
Ind | 11 - 11 - 6 25 7,78 - 7 - 1 87,5
SC 28 = 72 = 79 = 55,56 | - 80 = 83 -17
CRE | 77 29 21 54,45 20

Pen= Penicillium sp.; Asp=Aspergillus sp.; Fus=Fusarium sp.; Muc=Especies del Orden Mucorales; Bac=Especies de
Bacterias no determinadas; Ind=Especie fungica no determinada; SC=Semillas sin crecimiento flngico;
CRE=Crecimiento; Porc. Infest.=porcentaje de infestacion; Porc. Reduc.=porcentaje de reduccidn respecto al control;

- = Porcentajes de reduccién negativos o imposibles de calcular por ser mayores los valores en los tratamientos que en
los controles o porque los controles no estaban infestados.

En dos de las semillas en las que se detectaron bacterias se observo la inhibicion del
crecimiento fungico y la formacion de un halo que acotaba el crecimiento de los hongos de las
semillas adyacentes (Foto 7). Estas bacterias fueron purificadas y, posteriormente, identificadas
como Bacillus subtilis mediante la secuenciacion del fragmento correspondiente a los primeros
500 pares de bases del ADNr 16S amplificado con los iniciadores 005F y 531R (Woo, et al.
2003).

Se efectuaron estudios del efecto inhibidor de suspensiones concentradas de los aislados
de B. subtilis aplicados a la semilla. Ninguna de las semillas tratadas presentd ningun otro
crecimiento microbiano que el de B. subtilis. Asimismo se realizaron pruebas de inhibicion in
vitro frente a una coleccidon de seis aislados flngicos obtenidos de semilla de cebolla. Las
bacterias inhibieron el crecimiento fungico de todos los aislados comprobandose que su efecto
fue fungistatico (Foto 8). El efecto de B. subtilis sobre la pudricion blanca de la cebolla fue
descrito por Utkhede y Rahe (1983).

Foto 7. Crecimiento fingico en placa de cultivo PDA y colonia bacteriana en crecimiento a partir de una
semilla germinada con efecto inhibidor sobre las colonias de hongos contiguas.
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Foto 8. Efecto fungistatico de las colonias de Bacillus subtilis
4.2.3.- Determinacion y evaluacion de las bacterias presentes por tratamiento

El efecto de los tratamientos térmicos de la semilla de cebolla en la deteccién de
bacterias se recoge en la tabla 14. Tanto los tratamientos por inmersiéon como los tratamientos
con calor seco redujeron la poblacidon de bacterias de la semilla en varias potencias de diez,
siendo el tratamiento por inmersion el mas efectivo. No se efectuaron observaciones sobre el
numero de tipos de bacterias ni se realizaron identificaciones. En el tratamiento por calor seco a
85°C/2 dias se observa un aumento de la concentracién de bacterias detectadas respecto a
temperaturas de tratamientos mas bajos (80°C/2 dias). El tratamiento a 85° se efectud en una
estufa ventilada, mientras que los tratamientos a 70 y 80°C se efectuaron en estufas de
conveccion. Esta circunstancia podria justificar las diferencias encontradas entre estos
tratamientos al haber podido modificar el contenido en humedad de la semillas y con ello
afectar a su viabilidad.

Tabla 14. Resultados de los tratamientos de las semillas con calor sobre el crecimiento
bacteriano en medio de cultivo LPGAC

Tratamiento® ufc® /g semilla ufc/semilla

Control NT 3,59E+07 132000
45°/30 min 4,02E+05 1476
50°/20 min 1,93E+04 71
55°/20 min 2,71E+06 9960
70°/4 dias 1,80E+06 6600
80°/2 dias 2,55E+05 936
85°/2 dias 2,38E+06 8760

@ Los tratamientos: control no tratado (NT), y tratamientos con tiempos expresados en minutos se
efectuaron al bafio Maria, los expresados en dias, con calor seco.

b ufc, unidades formadoras de colonias bacterianas en el medio de cultivo LPGAC, por gramo de semilla
y por cada semilla.

5.- CONCLUSIONES

- Las especies fangicas predominantes en las semillas de las tres variedades locales
de cebolla fueron Penicillium sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp.

- El tratamiento con lejia retrasé la germinacion en las tres variedades locales de
cebolla.

- La variedad Guayonje presento los menores porcentajes de germinacion con
independencia del tratamiento.
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- Ninguno de los tratamientos quimicos evaluados podria ser Util como tratamiento
desinfectante de semillas de cebolla.

- En el tratamiento con calor seco a 85°C no germinaron las semillas y en los
tratamientos con calor seco a 80° e inmersion a 55°C se observé un retraso en la
germinacion.

- El mejor tratamiento térmico evaluado fue el de 50°C por inmersion en agua durante
20 minutos con el cual se obtuvieron reducciones de las especies flngicas
predominantes superiores al 70% sin afectar a la viabilidad.

- Se han obtenido aislados de Bacillus subtilis de la semilla de cebolla que han
mostrado eficacia in vitro contra los aislados flingicos detectados y que podrian
resultar de interés para el tratamiento contra los patdégenos de la semilla.
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