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Resumen. La pudricion blanca producida por
Sclerotium cepivorum es la principal limitante del
cultivo de ajo en Colombia, causando pérdidas su-
periores al 50%. La ausencia de semilla de calidad
contribuye a su diseminacion e infestacion en areas
de siembra, siendo la principal estrategia de con-
trol la aplicacion de fungicidas, por ende, es nece-
sario integrar alternativas de manejo orientadas a
su sostenibilidad. Asi, el objetivo de este estudio
fue determinar bajo condiciones controladas el po-
tencial de control de S. cepivorum con antagonistas
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Abstract. White rot produced by Sclerotium
cepivorum is the main limitation to garlic
production in Colombia causing losses that exceed
50%. The absence of quality seed contributes to its
dissemination and infestation in sowing areas, the
main control strategy is the application of fungicides;
therefore, it is necessary to integrate management
alternatives that promote its sustainability. Thus,
the objective of this study was to determine under
controlled conditions the potential of control for S.
cepivorum with microbial antagonists and essential
oils. The effect on the pathogen’s growth was
determined in PDA supplemented with each oil and
for the antagonists its ability to degrade sclerotia.
In soil infested with sclerotia was determined the
effect on incidence and mortality reduction with the
applications of the antagonists and selected oils.
The results showed that exposure to eucalyptus
(10,000 ppm) and oregano (200; 250 ppm) oils
inhibited by 92% growth of the pathogen, while
antagonists colonized more than 95% of sclerotia,
causing their degradation. While in infested soil
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microbianos y aceites esenciales. Se determind en
PDA suplementado con cada aceite el efecto sobre
el crecimiento del patdgeno y para los antagonistas
su capacidad para degradar esclerocios. Igualmen-
te, en suelo infestado con esclerocios se determind
el efecto de las aplicaciones de los antagonistas y
aceites seleccionados sobre la reduccion de inci-
dencia y mortalidad. Los resultados mostraron que
la exposicion al aceite de eucalipto (10000 ppm)
y orégano (200; 250 ppm) inhibidé en un 92% el
crecimiento del patégeno; en tanto, que los antago-
nistas colonizaron mas del 95% de los esclerocios,
provocando su degradacion. Mientras que en suelo
infestado presentaron un control entre 30 al 70%,
siendo Trichoderma asperellum Th034 el que pre-
sentd la menor incidencia y mortalidad (21%).

Palabras clave: Esclerocio, parasitismo, creci-
miento, incidencia, mortalidad.

El ajo (Allium sativum) es una hortaliza de gran
importancia en el mundo, utilizada principalmente
como condimento, pero en medicina por su conte-
nido de adenosina y ajoeno se usa como antioxidan-
te, asi como para reducir el bloqueo de las arterias,
la presion arterial y el colesterol (Ramirez et al.,
2016), y en el control de plagas se usa como insec-
ticida por su accién repelente (Plata et al., 2017).
A pesar de esto, en Colombia en la tltima década
su cultivo ha disminuido pasando en 2013 de 527
ha a 231 ha en 2018 con una reduccion en la pro-
duccion de 9.309 t a 2.991 t (AGRONET, 2019),
comportamiento que se asocia a la diseminacion e
incremento de problemas fitosanitarios, siendo la
mayor limitante la pudricion blanca causada por el
hongo Sclerotium cepivorum (Prato, 2016).

Este patogeno exclusivamente afecta a las es-
pecies del género Allium, distribuyéndose en todas
las regiones donde éstas se cultivan, disminuyendo
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they showed a control between 30 and 70%, being
Trichoderma asperellum Th034 which presented
the lowest incidence and mortality (21%).

Key words: Sclerotia,
incidence, mortality.

parasitism, growth,

Garlic (Allium sativum) is a greatly important
vegetable around the world that is most commonly
used as a condiment or seasoning. However,
because of its adenosine and ajoene content, garlic
is used in medical treatments as an antioxidant and
to reduce arterial blockages, blood pressure and
cholesterol (Ramirez et al., 2016); it is also used
for controlling plant pests because of its repellent
action (Plata et al., 2017). However, in Colombia
garlic production has decreased in the last decade
from 527 ha in 2013 to 231 ha in 2018, and
production decreased from 9,309 tons to 2,991 tons
(AGRONET, 2019). This result is associated with
disease and phytosanitary issues, with white rot
caused by the Sclerotium cepivorum fungus (Prato,
2016) being the greatest constraint.

This pathogen affects only species of the A/lium
genus in all the regions where they are cultivated
and reduces production and causes losses of more
than 50%, thus being the greatest limitation of this
genus (Amin et al., 2014; Lourengo et al., 2018).
Sclerotium cepivorum produces sclerotia, which
are resistance structures that can remain viable
for more than 20 years in the soil, as well as its
primary inoculum; as a result, infested fields are
not suitable for cultivating garlic or any other
susceptible alliaceous species (Velasquez et al.,
2012; Amin et al.,, 2014; Lourengo et al., 2018).
White rot is mainly controlled using chemical
synthesis fungicides such as Benomyl and
Tebuconazole, whose continuous use can cause
resistance problems, reduce soil microbiota, and
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su produccién, ya que puede causar pérdidas su-
periores al 50%, siendo asi la mayor limitante de
este género (Amin et al., 2014; Lourenco et al.,
2018). Sclerotium cepivorum produce esclerocios,
estructuras de resistencia que pueden permanecer
viables en el suelo por mas de 20 afios, asi como
su indculo primario, de esta manera los campos in-
festados quedan arruinados para el cultivo de ajo o
cualquier otra alidcea susceptible (Velasquez et al.,
2012; Amin et al., 2014; Lourengo et al., 2018).
El manejo de la pudricion blanca se realiza princi-
palmente con fungicidas de sintesis quimica como
Benomil y Tebuconazol, cuyo uso continuo puede
generar problemas de resistencia, reduccion de la
microbiota del suelo, ademas de ser un riesgo para
la salud humana (Pérez et al., 2009; Hussain et al.,
2017). De acuerdo con esto y con una visioén sos-
tenible del cultivo, es prioritario evaluar e integrar
al manejo de la enfermedad, alternativas eficientes
que tengan un bajo impacto ambiental, en este sen-
tido, el control bioldgico mediante el uso de micro-
organismos antagonistas o aceites esenciales pue-
den constituirse como herramientas en estrategias
de manejo integrado de la pudricion blanca (Lo-
urengo et al., 2018).

Especies de los géneros Trichoderma sp., Baci-
llus sp. o Pseudomonas sp., se destacan en el con-
trol bioldgico de fitopatdgenos por su amplia dis-
tribucidon y sus diferentes mecanismos de accion.
En el mercado se encuentran diferentes bioplagui-
cidas con registro de uso, los cuales, son utilizados
para el control de patdégenos del suelo o foliares,
adicionalmente, algunas cepas tienen la capacidad
de promover el crecimiento vegetal, influyendo en
el desarrollo y produccion de las plantas (Schus-
ter y Schmoll, 2010; Santoyo et al., 2012), por lo
cual pueden ser considerados en el desarrollo de
estrategias de manejo integrado previa evaluacion
y seleccion.
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put human health at risk (Pérez et al., 2009; Hussain
etal.,2017). Based on the above and with a view to
achieving sustainable garlic production, evaluating
and integrating effective and low-environmental
impact alternatives for disease management is a
priority. In this regard, biological control using
antagonistic microorganisms or essential oils can
be included as a tool in integrated management
strategies for controlling white rot (Lourenco et al.,
2018).

Species of the Trichoderma sp., Bacillus sp.
or Pseudomonas sp., genera are considered to be
effective for biological control of phytopathogens
because of their wide distribution and different
control mechanisms. Soil or foliar pathogens
are controlled using commercial biopesticides
registered for use; some of these strains are also
able to promote plant growth by influencing
plant development and production (Schuster and
Schmoll, 2010; Santoyo et al, 2012). For this
reason, after being evaluated and selected, they
can be used in the development of integrated
management strategies.

Essential oils can also be obtained from
cinnamon, eucalyptus and oregano plants that
are known to have antimicrobial properties
against pathogens, including Botrytis cinerea and
Fusarium oxysporum, particularly because they
produce compounds based on phenols, tannins or
terpenes that act upon the pathogens’ growth or
metabolism (Gurjar et al., 2012; Kottearachchia
et al., 2012). In view of this, the objective of
this study was to determine, under controlled
conditions, the potential use of Trichoderma
koningiopsis (Th003) and 7. asperellum (Th034)
fungi; Bacillus amyloliquefaciens (Bs006) and
Pseudomonas fluorescens (Pf014) bacteria; and
essential cinnamon, clove, eucalyptus, lemon,
oregano and thyme oils to control S. cepivorum.
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En el mismo sentido se encuentran aceites esen-
ciales obtenidos de plantas como canela, eucalipto
y orégano, los cuales presentan propiedades anti-
microbianas contra patégenos como Botrytis cine-
rea o Fusarium oxysporum, particularmente por
presentar compuestos a base de fenoles, taninos o
terpenos los cuales presentan accion sobre el creci-
miento o el metabolismo de los patogenos (Gurjar
et al.,2012; Kottearachchia et al., 2012). De acuer-
do con esto, el objetivo de este estudio fue deter-
minar bajo condiciones controladas el potencial de
uso en el control de S. cepivorum para el cultivo
de ajo de los hongos Trichoderma koningiopsis
(Th003), T. asperellum (Th034), las bacterias Ba-
cillus amyloliquefaciens (Bs006) y Pseudomonas
Sfluorescens (Pf014) y de los aceites esenciales de
canela, clavo, eucalipto, limon, orégano y tomillo.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Mi-
crobiologia Agricola del Centro de Investigacion
Tibaitata de la Corporacion Colombiana de Investi-
gacion Agropecuaria AGROSAVIA.

Material vegetal. Se usaron bulbillos sanos de ajo
morado obtenida de un cultivo comercial, previo
a su uso, la semilla se desinfestd mediante lava-
do con una solucién de hipoclorito de sodio al 2%
(NaCl) por tres min y tres lavados con agua estéril.

Microorganismos. El patégeno utilizado corres-
pondio al aislamiento S10 de S. cepivorum, aislado
de una planta de ajo con signos de la enfermedad
colectada de un foco de plantas enfermas en un
cultivo del municipio de Sopo (departamento de
Cundinamarca), obteniendo su inoculo a partir de
la produccién y cosecha de esclerocios en cultivos
del hongo en Agar Papa Dextrosa (PDA Oxo0id®),
incubados a 18 °C durante 24 dias. Los esclerocios
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MATERIALS AND METHODS

This research was conducted in the Agricultural
Microbiology Laboratory of Tibaitatd Research
of the Colombian Corporation for
Agricultural Research (Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria, AGROSAVIA).

Center

Plant material. Healthy purple garlic bulbils
obtained from a commercial crop were used.
Before using the seed, it was washed with a 2%
sodium hypochlorite (NaCl) solution for three min
and then washed three times with sterile water.

Microorganisms. The pathogen used in the
experiment was an S. cepivorum S10 isolate
obtained from a garlic plant with disease sings
collected from a plot of infected plants in a
garlic field in Sopo municipality (Department of
Cundinamarca). The pathogen’s inoculum was
obtained from sclerotia produced in and harvested
from a potato-dextrose-agar (PDA Oxo0id®) culture
medium incubated at 18 °C for 24 days. Sclerotia
were harvested by scraping the culture medium
and stored in Falcon tubes; when used, they were
washed with 2% NaCl and dried at 30 °C for
24 h. Regarding the antagonistic microorganisms,
AGROSAVIA’s Microorganism Germplasm Bank
provided T. asperellum Th034 and P. fluorescens
Pf014 strains, which were then sown in a PDA
culture medium and Luria Bertani (LB) broth,
respectively. Tricotec® biofungicide based on T.
koningiopsis Th003 strain and one formulation
prototype based on the B. amyloliquefaciens Bs006
strain (developed by Agrosavia) were also used.
The inoculum consisted of suspensions in water at
concentrations of 1x10°conidia mL™! for fungi, and
1x108 cells mL! for bacteria.

Essential oils. Based on a literature review,
essential cinnamon, clove, eucalyptus, lemon,
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se cosecharon mediante el raspado del medio, se al-
macenaron en tubos Falcon y cuando se utilizaron
fueron desinfestados mediante lavado con NaCl al
2%, secandolos a 30 °C por 24 horas. En cuanto
a los microorganismos antagonistas, el Banco de
Germoplasma de Microorganismos de AGROSA-
VIA proporcioné la cepa Th034 de 7. asperellum
y la cepa Pf014 de P. fluorescens, cuya produccion
se realizd en PDA y caldo Luria Bertani (LB), res-
pectivamente. Igualmente se utilizo el biofungicida
Tricotec® a base de T. koningiopsis cepa Th003 y
un prototipo de formulacion a base de B. amyloli-
quefaciens cepa Bs006 (desarrollados por Agrosa-
via). El in6culo consistid en suspensiones en agua
a concentraciones de 1x10°conidios mL-! para hon-
gos y 1x10%células mL"! para bacterias.

Aceites esenciales. De acuerdo con una revision de
literatura se seleccionaron por su potencial de con-
trol sobre S. cepivorum los aceites esenciales de ca-
nela, clavo, eucalipto, limoén, orégano y tomillo. El
aceite de orégano fue producido en Agrosavia (an-
teriormente Corpoica) por Betancourt ef al. (2012),
mientras que el resto de los aceites se obtuvo de
concentrados comerciales.

Actividad sobre la degradacién de esclerocios.
Para determinar la capacidad de los antagonistas
para degradar los esclerocios de S. cepivorum, se
modificé la metodologia descrita por Clarkson et
al. (2002), para lo cual se dispusieron 100 escle-
rocios en bolsas de muselina de 1 cm? ubican-
dolos posteriormente a una profundidad de 2 cm
en recipientes plasticos de 6 onzas que contenian
una mezcla estéril de suelo y arena (3:1), inmedia-
tamente se realizo la inoculacion del sustrato me-
diante la aplicacion de 10 mL de las suspensiones
de cada microorganismo en las concentraciones
ya descritas. Durante el periodo de evaluacion
se realizo el riego de los recipientes cada tres dias
para conservar su humedad.
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oregano and thyme oils were selected because of
their potential to control S. cepivorum. Essential
oregano oil was produced in Agrosavia (previously
known as Corpoica) by Betancourt et al. (2012),
and the other oils were obtained from commercial
concentrates.

Activity on sclerotia degradation. To determine
the ability of antagonistic microorganisms to
degrade S. cepivorum sclerotia, a modified version
of the methodology described by Clarkson et
al. (2002), was used, by placing 100 sclerotia in
1 cm? muslin bags, which were later placed at a
depth of 2 cm in 6-ounce plastic containers filled
with a sterile mixture of soil and sand (3:1). This
substrate was immediately inoculated with 10 mL
of the suspension of each microorganism at the
previously described concentrations. During the
evaluation period, the containers were irrigated
every other day to keep the soil moist.

After 30 days, the muslin bags were collected;
30 sclerotia were taken from each and sown in petri
dishes containing PDA medium culture or Luria
Bertani (LB) agar, according to the treatment that
was used. Then, the petri dishes were incubated
at 18 °C for six days in order to determine their
viability or parasitism. The remaining sclerotia
were observed under a stereoscope to identify any
damage in their structure. The trial was conducted
in a greenhouse at 23 °C using a completely
randomized design where the experiment unit
consisted of one container with one bag with three
replications; sclerotia with no treatment were used
as a control.

Effect of essential oils on S. cepivorum in vitro
growth. Essential oils were evaluated at three
concentrations (Table 1) with Tebuconazole (1 L
/200 L) as a chemical control and one absolute
control. For this, the PDA was supplemented with
each oil at the specified concentration, placed in
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Después de 30 dias se colectaron las bolsas de
muselina, tomando de cada una, 30 esclerocios, los
cuales se sembraron en cajas Petri con PDA o agar
Luria Bertani (LB) de acuerdo con el tratamiento
aplicado. Posteriormente, las cajas Petri fueron in-
cubadas a 18 °C durante seis dias para determinar
su viabilidad o parasitismo; los esclerocios restan-
tes se observaron al estereoscopio para identificar
dafios en su estructura. El ensayo se realizoé en un
invernadero a 23 °C bajo un diseflo completamente
al azar donde la unidad experimental consistid en
un recipiente con una bolsa teniendo tres repeti-
ciones, como control se utilizaron esclerocios sin
tratamiento.

Efecto de aceites esenciales sobre el crecimiento
de 8. cepivorum in vitro. Se evaluaron los acei-
tes esenciales en tres concentraciones (Cuadro 1)
con el fungicida Tebuconazol (1 L /200 L) como
control quimico y un testigo absoluto. Para esto,
se suplementd el PDA con cada aceite en la con-
centracion determinada sirviéndolos en cajas Petri,
posteriormente se realizd la siembra de un disco de
agar de 5 mm con micelio de S. cepivorum (obteni-
do de un cultivo en PDA de 12 dias) en el centro de
la caja, se incubo a 18 °C durante 12 dias, periodo
en el que se registrd el crecimiento y se determind
el porcentaje de inhibicion del crecimiento mice-
lial (ICM) de colonias en presencia de los aceites,
calculado en relacion al control, una vez el hongo
cubrio la totalidad de la caja Petri, aplicando la for-
mula de Philippe et al. (2012) citado por Gakuubi
et al. (2017), ICM(%)= dc - dt / dc x 100; donde:
dc= Diametro de la colonia del patdogeno en el con-
trol, y d= Diametro de la colonia del patégeno en
el tratamiento.

Control de S. cepivorum en condiciones contro-

ladas. La evaluacion se desarroll6 en macetas plas-
ticas de 0.5 L de capacidad en la que se sembrd un
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petri dishes, and then sown in a 5-mm agar disk
with S. cepivorum mycelium (obtained from a 12-
day PDA culture medium) in the middle of the dish,
incubated at 18 °C for 12 days, a period during
which the percent inhibition of the mycelial growth
(ICM) of the colonies in the presence of oils was
recorded. The percentage was calculated in relation
to the control once the fungus completely covered
the petri dish. The calculation was made using the
formula of Philippe et al. (2012) cited by Gakuubi
et al. (2017), ICM (%)= dc - dt / dc x 100; where:
dc= diameter of the pathogen’s colony in the
control, and dt= diameter of the pathogen’s colony
in the treatment.

Control of S. cepivorum under -controlled
conditions. The evaluation was performed in 0.5-L
plastic pots in which one garlic bulbil was sown.
The concentration of S. cepivorum used was 200
sclerotia per gram of soil (selected from previous
unpublished studies because the level of mortality
obtained was 83%). The bulbils were immersed
in the suspensions of microorganisms, essential
oils and Tebuconazole for 10 min, and then sown
in pots to which 20 mL of each suspension were
added in drench, according to the treatment. Two

Cuadro 1. Aceites esenciales y concentraciones evaluadas
en la inhibicién del crecimiento de Sclerotium
cepivorum in vitro.

Table 1. Essential oils and concentrations evaluated to in-

hibit Sclerotium cepivorum in vitro growth.

. . Concentracion (ppm
Aceites esenciales (ppm)

1 2 3
Canela (Cinnamomum verum) 150 200 250
Clavo (Syzygium aromaticum) 250 500 750
Eucalipto (Eucalyptus sp.) 7000 10000 15000
Limén (Citrus limon) 200 400 600
Orégano (Origanum vulgare) 150 200 250
Tomillo (Thymus vulgaris) 200 400 800
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bulbillo de ajo, la concentracion de S. cepivorum
utilizada correspondié a 200 esclerocios por gra-
mo de suelo (seleccionada en estudios previos no
publicados por obtener una mortalidad del 83%).
Se realizé la inmersion de los bulbillos durante
10 min en las suspensiones de microorganismos,
aceites esenciales y Tebuconazol, posteriormente
se sembraron en las macetas y en cada una se apli-
c6 en drench 20 mL de las suspensiones segun el
tratamiento. Se efectuaron dos aplicaciones mas en
drench con una frecuencia de 15 dias, manteniendo
el ensayo por 90 dias (aunque el ciclo del cultivo
esta entre los cinco y seis meses, la enfermedad
puede presentarse en cualquier momento). El en-
sayo se establecid mediante un disefio completo al
azar, la unidad experimental const6 de ocho mace-
tas con tres repeticiones; se contd con un testigo
inoculado con el patdogeno y un control sin inocu-
lar, las cuales se mantuvieron en una casa de malla
con riego diario a una temperatura promedio en el
dia de 20 °C, las variables evaluadas fueron la in-
cidencia de la enfermedad (niimero de plantas con
sintomas sobre el nimero total de plantas multi-
plicado por 100) y la mortalidad de la enfermedad
(numero de plantas muertas sobre el nimero total
de plantas multiplicado por 100).

Analisis estadistico. Para cada bioensayo los datos
fueron analizados mediante un andlisis de varian-
za y una prueba de comparacion de medias Tukey
(p=<0.05), empleando el software estadistico Sta-
tistix 10.0.

RESULTADOS

Actividad sobre la degradacion de esclerocios. A
partir de los esclerocios recuperados y sembrados
en los medios de cultivo se obtuvieron colonias de
los antagonistas, para las cepas de Trichoderma se
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more applications in drench were applied every
15 days and the experiment was continued for
90 days (although the crop cycle lasts between
five and six months, the disease may occur at any
time). The experiment was established using a
completely randomized design and the experiment
unit consisted of eight pots with three replications.
A control inoculated with the pathogen and one
non-inoculated control were kept in a mesh house
and irrigated daily at an average temperature
of 20 °C. The evaluated variables were disease
incidence (number of plants with symptoms over
the total number of plants multiplied x 100) and the
disease mortality (number of dead plants over the
total number of plants multiplied x 100).

Statistical analysis. The data of each bioassay were
subjected to an analysis of variance (ANOVA)
and the means were compared using Tukey’s test
(p=<0.05) and the Statistix 10.0 statistical software.

RESULTS

Activity on sclerotia degradation. Using the
sclerotia that were recovered and sown in culture
medium, colonies of the antagonists were obtained.
In the Trichoderma strains, growth was observed
from 100% of the sclerotia, while in the bacteria,
growth was observed from 95% of the sclerotia. No
S. cepivorum growth was observed in any of them
(Figure 1A). Regarding the sclerotia of the control,
they did not show infection when germinated in
PDA, and S. cepivorum colonies were obtained. On
the other hand, observation of the sclerotia of each
treatment under a stereoscope showed that all the
antagonists caused partial degradation of sclerotia,
because of the loss of their structural stability
(Figure 1B) which prevented the pathogen from
growing from those structures.
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observo crecimiento a partir del 100% de los escle-
rocios, en tanto que para las bacterias el crecimien-
to se observo a partir del 95% de los esclerocios, en
todos los casos no se evidencio crecimiento de S.
cepivorum (Figura 1A). En cuanto a los esclerocios
del control, no presentaron infecciéon germinando
en el PDA, obteniendo colonias de S. cepivorum
a partir de ellos. Por otra parte, la observacion de
los esclerocios de cada tratamiento al estereosco-
pio mostré que todos los antagonistas causaron la
degradacion parcial de los esclerocios, de acuerdo
con la pérdida de su estabilidad estructural (Figura
1B) impidiendo el crecimiento del patdégeno a par-
tir de dichas estructuras.

Efecto de aceites esenciales sobre el crecimien-
to de S. cepivorum in vitro. En el agar PDA
suplementado con los aceites de clavo, limén en
las tres concentraciones y tomillo (200 y 400 ppm)
se obtuvo una inhibiciéon del crecimiento entre el 2

Tricotec

Control

Effect of essential oils on S. cepivorum in vitro
growth. In PDA agar supplemented with essential
clove and lemon at the three concentrations, and
thyme oils (200 and 400 ppm), growth inhibition
was 2-12%, with no

compared to the control. Conversely, in PDA

significant differences

agar supplemented with essential eucalyptus and
oregano oils (200 and 250 ppm) and Tebuconazole,
growth inhibition was higher than 92%; with
essential cinnamon, oregano (150 ppm) and thyme
oils (800 ppm), growth inhibition was 50-86%
(Figure 2).

Control of S. cepivorum under controlled
conditions. The evaluated treatments showed they
could control the pathogen, except for essential oils,
particularly eucalyptus oil, which had a negative
effect on bulbils (data not shown), apparently due
to a phytotoxic effect that caused necrosis on the
tissue and affected germination. When oregano oil

Figura 1. A. Crecimiento de los antagonistas a partir de los esclerocios inoculados. B. Degradacion de los esclerocios por los
antagonistas. Control (tratamiento sin aplicacion de antagonistas), Tricotec (biofungicida a base de T. koningiopsis
cepa Th003), Th034 (7. asperellum cepa Th034), Bs006 (B. amyloliquefaciens cepa Bs006), Pf014 (P. fluorescens

cepa Pf014).

Figure 1. A. Antagonist growth from inoculated sclerotia. B. Sclerotia degradation caused by the antagonists. Control
(treatment with no application of antagonists), Tricotec (biofungicide based on 7. koningiopsis Th003 strain),
Th034 (7. asperellum Th034 strain), Bs006 (B. amyloliquefaciens Bs006 strain), Pf014 (P. fluorescens Pf014 strain).
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y 12%, sin presentar diferencias significativas con
respecto al control; en contraste, con eucalipto, oré-
gano (200 y 250 ppm) y Tebuconazol, la inhibicion
superd el 92%, con los aceites de canela, orégano
(150 ppm) y tomillo (800 ppm) se inhibi6 el creci-
miento entre un 50 y 86% (Figura 2).

was applied, the performance was similar to the
pathogen’s treatment, and even caused significant
statistical differences (Figure 3).

The lowest level of disease incidence (21%)
was obtained with 7. asperellum Th034, as well
as the greatest amount of healthy or asymptomatic
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Figura 2. Inhibicién del crecimiento de S. cepivorum en medio suplementado con aceites esenciales después de 12 dias de
incubacién a 18 °C. Valores con las mismas letras no presentan diferencias significativas para la prueba de Tukey

(*=P>0.05).

Figure 2. Inhibition of S. cepivorum growth in a culture medium supplemented with essential oils after 12 days of incuba-
tion at 18 °C. Values with the same letters do not have significant differences according to Tukey’s test (*=P>0.05).
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Control de S. cepivorum en condiciones con-
troladas. Los tratamientos evaluados, mostraron
actividad de control del patégeno a excepcion de
los aceites esenciales, particularmente el aceite de
eucalipto, en el cual se mostré un efecto negativo
sobre los bulbillos (Datos no mostrados), al parecer
por un efecto fitotdxico que provocod necrosis del
tejido afectando su germinacion. Con las aplicacio-
nes del aceite de orégano se obtuvo un comporta-
miento similar al observado en el tratamiento pato-
geno, incluso presentando diferencias estadisticas
significativas (Figura 3).

plants (79%) (Figure 3), while when bacteria were
applied, the performance was similar to that of
the tebuconazole application, with no significant
differences between them, though in numerical
terms the disease incidence was lower and the
percentage of healthy plants increased with the
bacteria (Figure 3). On the other hand, the treatment
with 7. koningiopsis Th003 (Tricotec®) was the
least effective for reducing the disease incidence
and mortality (Figure 3). The plants of the control
that were not inoculated did not show signs or
symptoms of white rot.

100
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80
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:\j 6 ab ab
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v
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Patégeno Tricotec Th034 Bs006 Pf014 Ac. Oregano Tebuconazol
Tratamientos

Figura 3. Incidencia, mortalidad y de plantas sanas de ajo por tratamiento después de 90 dias de evaluacion. Columnas con
la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (¥= P>0.05).

Figure 3. Incidence, mortality and healthy garlic plants per treatment after being evaluated for 90 days. Columns with the
same letter are not significantly different according to Tukey’s test (*= P>0.05).

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

191



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

La menor incidencia de la enfermedad con un
21% se obtuvo con las aplicaciones de 7. aspe-
rellum Th034, asi como la mayor cantidad de
plantas sanas o asintomaticas con un 79%, (Figura
3); mientras que, con las aplicaciones de las bac-
terias se obtuvo un comportamiento similar a las
aplicaciones de Tebuconazol, sin presentar diferen-
cias significativas entre si, aunque numéricamen-
te la incidencia de la enfermedad fue menor y el
porcentaje de plantas sanas mayor en las bacterias
(Figura 3). Por otra parte, el tratamiento con 7. ko-
ningiopsis Th003 (Tricotec®) fue el menos eficiente
en la reduccién de la incidencia y mortalidad de
la enfermedad (Figura 3). Las plantas del control
sin inocular no presentaron signos o sintomas de la
pudricién blanca.

DISCUSION

La degradacion de los esclerocios es una carac-
teristica por considerar al momento de seleccionar
un microorganismo antagonista ya que dichas
estructuras pueden persistir durante décadas en los
suelos limitando la produccidon y rendimiento de
los cultivos de aliaceas (Metcalf et al., 2004; Ve-
lasquez et al., 2012; Pérez et al., 2015). Esta accion
esta relacionada principalmente con la capacidad
del antagonista para producir metabolitos secun-
darios toxicos y enzimas extracelulares, las cuales
le posibilitaran acceder a los esclerocios como una
fuente de nutrientes; en especies del género Tricho-
derma esta accidn se relaciona con el micoparasi-
tismo, involucrando la produccién y secrecion de
enzimas como la B 1-3 glucanasa, § 1-6 glucanasa,
N-acetylhexosaminidasa, polisacaridasas, protea-
sas y lipasas, las cuales intervienen en la degra-
dacion de la pared celular y su produccion se ha
reportado en cepas de 7. asperellum y T. koningiop-
sis (Vinale et al., 2008; Schuster y Schmoll, 2010;
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DISCUSSION
Sclerotia degradation is a characteristic
considered when selecting an antagonistic

microorganism, since sclerotia can survive in
the soil for decades, thereby limiting Alliaceae
production and crop yields (Metcalf et al., 2004;
Velasquez et al., 2012; Pérez et al., 2015). This
action is related mainly to the antagonist’s ability
to produce toxic secondary metabolites and
extracellular enzymes, which will make it possible
foritto access to sclerotia as a source of nutrients. In
species of Trichoderma genus, this action is related
to microparasitism, involving production and
secretion of enzymes, including B 1-3 glucanase,
B 1-6
polysaccharides, proteases and lipases, which
are involved in cell wall degradation and their
production has been reported in 7. asperellum and
T. koningiopsis strains (Vinale et al., 2008; Schuster
and Schmoll, 2010; Mukherjee et al., 2012; Pérez
etal., 2015; Fuga et al., 2016).

Similarly, B. and P.
Sfluorescens are known to produce [ glucanases
and chitinases, and B.
produces  lipopeptides,
fengicines or fatty acids and phenols, for example,
chloroxylenol, pentadecanoic acid, hexadecanoic
acid, heptadecanoic acid, octadecanoic acid and
pyrrole, with antifungal action against pathogens

glucanase, N-acetylhexosaminidase,

amyloliquefaciens

amyloliquefaciens

including iturines,

such as Sclerotinia sclerotiorum or F. oxysporum.
The species P. fluorescens is known to produce
hydrocyanic acid, pyrrolnitrin and siderophores
responsible for antifungal activity on Sclerotium
rolfsii, among others (Ganeshan and Arthikala,
2005; Shafi et al., 2017; Vinodkumar et al., 2017,
Ley et al., 2018).

In this regard, white rot control in this study
could be related to the parasitism of sclerotia in
the soil eventually mediated by the production of
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Mukherjee et al., 2012; Pérez et al., 2015; Fuga et
al., 2016).

Igualmente, para B. amyloliquefaciens y P. fluo-
rescens se conoce que producen B glucanasas y
quitinasas; adicionalmente se sabe que B. amylo-
liquefaciens produce lipopéptidos como iturrinas
y fengicinas o acidos grasos y fenoles como clo-
roxilenol, acido pentadecanoico, acido hexadeca-
noico, acido heptadecanoico, acido octadecanoico
y pirrol, con accion antifungica contra patégenos
como Sclerotinia sclerotiorum o F. oxysporum. En
P. fluorescens se conoce que esta especie produce
acido cianhidrico, pyrrolnitrin y sideroforos res-
ponsables de la actividad antifingica entre otros
sobre Sclerotium rolfsii (Ganeshan y Arthikala,
2005; Shafi et al., 2017; Vinodkumar et al., 2017,
Ley et al., 2018).

En este sentido, es posible que el control de la
pudricién blanca en este trabajo esté relacionada
con el parasitismo de los esclerocios en el suelo
mediada eventualmente por la produccion de meta-
bolitos secundarios, particularmente para 7. konin-
giopsis Th003 y 7" asperellum Th034 se ha demos-
trado su actividad de control sobre patdogenos que
producen esclerocios; por ejemplo, se observo que
el tratamiento previo a la siembra de tubérculos de
papa con presencia de esclerocios de Rhizoctonia
solani con dos formulaciones a base de estos hon-
gos redujo la incidencia del patogeno en un 80%,
en comparacion con los tubérculos no tratados,
cuya incidencia fue del 100% (Beltran et al., 2010).

De mismo modo, en el control de S. sclerotio-
rum 'y Sclerotinia minor mediante el uso de Trico-
tec® se redujo en un 34% la incidencia del moho
blanco en cultivos de lechuga en condiciones co-
merciales (Moreno et al., 2010); para T. asperellum
Th034 Smith et al. (2013) determinaron su capaci-
dad para degradar esclerocios de S. sclerotiorum.
Por otra parte, se ha demostrado que B. amyloli-
quefaciens Bs006 y P. fluorescens Pf014 presentan
actividad de control sobre F. oxysporum en plantas
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secondary metabolites. Particularly, it has been
demonstrated that 7. koningiopsis Th003 and
T. asperellum Th034 have control activity on
pathogens that produce sclerotia. For example, it
was observed that a pre-planting treatment of potato
tubers infected with Rhizoctonia solani sclerotia
with two formulations based on these fungi reduced
the incidence of the pathogen by 80 % compared
to non-treated tubers, whose incidence was 100 %
(Beltran et al., 2010).

Similarly, in the control of S. sclerotiorum and
Sclerotinia minor using Tricotec® the incidence of
white mold was reduced by 34% in commercial
lettuce crops (Moreno et al., 2010). For T.
asperellum Th034, Smith et al. (2013) determined
its ability to degrade S. sclerotiorum sclerotia. On
the other hand, it has been demonstrated that B.
amyloliquefaciens Bs006 and P. fluorescens Pf014
have control activity on F. oxysporum in cape
gooseberry plants and increase their survival in the
field, making it possible to harvest their fruits (Diaz
etal.,2012).

Regarding essential oils, it is necessary to bear in
mind that their effect can be different on mycelium
and sclerotia due to the resistance of these structures.
Different studies have demonstrated the inhibitory
effect that the essential oils have on phytopathogens.
For example, Ranasinghe et al. (2002) described
Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae
and Fusarium proliferatum inhibition using clove
oil at concentrations of 300-1100 ppm. Likewise,
Barrera et al. (2009) reported 100 % inhibition of
F. oxysporum f. sp. gladioli using clove, thyme and
cinnamon oils at concentrations of 100, 150, 200,
250 and 300 ppm.

Although S. cepivorum growth was inhibited
under in vitro conditions, no control of the disease
was observed in the bioassay conducted in soil,
particularly when oregano oil was used. This
may be due to the fact that the oil did not have an
effect on the sclerotia and that, when germination
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de uchuva, aumentando en condiciones de campo
la supervivencia de las plantas, permitiendo obte-
ner cosecha a partir de estas (Diaz et al., 2012).

Respecto a los aceites esenciales es necesario
tener en cuenta que el efecto puede ser diferente so-
bre el micelio y en los esclerocios dada la resisten-
cia de estas estructuras. Diferentes estudios han de-
mostrado el efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de fitopatogenos de los aceites esenciales utilizados
en la presente investigacion, por ejemplo, Rana-
singhe et al. (2002) describieron la inhibicion de
Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae
y Fusarium proliferatum mediante el uso del aceite
de clavo en concentraciones de entre 300 - 1100
ppm; del mismo modo, Barrera et al. (2009) repor-
taron la inhibicién del 100% sobre el crecimiento
de F oxysporum f. sp. gladioli con los aceites de
clavo, tomillo y canela en concentraciones de 100,
150, 200, 250 y 300 ppm.

A pesar de que en condiciones in vitro se ob-
servo la inhibicion del crecimiento de S. cepivo-
rum, en el bioensayo en el suelo no se evidencio el
control de la enfermedad particularmente con las
aplicaciones del aceite de orégano; es posible que
esto se deba a que el aceite no tuvo un efecto sobre
los esclerocios y que, al germinar, posiblemente el
aceite ya se habia degradado en el suelo. En con-
traste, el efecto fitotoxico observado con el aceite
esencial de eucalipto en la concentracion aplicada
lo hace inviable para su uso en el cultivo de ajo, si
bien se conoce que este aceite presenta propiedades
pesticidas de amplio espectro ya que diferentes tra-
bajos han demostrado su actividad como compues-
to antimicrobiano afectando tanto bacterias como
hongos, asi como plaguicida, acaricida o herbicida
(Batish et al., 2008; Haouel et al., 2015; Tomazoni
et al., 2017); en este sentido, es necesario evaluar
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occurred, the oil had possibly already degraded in
the soil. In contrast, the phytotoxic effect observed
with essential eucalyptus oil, at the concentration
applied, makes it non viable for garlic crops,
although it is well know that this oil has wide-
spectrum pesticide properties, since different studies
have demonstrated its activity as an antimicrobial
compound that affects both bacteria and fungi, and
as a pesticide, acaricide and herbicide (Batish et al.,
2008; Haouel et al., 2015; Tomazoni et al., 2017).
In this regard, it is necessary to evaluate other
concentrations or application methods before using
it as an alternative for controlling white rot.

Although the results of this study show that
the antagonists reduce the negative impact of the
disease, before using them in the field, further
studies must be conducted to determine application
methods and frequency, particularly during soil
preparation, in order to reduce the pathogen’s
inoculum, according to the results obtained by
Velasquez et al. (2012), who demonstrated that
the sclerotia can move from deep areas (20 to 40
cm) to the upper layer, and vice versa, during soil
preparation.

CONCLUSIONS

Although essential oregano (200 and 250 ppm)
and eucalyptus oils inhibited S. cepivorum growth
in in vitro experiments, when applied to bulbils
and the soil, oregano oil had a similar performance
to the control pathogen, while eucalyptus oil had
a toxic effect that affected bulbil germination.
the antagonistic microorganisms
reduced the disease incidence and mortality, and 7.
asperellum Th034 being the most effective.

Conversely,
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otras concentraciones o formas de aplicacion para
considerar su uso como alternativa de control de la
pudriciéon blanca.

Si bien los resultados muestran que los antago-
nistas reducen el impacto negativo de la enferme-
dad, para su uso en campo, es necesario realizar
estudios que permitan determinar las formas y fre-
cuencias de aplicacion, particularmente su incorpo-
racion durante la etapa de preparacion del terreno,
con el objetivo de reducir el indculo de patdogeno,
esto de acuerdo con los resultados obtenidos por
Velasquez et al. (2012), quienes demostraron el po-
tencial de movimiento de los esclerocios de zonas
profundas (20 a 40 cm) a la capa superior y vice-
versa, durante la preparacion del suelo.

CONCLUSIONES

A pesar de que los aceites esenciales de orégano
(200 y 250 ppm) y eucalipto inhibieron el creci-
miento de S. cepivorum en ensayos in vitro, al ser
aplicados en los bulbillos y al suelo, el primero
presentd un comportamiento similar al testigo pa-
tégeno mientras que el segundo presentd un efecto
toxico que afectd la germinacion del bulbillo. En
contraste con el uso de los microorganismos anta-
gonistas se redujo la incidencia y mortalidad de la
enfermedad destacando sobre todos a 7. asperellum
Th034 como el mas eficiente.
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