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RESUMEN

Se realizé un catastro en siembras de cebolla (Allium cepa L.) experi-
mentales y comerciales de la zona sur de Puerto Rico con el propésito de
aislar e identificar los hongos asociados al cultivo. Se aislaron hongos de
muestras de aire, suelo, y de tejido de hojas y bulbos que mostraron sinto-
mas tipicos de enfermedad. Se examinaron semillas de tres cultivares co-
merciales de cebolla cominmente utilizados en Puerto Rico. De todos los
hongos aislados, Aspergillus niger fue el hongo mas frecuente en el suelo,
bulbos y semillas de cebollas; Fusarium spp. y Penicillium spp. fueron ais-
lados frecuentemente del aire; A. niger, Fusariumy Cladosporium del suelo;
y A. niger, Penicillium y Sclerotium rolfsii de los bulbos. En el follaje de la
cebolla, Alternaria fue el género mas comun, seguido por Stemphyliumy Ni-
grospora. En semillas comerciales de cebolla, A. niger y Rhizopus en com-
binacién fueron los mas frecuentes.

Palabras clave: hongos, cebolla, catastro, Allium cepa, Alternaria spp., As-
pergillus niger, Cladosporium sp., Fusarium spp., Nigrospora sp., Penicil-
lium spp., Rhizopus sp., Sclerotium rolfsii, Stemphylium

ABSTRACT
Fungi associated with onion (Allium cepa L.) fields in southern Puerto Rico

A survey was conducted in experimental and commercial onion (Allium
cepa L.) fields in the southern region of Puerto Rico to isolate and identify
fungi associated with this crop. Fungi were isolated from air, soil, and tissue
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from leaves and bulbs that showed typical disease symptoms. Commercial
seeds from three onion cultivars commonly used in Puerto Rico were exam-
ined. Overall, Aspergillus niger was the fungus most frequently isolated
from soil, bulbs and seeds. Fusarium spp. and Penicillium spp. were fre-
quently isolated from air; A. niger, Fusarium and Cladosporium, from soil;
and A. niger, Penicillium and Sclerotium rolfsii, from bulbs. In onion foliage,
Alternaria was the most common genus, followed by Stemphylium and Ni-
grospora. In commercial onion seeds, A. niger and Rhizopus in combination
were the most frequent.

Key words: fungi, onion, survey, Allium cepa, Alternaria spp., Aspergillus ni-
ger, Cladosporium sp., Fusarium spp., Nigrospora sp., Penicillium spp.,
Rhizopus sp., Sclerotium rolfsii, Stemphylium

INTRODUCCION

La produccién de cebolla en el Caribe ha aumentado de 40,000 t en
el 1994 hasta 60,000 t en el 2000, lo que representa un 67% de aumento
(FAO STAT, 2002). Para 1999-2000, se produjeron 6,400 t de cebolla en
Puerto Rico. La cebolla aport6 $2.54 millones de los $400 millones del
ingreso bruto agricola de la isla para ese afio, ocupando el cuarto lugar
entre las hortalizas de importancia econémica (Departamento de Agri-
cultura, 2001). Datos mas recientes para Puerto Rico reportan la
produccién en 4,675 y 5,247 t para 2000-2001 y 2001-2002, respectiva-
mente, aportando alrededor de $2.0 millones al ingreso bruto agricola
por anio (Departamento de Agricultura, 2002).

Las siembras de cebolla se encuentran localizadas principalmente
en la costa sur de Puerto Rico, en los municipios de Guénica, Juana
Diaz y Santa Isabel. Durante los afios 1999 al 2000 los cultivares uti-
lizados en esos municipios fueron Mercedes y Candy, Nikita y
Excalibur. El cultivo de cebolla tiene un gran potencial de crecimiento
para la produccién local y de exportacion a los Estados Unidos, parti-
cularmente durante los periodos de escasez en ese mercado (Estacién
Experimental Agricola, 1999). El aumento en la produccién y la gran
demanda del mercado actual enfatizan la importancia de reanudar
estudios con el fin de identificar las especies de hongos que limitan di-
cho cultivo en condiciones tropicales. Existen muy pocos estudios
relacionados con hongos patégenos de cebolla en Puerto Rico, con la ex-
cepcion de algunos estudios que datan de las décadas de 1920, 1970 e
informes de clinicas de diagnéstico (Toro, 1923; Nolla, 1926 y 1927,
Stevenson, 1975; R. Rodriguez, 1993 y 1994, com. pers. Departamento
de Proteccién de Cultivos, UPR; R. Woodward, 1999, com. pers. Micro
Macro Analytical Laboratories, Georgia). El objetivo de esta investi-
gacion fue realizar un catastro detallado de los hongos asociados al
follaje, los bulbos y las semillas de cebolla, y aislados del aire y del suelo
cercano a las siembras de cebolla en la zona sur de Puerto Rico.
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MATERIALES Y METODOS

Predio Experimental de Cebollas

Se tomaron muestras del aire y suelo, simultaneamente, en un pre-
dio de 1a Estacién Experimental Agricola de Juana Diaz. El predio (A =
1,457 m?) se dividi6 en cuatro cuadrantes, donde cada cuadrante iden-
tificaba un lugar de muestreo. Los muestreos de aire y suelo en el
predio comenzaron 28 dias después de la cosecha de bulbos de cebolla
del cultivar Mercedes. Se realizaron tres muestreos para los dias 15, 22
y 29 de junio de 1999.

Muestras de aire: Se utilizaron dos métodos para recolectar espo-
ras de hongos del aire: exposicién de platos petri (100 x 15 mm)
conteniendo agar de papa y dextrosa acidulado (APDA) y un recolector
de esporas de aire (Biotest RCS Plus Air Sampler, Biotest Diagnostics,
Alemania).” Los dos primeros muestreos se realizaron utilizando la téc-
nica de exposicién de platos petri por tres minutos para cada cuadrante
alos 28 y 35 dias después de la cosecha de bulbos, el 15 y 22 de junio de
1999, respectivamente. Se expusieron cinco platos petri sobre el nivel
del suelo en la esquina derecha de cada cuadrante. El tercer muestreo
se realizé utilizando el recolector de esporas a los 42 dias después de la
cosecha, el 29 de junio de 1999. El recolector de esporas se mantuvo a
una altura de 30 cm del suelo y se caminé en zig-zag desde la esquina
derecha de cada cuadrante de muestreo. Este instrumento recoge 100 L
de aire durante 121.4 sec. En el recolector de esporas se colocé una tirilla
de contacto conteniendo agar de extracto de malta (Difco, Detroit, MI).

Los platos petri y las tirillas de contacto se colocaron en bolsas plas-
ticas en el campo y se llevaron al laboratorio donde se incubaron por
tres dias a 28 °C. Luego de este periodo, se cont6 el total de colonias por
plato y/o tirilla de contacto y se reaislaron en APDA para su identifi-
cacién. Para la caracterizaciéon e identificaciéon de las colonias de
hongos, se prepararon cimaras hiumedas y se utilizaron diferentes me-
dios de cultivo como el agar de avena y agar Czapek. Se utilizaron
claves taxonémicas para la identificacion de los hongos (Domsch y
Gams, 1980; Watanabe, 1994; Barnett y Hunter, 1998).

Los datos obtenidos en el muestreo con platos petri se expresaron
como promedios de las 20 repeticiones de los cuatro cuadrantes, esto es,
de la exposicién de cinco placas petri por cuadrante. Los datos obteni-
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dos al utilizar el recolector de esporas se expresaron como Numeros
totales de los cuatro cuadrantes. Estos datos se utilizaron para com-
parar la eficiencia entre los dos métodos. Se calcul6 el porcentaje de
colonias por género en cada muestreo utilizando la siguiente férmula:
numero de colonias del género dividido por el nimero total de colonias
x 100.

Se realizé un analisis de correlacién (r) entre el nimero de colonias
aisladas de cada género de hongo por cada dia de evaluacién y los pro-
medios de temperatura, precipitacién y velocidad del viento medidos en
la Estacién Experimental Agricola en Juana Diaz. Se utilizaron los da-
tos climatolégicos del dia del muestreo y de seis dias previos a éste.

Muestreo de suelo: De cada uno de los cuatro cuadrantes se tomé
una muestra de 10 g de suelo a una profundidad de 2.5 cm de una es-
quina de un banco seleccionado al azar. Este procedimiento de
muestreo se realizé durante los tres periodos de evaluacién: 28, 35 y 42
dias después de la cosecha segun indicado en el muestreo de aire.

Se prepararon diluciones en serie de cada una de las muestras de
suelo, y se colocaron 500 pl de 1a dilucién de 102 en platos petri con agar
de Ohio (OHA) por duplicado. Los platos petri se incubaron por cinco
dias a 28 °C (Johnson y Curl, 1972). Las colonias resultantes se ais-
laron e identificaron seguin descrito anteriormente. Los datos obtenidos
se expresaron como promedios de las cuatro muestras, una de cada
cuadrante. El porcentaje de colonias por género se calculé segiun des-
crito en el muestreo de aire. Se realizé un analisis de correlacién entre
el nimero de colonias aisladas de cada género de hongo por cada dia de
evaluacién y los promedios de temperatura, velocidad del viento y pre-
cipitacién de los seis dias antes y del dia del muestreo.

Muestreo de bulbos de cebolla: Durante tres semanas se eva-
luaron bulbos recién cosechados y de las areas de almacenaje, que
mostraron lesiones. En el laboratorio, se prepararon cimaras hiumedas
y se aislé directamente del tejido vegetal lesionado. Para aislar los hon-
gos del tejido vegetal, se cortaron cinco pedazos del borde de cada lesién
(3 mm), se desinfestaron superficialmente utilizando hipoclorito de so-
dio al 0.5% y alcohol etilico al 70% por un minuto cada vez, y se
enjuagaron con agua destilada estéril. Los pedazos de tejido se trans-
firieron a medio de cultivo de agar de papa y dextrosa acidulado
(APDA) de donde se aislaron e identificaron las colonias de hongos aso-
ciados a las lesiones.

Muestreo en Fincas Comerciales de Cebolla

Muestreo de follaje de plantas de cebolla: Durante los meses de
febrero y abril de 2000 se realizaron dos muestreos del follaje de plan-
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tas de cebolla (cv. Excalibur) en dos fincas comerciales del area sur de
Puerto Rico, localizadas en Santa Isabel y Guanica. Los muestreos se
llevaron a cabo a los 59 y 107 dias después de la siembra. En cada
muestreo se recolectaron 22 hojas de plantas, previamente identifica-
das en el predio, que presentaban sintomas de enfermedad, para un
total de 44 muestras por finca. Se describié la morfologia de las le-
siones, se realizaron cinco cortes del borde de las lesiones de cada hoja
y se procesaron segun descrito anteriormente para los bulbos.

Se contaron, aislaron e identificaron las colonias de hongos por cada
pedazo (3 mm) de hoja segin descrito anteriormente para los bulbos.
Los datos obtenidos se expresaron como promedios de colonias por
género de las 22 hojas recolectadas y se calculé el porcentaje de colonias
por género de hongo. Se correlacioné el nimero de colonias aisladas de
cada género de hongo por localidad y dia de evaluacién con la precipi-
tacion total durante el mes previo a la evaluacion.

Muestreo de suelo: Se realizaron tres muestreos del suelo de las
dos fincas comerciales visitadas para el muestreo de follaje. Se tomaron
10 g del suelo superficial (2.5 cm) antes de establecida la siembra (0
dias) y de la superficie de la raiz y rizésfera a los 59 y 107 dias después
de la siembra (5 a 7.5 cm de profundidad). Estos dltimos dos muestreos
se realizaron del suelo de cada una de las 22 plantas de las que se toma-
ron muestras de follaje.

Segun descrito anteriormente, se realizaron diluciones en serie del
suelo, se caracterizaron, contaron, aislaron e identificaron las colonias
de hongos resultantes en medio de OHA. Los datos obtenidos se expre-
saron como promedios de colonias por género de 22 muestras de suelo
y se calculd el porcentaje de colonias por género. Se correlacioné el
numero promedio de colonias aisladas por localidad y fecha de evalua-
cién con la precipitacion total durante el mes previo a la evaluacion.

Los fungicidas aplicados luego de establecidas las siembras fueron:
clorotalonil en Guénica, y aceite de neem y mancozeb en Santa Isabel.
Enla finca de Guénica se utiliz6 el herbicida oxifluorfeny en Santa Isa-
bel paraquat, ambos preemergentes y de contacto.

Muestreo de semillas de cebolla: Se realizé una prueba para de-
terminar los hongos presentes en las semillas certificadas de cebolla
tratadas previamente con un fungicida a base de dimetil ditiocarba-
mato. Estas se utilizaron directamente del empaque sellado. Se
evaluaron semillas de tres cultivares de cebolla sembrados comun-
mente en Puerto Rico: Nikita y Excalibur (Rio Colorado Seeds®, CA), y
Mercedes (Petoseeds®, CA). El disefio experimental fue completamente
aleatorizado con dos tratamientos: desinfestacion de las semillas segtin
descrito para el tejido de bulbos, y semillas directamente de su em-
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paque (control). Cada tratamiento se repiti6 cinco veces con 10 semillas
por repeticién. Las semillas se colocaron en los platos petri con APDA
y se incubaron a 28 °C por cuatro dias.

Los hongos se identificaron segin descrito anteriormente. Se toma-
ron datos de la cantidad total de semilla germinada e infectada por
hongos y la cantidad de semilla infectada por cada género de hongo por
plato petri. Los datos obtenidos se expresaron como promedios de las
cinco repeticiones. El disenio estadistico fue uno completamente alea-
torizado con un arreglo factorial 3 x 2 x 4 (tres cultivares de cebolla, dos
tratamientos y géneros y/o combinacién de hongos). Se realizé un anali-
sis de varianza y la prueba de Tukey (P < 0.05) utilizando el programa
estadistico SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreo de un Predio Experimental de Cebollas

Muestreo de aire: Aspergillus niger, Cladosporium spp., Fusarium
spp. y Penicillium spp. fueron los géneros y especies mas frecuentes en
los muestreos de aire realizados en los predios experimentales (Cuadro
1). A los 35 dias después de la cosecha de bulbos del cv. Mercedes el
numero de colonias aisladas aumenté a 26 comparado con las 16 colo-
nias obtenidas en el primer muestreo realizado a los 28 dias después de
la cosecha utilizando la técnica de exposicién de platos petri. A los 42
dias luego de la cosecha, el nimero total de colonias aisladas fue mayor
utilizando el recolector de esporas, 109.6 colonias totales.

Al comparar las técnicas de muestreo de aire utilizadas, se re-
comienda la exposicion de platos de petri sobre el instrumento
recolector de esporas. Aunque este tltimo permite recuperar el maximo
de esporas presentes en el aire, es mas dificil el aislar y contar las colo-
nias de hongos. Las tirillas con medio de cultivo que se utilizan poseen
encasillados muy pequetios que no permiten la separacién de las colo-
nias, y el crecimiento de éstas se solapa.

Aspergillus niger esta reportado como el componente mayor de la
micobiota del aire y del suelo en siembras de cebolla en regiones de las
zonas templadas y tropicales (Hayden et al., 1994). Aspergillus niger
produce grandes cantidades de conidias que son facilmente disemina-
das por el aire, lo cual podria explicar su alta frecuencia medida con
ambos métodos de muestreo.

No se encontré correlacién entre los factores ambientales examina-
dos: precipitaciéon (r = 0.22) y velocidad del viento (r = 0.22) y las
colonias recuperadas de cada género de hongo por muestreo en el pre-
dio experimental. La probabilidad de error fue de 0.49 para ambos
factores examinados.
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CUADRO 1. Numero de colonias de hongos aislados del aire a los 28, 35 y 42 dias después
de la cosecha de bulbos de cebolla cv. Mercedes, de un predio experimental en
Juana Diaz.

Promedio y porcentaje de colonias aisladas

28 dias'? 35 dias'? 42 dias??

Hongos Promedio % Promedio % Promedio %

Aspergillus spp. 0.1 0.6 0.1 0.4 0.0 0.0
A. niger 1.5 9.0 4.9 17.7 43.8 39.9
Cladosporium spp. 0.1 0.6 10.6 39.8 35.0 32.0
Curvularia sp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 0.5
Fusarium spp. 7.1 42.8 8.2 30.8 18.8 17.0
Nigrospora sp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 0.5
Penicillium spp. 7.8 47.0 2.9 10.9 10.5 9.6
Periconia sp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 0.5
Phoma spp. 0.0 0.0 0.1 0.4 0.0 0.0
Total 16.6 100 26.6 100 109.6 100

Muestreo utilizando la técnica de exposicién de platos petri. Cada valor es el promedio
de 20 repeticiones (platos petri).

ZPorcentaje expresado como el niimero de colonias del hongo dividido entre el total de
colonias x 100.

3Muestreo con un instrumento de recoleccién de esporas del aire (Biotest RCS Plus Air
Sampler). Cada valor es el promedio de cuatro repeticiones (tirillas con medio de agar de
malta).

Muestreo de suelo: Se obtuvo un nimero mayor de colonias aisla-
das del suelo a los 42 dias después de la cosecha de los bulbos (cv.
Mercedes). Los hongos encontrados fueron Aspergillus spp., A. niger,
Cladosporium spp., Fusarium spp. y Penicillium sp., siendo A. niger el
mas frecuentemente aislado (Cuadro 2). Los géneros de hongos identi-
ficados probablemente sobreviven en residuos de cosechas (bulbos,
hojas, raices) que se encuentran en la superficie del suelo en el predio
de cebolla (Agrios, 1997; Jordan et al., 1990).

No se encontré correlacién entre las colonias aisladas de cada
género en el suelo del predio experimental y los factores ambientales
examinados. Estos fueron velocidad de viento (r = 0.14) y precipitacién
(r =-0.18). La probabilidad de error fue de 0.59 y 0.47, respectivamente.
No se observé fluctuacién en la temperatura durante el periodo de
evaluacion.

Aspergillus niger, Cladosporium spp., Fusarium spp. y Penicillium
spp. fueron los hongos mas frecuentes en las muestras de aire y suelo
en el predio experimental localizado en la Estacién Experimental Agri-
cola de Juana Diaz.
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CUADRO 2. Numero de colonias de hongos aislados del suelo a los 28, 35 y 42 dias
después de la cosecha de bulbos de cebolla cv. Mercedes, de un predio
experimental de Juana Diaz.

Promedio y porcentaje de colonias aisladas’?

28 dias 35 dias!? 42 dias??

Hongos Promedio % Promedio % Promedio %

Aspergillus spp. 0.0 0.0 0.2 1.5 0.2 0.8
A. niger 9.2 48.7 5.5 41.0 13.0 55.8
Cladosporium spp. 3.8 20.1 3.0 22.4 3.8 16.3
Fusarium spp. 2.2 11.6 1.5 11.2 5.8 25.0
Penicillium spp. 1.5 8.0 2.0 15.0 0.5 2.1
Desconocidos?® 2.2 11.6 1.2 8.9 0.0 0.0
Total 18.9 100 13.4 100 23.3 100

1Cada valor es el promedio de cuatro repeticiones (platos petri).

ZPorcentaje expresado como el niimero de colonias del hongo dividido entre el total de
colonias x 100.

3Colonias de hongos que no produjeron estructuras de reproduccién para su clasifi-
cacién.

Muestreo de bulbos de cebolla: De los bulbos almacenados se ais-
laron Aspergillus spp. y A. niger, mientras que en los bulbos recién
cosechados se identificaron A. niger, Penicillium spp. y Sclerotium rolfsii.
Aspergillus niger se aislé frecuentemente de los bulbos de cebolla del cv.
Mercedes evaluados en el predio experimental. Esta especie es muy
comun y puede ser altamente destructiva en condiciones de almacenaje
en climas calidos y secos (Thompson y Mohan, 1996). En Sudan este
hongo es causante de la enfermedad méds importante en los bulbos de la
cebolla en condiciones de almacenaje, ya que ocurre en méas de un 80% y
posee el potencial para destruir los mismos (Musa et al., 1973). En
Puerto Rico, debido a la alta demanda local del producto, el almace-
namiento de bulbos es minimo o ninguno, lo que evita pérdidas en el
rendimiento. Si se deseara prolongar el tiempo de almacenaje o exportar
el producto seria necesario aplicar medidas de control post-cosecha.

Muestreo en Fincas Comerciales de Cebolla

Muestreo de follaje de plantas de cebolla: En los predios comer-
ciales evaluados se encontraron en total 11 géneros de hongos
asociados al follaje de cebolla y un grupo de hongos desconocidos que no
esporularon durante el estudio. E1 nimero total de colonias de hongos
aisladas del follaje del cv. Excalibur fue similar para ambas localidades
a los 59 dias después de la siembra (Cuadro 3). Los géneros de hongos
mas frecuentes fueron Alternaria spp., Cladosporium spp., Fusarium



CUADRO 3. Promedio y porceniaje de colonias de hongos aislados del follaje de plantas de cebolla (cv. Excalibur) a los 59 y 107 dias después
de la siembra en las localidades de Gudnica y Santa Isabel del drea sur de Puerto Rico.

Dias después de la siembra

59 dias 107 dias

Guadnica Santa [sabel Gudnica Santa [sabel
Géneros de hongos Promedio* %? Promedio % Promedio % Promedio %
Alternaria spp. 1.5 47.0 1.8 51.0 14 45.0 1.3 52.0
Cladosporium spp. 0.5 16.0 0.1 3.0 0.1 3.0 0.1 4.0
Curvularia sp. 0.1 3.0 0.1 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Fusarium spp. 0.4 18.0 0.1 3.0 0.2 6.5 0.2 8.0
Helminthosporium sp. 0.1 3.0 0.1 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Humicola sp. 0.0 0.0 0.1 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Nigrospora sp. 0.1 3.0 0.4 11.0 0.8 26.0 0.2 8.0
Papulospora sp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 3.0 0.0 0.0
Phoma sp. 0.1 3.0 0.1 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Sporidesmium sp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 4.0
Stemphylium spp. 0.1 3.0 04 11.0 0.3 10.0 0.5 20.0
Desconocidos? 0.3 9.0 0.3 9.0 0.2 6.5 0.1 4.0
Total 3:2 100 3.5 100 3.1 100 2.5 100

1Cada valor es el promedio de 22 observaciones (22 plantas de cebolla).
2Porcentaje expresado como el nimero de colonias de hongos dividido entre el total de colonias observadas x 100.
3Colonias de hongos que no produjeron estructuras de reproduccion para su clasificacion.
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spp., Nigrospora spp. y Stemphylium spp., siendo Alternaria spp. el
género mas frecuentemente aislado en las dos localidades.

Podemos inferir que Alternaria spp. estd asociado a las lesiones en
el follaje observadas en el campo. Se ha evidenciado que A. porri causa
dartios severos al follaje de plantas de cebolla en la zona norte de Puerto
Rico (Nolla, 1927); sin embargo, no existen reportes que informen sobre
este respecto en la zona sur. Se estd realizando investigacion para iden-
tificar las especies de Alternaria asociadas a lesiones en el campo, y
para determinar su patogenicidad. Ademads, en ambas localidades se
identificé a Stemphylium spp. Este hongo ha sido reportado patogénico
al follaje de cebolla y asociado a las lesiones causadas por Alternaria
spp. (Schwartz y Mohan, 1996).

No se encontré correlaciéon entre el nimero promedio de colonias
aisladas del follaje de cada género y la precipitacién total durante la
evaluacion en las localidades de Guénica (r = 0.01) y Santa Isabel (r =
-0.09) (P < 0.05).

Muestreo de suelo: En los predios comerciales evaluados se encon-
traron en total 19 géneros de hongos asociados a la superficie del suelo
y un grupo de hongos desconocidos que no esporularon durante el estu-
dio (Cuadro 4). En la localidad de Santa Isabel se observé el mayor
numero total de colonias de hongos en los tres muestreos realizados
comparado con la localidad de Guénica. La mayor frecuencia de colo-
nias aisladas del suelo se obtuvo del suelo superficial (13.6) en la
localidad de Santa Isabel, observandose una reduccién en la frecuencia
de las colonias a los 59 y 107 dias después de la siembra (Cuadro 4).

Antes de la siembra, en ambas localidades, los géneros maés fre-
cuentes fueron Aspergillus spp., A. niger, Fusarium spp., Penicillium
spp. y un grupo de hongos desconocidos (Cuadro 4). Luego de la siem-
bra, en el suelo superficial se detectaron los géneros Alternaria spp.,
Colletotrichum gloeosporioides, Paecilomyces spp. y Stemphylium spp.
Los géneros Chaetomium spp., Memnoniella sp., Myrothecium sp., Pap-
ulospora sp. y Sporidesmium sp. se aislaron del suelo antes de la
siembra pero no aparecen luego de establecida la misma.

En relacién a los hongos asociados a la rizésfera en los predios co-
merciales evaluados, se aislaron en total 11 géneros y un grupo de
hongos desconocidos que no esporularon durante el estudio (Cuadro 5).
Alos 59 y 107 dias después de la siembra, los géneros mas frecuentes
fueron Aspergillus spp., A. niger, Fusarium spp., y Penicillium spp.
(Cuadro 5), siendo Aspergillus spp. el hongo mas frecuentemente ais-
lado en los dos muestreos de suelo realizados (Cuadros 4 y 5). En la
localidad de Guédnica se observé una disminucién en el porcentaje de co-
lonias aisladas de la rizésfera a los 107 dias después de la siembra; esta



CUADRO 4. Promedio y porceniaje de colonias de hongos aislados de la superficie del suelo (2.5 em de profundidad) de plantas de cebolla
(cv. Excalibur) durante tres periodos de muestreo en las localidades de Guédnica y Santa Isabel (S.1.) del area sur de Puerto

Rico.
Dias después de la siembra
0 59 107
Guadnica S.I. Gudnica S.I. Gudnica S.I.

Géneros de hongos Prom.! %> Prom. % Prom. % Prom. % Prom. % Prom. %

Alternaria spp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 16.0 04 7.0 0.5 7.5
Aspergillus spp. 2.0 27.0 2.4 18.0 1.1 23.0 22 35.5 0.8 14.0 28 42.0
Aspergillus niger 0.4 5.3 1.9 14.0 0.1 2.0 0.9 14.5 0.2 3.4 1.1 16.0
Chaetomium spp. 0.2 3.0 0.1 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Cladosporium spp. 0.1 1.0 0.6 4.0 1.1 23.0 0.6 10.0 1.1 19.0 0.1 1.5
Colletotrichum gloeosporioides 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 1.7 0.0 0.0
Curvularia sp. 0.1 1.0 04 3.0 0.1 2.0 0.1 2.0 0.1 1.7 0.0 0.0
Fusarium spp. 1.2 16.0 2.0 15.0 0.6 13.0 0.4 6.0 1.6 27.6 1.2 18.0
Humicola sp. 0.1 1.0 0.3 2.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.1 1.7 0.0 0.0
Memnoniella sp. 0.1 1.0 0.1 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Myrothecium sp. 0.5 7.0 0.4 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Nigrospora sp. 0.1 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Papulospora sp. 0.0 0.0 0.1 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Paecilomyces sp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Penicillium spp. 0.9 12.0 1.8 18.0 0.9 19.0 04 6.0 0.5 8.6 0.6 940
Phoma sp. 0.2 3.0 1.1 8.0 0.5 10.0 04 6.0 0.5 8.6 0.2 3.0
Sporidesmium sp. 0.1 1.0 0.1 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

1Cada valor es el promedio de 22 repeticiones.
2Porcentaje expresado como el nimero de colonias de hongos dividido por el total de colonias observadas x 100.
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CUADRO 4. (CONTINUED) Promedio y porcentaje de colonias de hongos aislados de la superficie del suelo (2.5 em de profundidad) de
plantas de cebolla (cv. Excalibur) durante tres periodos de muestreo en las localidades de Gudnica y Santa Isabel (S.1.) del
drea sur de Puerto Rico.

Dias después de la siembra

0 59 107
Gudnica S.I. Gudnica S.I. Gudnica S.I.
Géneros de hongos Prom.!  %? Prom. % Prom. % Prom. % Prom. % Prom. %
Stemphylium spp. 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 5.0 0.0 0.0
Trichoderma spp. 0.5 7.0 0.9 6.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 1.5
Desconocidos? 1.0 13.3 14 10.0 0.1 2.0 0.1 2.0 0.1 1.7 0.1 1.5
Total 7.5 99.6 13.6 100 4.8 100 6.2 100 5.8 100 6.7 100

1Cada valor es el promedio de 22 repeticiones.
2Porcentaje expresado como el nimero de colonias de hongos dividido por el total de colonias observadas x 100.
3Colonias de hongos que no produjeron estructuras de reproduccién para su clasificacion.
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CUADRO 5. Promedio y porcentaje de colonias de hongos aislados del suelo de la rizésfera (5.0 a 7.5 cm de profundidad) de plantas de cebolla
(cv. Excalibur) a los 59y 107 dias después de la siembra en las localidades de Gudnica y Santa Isabel del drea sur de Puerto Rico.

Dias después de la siembra

59 107
Guadnica Santa [sabel Guadnica Santa [sabel

Géneros de hongos Promediot %> Promedio % Promedio % Promedio %

Alternaria spp. 0.0 0.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.3 7.0
Aspergillus spp. 2.3 64.0 2.0 43.0 1.5 56.0 1.8 42.0
A. niger 0.0 0.0 0.7 15.0 0.1 4.0 0.4 9.0
Cladosporium spp. 0.1 3.0 0.3 6.4 0.2 7.0 0.0 0.0
Curvularia sp. 0.0 0.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Fusarium spp. 0.6 16.0 0.8 17.0 0.3 11.0 14 33.0
Paecilomyces sp. 0.0 0.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Penicillium spp. 0.4 11.0 0.1 2.0 0.3 11.0 0.2 5.0
Phoma sp. 0.0 0.0 0.1 2.0 0.2 7.0 0.0 0.0
Trichoderma spp. 0.1 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 2.0
Zygosporium sp. 0.0 0.0 0.1 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Desconocidos? 0.1 3.0 0.3 6.4 0.1 4.0 0.1 2.0
Total 3.6 100 4.7 998 29 100 4.3 100

1Cada valor es el promedio de 22 repeticiones (22 platos petri por localidad).
2Porcentaje expresado como el nimero de colonias de hongos dividido entre el total de colonias observadas x 100.
3Colonias de hongos que no produjeron estructuras de reproduccion para su clasificacion.
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disminucién no se observé en la localidad de Santa Isabel (Cuadro 5).
Los géneros Alternaria spp., Curvularia sp., Paecilomyces sp. 'y Zygo-
sporium sp. se aislaron solamente del suelo de Santa Isabel, mientras
que Trichoderma sp. se aislé solamente del suelo de Guanica.

Se observé una correlacién directamente proporcional entre la pre-
cipitacién que ocurrié un mes previo al muestreo y el nimero promedio
de colonias aisladas del suelo (Figura 1). A mayor precipitacién, mayor
ndmero de colonias aisladas de suelo. Este factor ambiental nos per-
mite explicar el aumento en el nimero de colonias de hongos aisladas
del suelo ya que la humedad del suelo promueve la esporulacién y ger-
minacién de las esporas de los hongos.

En general, durante los periodos evaluados, observamos una gran
diversidad de géneros de hongos aislados tanto del follaje como del
suelo en las localidades evaluadas. Estos incluyen hongos saproéfitos
como Aspergillus spp., Chaetomium spp., Humicola sp., Memnoniella
sp., Nigrospora sp., Papulospora sp., Penicillium spp. y Zygosporium
sp. (Barnett y Hunter, 1998). Se identificaron varios hongos paté-
genos al cultivo de cebolla, como Alternaria, A. niger, Cladosporium
spp., C. gloeosporioides, Helminthosporium sp., Fusarium spp.,
Phoma spp. y Stemphylium spp. (Toro, 1923; Nolla, 1926 y 1927,
Stevenson, 1975; R. Rodriguez, 1993 y 1994, com. pers., Departa-
mento de Proteccién de Cultivos, UPR; Schwartz y Mohan, 1995).
Alternaria spp., Cladosporium spp., Helminthosporium sp. y Stem-
phylium spp. han sido asociados a enfermedades del follaje.
Fusarium spp., Penicillium spp., Phoma spp. y Aspergillus spp. son
patégenos importantes en los bulbos o raices (R. Woodward, 1999,
com. pers., Micro Macro Analitycal Laboratories, Georgia; Schwartz
vy Mohan, 1995). Algunos géneros aislados contienen especies utiliza-
das en el control biolégico: Sporidesmium sp., Trichoderma sp. y
Paecilomyces sp. (Agrios, 1997; Baker y Paulitz, 1996; Kerry y Evans,
1996; Tronsmo, 1996).

Las poblaciones de hongos en el suelo en las dos localidades pueden
haber sido afectadas por las practicas de manejo de las siembras evalua-
das, como el periodo de tiempo y tipo de plaguicida que se aplicaba. Los
fungicidas utilizados después de establecidas las siembras fueron de tipo
protector del follaje, de contacto, orgdanicos en su composiciéon quimica y
de amplio espectro en el control de enfermedades de la cebolla. Se ob-
servé una reduccién en el nimero de colonias de hongos aislados del
suelo luego de establecidas las siembras en ambas localidades. El uso de
herbicidas podria considerarse otro factor determinante en las pobla-
ciones de hongos del suelo ya que muchas malezas sirven de reservorio
a hongos patdégenos (Curl y Truelove, 1987).
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FIGURA 1. Relacién entre la precipitacion total durante el mes previo al muestreo y
el promedio de colonias aisladas del suelo de siembras de cebolla en las localidades de
Guadnica (a) y Santa [sabel (b) en la zona sur de Puerto Rico.

Muestreo de Semillas de Cebolla

La incidencia de hongos fue significativamente menor en las semi-
llas de cebolla desinfestadas superficialmente. Sin embargo, con este
tratamiento la germinacién fue menor que en el grupo control (Cuadro
6). No encontramos diferencias significativas en la germinacién de
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semillas entre los tres cultivares evaluados (Cuadro 6). El nimero de
semillas con presencia de hongos en el cultivar Mercedes fue significa-
tivamente menor al de los cultivares Nikita y Excalibur. Encontramos
a Aspergillus spp. asociado al cultivar Mercedes; A. niger, principal-
mente a los cultivares Nikita y Excalibur; y Rhizopus sp. al cultivar
Excalibur (Cuadro 6). Es importante indicar que en una semilla podian
aparecer asociados diferentes hongos, siendo la combinacién mas fre-
cuente A. niger con Rhizopus spp. Entre los hongos aislados, el de
mayor frecuencia fue A. niger, seguido por Rhizopus spp.

A pesar de que las semillas comerciales utilizadas estaban tratadas
con fungicida, Aspergillus spp., A. niger y Rhizopus sp., mostraron re-
sistencia al mismo. Aspergillus niger fue el hongo mas frecuentemente
aislado de las semillas. Esto compara con los hallazgos de Hayden y
Maude (1992) en el Sudan, quienes reportaron a A. niger como el pato-
geno dominante contaminando las semillas de cebollas. Ademas, éstos
catalogan ala semilla como la fuente de inéculo primario en la infecciéon
de los bulbos.

Encontramos a Rhizopus sp. asociado a las semillas con la misma
frecuencia que A. niger. Sin embargo, Rhizopus sp. se reporta como poco
frecuente en bulbos de cebollas, siendo de poca importancia econémica
a pesar de poseer el potencial para causar infeccion a través de meca-
nismos enzimaticos. Los hongos pueden invadir la semilla o per—
manecer latente hasta infectar los bulbos de cebolla y causar la desin-
tegracién de su tejido (Schwartz y Mohan, 1995). En este estudio la

CUADRO 6. Promedio de semillas de cebolla germinadas e identificacion de hongos
asociados a éstas.

Promedio de semillas germinadas'?

Aspergillus
Aspergillus Rhizopus spp. ¥
Tratamiento Germinacion Spp- A. niger sp. Rhizopus sp.
Control 6.5a 09a 55a 49a 8.0a
Desinfestaciéon? 3.7b 0.0b 01b 01b 0.1b
Cultivares
Mercedes 5.7a 13a 0.3a 0.5a 2.1a
Nikita 5.1a 0.0b 5.0b 2.1b 51b
Excalibur 46 a 0.0b 3.1b 49¢ 5.0b

Promedio de 15 repeticiones (platos petri con 10 semillas por plato).

2Promedios en las columnas con la misma letra no difieren estadisticamente (P < 0.05)
utilizando la Prueba de Tukey.

3Las semillas fueron desinfestadas con alcohol etilico al 70% e hipoclorito de sodio al
0.05% por 1 min cada uno y transferidas a agar de papa y dextrosa acidulado. Los platos
petri fueron incubados por cuatro dias a 28 °C.
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semilla se puede catalogar como fuente de inéculo de A. niger y Rhizo-
pus sp. Al comparar los tres cultivares de cebolla encontramos una
mayor cantidad de hongos asociados a las semillas de Nikita y Excali-
bur que a las de Mercedes.

Estudios futuros permitirdan evaluar la patogenicidad de los hongos
aislados sobre los tejidos de los cultivares de cebolla examinados du-
rante este catastro realizado en la zona sur de Puerto Rico.
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