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RESUMEN: La cebolla es uno de los vegetales de mayor importancia econémica en el mundo, pero
alrededor del 30 % se pierde anualmente debido a enfermedades postcosecha. En zonas tropicales, como en
los paises de América Central, los secadores solares de bulbos generan un ambiente propicio para el desarrollo
de podredumbres, las cuales se controlan mediante la aplicacién de agroquimicos de alta residualidad. El uso
de controladores biolégicos en esta etapa puede ser una opcién de manejo sostenible. Un andlisis
metabarcoding preliminar de las comunidades presentes en la superficie del bulbo puede ayudar a comprender
la estructura y la funcionalidad de un ecosistema y servir de punto de partida para el desarrollo de bioinsumos.
Esta investigacion tuvo como objetivo analizar el microbioma de la supetficie del bulbo de cebolla mediante
un enfoque de metabarcoding preliminar y descriptivo y aislar microorganismos antagonistas frente a los
patégenos causantes de la pudricion del bulbo. El analisis del microbioma revel6 diferencias entre las
comunidades presentes en la superficie de la cebolla secada en un secador solar (SS) y en la secada en el campo
bajo luz solar directa (SC). En el perfil taxonémico asociado al secado solar, el predominio de
microorganismos termotolerantes y patégenos puede favorecer la pudricién blanda bacteriana, mientras que
en la muestra secada al sol directo, la comunidad mas equilibrada entre sapréfitos, patégenos y controladores
bioldgicos redujo la presencia de bacterias y hongos causantes de pudricién blanda. De los 108 aislados
obtenidos, finalmente se seleccionaron tres bacterias por su antagonismo frente a Pseudomonas spp. y una
frente a Penicillium spp., con valores de 60,67, 49,2, 44,05 y 24,72%, respectivamente. Las bacterias
seleccionadas se clasificaron en el género Pseudomonas. Segun nuestro analisis, el estudio del microbioma de
los bulbos es la primera vez que se emplea para comparar métodos de secado de cebolla en producciones
tropicales.

Palabras clave: bioinsumo; A/ium cepa 1..; microbioma; secador solar; bioformulacion.

Preliminary study of the onion bulb microbiome as a source of antagonistic
microorganisms for post-harvest rot control

ABSTRACT: Onions are one of the most economically important vegetables in the world, but approximately
30% are lost annually due to post-harvest diseases. In tropical lands, such as those in Central American
countries, solar bulb dryers create an ideal environment for the development of rots, which are treated with
the application of highly residual agrochemicals. The use of biological control agents at this stage can be a
sustainable management option. A preliminary metagenomic analysis of the communities on the bulb surface
can help to understand the structure and functionality of an ecosystem and serve as a basis for the
development of bio-inputs. This research aimed to analyze the onion bulb surface microbiome using a
preliminary and descriptive metagenomic approach and to isolate microorganisms antagonistic to pathogens
that cause bulb rot. Microbiome analysis revealed differences between the communities on the surface of
onions when dried in a solar dryer (SS) and in the field under direct sunlight (SC). In the taxonomic profile
of the solar dryer, the predominance of thermotolerant and pathogenic microorganisms may favor
colonization by bacteria causing soft rot, while direct sunlight, combined with a more balanced community
of saprophytes, pathogens, and biological control agents, reduces the presence of these bacteria. Of the 108
isolated strains, 3 bacteria were selected for their antagonism against Psexdomonas spp. and one against
Penicillium spp., with values of 60.67%, 49.2%, 44.05%, and 24.72%, respectively. The selected bacteria were
classified in the genus Pseudomonas and demonstrated potential for use as biological control agents in the
post-harvest phase. According to our analysis, the study of the bulb microbiome is the first to be employed
in the comparison between onion drying methods in tropical productions.

Keywords: bioinput; Aliun cepa 1..; microbiome; solar dryer; bioformulation.

1. INTRODUCCION mundial anual se estima en aproximadamente 8,85 X 107
La cebolla (A/ium cepa 1..) es una hortaliza de la familia  toneladas. Sin embargo, cerca del 30% de los bulbos se
Amaryllidaceae de gran valor econémico. La produccién  pierden durante el secado y el almacenamiento. En paises
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tropicales como Costa Rica, las pérdidas pueden alcanzar el
50%. Las causas de estas pérdidas son enfermedades
postcosecha causadas por patégenos de los géneros Erwinia
Spp., Burkbolderia, Psendomonas cepacia, Aspergillus spp. 'y
Penicillium spp. YURGEL et al., 2018).

Para los agricultores de bajos ingresos en climas tropicales
lluviosos (donde llueve todo el afio, con solo unos pocos dfas
secos), los secadores solares son la unica tecnologia
disponible para secar los bulbos de cebolla en preparacion
para su almacenamiento. El clima generado en estos
secadores, con alta humedad y temperatura, promueve el
crecimiento de microorganismos que pudren los tejidos
frescos de los bulbos de cebolla (MAUDE, 2018) e inhiben
la accién de los controladores biolégicos naturales. Por lo
tanto, los agricultores aplican agroquimicos, algunos de los
cuales son altamente persistentes y potencialmente peligrosos
para la salud.

El control biolégico de enfermedades postcosecha en
hortalizas podtia ser una alternativa interesante para mejorar
la sostenibilidad de la producciéon de cebolla. Actualmente, se
utilizan bacterias de los géneros Bacillus y Pseundomonas,
levaduras y, en menor medida, hongos filamentosos para el
control de enfermedades postcosecha (PARVEEN et al,
2016). Sin embargo, pocos bioproductos estan disponibles en
el mercado; han sido desarrollados para frutas y solo unos
pocos para hortalizas (CARMONA et al., 2019).

Un enfoque razonable para el desarrollo de bioproductos
postcosecha debetfa comenzar por explorar organismos
nativos asociados a la planta en un agroecosistema especifico
y, preferiblemente, en estrecha interaccion con sus 6rganos
(MULLER et al, 2016; YADAV, 2020). El proceso de
bioprospecciéon de organismos utilizados para el control
biolégico no debe limitarse al aislamiento de especies
individuales con capacidades especificas y deseadas, sino que
también debe proporcionar informaciéon sobre la
composicién de las comunidades microbianas.

El estudio del microbioma permite identificar la
microbiota asociada a un cultivo en un ecosistema y
determinar su estructura y su funcionalidad. Esta nueva
informacién podrfa ayudar a comprender cémo los
microorganismos contribuyen al crecimiento de las plantas, a
la tolerancia al estrés y a la resistencia a las enfermedades
(BERG etal, 2016; ANZALONE et al., 2021). Sin embargo,
esta informacion se ha utilizado en pocos casos relacionados
con el biocontrol de enfermedades postcosecha (DUKARE,
2018; WISNIEWSKI et al., 2019).

En general, existe un vacio de informacién sobre el
microbioma de la cebolla en condiciones climaticas
tropicales.  Existen pocas investigaciones sobre la
composicién y la funcionalidad de los microbiomas de los
bulbos de cebolla, y mucho menos sobre como distintos
sistemas de secado afectan a estos microbiomas (YURGEL
et al, 2018; KUMAR et al, 2026). El desarrollo de
tecnologfas postcosecha para la proteccion de los bulbos de
cebolla depende en gran medida de cerrar estos vacios de
conocimiento.

En este estudio, se analizé el microbioma de la superficie
del bulbo de cebolla mediante un enfoque de metabarcoding
preliminar y descriptivo para comprender la composicion de
la comunidad microbiana de la cebolla secada en secadores
solares o en condiciones de sol directo y, simultineamente,
se buscaron microorganismos antagénicos frente a los
patégenos causantes de la pudricién del bulbo, Psexdononas
cepacia y Penicillinm spp.
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2. METODOLOGIA
2.1. Muestreo para aislamiento

Se establecieron dos condiciones experimentales: a)
secado en secador solar; b) secado al sol en campo. Para cada
condicién experimental se tomaron 3 réplicas bioldgicas,
cada una compuesta por 5 bulbos de cebolla. Cada réplica fue
trasladada al laboratorio en una bolsa por separado. Luego,
se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento patra el
aislamiento y el analisis de comunidades microbianas
mediante metabarcoding.

2.2. Anilisis de metabarcoding e identificacion
molecular de aislados prometedores

Se extrajo el ADN de la superficie de cada bulbo y se
mezclé en cada réplica biologica utilizando una modificacion
del protocolo de GORTIKOV (2022), aumentando el
tiempo de incubacion en el buffer de extraccién a 30 minutos
antes de aplicar los siguientes pasos del protocolo. El ADN
obtenido se almacené a -70 °C para anilisis posteriores. El
ADN obtenido se analiz6 con un espectrofotometro
NanoDtrop™ Lite, midiendo la relaciéon 260/280 vy
seleccionando el ADN con una relacién 260/280 entre 1,8 y
2,0. Al mismo tiempo, la integridad de estas muestras se
verificd en un gel de agarosa al 1,5% (m/v) a 80 V durante
30 minutos.

Se extrajo ADN genémico de los microorganismos
aislados que mostraron actividad antagénica frente a
Penicillium spp. y B. cepacia. Para los aislados bactetianos, se
utiliz6 el kit cometcial Wizard® Genomic DNA Purification
siguiendo el protocolo del fabricante. Para los aislados
fangicos, se utiliz6 la modificacién descrita anteriormente. Se
incluyé un control negativo, consistente en un tubo sin
muestra, que se proces6 en paralelo con las demas muestras.
Este control se utilizé6 en una reacciéon de PCR con los
primers universales para bacterias y hongos empleados en la
secuenciacion, a fin de confirmar la ausencia de amplificacion
y descartar la contaminacion.

Se utiliz6 el equipo Applied Biosystems Veriti™ Thermal
Cycler para la amplificacién de todas las muestras. Con los
aislados bacterianos, se amplificé la regién variable V3 del
ADNr 16S utlizando los cebadores 534R  (5-
ATTACCGCGCGTGCTGG-3) y 341F (5™
CCTACGGGAGGCAGCAG-3) (PHOKA et al, 2020).
Para los aislados de hongos, se utiliz6 la region ITS, con los
cebadores ITS-1 (53-TCCGTAGGTGAACCTGCG G-3) y
ITS-4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (WHITE et
al,, 1990). El programa de amplificaciéon por PCR incluy6 una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 1 min, seguida de 30
ciclos de desnaturalizacion (95 °C, 1 min), alineamiento a 54
°C para V3-6S y a 55 °C para ITS (1 min), y extensiéon a 70
°C durante 3 min, con una extension final a 72 °C durante 8
min.

Para estudiar la composicién de la comunidad microbiana
en cada muestra, se obtuvieron unidades taxondémicas
operativas (OTU) mediante agrupamiento con un 97 % de
identidad en las etiquetas efectivas de todas las muestras vy,
postetiormente, se identificaron.

Para la identificacion molecular de los
prometedores, se enviaron secuencias a Psomagen Inc., y los
resultados se compararon con secuencias genéticas en la base
de datos GenBank del Centro Nacional de Informacién
Biotecnolégica (NCBI) mediante la herramienta BLAST para
la alineacién. Finalmente, la plataforma Illumina NovaSeq
6000, con la librerfa Strategy, se utilizo para secuenciar

aislados
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parcialmente el ITS y la regién 16S. Las lecturas se anotaron
utilizando el software Kraken 2.0 y las bases de referencia de
la version 2022 de Omicbox para el microbioma bacteriano y
el servidor MG-RAST para el microbioma fungico. Los
valores estadisticos de los indices de diversidad se calcularon
a partir de las tres réplicas biolégicas de cada condicién.

2.3. Aislamiento de microorganismos en cultivo puro

Se tomé un gramo de tejido de cada muestra y se macerd
en 9,0 mL de agua destilada estéril. Se inoculé una alicuota
(1.0 mL) y se esparcié en una placa de Petri con 20 mL de
medio Papa Dextrosa Agar (PDA) acidificado con acido
lactico al 2% (v/v) (10% i.a.) pata el aislamiento de hongos y
en medio Agar Nutritivo (NA) para el aislamiento de
bacterias. Las placas de PDA acidificadas se incubaron
durante 4 dfas a 27 °C y las de NA durante 2 dias a 28 °C.
Después de la incubacion, las colonias se aislaron y se
subcultivaron. A cada microorganismo aislado se le asigné un
cédigo de identificacion.

2.4. Seleccién preliminar de bacterias y hongos

La morfologfa celular de las bacterias aisladas se examiné
al microscopio 6ptico a 100X tras la tinciéon de Gram. Se
eliminaron los aislados bacterianos gran  positivos
identificados con morfologia cocacea debido a su alta
probabilidad de ser especies patégenas (NITHYA; BABU,
2017). Las estructuras microscépicas de los hongos se
observaron al microscopio 6ptico a 40X después de la tincion
con azul de lactofenol. Los aislados fungicos se clasificaron
por género utilizando el manual de Barnett; Hunter (1998).
Se eliminaron los géneros reportados como patégenos de la
cebolla (MAUDE, 20006) y las duplicaciones de aislados segun
su morfologfa.

2.5. Ensayos de antagonismo in vitro

Se realizaron pruebas 7z vitro con los microorganismos
aislados para evaluar su capacidad antagdnica frente a
Penicillium spp. o B. cepacia. Estos ultimos aislados se tomaron
de la colecciéon de microorganismos del Centro de
Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto
Tecnolégico de Costa Rica.

Estas pruebas se realizaron por triplicado. Se verificaron
los supuestos estadisticos de normalidad, homocedasticidad
e independencia a partir de los datos obtenidos. Una vez
comprobados los datos, se realizé un analisis de varianza,
seguido del test de comparaciones de LSD de Fisher
(p<0.005).

2.6. Antagonismo de hongos filamentosos y de bacterias
frente a B. cepacia

Se utiliz6 el método de inhibicion del crecimiento
diferido para evaluar la actividad antagdénica bacteriana frente
a B. cepacia. Se preparé un indculo bacteriano antagdénico
incubando los cultivos en caldo nutritivo a 24 °C durante 24
h. Se colocaron 25 pl. de una dilucién de antagonistas (DOeoo
de 0.3) en el centro de una placa de Petri con AN. Se dejaron
secar durante 40 minutos en una cabina de flujo laminar y se
incubaron durante 24 horas a 27 °C. Luego, utilizando un
pulverizador calibrado, se rocié un cultivo liquido de B. cepacia
(DOg0 de 0.3) dos veces sobre las placas, dejando secar
durante 10 minutos e incubando a 27 °C durante 48 hotas.
Se realizaron 3 réplicas biolégicas para cada aislamiento
bacteriano. El control utilizado fue agua estéril. Se midieron
los halos de inhibicién con un calibrador electrénico desde el

borde de la colonia central de la bacteria candidata hasta el
borde del crecimiento de B. cepacia. 1a DOG00 de 0.3 fue
equivalente a 1,0 x 107 U.F.C/mL de cultivo bactetiano. La
viabilidad de cada cepa se probé previamente inoculando el
mismo medio de cultivo mediante aspersiéon. El mismo
procedimiento se llevé a cabo para los aislados fungicos, pero
utilizando una solucién de esporas de 1.0X107 conidios/mL
del antagonista y se incub6 durante nueve dias a 27 °C. Al
final de las pruebas, se calcul6 el porcentaje de inhibicién (PI)
segun la férmula de MORAN (2016).

2.7. Antagonismo de hongos filamentosos y bacterias
frente a Penicillium spp.

Las pruebas de actividad antagénica de bacterias frente a
Penicillium spp. se realizaron siguiendo el método de
inhibicién del crecimiento diferido descrito antetriormente,
pero utilizando 25 pl. de una solucién de conidios de
Penicillinm spp. (1.0 x 107 conidios/mL) como patégeno. Se
utiliz6 un método de cultivo dual modificado, descrito por
ASTORGA (2014), para evaluar los hongos filamentosos. Se
colocé una alicuota de 50 pl. de una solucion de Penicillinm
spp. a 1,5 cm del borde de la placa y, en el extremo opuesto,
a la misma distancia del borde, 50 pul. de una solucién de
esporas del hongo aislado, ambas soluciones con 1.0x107
conidios/mL. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas para cada
aislamiento bacteriano. El control utilizado fue agua estéril.
La viabilidad de cada cepa se probé previamente en medio de
agar papa dextrosa. Todas las pruebas se incubaron a 27 °C
durante 9 dias. Después de este tiempo, se midié el
porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) segin
la fé6rmula de ASTORGA (2014).

3. RESULTADOS
3.1. Anilisis metabarcoding
3.1.1. Bacterias

Se obtuvieron un total de 336.968 lecturas de las muestras
de ADN bacteriano. De ellas, en la muestra SS se
identificaron el 99,5% de las lecturas, correspondientes a 401
especies, y en la muestra SC, el 99,3%, correspondientes a
325 especies. Se calcularon tres indices de a-diversidad a
partir de las abundancias relativas de las especies detectadas.
Como se muestra en la Tabla 1, los indices de diversidad alfa
mostraron valores diferentes entre las muestras SC y SS, y la
prueba T entre los valores de cada indice permitié detectar
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
obtenidos para los indices de Shannon y Simpson, pero no
para el indice de Chaol.

Tabla 1. Indices de diversidad alfa de las muestras bacterianas, asi
como los valores p calculados para comparar variables.

Table 1. Alpha diversity indices of bacterial samples, as well as the
p-values calculated for the comparison of variables.

Sample Shannon Simpson Chaol
SC 5.869 0.966 380.312
SS 6.163 0.965 458.109

p 0.0156 0.0003 0.0589

Los géneros con mayor abundancia relativa en la muestra
SC, en comparacién con la muestra SS, son Porphyromonas,
Fusobacterium, Peptoniphilus, Johnsonella, Pantoea, Solobacterium y
Moxarella. En la muestra SS, los géneros Pseudomonas,
Porphyromonas, Erwinia y Streptococens se encontraron en mayor
proporcién que en la muestra SC, mientras que los géneros

Nativa, Cuiaba, v. 14, n. 2, 20375, 2026.



Estudio preliminar del microbioma del bulbo de cebolla como fuente de microorganismos ...

Alistipes y  Ruminococcus se observaron unicamente en la
muestra SS  (Figura 1). Se observaron diferencias
significativas en los indices de Shannon y Simpson, lo que
sugiere variaciones en la estructura de abundancia entre los
tratamientos, aunque no necesariamente en la riqueza total.

3.1.2. Hongos

Se obtuvieron un total de 262.355 lecturas en el analisis
de metabarcoding de ADN fuangico y el 100% de ellas se
identificaron en ambas muestras. De las lecturas, se
identificaron 77 especies en la muestra SS y 83 en la muestra
SC. Como se muestra en la Tabla 2, los indices de Shannon y
Simpson indican una diversidad ligeramente mayor en SC,
con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), lo
que sugiere que la comunidad fangica en SC es mas diversa
que en SS. Este resultado se refuerza con el analisis de Chao,
que estima que la riqueza de especies también es mayor en
SC (28 vs. 25), aunque la diferencia no es estadisticamente
significativa (p = 0.0870).
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Tabla 2. Indices de diversidad alfa para muestras fungicas, asi como
el valor p de la prueba t de Student.

Table 2. Alpha diversity indices for fungal samples, as well as the p-
value of a Student's t-test.

Muestra Shannon Simpson Chaol
SS 2.762 0.899 25
SC 2.770 0.902 28
p 0.0193 0.0489 0.0870

Los indices de Shannon y Simpson mostraron diferencias
significativas entre las muestras, lo que sugiere vatiaciones
entre las condiciones evaluadas, aunque no en la riqueza total.
En el analisis de abundancia relativa por género (figura 2), se
detectaron géneros de importancia agricola y responsables de
la pudricién, como Fusarium, Cladosporium, Stemphylium,
Plectosphaerella, Aspergillus, Penicillinm y Alternaria, entre otros.
La muestra SC mostré la mayor abundancia relativa del
género Fusarium, mientras que Aspergillus y Cladosporium
fueron mas abundantes en la muestra SS.

Oues Moraxells
unidentified_Erysipelotrichaceas
> Bl solovacterium
Sphingomonas
Ligitactobacillus N
Escherichia-Shigella B nstipes
Kribbella I Peptostreptococcus
Ml Ruminccoccus Peploniphiss
Lactobacillus B Bacteroides
I streptococcus | Fusobscterium
I Rodentibacter [ [ ——
| [ ———
Knoellis =
Proudomonss
B eacitus
Fawallbactarkim
I Burioviceris-Cabatercris-Parabnrkholdseis
Bl exkiclla
Bl Variovorax
B Nocardioides
I Johnsonells
Bl Peptococcus

Figura 1. Abundancia relativa de los 30 principales géneros en el metabarcoding de bacterias de la muestra de campo (SC) y de la del secador

solar (SS).

Figure 1. Relative abundance of the 30 main genera in the metabarcoding of bacteria from the field sample (SC) and from the solar dryer

(SS).

1.0

-l
@®

e
o

e
s

Abundancia Relativa

e
N

0.0 -

SS SC
Figura 2. Abundancia relativa de los 30 principales géneros del metabarcoding fungico, muestreada en campo (SC) y en secador solar (SS).
Figure 2. Relative abundance of the top 30 genera of fungal metabarcoding, sampled in the field (SC) and in a solar dryer (SS).

3.2. Aislados de bulbos de cebolla en campo e
invernadero

Se obtuvieron ciento ochenta aislados, cincuenta y dos de
cebollas secadas en campo y cincuenta y seis del secador
solar. Cuarenta y dos bacterias y sesenta y seis hongos. Las
pruebas bioquimicas y las caracteristicas microscopicas
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permitieron identificar veintidés morfotipos bacterianos.
Tras la eliminacién de los cocos grampositivos debido a
restricciones del laboratorio en el que se realizaron los
ensayos, se utilizaron 20 aislados en ensayos de antagonismo.
Luego de la eliminacién de patégenos de plantas, los hongos
se agruparon en tres grandes grupos: levaduras y hongos
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similares a Trichoderma y Penicillinm. Finalmente, cuarenta y un
aislados fungicos se codificaron y se conservaron para
ensayos de antibiosis.

3.3. Ensayo de antagonismo in vitro: bacterias y hongos
frente a cepas patogenas de B. cepaciay de Penicillium
spp-

Los aislados que no presentaron antagonismo frente a
Penicillium spp. y B. cepacia. fueron excluidos de la Tabla 3.
La bacteria Al presenté la mayor inhibicién frente a
Penicillium spp. entre todos los aislados bacterianos y un
efecto menor pero significativo sobre el crecimiento de B.
cepacia. Todas las demds bacterias presentaron valores
inferiores al 40% de inhibicion frente a Penicillinm. Algunos
aislados de bacterias (A3, A4, A11) presentaron altos valores
de inhibicién frente a Pseudomonas (60.67%, 49.2%, 44.05%),
pero no tuvieron efecto sobre Penzcillium. Todos los demas
aislados presentaron menos del 40% de inhibicién.

Tabla 3. Antagonismos de aislados bacterianos frente a Penicillium y

B. cepacia.

Table 3. Antagonisms of bacterial isolates against Penicillinm and B.

cepacia.
Aislamiento Penicillium sp Pseudomonas spp.

(% inhibicién) (%o inhibicién)

Al 49,00+9,67 a* 36,3 £ 5,48 b,c,d*
A2 38,12 +£2,82 b* 35,26 * 8,62 c,d*
A3 0,000 60,67 + 4,81 a*
A4 0,00£0 49,20 + 4,59 a,b*
A1l 0,00£0 44,05 £ 6,89 b,c*
Al2 25,77 £ 2,86 c,d* 28,07 + 5,48 d*
Bl 22,87 £ 6,56 d* 30,91 + 5,71 d*
B5 34,39 + 9,90 b,c* 28,20 £ 11,56 d*
B6 34,17 + 5,20 b,c* 35,44 + 12,74 ¢, d*
B7 30,97 + 4,30 b,c,d* 32,66 * 6,00 c,d*

microorganismos  antagonistas es una  tecnologfa
prometedora. Algunos productos basados en organismos
antagonistas ya estan en el mercado, pot ejemplo, Biosave®
(Psendomonas syringae, Jet harvest solutions, USA), Shemer®
(Metschnikowia ~ fructicola, Bayer Crop Science, AG),
Candifruit® (Candida sake CPA-1, Spicam-Inagra, Espafia),
Pantovital® (Pantoea agglomerans, Biodurcal S.L., Espafia),
Serenade® (Bacillus subtilis, AgraQuest, USA) y Boniprotect®
(Aunreobasidinm  pullulans, Bio-protect, Alemania), Aspite®
(Candida oleophila, Ecogen, Langhorne, PA, US), YieldPlus
(Cryptococcus  albidus, Iallemand, Montreal, Canada),
(MANSO; NUNES, 2011).

Tabla 4. Antagonismos de aislados de hongos frente a patégenos de
Penicillinm spp. y B. cepacea.

Table 4. Antagonisms of fungal isolates against pathogens of
Penicillinm spp. and B. cepacia.

* Significativamente diferente segin la prueba LSD de Fisher (p<0.005).
* Significantly different according to Fisher's LSD test (p<0.005).

Los antagonismos de los aislados fingicos se muestran
en la Tabla 4. Ninguna levadura ni los aislados filamentosos
D8 y D9 inhibieron B. cgpacea. y Penicillinm spp.; pot lo tanto,
fueron excluidos de la Tabla 4.

El aislado D10 present6 la inhibicién mas significativa
frente a Penicillinm spp. (24,72%), pero el porcentaje es
inferior al esperado para un hongo antagénico prometedor.
C22, C23, C24 y, nuevamente, D10 mostraron diferencias
significativas en la inhibicién de B. cepacea en comparacion
con los demas aislados fungicos. Aunque C24 presento el
valor miés alto (37,66%) frente a Burkholderia, este aislado no
afectd a Penicillium.

3.4. Identificacion molecular

Se identific6 molecularmente a los organismos con mayor
potencial antagénico: diez bacterias y un hongo. Todos los
aislados bacterianos (A1, A2, A3, A4, Al1, A12, B1, B5, B6
y B7) se identificaron como pertenecientes al género
Psendomonas, pero no fue posible asignarles un nombre de
especie con los imprimadores universales. Para los aislados
fangicos, D10 se identifico como Trichoderma asperelloides
(OP820524) con un porcentaje de similitud del 98,50%.

4. DISCUSION

Los agentes de biocontrol microbiano han demostrado ser
una alternativa a los plaguicidas sintéticos para controlar la
pudricién postcosecha de frutas y hortalizas. El uso de

. . Penicillinm spp. B. cepacea
Alslamiento inhibicigrl:) (% iflhibicién)

Cl1 3,70 £ 642 F* 25,55 £ 8,27 b*
c2 16,67 + 50,92 b* 0,00 + 0,00
c3 7,87 + 6,85 0,00 + 0,00
c4 5,56 + 8,92 * 0,00 + 0,00
c5 5,77 + 5,89 ¢* 0,00 + 0,00
C6 3,51 + 11,70 £ 0,00 + 0,00
c7 10,00 + 0,00 d* 9,70 + 4,43 *
c8 541+ 021 19,14 + 4,20 c*
c9 10,00 £ 10,00 d* 20,37 + 6,59 c*
C10 17,50 + 4,33 b* 10,65 + 4,34 ¢
Ccl1 20,00 £ 4,33 a* 0,00 + 0,00
C12 10,83 + 1,44 d* 0,00 + 0,00
C13 9,12 * 2,55 d* 0,00 + 0,00
C14 6,67 + 5,77 * 7,35 + 3,19 ¢
C15 14,17 % 5,20 c* 0,00 + 0,00
C16 12,08 + 7,11 c* 0,00 + 0,00
c17 0,00 £ 0,00 19,87 + 4,53 c*
C18 7,87 + 6,85 * 0,00 + 0,00
C19 11,81 £ 6,85 cd* 2391 + 474 b*
€20 12,50 + 52,04 c* 0,00 + 0,00
c21 17,59 + 6,99 b* 0,00 + 0,00
c22 21,67 £ 0,00 a* 31,88 + 11,22 a*
C23 20,34 £ 321 a* 30,62 £ 6,75 a*
c24 0,00£0%* 37,66 + 2,38 a*
D1 18,58 + 7,46 b* 0,00 + 0,00
D2 19,25 + 4,17 a* 0,00 + 0,00
D3 11,11 + 0,00 cd* 0,00 + 0,00
D4 8,33 £ 3,21 d* 0,00 + 0,00
D5 3,70 £ 321 f* 0,00 + 0,00
D6 12,96 + 8,49 c* 0,00 + 0,00
D7 9,95 + 3,28 d* 15,41 + 4,46 d*
D10 24,72 % 735 a* 32,50 £ 7,70 a*

* Significativamente diferente seguin la prueba LSD de Fisher (p<0.005).
* Significantly different according to Fisher's LSD test (p<0.005).

Sin embargo, los agentes de biocontrol disponibles contra
enfermedades postcosecha en hortalizas son pocos y, en la
cebolla, en la etapa postcosecha, ain menos. Actualmente,
solo hay informes del uso de tres hongos: Trichoderma
barzianum y T. viride, para controlar Botrytis alli y el uso de
Penicillium spp. para controlar Aspergillus niger, KHOLKHAR
etal. (2013), KUMAR etal. (2015), SANTIAGO etal. (2018)
y DROBY et al. (2016) exponen que el menor éxito de los
bioproductos podria deberse a la inconsistencia de su eficacia
en comparacién con los agroquimicos y a aspectos
relacionados con el desarrollo del producto.

Recientemente, algunos autores han postulado que el
analisis del microbioma de las plantas ofrece informacion
valiosa para el desarrollo de formulaciones de
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microorganismos destinadas al control de enfermedades
postcosecha (MORAN et al., 2016; WISNIEWSKI, 2019;
SARE et al,, 2021; ZHANG, 2021). Proponen un cambio de
paradigma basado en el anilisis de la estructura y la
funcionalidad de la comunidad microbiana que se desarrolla
en los tejidos vegetales, y no solo en el aislamiento de
microorganismos antagonicos sin conocer la dindmica de las
comunidades.

En este estudio se realizé6 un analisis descriptivo de
metabarcoding de bulbos secados en condiciones de campo
y mediante un secador solar. En pafses tropicales como Costa
Rica, en particular en Centroamérica, el secado de la cebolla
se realiza mediante secadores solares. Estos sistemas son
estructuras de madera o metal cubiertas con plastico, en las
que se colocan los bulbos y, mediante el calor solar, se realiza
un proceso de deshidrataciéon en un ambiente de alta
humedad relativa. Esto reduce el tiempo de secado, pero
favorece la proliferacion de hongos y bacterias saprofiticas.

Los resultados del indice de Shannon sugieren que las
comunidades bactetianas presentaron alta diversidad, con
mayor diversidad en la muestra SS (indice supetior a 6,0) que
en la muestra SC (indice de aproximadamente 5,75). Segin
MEDRANO (2017), este indice refleja la heterogeneidad de
una comunidad. La alta diversidad observada puede
respaldarse con los resultados mostrados en la Figura 1, en la
que se evidencia una estructura altamente heterogénea entre
los 30 géneros detectados.

La mayor diversidad encontrada en la muestra SS, en
comparacién con SC, se atribuye a las temperaturas dentro
de la carpa de secado, que promedian entre 35y 45 °C, y a las
condiciones de humedad (99% H.R.), que son mas altas que
las de las secadas al aire libre. Estas condiciones favorecen el
crecimiento de un mayor numero de especies bacterianas
(SLININGER et al., 2003).

Los resultados obtenidos para los hongos sugieren
diferencias en la diversidad alfa de las comunidades fungicas
entre las muestras SS y SC. Los indices de diversidad de
Shannon y Simpson fueron significativamente mas altos en
SC (p = 0,0193 y p = 0,0489, respectivamente), ya que las
condiciones del secador favorecen la presencia de hongos
capaces de tolerar altas temperaturas y una alta humedad
relativa (GAO et al., 2022). Por otro lado, aunque el indice
de riqueza estimado Chaol también fue mayor en SC (28 vs.
25), la diferencia no alcanz6 la significancia estadistica (p =
0,0870). Esto sugiere que, aunque la riqueza de especies
tiende a ser mayor en SC, la variabilidad entre muestras no
fue suficiente para detectar una diferencia robusta con este
estimador.

Los resultados preliminares mostraron que las
comunidades fungicas presentan una baja diversidad, con
valores del indice de Shannon inferiores a 3 en ambas
muestras. La comparacién de los indices de Simpson y
Shannon sugiere una diversidad y una equidad ligeramente
mayores en las comunidades fungicas de la muestra SC que
enla SS.

El indice Chao 1 se utiliz6 como indicador no
paramétrico basado en el nimero de especies raras en la
muestra. Muchas especies estan representadas por solo unos
pocos individuos en una muestra (especies raras), en
comparacién con las especies comunes, que pueden estar
representadas por numerosos individuos. Segin este critetio,
los resultados bacterianos sugieren que la muestra SS
contiene mas especies raras que la SC. Por el contrario, en el
analisis de metabarcoding fingico se observaron mas
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especies raras en la SC. Este hallazgo es consistente con los
resultados obtenidos tanto del indice de Shannon como del
de Simpson.

En la muestra tomada de SC, los géneros mas abundantes
fueron  Fusobacterium, — Peptoniphilus,  Jobnsonella, —Pantoea,
Solobacterium y Moraxella. La presencia de estos géneros puede
estar fuertemente influida por las condiciones climaticas, ya
que estan sujetos al estancamiento del agua de lluvia, como el
observado en el sitio de muestreo, lo que favorece
condiciones anaerobias entre los bulbos y el crecimiento de
estos géneros (BOSCH SERRA; CURRAH, 2002).
Peptoniphilus es un género de bacterias anaerobias de forma
cocos, caracterizado por fermentar alimentos ricos en azuftre,
como las cebollas, lo que genera olores desagradables
derivados de la degradacion de tejidos (LIANG et al., 2024).

El género Johnsonella indica condiciones altamente
anacrobias, ya que es estrictamente anaerobio (WILLEMS;
COLLINS, 2015). Si bien los géneros bacterianos
Porphyromonas, Fusobacterium, Peptoniphilus, Johnsonella, Alistipes
v Ruminococcus estan comunmente asociados a la biota
digestiva de animales, su presencia puede deberse a una
contaminacién del bulbo precosecha que se mantuvo tras la
cosecha. Estudios en cebolla han demostrado la capacidad de
algunas especies de bacterias, como Escherichia coli, Enterococcus
Jaecium 'y Salmonella enterica, inoculadas en bulbos, para
sobrevivir al proceso de cosecha y persistir durante el secado,
modificando la microbiota de la supetficie del bulbo ISLAM
et al., 2005; XIE et al., 2023).

El género Pseudomonas fue el mas abundante en la muestra
SS. Este género incluye especies como P. aeruginosa 'y P. allii,
bacterias capaces de causar pudricién del bulbo de cebolla.
Adicionalmente, se consideran bacterias ubicuas con alta
adaptabilidad debido a su capacidad para formar biopeliculas
en condiciones ambientales presentes en la carpa de secado,
como altas temperaturas y alta humedad (SAWADA et al,,
2020; CENDRA GASCON et al., 2021). El género Erinia
también se detectd, que incluye especies fitopatogenas
responsables de pudriciones de la cebolla, como E. carotovora
(KHANAL, 2023).

El andlisis de la abundancia relativa por género de hongos
en ambas muestras indica que Fusarium presenta la mayor
abundancia relativa (Figura 2). Se caracteriza como un género
patégeno cosmopolita y como un agente causal bien
conocido de la pudricién del bulbo de cebolla (KALMAN et
al,, 2020; LURWANU et al., 2025). Ademas, en postcosecha,
junto con Fusarium spp., afectan la calidad y la seguridad del
producto, ya que estos géneros producen micotoxinas
peligrosas para los humanos (GUO, 2021; KARA; SOYLU,
2023).

Otros géneros de importancia agricola y responsables de
pudriciones, como Cladosporium, Stemphylinm, Plectosphaerella,
Aspergillus,  Penicillinm y _Alternaria,
presentes. Cladosporium se considera sapréfito y ubicuo
debido a su alta esporulacion y dispersion, lo que lo hace
comun en multiples sustratos (JORDAN, 1987). Los géneros
Aspergillus, Penicillium y Alternaria son de gran importancia
agricola en el cultivo de cebolla, ya que causan enfermedades
tanto en campo como en postcosecha, lo que genera pérdidas
economicas significativas debido al deterioro del bulbo.

Las especies dominantes encontradas fueron las bacterias
Porphyromonas  asaccharolytica, Solobacterium  moorei, Moraxella
bovoculs, Bacteroides helcogenes 'y Psendomonas aernginosa en el
secado al campo, mientras que en el secador solar fue

también estuvieron
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Solobacterium moorei. En el caso de los hongos, en ambas
condiciones, fue Fusarium oxysporum.

Los datos de diversidad y estructura del microbioma
sugieren que las diferencias entre SC y SS se deben a la
abundante comunidad de sapréfitos y organismos ubicuos
establecidos en SC y a la predominancia de patégenos
termotolerantes en SS. En el primer caso, es mas probable
encontrar organismos de control biolégico y antagonistas en
la comunidad SC. En SS, la predominancia de patégenos se
traduce en una mayor presion de enfermedad. La presencia
de hongos patégenos, capaces de causar heridas y penetrar el
tejido radicular del bulbo, deja la planta expuesta al ataque de
bacterias patégenas como Ermwinia, Psendomonas y Burkholderia,
que causan pudricién del bulbo.

Los resultados tanto del analisis de metabarcoding, si bien
no pueden ser utilizados para afirmaciones categoricas,
sugieren ciertos comportamientos ecolégicos basados en lo
reportando de los géneros en la literatura

La temperatura, la disponibilidad o ausencia de oxigeno y
la humedad son algunos de los principales factores que
determinan la estructura de las comunidades bioldgicas
(WANI et al, 2022; GUPTA et al, 2025). Son tan
importantes que determinan la  supervivencia de
determinadas especies, convirtiéndose en un motor de la
evoluciéon de los microorganismos, de modo que se
favorecen aquellos que presentan modificaciones que les
permitan sobrevivir a condiciones particulares (FENCHEL;
FINLAY, 2008; NIU et al., 2024).

Los diferentes factores ambientales y fisicos, asi como las
caracteristicas nutritivas y de composicién de un determinado
sustrato, modulan la estructura y el funcionamiento de los
microbiomas mediante fenémenos de competencia y
colaboracion (MA et al., 2022).

La interpretacién de los datos metagendémicos permite
proponer que, para mejorar la eficacia de cualquier
organismo biocontrolador que se vaya a formular para uso en
la etapa postcosecha, este debe tener una buena tolerancia a
la alta humedad y la temperatura, de preferencia con
estructuras celulares adaptadas a la sobrevivencia. Los
candidatos deberan poseer adaptaciones para soportar
condiciones de anaerobiosis y metabolitos de rapida
degradacion, a fin de garantizar su rapido crecimiento y la
detoxificacion de compuestos o toxinas del metabolismo de
los organismos competidores.

A través del proceso de aislamiento y del analisis de
metabarcoding, se esperaba aislar organismos de los géneros
antagénicos mas representados. En el caso de las bacterias,
se esperaban las especies de los géneros Pseudomonas, Pantoea
y Bacillus. Esto se consigui6 al identificar 10 aislados del

género  Pseudomonas entre los 42 aislados bacterianos
obtenidos inicialmente. En el caso de los hongos, se
esperaban  aislamientos de los géneros  Trichoderma

(Hypoctea), Penicillium y Aspergillus. De los 66 aislados
obtenidos, 21 correspondieron a hongos del género
Penicillium y 7 al género Trichoderma.

Los organismos benéficos relevantes presentes en el
analisis de metabarcoding fueron los que se aislaron
mayoritariamente durante el proceso de aislamiento:
Psendomonas, Bacillus, Trichoderma y Penicillinm. Y estos son
organismos ampliamente conocidos por sus funciones de
control  biolégico 'y  bioestimulacién en  diferentes
agroecosistemas y plantas.

El aislado bacteriano Al (identificado como Pseundononas
spp.) mostrd la mayor inhibicién frente a la cepa patégena de

Burkholderia. La alta capacidad inhibitoria del género podria
darle una ventaja competitiva frente a otras especies al
establecerse en la superficie de los bulbos. Varios estudios
han reportado a Pseudononas como un género adecuado para
el control biolégico de enfermedades postcosecha. P.
fluorescens ha sido estudiado por sus metabolitos, muchos de
los cuales han mostrado un potente efecto inhibitorio
(WANG et al,, 2018; WALLACE, 2018).

Algunas bacterias del género Pseudomonas han demostrado
ser eficaces en pruebas de laboratorio para controlar
enfermedades postcosecha en hortalizas y frutas (YAPI et al,,
2021; SHARMA et al,, 2012; WANG et al., 2021). Incluso
algunos  productos comerciales ya incluyen este
microorganismo como ingrediente activo (AIELLO et al.,
2019). Los resultados obtenidos en este estudio indican que
algunas cepas de Pseudomonas spp. tienen un efecto protector
sobre los bulbos de cebolla frente a la pudricién causada por
Penicillium spp. Este microorganismo es prometedor para el
desarrollo de bioproductos comerciales.

Aislamientos de Pseudomonas con estas caracteristicas
tendrian ventajas para la formulacién de un bioinsumo desde
el punto de vista de su produccién masiva y eficiente. El
hecho de que pueda crecer abundantemente a temperaturas
supetiores a 40 °C favoreceria su cultivo puro en reactores,
asf como las labores de aislamiento y purificacion celulares y
su formulacion final.

El aislado D10 fue identificado como Trichoderma
asperelloides, un hongo cosmopolita y endofitico rizosférico,
presente en muchos agroecosistemas y considerado una
especie criptica de T. asperellum (GORTIKOV et al., 2022).
Ademas, se utiliza en el control biolégico como inductor de
la resistencia sistémica, productor de reguladores del
crecimiento vegetal y como hongo antagénico (PHOKA et
al., 2020).

Analizar el microbioma de un tejido vegetal puede
simplificar la busqueda de potenciales organismos de control
biolégico. En este caso, se utilizaron medios de cultivo de
aislamiento de propédsito general y se obtuvieron algunas
especies esperadas, pero una vez identificada la especie
deseada en el analisis metagenémico, la busqueda puede
dirigirse a medios de cultivo especificos o de aislamiento
selectivo (ZHANG et al., 2021; de MEDEIROS et al., 2021).

5. CONCLUSIONES

La revision de la literatura cientifica nos permite
corroborar que este es el primer estudio que emplea el andlisis
del microbioma de la cebolla como método para comparar
los tratamientos de secado de los bulbos en paises de clima
tropical.

El metabarcoding de la muestra de secador solar mostrd
indicios de que difiere de la de una comunidad establecida en
la superficie de hortalizas recién cosechadas. El analisis
metabarcoding realizado en bulbos de cebolla sugiere que, en
un ambiente de secado en el campo, existe una gran
diversidad de poblaciones de organismos saprofiticos,
patégenos y antagénicos. Esta diversidad sugiere una
comunidad mas equilibrada, en la que los patégenos son
regulados por controladores biolégicos y por organismos
saprofiticos. Pero en un secador solar se observaron
poblaciones de patégenos termotolerantes, asi como de
degradadores de celulosa y pectina, capaces de causar
pudricién en tejidos blandos. I.a abundancia de hongos
causantes de heridas detectados sugiere un aumento de las
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oportunidades para que las bacterias de la pudricién blanda
se establezcan en los tejidos de los bulbos de cebolla.

Cabe destacar que, para confirmar la presencia y la
funcién de estos taxones, se requetirian pruebas de validacion
adicionales, como la PCR especifica, los métodos de cultivo
o los andlisis metagenémicos o funcionales. Sin embargo,
estos resultados son preliminares y no permiten inferir
cambios en la composiciéon comunitaria, lo cual requeriria
analisis de diversidad beta, asi como de ecologia funcional.

A partir de la superficie de la cebolla, fue posible aislar
organismos prometedores para el control biolégico de la
pudricién, en particular, hongos del género Trichoderma y
bacterias como Pseudomonas. Pseudomonas tiene un gran
potencial para el control biolégico de las pudriciones en la
etapa postcosecha, debido a su diversidad, su predominio y
sus resultados en ensayos de inhibicién i witro. Si
consideramos que en un secador solar la alta humedad y la
temperatura son condiciones normales, un organismo
termotolerante como Pseudomonas serfa un candidato
adecuado para el control biolégico en este sistema y, tras mas
evaluaciones, podria utilizarse para producir un insumo para
la postcosecha. El siguiente paso serd analizar la diversidad
de Psendomonas e identificar las especies y los aislados para
comenzar a desarrollar prototipos de bioinsumos.
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