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RESUMEN

E! agente rausal de quema foliar severa en afo {Allium
sativurn) v cebolla (Allium cepa) culrivados, respectivamente, en
los mumicipios Rengel v Sucre del estade Mérida, fue identifica:
do comeo Stemphyhum vesicanum (Walle) £ Stmmopis. Lis si-
townas de la enfermedad fueron reproducidos en pldntulay de ajo
‘Mejicane Roje' v cebolla “Yellow Granex', inoculadas por as-
persidn de ung suspension conidial de aistamiento abtentdo de

SUMMARY

The cauwsal agent of severe foliar Blight en garlic (Allium
sativum) and on omien (Allium cepa) ar the Rangel ond Sucre
municipalities of Merida State. way identified as Stemphylinm
vesicarium (Walle ) E. Simmons. Disease sympiamy were vepro-
dueed on seedlings of parlic ‘Mejficane Rojo’ and onion 'Yellow
Granex', inecwlated by spraving o conidial suspension of (solare

RESUMO

O ggente gue cousa o gueima das folhay severa no alho
{Allium sativum) e cebola (Allium cepa) cultivados, respectiva-
mente, nos municipios Rargel ¢ Sucre do exado Mérida, foi iden-
tificade como Stemphyliom vesicarium (Wallr | E, Simmons. Oy
sintowmay da enfermidade foram reproduzidos em plintulas de allo
‘Mejicano Rojo’ e cebola “Yellow Granex'. inoculades por asper-

ajo "Meficano Rofa'. La fdentidad del indeale se confirme en
hojas infectaday gue 15 dias después de inoculadas fieron incu-
badas en cdmara himeda hasta la aparicidn de conididfores v
conidios. El presente rabajo ex el primer reporte de §.
vesicarium causando quemea [iliar severa en ajo v cebolla en
Veneziela.

abtained from garlic “Mejicano Rojo’. Inoculum identity was
confirmed on infected leavey that 15 days after inoculation were
fneubared in o meist chamber ynril the appearance af conidio-
phores and conidia. The present paper is the first report of S.
vesicarium cansing severe leaf blight disease on gorfic and on-
ion in Veneziela.

sdo de uma suspenydo contdial de isolamenta obtido do alho
‘Mejicana Roje’. A identidade do indeale confirmou-se em folhas
infecradas que I3 diay depois de ineculadas foram incubadas em
cdmiera imida aré a aparigde de conidieforoy ¢ conidioy, O pre-
sente trabalho ¢ o primelivo relaro de S, vesicarium causanda
queima de folhas severa en alho ¢ cebola na Venezuela.

Introduecién

En Yeneruela los estados
Mérida v Lara son los prin-
cipales productores de ajo y
ceholla, respectuivamentie
(MAC, 1999}, En ambas en-
tidades la productividad de
estos cultivos es superior al

promedio nacional, Las
5620 ton de ajo producidas
por Mérida en 1997 repre-
sentaron 47.5% de la pro-
duccidn nacional. En ese
mismo ano, en Lara se co-
sechd 62, 7% de la produc-
clon pacional de cebolla,
mientras gque Mérida solo

contribuys con 1,3%. Es de
destacar que durante los l-
limos afos en Mérida la
produccian de cebolla ha
experimentado incrementos.

En los Andes de Venezuela
las hojas del gjo y la cebolla
som cominmente atacadas
por Alternaria porri; causante
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de la “Muncha Pdrpurs”
[(MP), enfermedad de notable
incidencia econdmica en to-
das las dreas productoras de
Alliwm spp. del mundo, espe-
cialmente en aguellas con
ambientes himedos y caluro-
sos (Miller ¥ Lacy, 1996).
Usualmente los sintomas de
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MP son indistinguibles de los
que carsclerizan la "Quemd
Foliar causads por Stem-
phivlivm™ (QF5) {Suheri ¥
Price, 2000y, Las manifesia-
ciones iniciales de MP apare-
cen en las hojas mis viejas
como pecas blancas que bajo
condiciones ambientales [a-
vorables se ¢xpuanden y se
convierten en lesiones hundi-
das de color pdrpura con
margen amarillo a marron
pilido (Suberi v Price. 2000).
Al principio la QFS se pre-
senta coma lesiones elongua-
das de color blanco que pos-
[Erormenie s¢ [ornan purpu-
ri, hundidas v rodeadas por
un margen blanguecino (Hill,
1996, Basallote-Ureba ef al.,
1999).

En siembras comerciales
de cebolla y ajo localizadas,
respectivamente, en seclores
de los municipios Libertador
(El Morro) y Rangel (Mucu-
rubid) del estado Ménda, en
octubre del 2000 y mayo del
2001, se detectaron dafios se-
veros de guema foliar, En
hojas enfermas de ambos
cultivos, incubadas en condi-
clones de camara himeda,
En“ﬁihitniﬂl‘l!ﬁ[lit L Uh‘srﬁ]"iﬂ'
ron comdisforos vy conidios,
cuyis caraclerisiicias coingi-
dieron con las del género
Stemphylivm (Ellis; 1571; Si-
tmeons, 1967, 1964, En nin-
glin Caso se enconlraron Co-
nidios de A. porri, En jumo
de 2000, estructuras semejan-
tes fueron observadas en
pluntas de cebolla provenien-
tes de Quibor, estado Lara,
las cuales mostraban guems
fodiar,

En el génere Stemphyviium
s¢ han desenito 19 especies y
dos variedades (Farr @1 af.,
1989 pero solo lus especies
5 borevosum Wallroth y 5
vesicarinm (Wallr.) E, Sim-
mons, han sido reportadas
como causa de guema foliar
en Allium spp. cultivadas en
EEUL

El vhjetivo del presente
trabajo Moe identificar Ta cau-
sa de quema foliar severa en
plantas de ajo v de cebolla
cultivadas, respectivamente.
en sectores de los municipios
Rangel y Libenador del esta-
do Mérida.

Materiales v Métodos

Aislamienta e dentificacion
del pardgens

Los aislamientos fueron
realizados de hojas con sin-
tomas de quema foliar, las
cuales fueron tomadas de
plantas de ajo (mavo y junio
de 2001) vy dé cebolla {octu-
bre de 20000 cultivadas, res-
pectivamente, en Jos munici-
pios Rangel (Mucurubi) y
Libertador (El Morro) del
estado Meérida. Los nisla-
mientos s¢ realizaron sem-
brando en placas de aguo
agar acidificado con dcido
factico (AAA), pequeins
segmentos de tejidos infecta-
dos y conidios cosechados
de lesiones en hojas incuba-
das cn cidmara himeda, utili-
zando una aguja de disec-
cion estéril. Las placas [ue-
ron incubadas a 25 £2°C en
la oscuridad. Las colonias
emergentes fueron purifica-
das por transferencia repeti-
da de dpices hifales a placas
de papa-dextrosa-agar {PDA)
siendo seguidamente conser-
vados bajo refrigeracicén en
tubos con PIXA inclinado, A
los fines de promover ¢l de-
sarrello de las estrociuras
reproductivas, los cultivos
puras fueren subcultivados
en placas gue contenfan
substrato preparads con seg-
mentos de hojas de ajo y
agar (HAA) ¥ en tubos con
PDA. incubades ambos ma-
tertales en los mesones del
lgburatorio (22°C) y bijo un
régimen de 12h de ilumina-
cign proveniente de uny
limpars suspendida 40cm
por encima de los cultivos.
La ldmpara tenia 2 wbos de
luz blanca fluorescente {Ges
neral Electric F400 Extra-
lite<EX, 40W Daylight) v
dos de luz negra (Roblan
110Y BLB4OW ), Se wsaron
segmentos de hojas froscas y
de hojas deshidratadas (se-
cas) por Fh o en éstufa o
60°C, las cuales habian sido
estertlizadas en autoclave
por |Smin a 121°C ¥ 15 li-
brasfpulg.? de presiom. A
partir de cultivos de 14-11
dizs en HAA se tomaren
segmentos. de hojas de ajo
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con conidiforos v condios,
los cubdles Fueron moniados
en portaobjetos, lijados con
formaling al 4% v cxamina-
dis en un microscopin £eiss
modelo Axioplan. En 100
conididioros v conidios y en
0 psendoleciaos ¥ ascospo-
rs, se regisitaron lay carac-
teristicas morfométricas,
Adicionslmente en fos coni-
dios se determind la pig-
mentacion, ¢l radio larga/an-
cho (l:a), el namero de
septos transversales, la pre-
sencia o ausencia de cons-
tricciones laterales, la orna-
mentacidn superficial de la
pared v Ta forma del dpice.
Los datos acumulados fue-
ron comparadas con les re-
gistrados en Blancard v
Laterrat (1986), Simmons
(1967, 1969) v Ellis (1971

Praebas de patogemioidad

La patogenicidad {ue evi-
luada en plantulas de ajo
‘Mejicano Bojo’ y de cebo-
lla "Yellow Granex’ de dos
meses de edad, las cuales
estaban creciendo en envases
de plistico gue contenian
mescla estéril de turba v
wrena (1:1. p/pl. ¥ fueron
inoculadas con suspensiones
conuiales de 105 y 2.78 %
L comidios/ml, respectiva-
mente, aplicadas con asper-
jadora manual. En ambos
casos se utilizaron cullivos
de 21 dias en HAA de un
mismo aislamiento prove-
niente de ajo “Mejicano
Rojo'. La suspension co-
nidial fue preparada inun-
dande los cultivos con agua
destilada estéril (ADE) v
frotindolos suavemente con
un pincel pequeiio de cerdas
blandas. La conceniracion
conidial (comdios/ml) se de-
terming en un haematocitd-
merro v luego al intcule se
le sgregi | gom de solucion
Tween-20 (1 gota en 1000m]
de ADE). Dos digs danles de
Iy inoculacidn, las plantas se
mantuvieron por 48h en con-
diciones de cdmara himeda.
La prueba se hizo dos veces
y cada vee fueron inocula-
das |2 plintulas de ajo v 18
de cebolli, Solo s hojas de
las phintulas de ejo Tueron

frotadas con gasa que conle-
nia arena estéril, con el pro-
pasito de romper la cuticula
para facilitar la infeccion,
Como estigo se usaron 4
plantulas de ajo vy 6 de ce-
holla, las cuales fueron as-
perjadas con ADE mis
Tween-20. Después de la
inoculacion  las plantulas
fueron regadas abundante-
menle ¢ inmediatamente cu-
hiertas con belsas de polic-
rileno transparente pari
manténer la humedad relati-
va proxima & saturacion. Las
pldntulas feeron transferidas
al imvernadere ¥ Tas cubier-
tas de plastico reticadas a
ls 3 dins, Los. sinomas fue-
ron ehservados o los 10 ¥
15 dias después de la mocu-
lucion (ddiy, Despuds de la
dltima evaluacion, ks hojas
de las plintulas inoceladas v
de las plintulas testigo fue-
ron cortadas ¢ incubadas.en
chamara himeda hasta la apa-
ricion de condioforos v co-
nidios, cuvas caracleristicas
se analizaron para confirmar
la wdentidad del indculo,

Resultados y Discusion

Los aislamientos obtenidos
de ajo y de cebolla origina-
rom colonias de uwn hongo.
cuyos conidioforas ¥ coni-
dios presentaron la morfolo-
gia que caracterizs al género
Stemphylinm (Ellis, 1971
Simmens. 967, 19691 En
PDA el hongo produjio mice-
lio superficial denso de co-
lor grisiceo que desarrolld
psendotecios inmaduros cer-
ca del borde de las placas.
En HAA preparado con ho-
jas frescas el hongo desarro-
6 mids conidios que pseu-
dotecios, mientras que cuan-
do se usaron pieeas de hojas
deshidratadas, la produccion
de conidios fue escasa y la
de pseudotecios abundante.

Los conidioforos se apre-
ciaron cilindricos con el dpi-
ce dilatade, septados, rectos
a variablemente curvados,
simples ¥ raras yedes con
una ramiifcacidén, percurren-
tes, marron amarillenio a
marron oliviceo y de 87,2 %
4.9um (Fig. 1). La eélula
conidiogena mostrd dos ban-
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Fig. 1. Conidioforos v conidios de Stemplivtinm vesioariim

das oscuras ¥ en la dilata-
cidn promedid 7.5 (6.9-8.2)
pm de didmerro, Los coni-
dios se manifestaron dictios-
poros, solitarios, ohlongos
elipsoidales con dpice obtu-
so, color muron amarilienio
a marrdn elivdicen, 3-T sep-
tados, vontritos en los tres
septos transversales mads lar-
gos, con pared espinosa v
cicatriz basal oscura (Figura
1). Los aislamientos prove-
mientes de ajo {AA) v cebo-
a (AC) produjeron conidios
de 41.2 (36.5-459) x 15,5
CIT0-20000 pm (Wa= 2,2) v

ho o
T

LS (2T7.0-34.00 x 16,5
CEF =079 pm (la= |8},
respectivimente.

Después de 3 semanas de
crecimienta en placas de
HAA ¥ en tubos con PDAL
meubados p lempersturd wm-
hiente v bajo 12h de ilumi-
nacion, los cultivos de AA v
AC habian formado abundan-
tes condios y pseudotecing,
pern estos Ultimos estaban
inmaduros, Transcurridos 4
meses después de la siembra,
s pseudorecios no lenian
ASCOS N1 ascosporas y silo
alcanzaron 1o madurey cuan-

Fig. 2. Ascos con ascosporas de Pleospera allif, leleomorfo de 5.

vesiearim,
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dov esos mismos cultivos se
mantuvicron por mds de 2
meses bajo refrigeracicn
(4°C). Los pseudotecios se
nbserviron negros. ostiolados
v de cuello corto. Los psew-
dotecios de AA promediaron
SO8.9 (428 3-589.6) pm de
plivra v 3604 (322 9-397.5)
pm de didmetro. mientras
gue los de AC tuvieron 4359
(3530-544.2) pm de altura ¥
JT3.0 (308,9-426.60) um de
didgmetro. Los ascos se apre-
ciaron hialinos. bitunicados,
clavados ¥ midieron 126.8
(IO 5-143, 1 & 25,5 (23.6-
2740 wm. Los ascos conie-
ninn 4, & u § ascosporas mu-
riformes, oblongas a elipsoi-
dales, de color marrdn clare
0 maredn dorado 3 marrdén
oliviceo, con hasta 7 sepros
trunsversales. ¥ 30.5 (28.8-
2 % 144 (12.9-16.0) wm
iFrgura 21,

En funcidn de las caricle-
risticas morfométricas antes
descritas. se determind que
los aislamientos fngicos in-
vestigados  peértenecen  a
Stemtplivliwm  vesicarium
{Wallr.y Simimons (Elhs.
1971 Hall, 1996; Simmons.
1969}, fuse conidisl de
Pleospora allit (Rab,) Ces, &
de N, (Simmons, 19693,
Este hongo es ampliamente
conocido como causa de le-
stones. en hojas de ajo (Boi-
teux ef af., 1994, cebolla
(hfiller ef al., 1978, Shish-
koff ¥ Lorbeer. 1989), espd-
rrago (Asparagis officinadia
L.; Falloon er af., 1987) y to-
mate | Lyeapersicon ¢sculen-
fiim Mill.; Blancard v La-
terrot, 1986). En cebolla ram-
bién pudre el tallo (Hill,
198G Los aislamienios 44
v AC presentaron diferencias
en ln relaciom Wa, sin embar-
o, ambos valores estuvieron
dentro del rango de variacion
(1,3-2,7) reportado por Sim-
maons (19691, Los pseudote-
cios producidos por el AC
fueron menos: altos pero mis
anchos gue los desarrollados
porel AA,

Las plintulas de ajo v de
cebolla que Tueron moouladas
con el AA desarmollaron sin-
tomas de quema foliar simi-
lures a los observados en el
campo, lguales resultados

fuerom ohienidos por Basallo-
te-Ureba et al. (19949) v
Boiteus & al. (1994) cuando
imocularon ajo v cebolla con
aislamientos 5. vesicarinem
provenienies de pjo, Shish-
koff y Lorbeer ( 1989) ram-
hién lograron infectar cebolla
con un aislamiento obtenido
de espdrragn,

Las lesiones provocadas
por infeccion artificial pre-
sentaron [a misma morfologia
¥ pigmentacion gque identifi-
can la mancha pirpura indu-
cida por A, porrd, uno de los
pattgenos Foliares de mais
comiin ocurrencia en las ex-
pecies Afliwm (Suheri ¥
Price. 2000}, especialménte
en aquellas que se cultivan
en regiones con clima calien-
ey himedo (Miller y Lacy,
19965, En ¢l campo los sin-
tomas de guema foliar por 5
vesicariwm en Alliwm spp.
son indistingwbles de los que
curacterizan by mancha pir-
pura por A, porri (Suheri ¥
Price, 2000)). va que en am-
bas patologias resulian man-
chas con tinte pirpara ( Ba-
sallote-Ureba ef al., 1999) vy,
ademds, las lesiones induci-
das por A, porri son frecuen-
temente invadidas por 5
vesicarinm (Miller ¥ Laey.
1996). Para Suheri ¥ Price
{2000 los sintomas de man-
cha plrpurd conshiluyeén un
complejo ciausado por los dos
patdgenos gnles menciona-
dos. En esparmagoe ¢l patdge-
oo produce igualmente man-
chas parpuras v manchas ma-
rron amarillento a marron
COn mdrgenes rojizos o pir-
purg oscuro  (Johnson w
Lunden, 1984),

En ambos cultivos ko infec-
cidn comenzd o manifestarse
comao pecas blancas que mas
tarde se conviIrlieron en nman-
chas fusiformes a elongadas
con centro marrdn claro a
marean amarillento v une li-
Serd prgmentacion parpura
(Figuras 3 v 4). Frecuente-
mente las manchas se unie-
ron originando necrosis ex-
tensiva hacia o desde el dpi-
ce foliar. Conforme avanzaba
la necrosis los tejidos afecta-
dos se ihan tornando [lifor-
mes v retorcidos, Cuando las
hojas de plintulas inoculadag
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Figura 3, Lesidn causada par 5.
no Rojo’.

s¢ incubaron por 3 dias en
camara himeda, los tejidos
infectados se ennegrecicron o
cuusa de la aparicion de co-
nididforos v conidios, cuyds
garacteristicas coincidieron
¢on la desenpeion de S vest-
cartum (Ellis, 1971, Sim-
mans, 1969}, En hojas de ce-
bolla 1os conididfores se ob-
servaron emergiendo por los
estomas en fasciculos con
hasta 7 estructuras (prome-
dio= 3,5 conidiéforos/
estoma), Las plintulas testigo
no desarrollaron sintomas de
infeccidn bajo las misnias
condiciones de incubacion.
De esta manera se comprobd
gque 5. vesicarium fue el cau-
sante de los danos de guema
foliar gue durante 2000 Y
2001, respectivamentc, -
rrieron en campos de ccbulla
y de sjo de los municipios
Libertador ¥ Rangel del esta-
do Mérida.

El hongo produjo pseado-
tecios inmaduros en hojas
inoculadas de ajo v de cebo-
lla incubadas en condiciones
de cimara himeda. EI te-
leomorfo no e observado
en plantas de ambos cultivos
infectadas naturalmente. En
Michigan, EEUU (Evans ¥
Sthephem, 1984) y en Espa-
fia (Buasallote-Ureba ef al..
19993, respectivamente, los
pseudotecios de P allit fue-
fon encontrados en restos fo
liares de esparrago y de ajo
infectados nuiuralmente. Los
pseudotecios se desarrollaron
mejor cunndo residuos folia-
res de wjo infectados por 8.
vesicarimm fueron incubados

vestearinm en hoja de-ajo “Mejica-

a bajas temperaturas v hume-
dad relativa proxima a satu-
raciGn (Prades-Ligero ef al.,
|998). En condiciones natu-
rales la formacion de pseudo-
tecios fue mayor en residuos
infectados s entermar gue £n
les enterrados (Prados-Ligero
eral., 1998 Las estruclurss
sexuales alcanzaron la madu-
rey entre 1-4 meses después
gue los residuos fueron depo-
sitados en lu superficie del
suelo v 15 dias después de
haber sido enterrados. {Pra-
dos-Ligero er al.. 1998).

5. vesicarinm ha sido re-
portado en EEULL ¥ en la
India (Hill, |996) como cau-
sa de guema foliar en o ¥
cebolle, En ¢l Nueva Mundo,
Brasil fue el primer pais
donde este hongo fue detee-
tado ocasionundo un brote
severn de quemd foliaren
ajo (Boiteux & al., 1994), En
las principales dreas produc-
toras de ajo de Espafia la en-
fermedad fue detectada por
primera ver duranie inspec-
ciones realizadas entre 1989
¥ 1993 (Basallote-Ureba &1
al . 1999), mientras que en
1942 [ue identificada en las
siembras de ajo de la provine
cha de Transvaal en Surafrica
(Aveling & Mes, 1ouy,

Es ln peimera vez que en el
gstado Mérida se reporta a5,
pesicariam como causd de da-
find gcondmicamente 1mpor-
antes en Allium spp. En ce-
bolla ¥ ajo, l& infeccidn se
presentd, respectivamente, en
épocas de alta (octubre, 2000)
¥ escasi (finales de mayo a
julio, 2001) precipitacion.
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Fizgurd 4. Lesidn causada por
“Yellow Granex’,
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