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Resumen

Para el afio 2050 se prevé un incremento de la poblacién mundial pudiendo alcanzar los 10
mil millones de individuos. Ademas, el cambio climatico agrava problemas tan importantes para
la produccion agricola como son la salinidad y la sequia. Esto se traduce en una reduccion de las
tierras agrondmicamente aptas para el cultivo. Todo ello, nos conduce a un escenario de déficit de
alimentos surgiendo la necesidad de incrementar el rendimiento de los cultivos. Para tal fin,
tradicionalmente se ha recurrido al empleo de agroquimicos. Sin embargo, su uso indiscriminado
ha generado la aparicion de problemas tanto desde el punto de vista medioambiental
(contaminacion ambiental, pérdida de biodiversidad, efectos sobre la fertilidad de las tierras de
cultivo, etc.) como para la salud humana (reduccion de la fertilidad, problemas de hipertension o
desarrollo de diferentes tipos de canceres, etc.). La creciente sensibilizacion medioambiental
requiere el empleo de técnicas agricolas méas sostenibles. La incorporacion de microorganismos
en la produccién de cultivos es la estrategia mas prometedora para mantener la productividad
agricola y reducir el uso de fertilizantes inorganicos y pesticidas. La presente Tesis se centrara en
la utilizacion de formulados microbianos como alternativa viable al empleo de insumos de origen
guimico. De esta forma, el objetivo general es contribuir al desarrollo de un nuevo formulado
microbiano (Paecilomyces variotii) de uso en la agricultura, tanto para la promocién del
crecimiento vegetal como para la proteccién contra enfermedades. Para ello se realizaron tres
trabajos independientes: Capitulo 1. ElI género Paecilomyces y su importancia en el control
biolégico de enfermedades y plagas. Se realizd una revision sobre el género Paecilomyces,
compuesto por especies con elevadas tasas de crecimiento y produccion de esporas sobre
numerosos sustratos, asegurando la produccion de formulaciones comerciales viables, asequibles
y eficientes para uso agricola. Paecilomyces es conocido principalmente por su capacidad
nemat6faga, pero también ha sido descrito como parasito de insectos y agente de control
bioldgico de varios hongos y bacterias fitopatdgenas a través de diferentes mecanismos de accion.
Esta revision incluye toda la informacion sobre el género Paecilomyces como agente de control
biolégico de plagas y enfermedades. Capitulo 2. Paecilomyces variotii como agente promotor del
crecimiento vegetal en horticolas. Para ello, se estudid el efecto del hongo enddéfito P. variotii
sobre la germinacion de semillas y la promocion del crecimiento de plantulas de tomate y
pimiento. La evaluacion se realiz6 mediante ensayos en laboratorio y ensayos en condiciones de
semillero e invernadero. Nuestro aislado mostrd una alta capacidad para producir sider6foros y
AlA, pero una baja capacidad para solubilizar fésforo. Ademas, su aplicacion sobre semillas
horticolas mejoré los valores de porcentaje de germinacion, vigor y longitud de raices y brotes.
Las aplicaciones de P. variotii mejoraron la mayoria de los pardmetros de crecimiento evaluados,
para ambos cultivos horticolas, con los mejores resultados en el desarrollo de plantulas de
pimiento. La aplicacion de una dosis mayor de P. variotii mejor6 la mayoria de los parametros
morfoldgicos y el valor DQI en plantulas y plantas de tomate. El establecimiento del hongo como
endofito en la raiz permitié que sus efectos continuaran después del trasplante sin ninguna
aplicacion adicional. Capitulo 3. Efecto biocontrol de Paecilomyces variotii frente a
enfermedades fungicas en plantas. Se analizé la actuacion como antagonista in vitro e in vivo de
P. variotii frente a siete fitopatdgenos, y examinamos su compatibilidad con 24 fungicidas
comerciales. P. variotii se aplico en los siguientes patosistemas: B. cinerea, M. melonis, y P.
aphanidermatum - melén; F. solani y P. xanthii - calabacin; Sclerotinia sclerotiorum - pimiento;
y R. solani - tomate. Los resultados mostraron elevadas reducciones del indice de gravedad de la
enfermedad en un 78 % y un 76 %, para M. melonis y P. xanthii respectivamente. La reduccion
en los otros patosistemas oscilo entre el 29 % y el 44 %. Sin embargo, la aplicacién de
metabolitos no provocé ningun efecto significativo sobre el crecimiento micelial, a excepcion de
F. solani, donde se observé hasta un 12 % de inhibicion in vitro cuando se aplicé el extracto a una
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concentracién del 15 % en el medio. Por ultimo, P. variotii fue compatible con la mayoria de los
fungicidas probados. De los 24 productos estudiados a la dosis méaxima autorizada, 6 actuaron
como fungicidas, 4 como fungistaticos y los restantes mostraron tasas de inhibicion que oscilaron
entre 18,2% y 95,8%. Por lo tanto, podemos concluir que P. variotii es un potencial agente tanto
para la promocion vegetal como para el control bioldgico frente a enfermedades, por lo que debe
integrarse en las estrategias modernas de fertirriego y manejo de enfermedades.
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Abstract

By 2050, is expected an increase in the world population to reach 10 billion. In addition,
climate change aggravates such important problems for agricultural production as salinity and
drought. This results in a reduction of agronomically suitable for cultivation lands. All of this,
leads us to a scenario of food deficit, giving rise to increase crop yields. For this, agrochemicals
has traditionally been used. However, its indiscriminate use has generated the appearance of
environmental problems (environmental pollution, biodiversity loss, effects on the fertility of
farmland, etc.) and human health problems (reduced fertility, hypertension problems or
development of different types of cancer, etc.). The growing environmental awareness requires
the use of sustainable agricultural techniques. Incorporating microorganisms in crop production is
the most promising strategy for maintaining agricultural productivity and reducing the use of
inorganic fertilizers and pesticides. This Thesis will focus on the use of microbial formulations as
a viable alternative to chemical products inputs. Therefore, the general objective is development a
new microbial formulation (Paecilomyces variotii) for use in agriculture, both for plant growth
promoting and diseases protection. For this, three independent works were carried out: Chapter 1.
Paecilomyces and its importance in the biological control of agricultural pests and diseases. A
review of the genus Paecilomyces, composed by species with high growth rates and spore
production in numerous substrates ensures the production of viable, affordable and efficient
commercial formulations for agricultural use. Paecilomyces is mainly known for its
nematophagous capacity, but it has also been described as an insect parasite and a biological
control agent of several phytopathogenic fungi and bacteria through different mechanisms of
action. This review includes all the information on the genus Paecilomyces as a biological control
agent for pests and diseases. Chapter 2. Paecilomyces variotii as a plant-growth promoter in
horticulture. To do this, P. variotii was tested to determine the effect on the growth promotion of
tomato and pepper seeds and seedlings. The evaluation was carried out through laboratory tests
and tests under nursery and greenhouse conditions. Our isolate showed a high ability to produce
siderophores and IAA, but low ability to solubilize phosphorus. In addition, its application on
horticultural seeds improved the values of germination percentage, vigor and length of roots and
shoots. P. variotii applications resulted in improved most of the growth parameters evaluated, for
both horticultural crops, with the best results in the development of pepper seedlings. The
application of a higher dose of P. variotii improved most of the morphological parameters and the
DQI value in tomato seedlings and plants. The establishment of the fungus as an endophyte in the
root allowed to continue its effects after transplantation without any additional application.
Chapter 3. Biocontrol effect of Paecilomyces variotii against fungal plant diseases. The in vitro
and in vivo antagonistic capacity of P. variotii against seven phytopathogens, and its
compatibility with 24 commercial fungicides was analyzed. P. variotii was applied to the
following pathosystems: B. cinerea, M. melonis, and P. aphanidermatum - melon; F. solani and
P. xanthii - zucchini; Sclerotinia sclerotiorum - pepper; and R. solani - tomato. The results
showed high reductions in the disease severity index by 78% and 76%, for M. melonis and P.
xanthii, respectively. The reduction in the other pathosystems ranged from 29% to 44%.
However, application of metabolites did not cause any significant effect on mycelial growth, apart
from F. solani, in which up to 12% inhibition was observed in vitro when the extract was applied
at a concentration of 15% in the medium. Finally, P. variotii was compatible with most of the
tested fungicides. Of the 24 products studied at the maximum authorized dose, 6 acted as
fungicides, 4 as fungistatics, and the remaining showed inhibition rates ranging from 18.2% to
95.8%. Therefore, we can conclude that P. variotii is a potential agent for both plant promotion
and biological control against diseases, thus it should be integrated into modern fertigation and
disease management strategies.
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Justificacién y Objetivos de la Tesis
1. Contextualizacion y situacion actual

Cada vez es mas evidente el cambio de paradigma surgido en torno a la gestion y el manejo
de las explotaciones agricolas. Debido al aumento previsible de la poblacion mundial para el afio
2050, pudiendo alcanzar los 10 mil millones de individuos, surge la imperiosa mision de
incrementar la produccion de alimentos [1-3]. Ademas, el crecimiento poblacional se encuentra
intimamente ligado con una mayor industrializacion y reduccion de las tierras de cultivo en
detrimento de zonas urbanas [4]. Todo esto se traducird en un importante déficit de alimentos,
siendo el empleo de fertilizantes de origen quimico el sistema actualmente empleado para paliar
dicho déficit [5]. A esto debemos afiadir el enorme desperdicio de alimentos que se producen en
los paises desarrollados. Kumar y Kalita [6] cifran estos datos en una pérdida de
aproximadamente un tercio de los alimentos durante su manipulacion poscosecha, aumentando
este valor hasta el 50 - 60% en el caso de los cereales (base de la alimentacion a nivel mundial).

Ademas el cambio climatico, consecuencia directa de lo expuesto en el parrafo anterior,
exacerba problemas tan importantes para la produccion agricola como la salinidad y la sequia en
mayor medida, al igual que el resto de estreses abioticos [7]. Cada afio la salinidad transforma
entre un 1 - 2% de tierras agronémicamente aptas para el cultivo en zonas carentes de
productividad [8]. De esta forma se considera que un 20% de la superficie cultivable actual
presentan graves problemas de salinidad dificultando la produccién obre las mismas [9]. La
sequia, por su parte, se considera uno de los principales impedimentos para alcanzar producciones
suficientes para el incremento de la poblacion [10-12]. De nuevo el empleo de fertilizantes
guimicos destaca como la solucién mas utilizada para maximizar rendimientos [1,7].

Otro desafio al que se enfrentan diariamente los productores de todo el mundo son los
problemas asociados a los estreses bidticos debido a las adventicias, las plagas y las enfermedades
de los cultivos. A nivel mundial se estiman unas reducciones de los rendimientos del 34%, 18% y
16%, respectivamente [13,14]. El calentamiento global afiade el reto adicional de la llegada de
nuevas plagas y enfermedades resultado de la ampliacion de los rangos de supervivencia de estos
organismos desde el ecuador hacia los polos [15]. Al igual que para incrementar las producciones
agricolas, el método cominmente empleado en la agricultura actual es la aplicacion de quimicos
sintéticos [16,17]. De esta forma, el mercado de fitosanitarios genera anualmente mas de 2.000
millones de kilogramos [16,18] por valor de 40 mil millones de ddlares americanos a escala
mundial [19]. Estos productos se emplean para paliar unas pérdidas estimadas en 470 mil
millones [20].

Gréfico 1. Uso de pesticidas (herbicidas, insecticidas, fungicidas y otros) a nivel global (Fuente: Modificado de
De et al. [18])
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Sin embargo, el empleo desmesurado de este tipo de productos quimicos conlleva al
incremento de la salinidad, acidificacion y compactacion del suelo, la absorcion deficiente de
nutrientes o la pérdida de biodiversidad y biomasa edéafica, reduciendo la calidad del suelo para el
uso agricola [21]. Los efectos adversos consecuencia de las tensiones ambientales mencionadas
estan disminuyendo enormemente la productividad de los cultivos [5], por lo que debemos
plantearnos si el empleo de este tipo de productos es la solucién o por el contrario son parte del
problema. Asi el correcto funcionamiento del suelo en términos de calidad y fertilidad suponen el
sistema mas efectivo para incrementar los rendimientos, necesarios para alimentar el exceso de
poblacion [1]. Por lo tanto, debemos cambiar el enfoque actual sobre la aplicacion de fertilizantes,
insecticidas, herbicidas y fungicidas [22], siendo evidente la necesidad de desarrollar sistemas
mas resilientes a las presiones antrdpicas para mantener una adecuada seguridad alimentaria [17].

Como mencionamos anteriormente, la aplicacion de insumos quimicos es actualmente el
principal responsable de mantener la productividad y sanidad en las explotaciones agricolas
[23,24] permitiendo un suministro adecuado de alimentos para la poblacion creciente [1,5]. Sin
embargo, desde el siglo pasado el incremento de este tipo de inputs ha aumentado
sustancialmente [16,25], convirtiendo a dia de hoy la agricultura en un sistema altamente
intensivo no solo desde el punto de vista agronémico, sino también en capital y uso de quimicos
[1]. Considerando los problemas socio-econdmicos y ambientales del uso de pesticidas, los
efectos beneficiosos de los mismos quedan en un segundo plano [1,16,23]. Pimentel y Burgess
[26] estimaron el valor de estos problemas en 9,6 mil millones de dodlares, siendo los mas
relevantes los impactos sobre la salud publica, incremento de la demanda debido al desarrollo de
resistencias y la desaparicion de la fauna auxiliar, problemas asociados a la polinizacion, pérdida
de especies silvestres, etc.

Ademas de mantener la sanidad vegetal in situ, en ocasiones las exportaciones de productos
vegetales requieren de un periodo de cuarentena para evitar la diseminacion de plagas y
enfermedades foraneas, durante el cual se realizan tratamientos con sustancias quimicas [27].
Generalmente las concentraciones de este tipo de productos no exceden los niveles permitidos
legalmente [28-31]. No obstante, los Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos por cada
legislacién suelen obviar el riesgo real de este tipo de productos al subestimar el efecto sinérgico
que puede suponer la presencia de dos 0 mas materias activas a la vez [23,32]. De esta forma nos
encontramos frente a la necesidad de mejorar los métodos de evaluacion asociados a los riesgos
derivados de las mezcla de quimicos, pero sobre todo se necesita un mayor compromiso por parte
de la sociedad y los gobiernos [33]. Cada vez mas la poblacion demanda productos alimentarios
con residuo cero [27]. Esta es la razon de que muchos paises hayan desarrollado modelos para
identificar riesgos y asi poder reducirlos [34,35].
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2. Efectos negativos derivados del empleo de agroquimicos

En los ultimos afios la preocupacion acerca de los efectos negativos de los quimicos
agricolas ha arraigado en la sociedad [27]. Aungue el uso racional y justificado de los fertilizantes
y pesticidas no supone un elevado riesgo [25] el modo actual de aplicacion, desmesurada e
indiscriminada, se traduce en graves problemas de contaminacién ambiental (incluyendo el medio
terrestre, los recursos hidricos y el aire), pérdida de biodiversidad y afecciones humanas al influir
sobre la seguridad alimentaria [16,27,36]. Los efectos de los pesticidas y fertilizantes pueden
producir variaciones pasajeras y a corto plazo, pero sobre todo dan lugar a fluctuaciones
irreversibles y a largo plazo [1]. Todos estos efectos negativos se desarrollaran con més detalle a
continuacion.

Algunas de las consecuencias mas notables del uso irresponsable de los pesticidas son la
aparicion de resistencias, la potenciacion de las plagas secundarias y la reduccion de los enemigos
naturales u organismos no objetivo [24,37]. La aparicidn de estas resistencias a productos tales
como los fungicidas, insecticidas o herbicidas conlleva a un incremento en el nimero y dosis de
aplicacion, multiplicando los costes ambientales y econémico [13,38]. En este sentido se han
reportado aproximadamente 16.000 casos relativos al desarrollo de resistencias a insecticidas
incluyendo més de 600 especies de artrdpodos [39] y mas de 200 especies vegetales consideradas
como adventicias frente a herbicidas quimicos [38]. Por lo tanto es necesario una regulacién de la
dosis y frecuencia de pesticidas para reducir los riesgos asociados a su aplicacién [40].
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Grafico 2. Aumento acumulativo de: n° de especies resistentes a uno o mas insecticidas (azul); n° de insecticidas
que han mostrado resistencia en uno 0 mas especies (morado); n° de rasgos de OMG para los que han aparecido
resistencias (rojo) (Fuente: Modificado de Sparks et al. [39])
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Debido a su formulacién y composicion los fitosanitarios de origen quimico se consideran
sustancias toxicas por definicion, razén por la cual la Unién Europea regula su uso [27]. Los
plaguicidas se diferencian de otros contaminantes quimicos en que su liberacién al ambiente es
deliberada. Es decir, son sustancias ubicuas por lo que la mayoria de la poblacion esté expuesta a
sus efectos [41]. ElI empleo en grandes cantidades de pesticidas y fertilizantes en los cultivos
produce el almacenamiento de sustancias residuales en los mismos que pasan directa o
indirectamente a la cadena alimentaria afectando tanto a los seres humanos como al resto de
animales [17,25]. Estos problemas de salud son mas evidentes en los agricultores y aplicadores
como consecuencia de una exposicion méas frecuente y prolongada [42]. Su exposicién puede
producirse via respiratoria, ingestion o por contacto. Sus efectos dependen de varios factores
como son el tipo de producto, el tiempo y la forma de exposicion, asi como factores propiamente
bioldgicos como la edad, sexo o estado hormonal [41].

2.1. Efectos adversos de los agroquimicos en la salud humana

En relacion al tipo de pesticida encontramos los organoclorados entre los que se incluyen la
dieldrina, el endosulfan, el heptacloro, el dicofol, el metoxicloro, y sobre todo el
diclorodifeniltricloroetano o DDT [23]. Este Gltimo se considera un pesticida ampliamente
extendido por todos los ecosistemas. Tanto es asi que se cree que puede encontrarse trazas de
DDT (o de su metabolito DDE, p-diclorodifenildicloroetileno) almacenadas en el tejido adiposo
de casi cualquier organismo vivo [43,44]. Los pesticidas organoclorados se consideran sustancias
de alta persistencia ambiental y bioldgica (puede transmitirse a través de la leche materna y la
sangre) pudiendo transmitirse a la descendencia incluso aunque esta no esté en contacto directo
[45, 46]. Es por esto que se incluye dentro del listado de sustancias prohibidas desde la
convencidn de Estocolmo en 2001 [47].

Algunos de los efectos adversos, derivados del uso de los pesticidas organoclorados,
reportados sobre la salud humana son: alteraciones del sistema endocrino [48,49]; deterioro del
desarrollo embrionario, incluyendo abortos, reduccion de la fertilidad y ralentizacion del
desarrollo neuroldgico en prenatales [45,50-52]; alteraciones de las vias enzimaticas de glicidos,
lipidos y proteinas [53,54]; obesidad y diabetes tipo 2 al inhibir el metabolismo del tejido
adiposo, asi como la reduccién en la secrecién de insulina [53]; riesgos de hipertensién [55] y/o
alteraciones hematoldgicas y hepaticas, reduciendo la concentracién de hemoglobina y eritrocitos
o el incremento de bilirrubina [56,57]. Ademas la exposicion a pesticidas organoclorados se ha
descrito como agente promotor de diferentes tipos de canceres [58-60], incluyendo céncer de
mama [61,62], ovarios [63], hepatico [64] o colorectal [65]; aunque muchos de estos estudios no
son del todo concluyentes.

Dentro de los pesticidas organofosforados destaca el glifosato, aunque también se incluyen
otros como el dimetoato, clorpirifés, malation, metamidofos o paration [23,66]. Se ha
incrementado notablemente el volumen de aplicacion de este tipo de pesticidas debido a que, a
diferencia de los organoclorados, son menos persistentes en el ambiente, con altas tasas de
degradacion, y su toxicidad es mé&s reducida [66,67]. Sin embargo, debido a su elevada
solubilidad en agua la intoxicacion debida a los pesticidas organofosforados provoca dafios
agudos en la salud humana, incluyendo mareos, vémitos, dolores de cabeza o dolor abdominal
[25,68]. Siendo los hombres, por lo general, mas susceptibles a sufrir problemas de salud debido a
los organofosforados que las mujeres [69].
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Dentro de los problemas sanitarios relacionados con este tipo de pesticidas encontramos:
disrupcion endocrina [70,71] y enzimética, por ejemplo de la insulina [72]; cambios metabdlicos
asociados a glucidos, lipidos y proteinas [53,73]; alteracién del correcto funcionamiento
mitocondrial, relacionado con el estrés oxidativo a nivel celular [74-76]; genotoxicidad [77];
afecciones cardiacas [78,79]; problemas asociados al sistema reproductor masculino, recudiendo
la calidad seminal o produciendo alteraciones hormonales [80,81] o la gestacién y desarrollo
neurologico prenatal [82]; y alteracion del sistema nervioso, incluyendo el Parkinson [83,84] y la
demencia [85]. Al igual que el grupo anterior, numerosos estudios también han relacionado la
exposicion a organofosforados con determinados céanceres como linfoma no Hodgkin [86] o
cancer de mama [87].

Otro grupo de pesticidas ampliamente utilizados en agricultura son los carbamatos,
incluyendo el aldicarb, carbofurano y ziram [23]. Este tipo de quimicos sintéticos se ha asociado
con el desarrollo de enfermedades tales como: trastornos inmunitarios [88] y reproductivos
[80,89]; alteracién metabdlica celular y mitocondrial [53,90]; afectan al correcto funcionamiento
del sistema nervioso [91], incluyendo mayor propension al desarrollo de demencia [85]; e induce
el desarrollo de determinados tipos de tumores [92] y canceres como el linfoma no Hodgkin [93].
Por su parte, los piretroides (fenvalerato, permetrina y sumitrina) y las triazinas (ametrina,
atrazina y simazina) también han reportados efectos deletéreos para la salud humana como: estrés
oxidativo e inhibicion de la sefializacidn a nivel hormonal [94,95]; modificacion genética a nivel
espermatico y reduccion de la fertilidad masculina [96,97]; o hipoactividad y disfunciéon motriz,
consecuencia de alteraciones neuroquimicas [98].

2.2. Alteraciones medioambientales como consecuencia del empleo de agroquimicos

Ademas de los innumerables efectos adversos para la salud humana derivados del uso de
productos quimicos en la agricultura, los efectos sobre el medio ambiente no son menos
numerosos. Estos productos suponen un elevado coste para nuestros ecosistemas, encontrandose
presente en el aire, el agua, el suelo [25]. Los quimicos liberados en los agro-ecosistemas han
supuesto una disminucion mas que evidente en la diversidad ecoldgica de las especies silvestres
[99]. Los pesticidas quimicos ponen en riesgo a casi la totalidad de las especies, consideradas
como no objetivo, incluyendo artrépodos, aves, peces y plantas [1,25].

Los sistemas agricolas actuales son los responsables de al menos el 25% de los gases de
efecto invernadero (GEI) de origen antropico a nivel mundial. Este porcentaje puede aumentar
hasta un tercio del total de emisiones si se consideran la manipulacién, el procesamiento y el
transporte [100]. El principal contaminante del aire derivado a la actividad agricola es el NHs. La
principal fuente de emision de este GEI se debe a la actividad ganadera, 66%, seguida de la
fertilizacion nitrogenada, 33% restante [101]. Aunque la cria y procesado del estiércol suponen la
principal fuente de contaminacion, la agricultura contribuye mediante la quema de restos de
cosecha, las emisiones de la maquinaria asociada al proceso productivo, asi como el transporte de
los productos [102]. Otro GEI de gran importancia es el N,O siendo la agricultura el principal
emisor [103]. De esta forma en Europa, EE.UU. y China los niveles de pequefias particulas en
suspension debido a la agricultura suponen un problema cada vez mas evidente [104].
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Gréfico 3. Estimacion de las emisiones globales de N20O debidas a la agricultura (Fuente: Modificado de Reay et
al. [103])

En lo referente a la contaminacion de los ecosistemas acuaticos, debemos tener en cuenta
que la calidad de las aguas representa un riesgo cada vez mayor en la practica totalidad de los
continentes [105]. Los productos quimicos empleados en la agricultura alcanzan los recursos
hidricos mediante procesos de deriva, escorrentia, lavado, lixiviacion, pulverizacién aérea o
vertido accidental o deliberado [16,106]. Una vez liberados en las masas de agua, los agentes
guimicos pasan a la atmésfera pudiendo recorrer enormes distancias. De esta forma, innumerables
especies de fauna y flora se ven amenazadas [106]. Recientemente, la agricultura ha pasado a un
primer plano como fuente de contaminacién del agua, por delante de las industriales y domésticas
[107], debido a la liberacion de enormes cantidades de nutrientes [108], MO [109] o drenaje
[110].

Este incremento en la contribucion de la agricultura como principal fuente de
contaminacion tiene su explicacion en la transformacion de la agricultura debido a la
intensificacion de los cultivos, el incremento del area bajo sistemas de regadio, asi como el mayor
consumo de insumos quimicos [107,111]. De esta forma, la Unidn Europea cuenta con el 38% de
sus recursos hidricos contaminados por la actividad agricola. En EE.UU. la agricultura ya supone
el principal agente causal de contaminacion de rios, y la contaminacion de las aguas subterraneas
se debe casi en su totalidad a la agricultura en China [107,112,113]. Los organoclorados, debido a
su persistencia, son los pesticidas mas comUnmente encontrados en las aguas superficiales.
Dentro de estos destacan el epoxido de heptacloro, el dieldrin y ante todo el DDT [114]. Por su
parte, los acuiferos y la capa freatica suelen presentar contaminacién por nitratos (principalmente)
y otros fertilizantes asi como plaguicidas, lo cual aumenta su alcalinidad y salinidad [25].
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La contaminacién de masas de agua con fertilizantes y pesticidas (incluso a muy bajas
concentraciones) supone un enorme riesgo, no solo para el ser humano si no para todas las formas
de vida acudtica [106,115]. La pérdida de calidad del agua para el consumo humano,
generalmente la hace inviable de igual forma para la vida bajo ella. El vertido o llegada de
nutrientes agricolas, N y P principalmente [116], produce enormes variaciones en las cadenas
tréficas propios del bentos produciendo la proliferacion extensiva de cianobacterias y macroalgas
[117,118]. Lo anterior unido a la reduccion de plantas acuéticas debido a los pesticidas
(principalmente herbicidas) se traduce en un decrecimiento exacerbado de los niveles de oxigeno
disuelto, provocando modificaciones en la fisiologia de las especies marinas, asi como en su
etologia [16].

Imagen 1. Proceso de eutrofizacion de masas de agua debido a la proliferacion de: (a) Cladophora sp.; y (b)
cianobacterias (Fuente: Wurtsbaugh et al. [118])

En este sentido, se han reportado numerosos efectos de los pesticidas organoclorados en
animales acudticos como alteraciones del desarrollo normal como consecuencia de
modificaciones del sistema neuronal, endocrino y reproductor, asi como de las funciones
inmunolégicas y metabdlicas [119]. Si hablamos de los organofosforados, se han descrito
reducciones de colinesterasa en bacalao debido a la bioacumulacién de clorpirifos-metilo [120].
Los piretroides por su parte, a diferencia de en mamiferos y aves, se consideran altamente toxico
en peces [121]. El estrés oxidativo causado por la cipermetrina o la deltametrina, en especies
como la carpa, el pez gato o la trucha, condujo a cambios histoldgicos en branguias, corazén,
higado y masculos [121,122].

No obstante, la realidad actual nos lleva a evaluar el efecto sinérgico de varios pesticidas
aplicados simultdneamente. Rossi et al. [123] evaluaron los efectos en varias especies de peces
que habitan en arrozales tras la aplicacion de glifosato (herbicida), bifentrina, (insecticida) y
azoxistrobina y ciproconazol (fungicidas) observando problemas fisioldgicos y bioquimicos.
Ademas de la pérdida de biodiversidad, esta bioacumulacién de residuos quimicos en los peces
pone en jaque la salud humana a lo largo de la cadena alimentaria. Dejando a un lado los peces,
los anfibios se consideran en serio riesgo debido principalmente a la aplicacion de agroquimicos
[124]. De igual forma a lo que sucede con las especies de peces, los anfibios presentan deterioros
fisiologicos al ser expuestos a mezclas de estos tipos de productos quimicos. A modo de ejemplo,
Agostini et al. [124] observaron una supervivencia entre el 1 - 10% de los renacuajos de varias
especies expuestas a mezclas de cipermetrina, clorpirifos o endosulfan 48 h después de su
aplicacion. Ademas, todos los pesticidas usados, incluidos los herbicidas, reducian la movilidad
de las especies estudiadas.
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Por dltimo, la contaminacion de los ecosistemas terrestres, prestando atencion
principalmente al suelo, se debe en gran medida a la aplicacién injustificada de agroquimicos. De
esta forma se produce cierta sinergia entre los efectos directos propios de la naturaleza de estos
productos quimicos, y los efectos indirectos asociados a los cambios estructurales y fisicos-
guimicos que estos producen en el suelo, reduciendo su calidad y fertilidad [125]. En el caso de
los fertilizantes se considera que entre un 60 - 90% del total aportados al suelo no son asimilados
por la planta [126,127]. Estos nutrientes no absorbidos permanecen en el suelo durante largos
periodos modificando el equilibrio existente en la microflora edéfica lo que se traduce en
desequilibrio de nutrientes y baja disponibilidad, variaciones del pH y la humedad o reduccion de
la actividad enzimética, entre otros [128].

Un problema asociado a la aplicacion intensiva de fertilizantes en los sistemas edéficos
agricolas es la alteracion fisica de sus propiedades. Como resultado de la acumulacion de sales en
el suelo damos lugar a la aparicion de procesos de compactacion y degradacién que altera el resto
de sus propiedades [129,130]. Esto se traduce en problemas tales como reduccion de la porosidad,
aumento de la densidad aparente, limitacion de los nutrientes disponibles 0 mayor resistencia a la
penetracion de las raices [130]. De igual forma la fertilizacidn en exceso (principalmente con N)
produce problemas de acidificacion del suelo [131,132]. Esta reduccion del pH dificulta la
circulacion de agua y aire [128], asi como de cationes y aniones, por ejemplo Ca?*, K* y Mg®*
[133]. Otro aspecto a tener muy en cuenta es la acumulacion de metales pesados como As, Cr,
Cd, Cu, Pb y Zn, que resultan toxicos tanto para las plantas y los microorganismos asociados,
como para el ser humano [134,135].

Por si todo esto no fuera suficiente, un mal uso de los fertilizantes quimicos genera un
fuerte impacto en la microbiota edéafica en términos de variabilidad estructural y funcional [1].
Ademas de alterar las comunidades microbianas en lo relativo a la diversidad y su metabolismo,
los fertilizantes pueden modificar la relacion C/N afectando al rendimiento de los cultivos [136].
Existe una clara correlacion entre el tipo de fertilizacion aplicada y los microorganismos edéaficos.
De esta forma una fertilizacion organica incrementa su diversidad y funcionalidad, a diferencia de
la fertilizaciéon quimica [137]. A modo de ejemplo, Li et al. [138] evaluaron la variacion de las
comunidades microbianas en un suelo fertilizado Unicamente con fuentes inorganicas de
nitrogeno. Su aplicacion continuada condujo a elevados niveles de nutrientes en el suelo pero
también a su acidificacion, siendo ademas mas susceptibles a las variaciones ambientales.
Asimismo disminuy0 la relacién bacterias-hongos y su interrelacion, pero sobre todo modifico el
metabolismo del suelo.

Por su parte, Luan et al. [139] demostraron el incremento de la calidad del suelo al sustituir
la fertilizacion quimica por las enmiendas organicas. Esto se debi6 principalmente al aumento de
los nutrientes disponibles incluyendo el carbono. Se mejoré tanto la diversidad como la cantidad
de microorganismos, con una relacién entre bacterias y hongos, micorrizas arbusculares y hongos
saprofitos, y bacterias gram positivas y negativas mas equilibrada, que condujeron a una mayor
actividad enzimética. De igual modo, Ren et al. [140] reportaron un aumento en la produccion
vegetal al intercambiar los fertilizantes quimicos por organicos. Esta sustitucion se tradujo en
incrementos significativos de los niveles NPK totales y disponibles, carbono orgénico y actividad
hidrolitica. La fertilizacion orgénica potencié la diversidad bacteriana (principalmente de
actinobacterias), mientras que la fertilizacion inorganica presentd mejores resultados para la
diversidad fungica.
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En referencia al empleo de pesticidas quimicos, comentar que su uso inapropiado puede
afectar directamente a especies no objetivo, e indirectamente a especies que se alimentan de estos,
como las aves, anfibios y peces [27,141]. Por ejemplo el empleo de fungicidas de amplio espectro
pueden disminuir las poblaciones de lombrices, afectando la alimentacion de aves y pequefios
mamiferos [16]. Ademas, los herbicidas pueden afectar a plantas silvestres que sirven de
reservorio de fauna auxiliar y alimento para vertebrados [27,142]. DiBartolomeis et al. [143]
evaluaron los efectos a largo plazo de insecticidas neonicotinoides sobre la poblacién de insectos.
Observaron que, en los Gltimos 20 afos la presion sobre estos organismos habia aumentado unas
50 veces. Los insecticidas clotianidina, imidacloprid y tiametoxam eran los principales
responsables, produciendo un incremento de la carga de toxicidad de entre el 61 - 99 %, segln si
los insecticidas actuaban por contacto o por via oral respectivamente.

Desde el punto de vista de los artropodos no plaga, la intensificacién agricola y el cambio
climéatico asociado a ella conduce a la desaparicion de insectos beneficiosos, incluyendo
polinizadores y depredadores [144]. El abuso tanto de insecticidas como de herbicidas potencia la
aparicion de plagas secundarias al reducir la abundancia de especies depredadoras y parasitoides
[145]. El empleo de productos quimicos como medida de control preventiva supone un gran
impacto negativo sobre la diversidad alfa y beta de los grupos taxondmicos de artrépodos, asi
como de su diversidad funcional, poniendo en jague las estrategias de control de plagas
[146,147]. Algunos de estos fitosanitarios reducen la ocurrencia natural de especies polinizadoras
[148,149]. Incluso en dosis subletales, afectan a la longevidad, desarrollo y fertilidad,
modificando la dinamica poblacional, asi como su actividad, comportamiento y orientacidn, tanto
de las abejas como de los abejorros [150]. Ademas, los pesticidas también pueden modificar el
comportamiento y orientacion de parasitoides como Aphidius colemani [151].

Al igual que ocurre con los fertilizantes quimicos, los productos fitosanitarios pueden
afectar notablemente las comunidades microbianas presentes tanto en el medio edafico [152,153],
como a las bacterias y hongos enddéfitos presentes en los tejidos vegetales [155,156]. De esta
forma, los plaguicidas sintéticos modifican las especies microbianas dominantes, asi como su
abundancia y funcionalidad [1]. Los pesticidas de nueva generacién como la atrazina formulada
mediante nanotecnologia se consideran una alternativa mas ecoldgica frente a fitosanitarios
tradicionales. Sin embargo, Zhai et al. [154] demostraron que los efectos de estas nuevas
formulaciones afectaban en mayor medida tanto la estructura como la capacidad metabdlica de las
comunidades bacterianas, en comparacion con el pesticida tradicional.

Nettles et al. [157] evaluaron el efecto de diversos insecticidas (imidacloprid vy
tiametoxam) y fungicidas sistémicos (fludioxonil, mefenoxam, mezoxystrobin y tiabendazol) en
las comunidades microbianas de la rizosfera y filosfera tras su aplicacion en semillas. Llegaron a
la conclusion de que tanto los insecticidas como los fungicidas afectaban a dichas comunidades.
Segun Singh et al. [152] el efecto sobre microorganismos no objetivos tras la aplicacion de
plaguicidas como azadiractina, cipermetrina y clorpirifos inhibian drasticamente el desarrollo de
bacterias con capacidad de fijar nitrégeno, o influian en el proceso de nitrificacion vy
desnitrificacion. También los hongos micorrizicos arbusculares reducen su capacidad de colonizar
raices, asi como su abundancia, tras la aplicacion de pesticidas como deltametrina, fenhexamida y
folpel [158].
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No obstante, segln la especie y el fitosanitario aplicado, podemos observar la reduccion o
el incremento de determinados filos microbianos. Este es el caso del difenoconazol que inhibid el
desarrollo de especies pertenecientes a Acidobacteria y Nitrospiraese, mientras que potencio la
abundancia de Actinobacteria [159]. La fumigacién quimica de suelos con cinco fumigantes
disminuy0 significativamente la abundancia de especies pertenecientes a los filos Acidobacteria,
Chloroflexi y Proteobacteria, mientras que especies de Actinobacteria, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Parcubacteria, Verrucomicrobia y Saccharibacteria, se vieron
incrementadas [160]. Por su parte, el tiametoxam redujo la actividad y diversidad de especies
consideradas RPCP, mientras que aquellas con capacidad biodegradante vieron incrementadas sus
poblaciones [161]. Onwona-Kwakye et al. [162] llegaron a la conclusion que la abundancia de los
géneros Aeromonas, Comamonas, Enterobacter, etc. se redujo tras la aplicacion de sustancias
quimicas, mientras que Acinetobacter, Bacillus y Pseudomonas incrementaron su presencia en las
areas expuestas.

De esta forma conviene estudiar a fondo estos géneros resistentes, pues podrian jugar un
papel crucial en la biorremediacion de pesticidas en el medio edafico [161,162]. Y aquellos
taxones susceptibles, ya que pueden emplearse como bioindicadores fiables de la contaminacién
por pesticidas [163,164], al igual que las abejas [143]. En este sentido, son muchas las
investigaciones que proponen a los microorganismos como el método mas prometedor para
eliminar la persistencia de contaminantes edaficos como los pesticidas y los metales pesados
[165]. Li et al. [166] describieron la degradacion de diferentes tipos de pesticidas, incluyendo
benzimidazoles, piretroides, organofosforados y neonicotinoides, mediante la inoculacion de un
consorcio de bacterias y hongos (siendo Aspergillus, Enterobacter, Pseudomonas y Rhodotorula
los géneros dominantes). Bouteh et al. [167] consiguieron la eliminacién de plaguicidas
organofosforados, clorpirifos y malatién, en bioreactores mediante los géneros bacterianos
Flavobacterium y Acinetobacter. En cuanto a especies fingicas se ha descrito la transformacion
de pesticidas organoclorados en compuestos intermedios de baja toxicidad [168].

2.3. Productos quimicos prohibidos en Espafia

En los ultimos 30 afios (desde 1991 hasta 2021) un total de 6.298 productos fitosanitarios
(correspondientes a unas 387 materias activas aproximadamente) han sido retirados del mercado
para su comercializacion en Espafa. Si nos centramos en lo que va de siglo (periodo 2000 - 2021)
este numero se reduce a los 6.165 productos fitosanitarios, de los cuales 2.275 se han prohibido
en la ultima década y 890 en el ultimo lustro (60 materias activas aproximadamente). Finalmente,
en el presente afio (2021) el namero de productos retirados de la lista del Anexo | de productos
fitosanitarios en Espafia asciende a 191, incluidas dentro de 13 materias activas [169].

En el Anexo | (de la presente tesis): Sustancias activas excluidas del Anexo | de la
Directiva 91/414/CEE, se expone el listado completo de materias activas retiradas en los ultimos
30 afos. La tabla 1 muestra la sustancia activa, funcion y fecha de caducidad de las sustancias
excluidas en los altimos 5 afios en Espafia:
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Tabla 1. Sustancia activa, funcién y fecha de caducidad de las sustancias excluidas en los Gltimos 5 afios en
Espafia (Fuente: [170])

SUSTANCIA ACTIVA FUNCION FECHA DE CADUCIDAD
Aceites de pescado Repelente 31/08/2019
Acetato amonico Atrayente 31/08/2019
Benalaxil Fungicida 05/04/2021
Beta-ciflutrina Insecticida 20/01/2021
Bifentrina Insecticida 31/07/2019
Bromoxinil Herbicida 17/03/2021
Cal piedra Repelente 31/08/2019
Carboxina Fungicida 31/05/2021
Ciromazina Insecticida 31/12/2019
Cloridazona Herbicida 31/12/2018
Clorpirifos Insecticida 16/04/2020
Clorpirifos-metil Insecticida 16/04/2020
Clorprofam Herbicida y fitorregulador 08/01/2020
Clorsulfurén Herbicida 31/12/2019
Clorotalonil Fungicida 31/10/2019
Clotianidina Insecticida 31/01/2019
Desmedifam Herbicida 01/01/2020
Difenacum Rodenticida 31/12/2019
Diflubenzurén Insecticida 31/12/2020
Dimetoato Insecticida 17/01/2020
Diurén Herbicida 30/06/2020
Epoxiconazol Fungicida 30/04/2020
Espirodiclofen Insecticida y acaricida 31/07/2020
Etoprofos Insecticida y nematicida 21/03/2019
Extracto de algas marinas Fitorregulador 31/08/2019
FEN 560 (Fenogreco) Fungicida 31/10/2020
Fenamifos Insecticida y nematicida 23/03/2021
Fenbuconazol Fungicida 31/10/2021
Fenoxicarb Insecticida 30/11/2021
Fenpropimorf Fungicida 30/04/2019
Flutriafol Fungicida 30/11/2021
Fosfuro de calcio Rodenticida y topicida 01/12/2020
Fuberidazol Fungicida 30/02/2019
Glufosinato amonico Herbicida 31/07/2018
Hidrocluro de trimetilamina Atrayente 31/08/2019
Hipoclorito de sodio Desinfectante 31/08/2019
Imazaquin Fitorregulador 31/12/2018
Imazosulfurén Herbicida 31/07/2017
Lufenurén Insecticida 31/12/2019
Mancozeb Fungicida 04/07/2021
Maneb Fungicida 30/09/2017
Mecoprop Herbicida 31/01/2017
Metil-nonil-cetona Repelente 31/08/2019
Metiocarb Insecticida 03/01/2020
Metomilo Insecticida 31/08/2019
Oxadiazon Herbicida 31/12/2018
C'zg':f’g’gisggiqtgés Fungicida 30/04/2020
Polvo de pimienta Repelente 31/08/2019
Quinoclamina Herbicida 31/12/2018
Silicato de sodio y aluminio Repelente 31/08/2019
Spodoptera exigua
Cepas: NPV Florida, NPV Insecticida 30/11/2017
BV0004 y SeMNPV-SP2
Teflubenzurdn Insecticida 30/11/2019
Tiacloprid Insecticida 03/02/2021
Tiametoxam Insecticida 30/04/2019
Tiofanato-metil Fungicida 19/04/2021
Tralkoxydim Herbicida 30/4/2019
Triadimenol Fungicida 31/08/2019
Trichoderma atroviride Fungicida 30/04/2021

Cepa: IMI 206040
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Trichoderma polysporum

Cepa: IMI 206039 Fungicida 30/04/2019
Triflumizol Fungicida 30/06/2020
Triflumuron Insecticida 31/03/2021

3. Tendencia actual para la reduccion de los quimicos sintéticos en la agricultura

Como hemos comentado a lo largo del presente apartado, el acelerado aumento de la
poblacién mundial requiere incrementar los rendimientos agricolas [171]. Sin embargo, la
creciente sensibilizacion y respeto medioambiental requiere el empleo de técnicas sostenibles
para combatir el cambio climatico, la contaminacién y la preservacién de la diversidad [172,173].
De igual forma, los efectos adversos que los agroquimicos generan sobre la salud humana y de los
ecosistemas, evidencian la necesidad de cambiar el enfoque actual por un modelo ecolégico,
rentable y eficaz [24-26].

Ademas de todas las técnicas culturales, fisicas y bioldgicas disponibles para alcanzar
dicho fin (que trataremos en profundidad a continuacién), un aspecto de vital importancia es la
transmision global de conocimientos y recursos. Dara [40] puso de manifiesto que la falta de
conocimientos y repercusion econémica insuficiente supusieron el principal obstaculo para la
adopcion de técnicas de Gestion Integrada de Plagas (GIP). En este sentido, Parsa et al. [174]
encuestaron a técnicos y agricultores de 96 paises identificando los principales impedimentos
para la adopcion de la GIP. Entre ellos destacaban la escasa investigacion al respecto, las
presiones que ejercen las multinacionales de agroquimicos y la falta de incentivos hacia los
productores, siendo la mas importante la falta de apoyo y conocimientos por parte de los
agricultores. Por lo tanto, la transmision de conocimientos no debe cefiirse a publicaciones en
revistas cientificas, sino buscar un impacto més global [40,175].

En este sentido, se estan produciendo esfuerzos gubernamentales globales, que incluyen la
reduccién de agroquimicos, para conseguir un sistema mas sostenible y resiliente. En 2015, se
concretaron un total de 17 puntos, conocidos como Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), en
el que todos los Estados Miembros incluidos en las Naciones Unidas se comprometen a su
cumplimiento. EI 2020 se considera como el punto de inflexién en la tendencia mundial para
alcanzar los ODS marcados en la Agenda 2030, en lo que se ha denominado la “Década de
Accién” [176]. Dentro de este plan se incluyen numerosos agentes desde los organismos
internacionales, empresas, gobiernos locales, la comunidad cientifica y la poblacién en general.
Esta accion conjunta es necesaria puesto que se requieren soluciones integrales y transversales
[177]. Todos los paises implicados deben entregar un Plan de Accién que contenga las vias
marcadas para alcanzar los ODS, mediante un Examen Nacional Voluntario [178]. Espafa
presentd dicho plan el 29 de junio de 2018 con la colaboracion conjunta de todas las entidades
publicas y privadas para cimentar las lineas de accion orientadas a conseguir los ODS [179]. En la
siguiente imagen se muestran los 17 ODS, muchos de ellos directamente relacionados con la
adopcion de un sistema agricola mas sostenible.
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Imagen 2. 17 ODS propuestos por las Naciones Unidas incluidas en la Agenda 2030 (Fuente: [178])

La produccion de alimentos supone un elemento con efecto troncal y multinivel en la vida
de las personas influyendo en el agua, tierra, energia, cultura, empleo, tecnologia, economia y
politica. No obstante, nuestro actual sistema alimentario, agravado por el cambio climético y las
presiones ambientales derivadas del mismo, suponen el 29% de las emisiones de GEI, el 80% de
la pérdida de biodiversidad (incluyendo la deforestacion), consume el 70% del agua dulce y
ademas desperdicia el 35% de los productos generados. Es por todo esto que en el presente afio se
celebrara la Cumbre sobre los Sistemas Alimentarios para tratar de paliar dichos efectos adversos
como parte de la Agenda 2030 [180].
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En lo relativo a la Union Europea, en mayo de 2020 se presentd el Pacto Verde Europeo
que incluye la estrategia de la granja a la mesa (para un sistema alimentario justo, saludable y
respetuoso con el medio ambiente). Las principales medidas de esta estrategia incluyen: la
adopcion de un sistema alimentario con impacto ambiental positivo o neutro, toda la cadena de
valor alimentaria debe preservar los recursos existentes, atenuar el cambio climatico y paliar la
pérdida de biodiversidad, reduciendo asi la huella climética; garantizar la seguridad alimentaria y
la salud, mediante el acceso generalizado de alimentos y apostando por la sanidad vegetal y el
bienestar animal; y que todo ello genere un rendimiento econémico homogéneamente distribuido.
Todo esto se encuentra intimamente ligado a los ODS de las Naciones Unidas [181,182]. Para
ello se busca alcanzar 4 metas fundamentales incluidas dentro de los 9 objetivos de la PAC 2023
[181,182]:

- Reduccion del 50% en el uso de pesticidas mas contaminantes y peligrosos.

- Reduccion del 50% de las pérdidas de nutrientes, empleando un 20% menos de fertilizantes
quimicos.

- Reduccion del 50% en el empleo de antibidticos en la ganaderia y acuicultura.

- Alcanzar un 25% de la tierra agricola bajo el sello de agricultura ecolégica en la UE.

OE1 OE2 OE3 OE4 OES

ASEGURAR INCREMENTAR LA REQUILIBRAR EL ACCION CONTRA PROTECCION DEL
INGRESOS COMPETITIVIDAD PODER EN LA EL CAMBIO MEDIOAMBIENTE
JUSTOS CADENA CUMATICO
ALIMENTARIA
OES8 OE9 oT
%_ 0 m TRANSVERSAL
(o '™
CONSERVAR EL APOYAR EL ZONAS RURALES PROTECCION DE CONOCIMIENTO
PAISAJE Y LA RELEVO VIVAS LA CALIDAD DE E INNOVACION
BIODIVERSIDAD GENERACIONAL LOS AUMENTOS Y
DE LA SALUD

Imagen 3. Nueve objetivos especificos propuestos en la PAC 2023 (Fuente: [183])

A continuacion, se describen las alternativas mas empleadas a la hora de reducir los
insumos de origen quimico como los fertilizantes y los plaguicidas sintéticos, poniendo especial
atencion a los métodos de control bioldgico, centrandonos en el rol que juegan los
microorganismos en cada método.
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Alternativas basadas en practicas culturales y fisicas al empleo de agroquimicos

o Policultivo y asociaciones de cultivo: El cultivo intercalado se basa en la presencia de dos
0 mas cultivos de forma simultanea, intensificandolo en términos de espacio/tiempo
[184,185]. Pueden clasificarse segun varios criterios: series aditivas, donde un cultivo
(cultivo base) se siembra al 100% de su capacidad, mientras que el resto de cultivos
(cultivos intercalados) se incorpora aprovechando espacios entre filas; y series de
reemplazo donde los cultivos componentes se relevan unos a otros antes de finalizar el
ciclo [185]. Las asociaciones de cultivos también pueden plantearse en hileras, sistemas
mixtos y en franjas simultaneas o intercaladas [185,186]. De forma general, los sistemas de
relevo son mas productivos ya que difieren en su estado fenoldgico reduciendo asi la
competencia por los recursos [187]. Se conocen numerosos beneficios asociados al
policultivo [185,186]. A continuacion se exponen algunos ejemplos:

Imagen 4. Cultivo intercalado en franjas de soja-maiz (Fuente: Chen et al. [188])

Mayor eficiencia en el uso de recursos nutricionales, bajo estrategias de aporte
deficitario, incluidas el N en soja - maiz [188], alfalfa - maiz [189] o patata -
leguminosa [190]; el P para asociaciones multiples alfalfa - esparceta - festuca - pasto
[184] o cebolla - patata - tomate [191]; o nutricion conjunta de NPK en soja - maiz
[192].

Incrementa la eficiencia en el uso de la radiacion, al mejorar la transmision de luz y por
tanto la produccion de materia seca en el policultivo maiz - soja [193]. Ademas de
evaluar las especies, también se debe tener en cuenta el sistema de policultivo para
evitar competencias. De esta forma, Liu et al. [194] obtuvieron una interceptacion de la
RFA 1,35 veces mayor por parte de la soja cuando se intercalaba en franjas con el maiz,
frente al intercalado en hileras.

Mejora la eficiencia en el uso del agua, la relacion de agua equivalente y la
evapotranspiracion en asociaciones maiz - soja sembrada en hileras estrechas [195].



Justificacion y Obijetivos de la Tesis

- Reduce el impacto ambiental, minimizando las pérdidas de C desde el suelo en sistemas
maiz - trigo [196], o las pérdidas de N en maiz - soja [197].

- Favorece la diversidad y funcionalidad ecosistémica, aumentando la sostenibilidad y
resiliencia ambiental, al mejorar los ciclos biogeoguimico de los nutrientes y mejorar la
estructura del suelo en policultivo de morera-alfalfa [198] o mijo - judia mungo [199].

- Como resultado de lo anterior, se obtiene un mayor control de las enfermedades,
malezas y plagas (al modificar el microclima, incrementar los refugios para la fauna
auxiliar o dificultar la basqueda de huésped). En este sentido, se ha descrito la reduccion
de incidencia de Aphis craccivora, y el aumento de sus depredadores (Harmonia
axyridis y Popillia japonica) en cacahuete - maiz [200]; Autographa nigrisigna y Pieris
rapae en repollo - daikon [201]; o de Tuta absoluta en tomate en combinaciones
tomate-esparceta [202]. En lo relativo a la fauna auxiliar, la asociacion mostaza - trigo
incrementd la abundancia de polinizadores como Aphis indica [203]; o de enemigos
naturales como Encarsia spp. y Trichogramma spp. en cultivos intercalados de algodén
- sésamo [204]. Por ultimo, en el caso de enfermedades vegetales también encontramos
varios casos de reduccion de incidencia: maiz - pimiento frente a Colletotrichum
scovillei [205]; trigo - haba frente a Blumeria graminis f. sp. tritici y Puccinia
striiformis f. sp. tritici [206,207]; o Botrytis fabae y Fusarium oxysporum [206].

Rotaciones de cultivo: Se entiende por rotacion de cultivos el cambio secuencial y
recurrente de diferentes cultivos a lo largo de varias campafias [208]. Esta rotacion puede
realizarse entre especies emparentadas o muy diferentes filogenéticamente [209]. El cultivo
de forma continuada de la misma especie en régimen de monocultivo conlleva a la fatiga
del suelo, perdiendo su calidad, y por tanto disminuye su productividad [210]. Tras varios
afios de rotacién los requerimientos de inputs externos (tanto fertilizantes como pesticidas
quimicos) se reducen por parte de los cultivos [211]. Un claro ejemplo de ello es la
rotacion de cultivos incluyendo una leguminosa para reducir el aporte de N [212].

Siguiendo este tipo de estrategias se consiguen numerosos beneficios desde el punto
de vista del bolsillo del agricultor como: reduccion de riesgos, al reducir la inestabilidad
como consecuencia de las fluctuaciones de los precios; y a su vez se incrementan los
ingresos como consecuencia de la mayor productividad obtenida por los cultivos, asi como
por la reduccion de insumos externos [213-216]. La rotacion de cultivos brinda un amplio
abanico de beneficios agrondémicos [216-218]:

- Incrementa la salud del suelo y el contenido de MO, mejorando su fertilidad y eficiencia
en el uso de nutrientes, asi como sus propiedades fisico - quimicas [219-222].

- Reduce la erosion edéfica al mantener la cobertura vegetal durante mas tiempo
[223,224].

- Diversifica la composicion y funcionalidad de la microbiota edafica [225-228],
reduciendo la incidencia de patégenos de origen teltrico (como hongos: Fusarium sp.,
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Pythium sp. o Rhizoctonia sp., 0 nematodos: Rotylenchulus reniformis) al romper el
ciclo de determinadas enfermedades [229-232].

- Disminuye la aparicion de malas hierbas al reducir el nimero de sus semillas [233,234].

- Mantiene o amplia la productividad y rendimientos a largo plazo como consecuencia de
los beneficios anteriores [222,235-238].

- Reduce la aplicacion de insumos sintéticos como fertilizantes y pesticidas quimicos, al
igual que en el punto anterior, consecuencia de los efectos sinérgicos del resto de
beneficios descritos [239-241].

e Técnicas de arado o labranza cero: La tendencia actual hacia practicas de labranza

menos agresivas e intensivas supone una serie de beneficios a nivel edafico, casi todos
relacionados con la salud microbiana [3]. La intensidad de labor reduce notablemente la
estabilidad de los agregados del suelo, tanto a nivel macro como micro [242]. Por el
contrario, los métodos de labranza de conservacion, incluyendo la labranza nula, minima o
en franjas, mejoran la calidad del suelo, su conservacion y mantienen la humedad de forma
mas eficiente gracias al incremento de la actividad microbiana [243]. Estos métodos de
conservacion permiten mejorar el perfil nutricional de los suelos, incrementando los niveles
de P, K'y MO (favoreciendo la capacidad de intercambio catiénico) a nivel superficial y la
relacién C/N del suelo, a la vez que disminuye su CE [244,245]. Ademas, aprovechan de
forma mas eficiente el agua disponible y reducen las perdidas por evaporacion desde el
suelo, en comparacion con el arado convencional [245,246].

Desde un punto de vista puramente biol6gico, los sistemas de arado convencional
son mas agresivos para la diversidad fangica (siendo estos mas abundantes en estrategias
conservativas) frente a la bacteriana [247,248]. Esta sensibilidad mayor en comunidades
eucariotas respecto a las procariotas puede explicarse debido a que el arado del suelo
influye negativamente en el crecimiento fungico al romper sus hifas dificultado su
establecimiento en el suelo [249], mientras que las comunidades bacterianas son mas
resilientes a los modificaciones edéaficas [1]. De esta forma podemos afirmar que la
labranza cero o minima mejora los perfiles funcionales a nivel microbiolégico [248].

En lo que al control de plagas se refiere, estrategias conservativas de arado pueden
favorecer la mortalidad al disminuir la reproduccion de los artropodos en numerosos
cultivos, aunque esto no siempre es asi [250]. Por ejemplo, el arado del suelo a 30 cm de
profundidad durante el invierno reduce la emergencia de adultos de Agonoscena pistaciae
en cultivos de pistacho [251]. El arado en profundidad puede dejar expuesto pupas de
lepidéperos, como Agrotis ipsilon y Helicoverpa armigera, ayudando a su depredacion
[252]. Es muy importante conocer la ecologia y el ciclo de vida de las especies plaga para
saber cuéndo realizar la labor. A modo de ejemplo, la labor de verano permite reducir el
nimero de pupas de numerosos coledpteros (Holotrichia sp., Leucopholis sp.,
Phyllognathus sp., etc.) e himenopteros (Athalia lugens), mientras que en otrofio favorece
la eliminacion de pupas del lepidoptero Etiella zinckenella [252].
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Todo esto se traduce en valores de productividad mas altos. Por ejemplo, Leskovar et
al. [244] describieron un aumento del contenido de azucar y el rendimiento en cultivos de
sandia bajo sistema de arado en franjas durante 3 afios. En el caso del maiz, estrategias de
labranza cero, minima o en franjas permitieron obtener mayores producciones y calidad de
fruto, frente al arado convencional [253,254]. Asimismo, el rendimiento de los granos de
trigo y maiz se vieron incrementados bajo técnicas de labranza cero [245]. Para cultivos de
judia mungo bajo este tipo de estrategias también se obtuvieron producciones mas altas
como consecuencia de una mayor eficiencia en el uso de los nutrientes [255]. En la
mayoria de los casos, este incremento del rendimiento y productividad era atribuible a un
incremento de las comunidades de bacterias y hongos en los suelos [244]. De este modo, al
aumentarse los rendimientos, facilitar el establecimiento y reducir el nimero de pases y
mano de obra, las técnicas de arado de conservacion (frente al sistema convencional)
incrementan la rentabilidad del sistema [244,253].

e Empleo de cultivares resistentes: ElI empleo de variedades resistentes supone un método
eficaz para el control de plagas y enfermedades, que permite reducir el empleo de
pesticidas quimicos [256]. No obstante, la relacion planta-patégeno evoluciona de forma
natural y dindmica permitiendo a los patdégenos superar las resistencias de los cultivos
[257]. De forma general, las resistencias incluidas en los cultivos se clasifican en
cualitativa o cuantitativa [258]. El tipo cualitativo esta mediado por los denominados genes
de resistencia o R. Este tipo de resistencia monogénica proporcionan una defensa completa,
pero son altamente especificos para un patdégeno y cepa concretos [258]. De forma
anténima, la resistencia cuantitativa se debe a la presencia de multiples genes, que
confieren resistencia a numerosos patdgenos, cepas y razas [259,260] y a su vez suelen ser
mas duraderos [261].

Ademas, la resistencia poligénica (cuantitativa) reduce la probabilidad de ser
superadas por parte de los patégenos debido al mayor nimero de genes implicados
[262,263]. Los cultivos con este tipo de resistencias parcial presentan una serie de
caracteristicas a nivel morfol6gico, fisico o bioquimico que permiten el ataque de
patégenos tolerando sus consecuencias, amortiguando las pérdidas de rendimiento [40].
Esto conduce a un desarrollo més lento del patégeno que facilita su control, por ejemplo
mediante Agentes de Control Bioldgico (ACB) [2]. Sin embargo, en un programa de
mejora vegetal también deben considerarse la interaccion de este tipo de genes con
aquellos que confieren fenotipos deseables asociados al porte, productividad, calidad de
cosecha, sabor, etc. [258,264].

A modo de ejemplo, encontramos numerosos estudios relacionado con el desarrollo
de variedades resistentes. Este es el caso del gen Pm21 pertenecientes a variedades de trigo
resistentes a B. graminis f. sp. tritici [265]. El desarrollo de variedades de maiz resistentes
y més atractivas para Helicoverpa zea permite su utilizacion como plantas trampa,
reduciendo asi el dafio en cultivos comerciales [266]. En el caso del cultivo del pepino
existen una amplia variedad de cultivares resistentes como BK2 frente a Sphaerotheca
fuliginea [267]. Para este mismo cultivo, el gen CSERF004 regula las vias de produccién de
acido salicilico y etileno, que confieren resistencias frente a Pseudoperonospora cubensis y
Corynespora cassiicola [268] o CsaMLOS8 frente a Podosphaera xanthii [269]. Finalmente,
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la implementacién de nuevas tecnologias como CRISPR/Cas9 permiti6 el desarrollo en
poco méas de 9 meses de una variedad de tomate no transgénica, conocida como Tomelo,
resistente a Oidium neolycopersici [270].

WT simlo1

Imagen 5. Comparacion de plantas de tomate (tipo salvaje o WT, izquierda, y variedades resistentes o simlol,
derecha) inoculadas con Oidium neolycopersici (Fuente: Nekrasov et al. [270])

e Desinfeccién de suelos o (bio-) desinfeccion: El proceso de desinfeccion se basa en el
calentamiento pasivo del suelo himedo mediante la captacion de la energia solar con ayuda
de un plastico transparente durante los meses de mayor insolacion [271,272]. La
incorporacién previa de MO potencia los efectos propios de la desinfeccién en cuanto al
control de patdgenos edaficos, recibiendo en este caso el nombre de biodesinfeccion [273].
Esta altima permite el control eficaz y libre de quimicos de numerosos agentes nocivos
mediante varios mecanismos como: incremento de la temperatura del suelo [274];
liberacion de gases y compuestos toxicos como los &cidos organicos volatiles: acido
acético, formico, lactico, propibnico o succinico [275,276]; déficit de oxigeno como
consecuencia de la descomposicion de la MO [277]; asi como por el efecto supresor
mediado por microorganismos [278].

Imagen 6. Colocacion del film plastico para la bio-desinfeccion tras aportar MO (Fuente: Dominguez et al.
[287])
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Aunque este tipo de desinfecciones de suelo reducen de igual forma las comunidades
microbianas beneficiosas, pasado el efecto vuelven a recuperarse. Marin-Guirao et al. [279]
describieron este efecto en cultivos sucesivos de sandia-tomate en invernadero. Tras la
biodesinfeccion se redujeron notablemente las comunidades fangicas en el suelo, pero se
restablecieron tras la primera cosecha. La prevalencia de especies tras el tratamiento
indican los taxones relacionadas con la accion desinfectante, como el caso de las bacterias
Acetobacter, Clostridium, Coprococcus, Ruminococcus y Weissella [280,281] y los hongos
Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, Fusarium y Penicillium
[279,280].

A continuacion, se presentan algunos ensayos relativos al control de agentes nocivos
por medio de la bio-desinfeccion. Esta técnica permite el control de enfermedades como
Verticillium dahliae y Rhizoctonia solani en cultivo de alcachofa mediante la aplicacion de
estiércol fresco de oveja como MO [282]. La bio-desinfeccion con restos de cruciferas y
del género Allium reduce la abundancia y viabilidad de los esclerocios de Stromatinia
cepivora reduciendo la incidencia de la enfermedad en cultivos de ajo y cebolla [283]. El
aporte previo de enmiendas organicas como el estiércol fresco de pollo o vinaza de
remolacha azucarera también redujeron los esclerocios de Macrophomina phaseolina en
cultivos de fresas [284].

En lo que a nematodos, plagas y malas hierbas se refiere, esta técnica resulta del
mismo modo eficaz. Se consiguié un control efectivo de Pratylenchus vulnus mediante
biodesinfeccién como consecuencia de la liberacién de &cido foérmico gracias a la
fermentacion de residuos de almendras [276]. Ademés, el empleo conjunto de
biodesinfeccion e injerto mostré un efecto mas duradero, dificultando que la especie
Meloidogyne incognita pudiera superar la resistencia debida al gen Me3 [285]. Por altimo,
el control de malezas ha resultado eficaz frente a Brassica nigra y Solanum nigrum
empleando residuos de tomate, reduciendo asi el tiempo requerido frente a la solarizacion
basica [286]; o de Chenopodium murale, Cyperus rotundus, Oxalis corniculata y Setaria
verticillata en cultivos de tomate tratados durante 3 afios, exhibiendo mejores resultados
gue la desinfeccién quimica con metam sodio [274].

Este efecto control no solo permite mejorar los rendimientos de los cultivos tras la
desinfeccion [282-284,287], si no que puede suponer un ahorro de hasta un 20% respecto a
la desinfeccion quimica con 1,3-dicloropropeno y cloropicrina [287]. Ademas, consiste en
una practica respetuosa con el medio ambiente ya que se revalorizan desechos vegetales
favoreciendo la economia circular [288]; permite la biorremediacion de insecticidas
neonicotinoides y diamidas [289] y herbicidas como difeniléter, dinitroanilina, fenilurea y
triazina [290]; asi como la reduccién de GEI al emplear los desechos para desinfectar
suelos en lugar de para alimentar ganado [291].

23



24

Justificacién y Objetivos de la Tesis

e Control cultural: El control cultural hace referencia a estrategias basadas en buenas

practicas agricolas para alcanzar un control, o al menos una reduccién efectiva, de plagas y
enfermedades vegetales [40]. EI primer paso dentro de este tipo de précticas incluyen el
empleo de semillas libre de patdgenos, para impedir su propagacién desde el inicio del
cultivo [292]. Otra estrategia para el control de patdgenos consiste en elegir la fecha de
siembra adecuada. De esta forma se pueden disminuir los efectos adversos al evitar la
coincidencia temporal del cultivo establecido y sus patdgenos, o en caso contrario, sembrar
en el momento de mayor poblacion de enemigos naturales [293]. En este sentido, adelantar
la fecha de siembra redujo las poblaciones de Aphis gossypii y H. zea en cultivos de
algodon, respecto a la fecha de plantacion tardia u 6ptima [294]. De igual modo, la siembra
temprana de coliflor permitié disminuir la incidencia de Myzus persicae, e incrementar
ligeramente los valores de depredacion y parasitismo [295].

Modificar la densidad de plantacidn se considera otra estrategia contrastada para la
reduccién de plagas. Singh et al. [296] observaron una menor incidencia de mosca blanca y
escarabajos filéfagos en cultivos de alta densidad de okra. Por el contrario, la
intensificacion de cultivos incremento las poblaciones de pulgones. Ademas, altas
densidades de plantacion también influyeron negativamente en la aparicion de enemigos
naturales como arafias o larvas de sirfidos. Para el cultivo de caupi, una menor densidad de
siembra permite un control méas efectivo de los insectos plaga como A. craccivora y
Ootheca mutabilis [297]. Sin embargo, este método no solo es efectivo para el control de
plagas. Disminuir el espacio entre lineas de cultivo permite reducir el crecimiento, nivel de
cobertura y produccién de semillas de malas hierbas en cebada [298], maiz [299], trigo
[300] o soja [301], aunque se incrementa el tiempo necesario, y por ende el coste, para la
eliminacion de las malezas [302].

El manejo del fertirriego también se incluye dentro del control cultural de plagas y
enfermedades. Por ejemplo, el aporte deficitario de K en cultivos de cebada promovia la
produccién de acido jasmonico y oxilipina que actlan como método de defensa contra
insectos fitéfagos y hongos como B. graminis [303]. Por el contrario, un mayor valor de N
presente en las hojas de almendro, consecuencia de una mayor fertilizacion, favorece la
aparicion y desarrollo de la arafia roja Tetranychus pacificus [304]. En cuanto al riego, la
instalacion de microaspersores en cultivos de fresa permite elevar la HR del ambiente, lo
cual dificulta la proliferacién de arafia roja [40]. Esta estrategia de control también resulta
efectiva frente hongos causantes de podredumbres (Botrytis cinerea y Podosphaera
aphanis) en cultivos de fresa, en contraste con los aspersores comunmente utilizados en
este cultivo [305]. Segin Runia et al. [306], sistemas de riego por inundacion en cultivos de
patata consiguieron un control notable tanto de nematodos (Globodera pallida) como de
hongos (V. dahliae). Finalmente, en el cultivo de plantas ornamentales podemos reducir la
incidencia de Pythium aphanidermatum y Pythium ultimum al limitar la cantidad de agua
aplicada mediante sistemas de flujo y reflujo [307].
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3.2.

Alternativas bioldgicas frente al empleo de agroquimicos

Control biolégico a base de artrépodos: Desde un punto de vista bastante simplista, el
Control Biologico (CB) consiste en el empleo de poblaciones de ciertos organismos
conocidos como enemigos haturales (parasitoides o depredadores), para controlar o
disminuir la poblacién de otros considerados plagas [308,309]. A diferencia del efecto
curativo que se persigue con el empleo de pesticidas quimicos, el CB supone un enfoque
agroecoldgico a largo plazo mediante la adopcion de estrategias preventivas [310]. De esta
forma cada vez més se habla de gestion de plagas frente al clasico control de plagas
[17,40]. Surge asi GIP como una alternativa sélida y viable desde una perspectiva
econdmica y ambientalmente inocua [40,311]. La GIP incluye una serie de estrategias con
base cientifica unida al proceso de toma de decisiones [311], buscando un equilibrio a la
hora de manejar las plagas de forma que éstas permanezcan presentes en el agrosistema
dentro de niveles que no produzcan pérdidas econémicas [40].

Por lo tanto, la GIP es una estrategia de enorme complejidad que debe
complementarse con otros métodos de control no quimicos como vimos (en la presente
tesis) en el apartado 1.3.1. De esta forma se obtiene un control efectivo gracias al efecto
combinado y sinérgico de todas ellas [40]. No obstante, su adopcién conlleva una serie de
beneficios y de barreras. Dentro de los beneficios encontramos un mayor rendimiento
econémico al conseguir la diferenciacién comercial de los productos, impide la aparicion
de resistencias por parte de las plagas y la proteccion medioambiental y de la salud [175].
Como barrera para la adopcion generalizada de la GIP cabe mencionar la ausencia de
enemigos naturales frente a numerosas plagas de importancia, dificultades climaticas para
su establecimiento, ineficacia asociada a la mala gestion en finca o al proceso de
produccién-comercializacion, complejidad de registro y falta de conocimiento por parte de
agricultores y técnicos [309,311-313].

Centrandonos en el concepto de CB podemos diferenciar entre natural, clasico,
conservativo y aumentativo [311]. En el CB natural es un proceso intrinseco de los
ecosistemas, en el que las poblaciones de plagas se reducen por la aparicion, sin
intervencién humana, de sus propios enemigos naturales [314]. Sin embargo, este se
considera ineficaz [315]. Por su parte, el CB clasico se basa en la exportacion,
multiplicacion a gran escala y liberacion de enemigos naturales no endémicos desde el
lugar de origen de la plaga hasta la nueva area donde se ha establecido [316,317]. De esta
forma, segun Heimpel y Cock [318] se han conseguido controlar hasta 226 especies plaga
exoticas en todo el mundo. EI CB conservativo consiste en potencial el CB natural. Este
sistema no se basa en la introduccion si no en la alteracion del ambiente junto con técnicas
culturales para proteger los enemigos naturales existentes favoreciendo el mantenimiento o
incluso crecimiento de sus poblaciones [319-323]. Finalmente, el CB aumentativo se basa
en la produccion a nivel industrial de los enemigos naturales para su posterior liberacion en
campo. Podemos distinguir entre estrategias inundativas donde se busca un control
inmediato de las especies plaga dentro de una camparia, o inoculativas enfocado a alcanzar
un efecto control a lo largo de varias generaciones [311,324].
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A continuacidn, se describen algunos ejemplos frente a las principales plagas del
sureste esparfiol. Tetranychus urticae es la especie de acaros fitopatdgenos mas extendida,
pudiendo controlarse con &caros Phytoseidos como Amblyseius swirskii [325,326];
Phytoseiulus persimilis [327,328] y Phytoseiulus macropilis [329]. Entre los enemigos
naturales de los aleiroridos (Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum) encontramos las
especies Encarsia formosa [330,331]; Eretmocerus spp. [332-335]; Macrolophus spp.
[334,336]; Nesidiocoris tenuis [336,337] y Dicyphus hesperus [333]. Frente a los
Tisanopteros destacan los géneros Amblyseius sp. [338,339]; Orius sp. [340-342] y N.
tenuis [337,343,344]. A. colemani [345,346]; Aphidius ervi [347,348]; Aphidoletes
aphidimyza [347,349]; Aphelinus spp. [350,351] y Chrysoperla carnea [352,353], pueden
actuar como parasitoides y depredadores frente a una gran variedad de especies de Afidos.

Bioformulados a base de microorganismos: El cuidado y promocion de la microbiota
edéafica favorece el mantenimiento de la calidad y fertilidad de los suelos, y suponen una
estrategia sostenible dentro de la produccion agricola [1]. Ademas, las ventajas asociadas al
empleo de bioformulados microbianos (las cuales se describen con detenimiento a
continuacion) superan por mucho sus limitaciones [171]. La aplicacion de productos
biolgicos a base de microorganismos ha desplazado a los agroquimicos, siendo una
alternativa prometedora al mejorar la absorcion de nutrientes y proteger los cultivos frente
a patégenos [7,243,354]. Dentro de los bioformulados se considera que los géneros mas
empleados son Bacillus spp, Pseudomonas spp., Streptomyces spp., Trichoderma spp. y
diferentes especies de hongos micorrizicos [354].

Empleo de bioformulados (bioestimulantes y biofertilizantes) para la reduccion de
fertilizantes quimicos: Numerosos autores han tratado de definir el término biofertilizante.
El-Ghamry et al. [355] recopil6 muchas de estas definiciones. Segin Vessey [356] un
biofertilizante es “una sustancia que contiene microorganismos vivos que, cuando se aplica
a semillas, superficies de plantas o suelo, coloniza la rizosfera o el interior de la planta y
promueve el crecimiento aumentando el suministro o disponibilidad de nutrientes primarios
para la planta huésped”. Poco después Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado [357]
determinaron que son “productos que contiene microorganismos vivos, que ejercen efectos
beneficiosos directos o indirectos sobre el crecimiento de las plantas y el rendimiento de
los cultivos a través de diferentes mecanismos”.

Algunas definiciones mas actuales fueron proporcionadas por Sahu vy
Brahmaprakash [358], “los biofertilizantes son las preparaciones que contienen
microorganismos vivos o latentes, y una formulacién que permite un facil manejo,
almacenamiento a largo plazo y efectividad de los biofertilizantes”; o por Macik et al.
[359] “el biofertilizante es un microorganismo individual que ejerce propiedades de
promocion del crecimiento de las plantas ... se refiere a un producto compuesto por cepas
beneficiosas, que son Utiles para la movilizacion de nutrientes, incluidas en un portador,
que poseen caracteristicas que permitir su almacenamiento en el tiempo especificado por el
productor, y listo para su aplicacion efectiva al suelo o planta”.
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Independientemente de la definicidn por la que optemos, lo importante es que ya se
conocian desde el siglo pasado cuando Kloepper y Schroth [360] acufiaron el término
RPCP para hacer mencidn a las especies bacterianas presentes en la rizosfera que ejercian
un efecto beneficioso sobre el crecimiento de los cultivos. El término homologo para las
especies fungicas (HPCP) fue empleado por primera vez por en 1994 por Hyakumachi
[361]. Dentro de los RPCP destacan los géneros Acetobacter, Agrobacterium, Azospirillum,
Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia [5,362]. Entre los HPCP se incluyen los
géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Phoma, Piriformospora, Rhizoctonia y
Trichoderma [363,364]. Son muchos los beneficios asociados a estos microorganismos
promotores del crecimiento vegetal como el incremento de la disponibilidad de nutrientes,
la estimulacion mediante la sintesis de fitohormonas y mejorando la fertilidad general del
suelo [5,243,364,365]. A continuacidn, se describen algunos de estos mecanismos.

Para el aprovechamiento del N, atmosférico (no disponible), el empleo de
microorganismos fijadores de nitrégenos es una opcion ampliamente estudiada. Estos
pueden dividirse en simbidticos y no simbidticos [5]. Dentro de los primeros destaca la
familia Rhizobium caracterizada por formar nddulos en el sistema radicular de las
leguminosas capaz de fijar el N, atmosférico a cambio de fotoasimilados [366]. Entre los
no simbidticos encontramos un grupo de procariotas endéfitas o de vida libre que reciben el
nombre de diazotrofos, que permiten reducir el N, a NH; para facilitar su asimilacion
[367].

Algunos ejemplos de la simbiosis Rhizobium - leguminosas incluyen las especies
Bradyrhizobium arachidis y B. liaoningense que mejoraron tanto el crecimiento como el
rendimiento de plantas de cacahuete como consecuencia de una mayor disponibilidad de N
[368]. Ademas el cultivo intercalado (maiz - haba) con especies de leguminosas inoculadas
con Rhizobium leguminosarum incrementa la fijacion biologica de N, del sistema,
traduciéndose en un mayor rendimiento no solo de la leguminosa sino también del cereal
[369].

Imagen 7. Ensayo de promocidn del crecimiento vegetal in vivo de plantas de tomate inoculadas (I) con cuantro
cepas de T. harzianum (a, b, c y d) frente a plantas control (C) no inoculadas (Fuente: Bader et al. [397])
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En cuanto a las bacterias de vida libre la inoculacion con Azospirillum brasilense
[370] o Azotobacter chroococcum [371] mejoraron la eficiencia en el uso de N y su
contenido total en plantas de maiz. Otras especies como Bacillus pumilus también permiten
una mejor absorcién de N debido a una mayor concentracion de NH," en el suelo en
cultivos de tomate bajo condiciones de fertilizacion convencional [372]. Ademaés, de
Carvalho et al. [373] demostraron gue la combinacién de ambos tipos (Rhizobium tropici,
Bradyrhizobium elkanii y A. brasilense) muestran un efecto sinérgico en cultivos de judia.

Aungue es una funcién propia de las bacterias, algunas especies de hongos también
pueden incrementar la disponibilidad de N a través de la sintesis de nitrogenasas. Por
ejemplo, los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) como Funneliformis mosseae y
Diversispora versiformis pueden aumentar los niveles de N en las raices colonizadas [374].
Otras especies de hongos que presentan este tipo de aptitudes son Phomopsis liquidambari
[375]; Colletotrichum tropicale [376]; Mycena spp. [377]; o Phialocephala spp.,
Chloridium spp. y Talaromyces spp. [378].

En cuanto al P se conocen dos vias alternativas para su solubilizacion y asimilacién
por parte de los cultivos, segun sean de origen inorganico u organico [379]. El P inorganico
se solubiliza como consecuencia de la liberacién de &cidos organicos de bajo peso
molecular (acético, butirico, citrico, formico, glucénico, malico, oxalico, propanodioico,
succinico y tartarico), por parte de bacterias y hongos, que disminuyen el pH del medio
permitiendo su asimilacion [380,381]. Por su parte, la mineralizacion del P organico esta
mediada por la sintesis microbiana de enzimas como las fosfatasas y las fitasas [382].

Entre los microorganismos solubilizadores de P encontramos las bacterias
Azotobacter spp. [382]; Bacillus spp. [383] y Bacillus subtilis [384]; Burkholderia
cenocepacia [385] y B. multivorans [386]; Pseudomonas libanensis [387] y P. aeruginosa
[388]; Azospirillum spp., Erwinia spp., Paenibacillus spp., Ralstonia spp., Rhizobium spp.,
y Streptomyces spp. [389]. Y los hongos Aspergillus niger [382], A. terreus [390] y A.
tubingensis [391]; Penicillium brevicompactum, P. waksmanii [392] y P. oxalicum [393];
Piriformospora indica [394,395]; Talaromyces islandicus [391] y T. pinophilus [396];
Trichoderma harzianum [397], T. viride [398] y T. koningiopsis [399]; y, por supuesto, los
HMASs [400-402].

En cuanto al tltimo de los tres macronutrientes principales, el K, numerosas especies
microbianas permiten la solubilizacién de este elemento (mediante la sintesis de acidos
citrico, fumarico, glucénico y oxalico), liberandolo del complejo de cambio y de elementos
minerales como silicatos de arcilla, mica y feldespato [365,403,404]. Acidithiobacillus
thiooxidans [405]; Bacillus cereus [406] y B. pseudomycoides [407]; Burkholderia sp.
[408] y B. cenocepacia [409]; Klebsiella pneumoniae [410]; y P. libanensis [365], son
algunas especies bacterianas con capacidad para solubilizar K del medio. En cuanto a los
hongos, Aspergillus aculeatus [411] y A. niger [412]; Cladosporium sp. [404,413]; HMA
[414,415]; Penicillium sp. [416] y P. pinophilum [417]; y Trichoderma longibrachiatum
[403], entre otros muchos, destacan por su capacidad de solubilizar K y aumentar su
disponibilidad.
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Ademas de macronutrientes, los microorganismos también incrementan los
contenidos de micronutrientes en el suelo, como en el caso del Fe. Esto es posible gracias a
la liberacién de siderdforos. Los sideroforos (del griego sidero o hierro y phore o portador)
son compuestos de estructura proteica de bajo peso molecular (< 10 KDa) secretados por
bacterias y hongos. Estos metabolitos secundarios presentan una gran afinidad por los iones
férricos con los cuales forman quelatos facilmente asimilables por las plantas [418-420].
Segun Khan et al. [418], los sideréforos pueden clasificarse en carboxilato, catecolato e
hidroxamato (como la vibrioferrina, la enterobactina o la deferoxamina respectivamente)
producidas por agentes microbianos, y los fitosiderdforos (como el &cido mugineico),
secretadas por las plantas.

Practicamente casi todas las especies bacterianas y fungicas producen sideréforos,
como Azospirillum doebereinerae, A. brasilense, A. formosense y A. himalayense [421];
Bacillus circulance, B. coagulanse, B. licheniformis, B. subtilis, Pseudomonas fluroscence
y P. koreensis [422]; Burkholderia arboris, B. contaminans, B. gladiolos, B. metallica, B.
ubonensis, Paraburkholderia dilworthii, P. graminis, P. kirstenboschensis, P. rhynchosiae
y Trinickia dinghuensis [423]; Chaetomium interruptum, Coniothyrium sp., Epicoccum
nigrum, Lecanicillium lecanii, Quambalaria cyanescens, Trichoderma atroviride, T.
harzianum, T. longibrachiatum y Truncatella angustata [424]; Aspergillus versicolor, F.
oxysporum, Metarhizium anisopliae, Mortierella turficola, Penicillium commune,
Rhodosporidium toruloides y T. harzianum [425].

Por altimo, los bioestimulantes vegetales pueden promocionar el crecimiento de los
cultivos y paliar el efecto de estreses abidticos por medio de la sintesis de fitohormonas
como auxinas, citoquininas (CK), &cido abscisico (ABA) y écido giberélico (AG)
[426,427]. Dentro de las auxinas la mas importante es el &cido indol-3-acético (AIA)
sintetizado tanto por especies bacterianas como fungicas de muy diversos géneros [428-
434]; y ANA o A4cido naftalenacético [435,436]. Del mismo modo, numerosos
microorganismos son capaces de producir CK promotoras del crecimiento vegetal [437-
439]. Igual ocurre con las fitohormonas de origen microbiano ABA [440-442] y el AG
[443-445].

- Empleo de bioplaguicidas para limitar el empleo de pesticidas quimicos: El término
bioplaguicida puede variar segun los paises e incluso regiones bajo distinta legislacion
[446]. Una definicion somera y superficial de bioplaguicida hace referencia a compuestos
de origen bioldgico que son producidos de forma industrial para mitigar los efectos de
patdgenos desde una perspectiva ecoldgica [446,447]. Desde este punto de vista pueden
catalogarse en varios tipos: 1) Plaguicidas microbianos, que incluyen microorganismos
como ingrediente activo; 2) Protectores incorporados en plantas, donde la proteccion se
confiere a la planta mediante transgénesis (toxina Bt, por ejemplo); y 3) Plaguicidas
bioguimicos, que incluyen compuestos quimicos de origen natural como las feromonas
[448,449].
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En este apartado nos centraremos en el primer grupo. Los biopesticidas microbianos
(también conocidos como ACB) son bacterias, hongos, levaduras, protozoos o virus (0 sus
metabolitos) que pueden controlar o inhibir el desarrollo de patdgenos vegetales como
plagas, enfermedades o malas hierbas [450-452]. Este tipo de productos puede aplicarse
mediante recubrimiento de semillas, inmersion de raices, aporte directo al suelo o
aplicacion foliar, segun el patdgeno a controlar [453]. Se caracterizan por que son inocuos
para los vertebrados (siendo inofensivos para los humanos y el ganado) y organismos no
objetivo, ya que no generan residuos toxicos. Ademas son econémicamente mas rentables
de producir que los pesticidas quimicos [447,452]. Estos microorganismos pueden
presentar uno o varios mecanismos de control incluyendo la antibiosis, la competencia, el
hiperparasitismo o micoparasitismo, Resistencia Sistémica Inducida (RSI) y Resistencia
Sistémica Adquirida (RSA) [173,454,455].

Imagen 8. Mecanismos fungicos de control biolégico (Fuente: Modificado de Latz et al. [468])
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Antibiosis: Es un mecanismo importante dentro del control biolégico en el que los
microorganismos antagonistas generan una serie de metabolitos antimicrobianos (tales
como antibiéticos, compuestos volatiles o toxinas varias) capaces de inhibir el desarrollo o
incluso matar a agentes fitopatogenos [454,456,457]. Algunos de estos compuestos son la
gliotoxina sintetizada por T. virens capaz de controlar hongos fitopatdgenos como
Sclerotium rolfsii [458] o Phytophthora capsici [459]; o las tricodermarinas G - N y
tricotecenos producidas por diversas especies de Trichoderma (como T. brevicompactum y
T. koningiopsis) eficaz frente a numerosos patdgenos vegetales como Aspergillus
fumigatus, Botrytis cinera, Cochliobolus miyabeanus, F. oxysporum f. sp. cucumerinum,
F. oxysporum f. sp. niveum, Phomopsis asparagi y Pyricularia oryzae [460,461]. Otras
especies, como Paecilomyces variotii, producen &cido dipicolinico que inhibe el desarrollo
de F. oxysporum y V. dahliae [462].

En cuanto a las bacterias, algunos antibiéticos (como la iturrina A o la esfingofusina
E - F) producidos por B. subtilis y B. amyloliquefaciens permiten el control de
enfermedades fangicas como  Aspergillus carbonarius [463]; Colletotrichum
gloeosporioides [464]; o F. oxysporum f. sp. niveum [465]. O la sintesis de fenazinas por
parte de Pseudomonas chlororaphis y P. fluorescens para el biocontrol de Alternaria
brassicae, B. cinerea, Colletotrichum graminicola, Fusarium graminearum, F. oxysporum,
Penicillium expansum, P. capsici, P. ultimum, R. solani, Sclerotinia minor y S.
sclerotiorum [466,467].

Competicion: Como su nombre indica, este mecanismo se basa en la competicion por los
recursos existentes (espacio y nutrientes) entre patdgenos y ACB, principalmente en nichos
especificos como la rizosfera o diversos 6rganos vegetales [454]. Un potente sistema
metabdlico y el desarrollo de elevadas densidades de poblacion asociado a un rapido
crecimiento son aptitudes esenciales que deben presentar los ACB para conseguir una
competicion eficaz por los recursos [454,455]. No obstante, aunque la exclusion de nicho
es un mecanismo comin en muchos ACB parece ser que este nunca ocurre solo, sino mas
bien en conjunto con el resto de mecanismos [468].

Un ejemplo de competencia por el espacio, lo obtenemos en el ensayo de Tan et al.
[469] donde la colonizacion de la rizosfera y sus inmediaciones por la bacteria B.
amyloliquefaciens en un elevado ndmero impide el ataque de la bacteria fitopatogena
Ralstonia solanacearum. En el mismo sentido, Zapata-Sarmiento et al. [470] observaron en
ensayos de cultivo dual que Trichoderma asperellum ejerce una fuerte competencia por el
sustrato en el co-cultivo con Stemphylium vesicarium. En cuanto a la competencia por
nutrientes mencion aparte merecen los sideréforos.

Puesto que el Fe es un elemento esencial para el desarrollo de especies microbianas,
la liberacion al medio de este tipo de compuestos bloquea la captacion de Fe por parte de
especies patdgenas [471]. Este fendbmeno se ha observado en ensayos in vitro, donde la
produccion del sider6foro ferritina de Brevibacillus brevis inhibia el desarrollo de Candida
albicans [472]. Di Francesco y Baraldi [473] obtuvieron resultados prometedores, tanto in
vitro como in vivo, para el control de Monilinia laxa en el almacenamiento de melocotones
poscosecha gracias a la competencia por el Fe con Aureobasidium pullulans, mediada por
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sideroforos. Por Gltimo, el empleo de consorcios microbianos, con capacidad para sintetizar
siderdforos, se mostd efectivo para la supresion de R. solanacearum en la rizosfera de
plantas de tomate [474,475].

Hiperparasitismo: El hiperparasitismo ocurre cuando un parasito, o agente patdgeno, es
parasitado por otra especie, 0 ACB [476]. El término micoparasitismo hace referencia al
ataque de hongos beneficiosos sobre especies fitopatdgenas fungicas [454]. Este
mecanismo puede realizarse por dos vias complementarias. La primera consiste en una
accion mecénica en la que el micelio del ACB se desarrolla a costa de las estructuras de un
huésped mediante la formacion de dérganos especiales Ilamados apresorios, como en el
parasitismo de T. koningii sobre R. solani [477]; y T. virens sobre S. rolfsii [478]; o los
producidos por el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana frente a Frankliniella
occidentalis [479].

Imagen 9. Fotografias tomadas con microscépio electrénico de barrido de: a) Hifas de F. oxysporum f. sp.

cucumerinum sanas; b) Hifas y conidi6foros de T. koningiopsis; ¢) y d) Dafos producidos (flechas amarillas) por

32

el micoparasitismo de T. koningiopsis sobre el patégeno (Fuente: Sreenayana et al. [445])
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La segunda constituye una via quimica mediante la secrecion, tanto por especies
bacterianas como flngicas, de enzimas hidroliticas capaces de degradar las paredes
celulares como las quitinasas liberadas por B. subtilis para el control de Alternaria
alternata y F. oxysporum [480]; o T. asperellum frente a Colletotrichum sp. y S. rolfsii
[481]. La sintesis de celulasas (B. bassiana, M. anisopliae y T. harzianum) también se ha
mostrado efectiva para el control biol6gico del nematodo agallador Meloidogyne javanica
[482]. Otra enzima microbiana, como la B-1,3-glucanasa, permite el control de patégenos
como los ensayos realizados con Paenibacillus terrae frente a Magnaporthe oryzae [483];
y Trichoderma asperelloides frente a Stagonosporopsis cucurbitacearum [484]. Un ultimo
grupo de enzimas, las proteasas, inhiben el desarrollo de B. cinerea mediante la sintesis de
una serina proteasa por parte de Bacillus licheniformis [485]; o impiden la eclosién de
huevos de M. incognita por la actividad enzimética de Metarhizium guizhouense [486].

RSI y RSA: Los métodos de defensa mediados por estimulos externos a la planta se
dividen en RSI y RSA. Ambos mecanismos se diferencian por el tipo de agente inductor y
por las vias metabdlicas implicadas [487]. Mientras que la RSA depende de la via del &cido
salicilico (AS), la RSI es independiente de esta y estd mediado por fitohormonas como el
acido jasmonico (AJ) y etileno (ET) [454,488]. En cuanto al agente inductor, mientras que
la RSA se produce por el ataque de patdgenos necroticos generando una respuesta de
defensa para la segunda infeccion, la RSI generalmente se desencadena como respuesta a la
colonizacién de microbios beneficiosos [454,487]. Entre los procesos asociados a la RSI se
encuentra la generacion por parte de la planta de fenoles, fitoalexinas, ERO, proteinas
relacionadas con la patogenicidad (PR) o la modificacion estructural y fisiologica de las
células vegetales. Todos estos cambios se encuentran influenciados por la liberacion de una
serie de elicitores por parte de los ACB [489]. Por su parte, los principales compuestos
inductores sintetizados por los microorganismos incluyen compuestos antibioticos,
lipopolisacaridos, lipopéptidos y sideréforos [490].

A modo de ejemplo, se ha demostrado que B. cereus induce RSI en Arabidopsis
frente a B. cinerea. Este proceso ocurre gracias a la via de sefializacién AJ — ET que
permite la produccion de peréxido de hidrégeno y callosa en el cultivo y la expresion de
proteinas PR [491]. En plantas de tomate B. subtilis indujo RSI frente a F. oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici, P. ultimum y R. solani al activar conjuntamente las vias de sefializacién
de AS y AJ - ET [492]. Las especies fungicas también pueden ser inductoras, como la
resistencia generada en tomate frente a B. cinerea y Phytophthora infestans tras la
aplicacion de T. harzianum [493]; la acumulacion de callosa en plantas de tabaco tras la
inoculacion con extracto de Penicillium chrysogenum, gener0 resistencia frente al VMT o
Virus del Mosaico del Tabaco [494]; o la sintesis de callosa y AJ en plantas de tomate que
indujo RSI mediada por el HMA Rhizoglomus irregularis frente al patdgeno B. cinerea
[495]. Finalmente, la RSI asociada a ACB también puede servir como método de defensa
contra insectos masticadores o picadores al favorecer la produccion de flavonoides y
peroxidasas que aumentan la lignificacion de los tejidos vegetales [496]. En este sentido,
Rashid et al. [497] confirmé la acumulacion de callosa y peroxidasas en planta de
Arabidopsis inoculadas con Bacillus velezensis que generaban RSI frente al pulgon M.
persicae disminuyendo su alimentacion y reproduccion.
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3.3. Productos biolégicos a base de microorganismos comercializados actualmente en
Espafia

Segin lo descrito en el apartado anterior, en Espafia existen numerosos productos
comercializados a base de microorganismos (tanto bioplaguicidas como biofertilizantes). En las
tablas 2 y 3 se muestran todas las especies comercializadas para tal fin (en el Anexo Il de la
presente tesis se describe mas detalladamente todos los productos disponibles incluyendo nombre
del producto, fabricante, especie - cepa y plaga o cultivo objetivo).

TRIANUM-P

.
o

Imagen 10. Biofungicida Trianum-P (izquierda, Fuente: [498]), bioinsecticida Belthirul (centro, Fuente: [499]) y
biofertilizante Bioradis Sol (derecha, Fuente: [500])

Tabla 2. Especies microbianas comercializadas en Espafia como fitosanitarios (Fuente: [501])

PRODUCTO FITOSANITARIO
Tipo de microorganismo Especie microbiana
Aureobasidium pullulans
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus firmus
Bacillus pumilus
Bacterias Bacillus subtilis
Bacillus thuringiensis aizawai
Bacillus thuringiensis israelensis
Bacillus thuringiensis kurstaki
Pseudomonas chlororaphis
Beauveria bassiana
Gliocladium catenulatum
Isaria fumosorosea
Lecanicillium muscarium
Metarhizium anisopliae
Paecilomyces fumosoroseus
Hongos y Oomicetos Paecilomyces lilacinus
Pythium oligandrum
Saccharomyces cerevisiae
Trichoderma asperellum
Trichoderma atroviride
Trichoderma gamsii
Trichoderma harzianum rifai
Granulovirus de Cydia pomonella
Virus del mosaico del pepino dulce
Nucleopolyedrovirus de Helicoverpa armigera
Nucleopolyedrovirus de Spodoptera littoralis

Virus
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Tabla 3. Especies microbianas comercializadas en Espafia como biofertilizantes y abonos (Fuente: [502])

PRODUCTOS BIOFERTILIZANTES

Tipo de microorganismo Especie microbiana

Achromobacter veterisilvae
Azospirillum brasilense
Azotobacter chroococcum
Bacillus altitudinis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Bacillus methylotrophicus
Bacillus mojavensis
Bacillus pumilus
Bacillus safensis
Bacillus siamensis
Bacillus subtilis
Bacillus velezensis
Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizobium japonicum
Lysinibacillus xylanilyticus
Methylobacterium symbioticum
Pantoea dispersa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas koreensis
Pseudomonas putida
Rhizobium leguminosarum
Rhizobium phaseoli
Rhizobium rizobiaceae
Rhodopsudomonas palustris

Bacterias

Penicillium bilaiae
Pochonia chlamydosporia
Trichoderma harzianum
Trichoderma koningiopsis
Tricoderma saturnisporum
Sccharomyces cerevisiae

Hongos

Claroideoglomus etunicatum
Claroideoglomus claroideu
Funneliformis mosseae
Glomus iranicum
Micorrizas Oidiodendron maius
Phialocephala fortinii
Rhizoglomus irregulare
Rhizophagus irregularis
Septoglomus deserticola
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Objetivos de la Tesis

El objetivo general es contribuir al desarrollo de nuevos formulados microbianos de uso en

la agricultura, tanto para la promocion del crecimiento vegetal como para la proteccion contra
enfermedades. Para ello se persiguen los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1. Determinacion de la actividad promotora del crecimiento de plantas: Para
ello se realizara la evaluacién de la capacidad bioestimulante de los aislados sobre semillas
de cultivos horticolas de importancia en agricultura intensiva. Asi como del efecto
bioestimulante sobre plantulas horticolas producidas en un semillero comercial, y los
efectos de aplicacion de ACBs sobre la morfologia, calidad y los parametros de
rendimiento en los cultivos bajo invernadero.

Objetivo 2. Determinacion de la actividad de biocontrol frente a enfermedades: De
esta forma se llevara a cabo la determinacion in vitro e in vivo de la capacidad antagonista
de los hongos seleccionados frente a fitopatdgenos edaficos y aéreos de importancia en
agricultura para los cultivos horticolas.

Obijetivo 3. Proceso de escalado industrial: Mediante la determinacién de las condiciones
y puntos criticos para obtener el maximo rendimiento de produccion en fermentacion en
medio sélido a escala piloto. Para ello se evaluara la seleccién y el acondicionamiento de
sustratos, la optimizacion de inéculo de partida, la viabilidad de nuevos formulados y la
compatibilidad de los ACBs seleccionados con fitosanitarios en estrategias de GIP.
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Resumen

La incorporacion de microorganismos beneficiosos en la producciéon de cultivos es la
estrategia mas prometedora para mantener la productividad agricola y reducir el uso de
fertilizantes inorganicos, herbicidas y pesticidas. Numerosos microorganismos han sido descritos
en la literatura como agentes de control bioldgico de plagas y enfermedades, aunque algunos adn
no han sido comercializados por su falta de viabilidad o eficacia en diferentes cultivos.
Paecilomyces es un hongo cosmopolita conocido principalmente por su capacidad nematéfaga,
pero también ha sido reportado como parasito de insectos y agente de control biol6gico de varios
hongos y bacterias fitopatdgenas a través de diferentes mecanismos de accion. Ademas, especies
de este género han sido recientemente descritas como bioestimulantes del crecimiento vegetal y
del rendimiento de los cultivos. Esta revision incluye toda la informacién sobre el género
Paecilomyces como agente de control bioldgico de plagas y enfermedades. Su tasa de crecimiento
y alta tasa de produccién de esporas en numerosos sustratos asegura la produccion de
formulaciones comerciales viables, asequibles y eficientes para uso agricola.

Palabras clave: Control biolégico; Enfermedades; Plagas; Paecilomyces

1. Introduccién

El género Paecilomyces se describié por primera vez en 1907 [1] como un género
estrechamente relacionado con Penicillium y que comprende una sola especie, P. variotii Bainier.
La descripcion de este género fue revisada por Brown y Smith [2], y Samson [3] defini6 31
especies divididas en dos secciones: Paecilomyces caracterizado por especies termofilas,
termotolerantes y mesdfilas, con colonias de color marrén amarillento que muestran estados
teleomorficos correspondientes a los géneros Byssochlamys, Talaromyces y Thermoascus; e
Isarioidea caracterizada por especies mesofilas con colonias moradas, rosadas, amarillas o
verdes. En el primer apartado se incluyen las especies nematofagas o entomopatégenas, también
conocidas como Paecilomyces lilacinus o P. fumosoroseus [4,5]. Las diferentes especies de
Paecilomyces estan relacionadas con dos géneros de hongos: Cordyceps y Torrubiella [3].

Estudios realizados por Luangsa-ard et al. [6] e Inglis y Tigano [4] confirman el origen
polifilético de este género que pertenece a las subclases Sordariomycetidae y Eurotiomycetidae.
La base de datos Fungorum [7] actualmente incluye una lista de 145 especies de Paecilomyces.
De todas las especies, algunas conservan su nombre original, mientras que otras han sido
reclasificadas en otros géneros. Un claro ejemplo es Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson, que
ha sido asignado al género Purpureocillium [8]. A pesar de su reasignacion a un género diferente,
Paecilomyces lilacinus se incluird en esta revision de la literatura debido a su importancia en el
control de enfermedades y plagas. Dada la naturaleza polifilética del género Paecilomyces, la
evolucion de estos estudios taxondmicos es de gran importancia para el desarrollo de
formulaciones microbianas que puedan ser utilizadas en la agricultura [9].
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El género Paecilomyces tiene hifas septadas hialinas a amarillentas, a menudo con paredes
lisas y conidioforos verticilados o irregularmente ramificados, y fialidas con una base ancha y un
cuello alargado. Los conidios son unicelulares; hialinos, en cadenas; y el conidio méas joven esta
en el extremo basal [10]. La termotolerancia conidial se correlaciona con su tamafio y forma. Por
lo tanto, las conidias 0 ascosporas asexuales mas pequefias y esféricas son mas vulnerables a las
altas temperaturas [11-14]. Paecilomyces tiene altas tasas de esporulacién y de crecimiento y
crece en una amplia gama de temperaturas y sustratos. Como resultado, su rapida multiplicacién
asegura un desarrollo viable y asequible de formulaciones comerciales [15].

El género Paecilomyces tiene muchas especies, tanto patdgenas como saprofitas, y se
puede encontrar en una amplia gama de habitats, incluidos el suelo [16,17], material vegetal en
descomposicién o alimentos [18,19], productos alimenticios pasteurizados [2,20,21], sedimentos
marinos [22,23], compost [24,25], insectos [26-29], nematodos [30,31] o la rizosfera de varias
plantas [32,33], entre otros.

Paecilomyces también juega un papel importante como endéfito en numerosas plantas al
proporcionar varias ventajas para el desarrollo de las plantas. Puede ser utilizado directa o
indirectamente como un potencial bioestimulante. Cuando se usa directamente, Paecilomyces o
sus metabolitos aumentan los pardametros morfol6gicos de la planta y el rendimiento del cultivo
[15,34-37]. La interaccion planta - Paecilomyces mejora la salud de la planta a través de
diferentes mecanismos y brinda proteccion contra fitopatdgenos [38]. Esta interaccion mostr6 una
produccién de fitohormonas, como las giberelinas y el acido indolacético, que promovieron el
crecimiento y mitigaron los efectos del estrés abidtico, como la salinidad [39,40]. Cuando se usa
indirectamente en combinacion con agentes patdgenos como nematodos u hongos, Paecilomyces
tiene efectos positivos en el crecimiento de los cultivos al actuar como agente de control
bioldgico [41-44].

Numerosas especies del género Paecilomyces producen una amplia variedad de metabolitos
secundarios con diferentes estructuras quimicas y diversas actividades bioldgicas, como herbicida
[45], insecticida [46,47], bactericida [48], fungicida [49], nematicida [50-52] o citotoxicos [53].
También hay descripciones de metabolitos con actividad antitumoral [54,55] o inhibidores
enzimaticos, como la Paecilomida, que actGa como inhibidor de la acetilcolinesterasa y puede
utilizarse para controlar enfermedades humanas como el Alzheimer [56]. Ademas, desempefian
un papel en la degradacién de compuestos aromaticos [57,58], la produccion de etanol a partir de
desechos agroindustriales [59], la eliminacién de amonio de medios sintéticos o la reduccion de
las emisiones de amoniaco en el estiércol avicola [60,61]. Sin embargo, no podemos ignorar el
hecho de que Paecilomyces se ha asociado con varias enfermedades infecciosas humanas en
pacientes inmunodeprimidos [62,63] y también se ha descrito como un fitopatégeno. P. variotii
fue descrito por Aminaee et al. [64], como el agente causal de la muerte regresiva del pistacho,
aunque estudios moleculares y filogenéticos posteriores informaron que fue causada por P.
formosus (Sakag., May., Inoue y Tada) Houbraken y Samson [65]. De acuerdo con el mapa que
se muestra en la Imagen 11, existen pocas especies de Paecilomyces encargadas del control
bioldgico de plagas y enfermedades.
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Imagen 11. Mapa de red de matriz de co-ocurrencia para los 486 documentos publicados en la investigacion de
Paecilomyces. Se utilizd el software VOSviewer (version 1.6.15, Universidad de Leiden, Paises Bajos) para
mapear la frecuencia de las redes de coocurrencia de palabras clave. Las diferencias en el tamafio de fuente
implican diferencias en la relevancia. Los diferentes colores se refieren a los grupos o grupos formados.

En esta revision, analizaremos el papel significativo de Paecilomyces en el control de
plagas y enfermedades de las plantas. En este sentido, Paecilomyces se describe como un agente
de control biolégico contra bacterias, hongos fitopatdgenos, nematodos y numerosas plagas,
utilizando sus extractos, metabolitos secundarios o micelio. Hasta donde sabemos, esta es la
primera revision del género Paecilomyces como agente de control biol6gico contra plagas y
enfermedades de las plantas.

2. Mecanismos de control biol6gico del género Paecilomyces

Aunque se desconocen muchos mecanismos de control bioldgico, los avances en
metagendmica brindan informacion sobre la interaccion planta - patégeno - antagonista [66,67].
En el género Paecilomyces, los mecanismos microbianos descritos, involucrados en la supresion
de plagas y enfermedades, han sido directos, como el parasitismo, la competencia o la antibiosis,
e indirectos, que involucran la proteccidon de las plantas a través de mecanismos de RSI [68-70].
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2.1. Parasitismo

Paecilomyces es capaz de parasitar hongos [71], nematodos Yy artropodos [72,73]. Después
de que tenga lugar el reconocimiento y la interaccion patégeno - antagonista, se produce la
penetracion y/o secrecion de complejos enzimaticos, lo que lleva al crecimiento del antagonista a
expensas de su huésped [74,75]. La penetracién puede ser mecanica, a través del desarrollo de
apresorios [76,77], o enziméatica, a traves de la liberacion de celulasa, glucanasa, lacasa,
leucinoxina, lipasa, pectinasa, proteasa, quitinasa o xilanasa, que estan involucradas en el proceso
de infeccion [78-82]. Asi, se ha descrito la produccion in vitro de celulasas, lipasas y xilasas por
P. tenuis [83], quitinasas y proteasas por P. fumosoroseus (Wize) A.H.S. Br. y G. Sm. [84,85], o
de enzimas quitinoliticas secretadas por P. lilacinus [17]. La produccién de quitinasa por P.
javanicus conduce a la inhibicion del micelio de Aspergillus nidulans, Colletotrichum
gloeosporioides, Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii [86].

Por otro lado, Khan et al. [87] informaron que las lipasas, proteasas y quitinasas tienen un
efecto entomopatégeno mas fuerte. Asi, la produccion de estas enzimas por parte de P.
fumosoroseus ha resultado eficaz en el control de Tenebrio molitor [88], Trialeurodes
vaporariorum [89] y Plutella xylostella [90]. P. farinosus (Holmsk.) A.H.S. Br. y G. Sm. las
proteasas intervienen en el control de Galleria mellonella [91].

Diversos estudios hacen referencia a la actividad nematicida de Paecilomyces. Las especies
de este género, a saber, P. lilacinus, pueden penetrar tanto en la cascara del huevo como en los
componentes estructurales de las etapas juveniles y adultas de diferentes especies de nematodos a
través de la germinacion de esporas y la subsiguiente ramificacion de hifas y formacion de
apresorios [92,93]. En cuanto a la produccion de enzimas liticas que provocan un efecto
nematicida, se ha descrito la sintesis de amilasas, lipasas, proteasas y quitinasas asociadas a esta
especie [77,78,85,87,94,95]. La sobreexpresion de genes que regulan la sintesis de estas enzimas
aumenta la virulencia y la capacidad parasitaria de P. lilacinus contra Meloidogyne incognita,
Panagrellus redivivus y Caenorhabditis elegans [96,97].

2.2. Competencia

La competencia por los nutrientes y el espacio regula el crecimiento de los patdgenos que
coexisten en el mismo nicho [67,82,98]. La produccién de siderdforos limita la disponibilidad de
hierro para los patogenos [75,99]. La sintesis in vitro de sideréforos del tipo hidroxamato y
carboxilato, como el trihidroxamato de ferrirrubina, se ha descrito principalmente en P. lilacinus
y P. variotii [15,100-104].

Si bien este mecanismo tiene un impacto directo en el control, la competencia suele ir
acompafiada de otros mecanismos [70]. El r&pido crecimiento de las especies de Paecilomyces
impide el desarrollo de ciertos patégenos [105,106]. Por ejemplo, rociar semillas de girasol con
esporas de P. variotii previene la penetracion e infeccion del patégeno Macrophomina phaseolina
[107]. Sin embargo, esta competencia en ocasiones puede tener un impacto negativo sobre el
resto de la microbiota beneficiosa [108].

72



El género Paecilomyces y su importancia en el control biolégico de enfermedades y plagas

2.3. Antibiosis

La produccién de metabolitos secundarios con efecto antimicrobiano por especies de
Paecilomyces ha sido ampliamente descrita. Entre ellos podemos destacar la sintesis de
alcaloides, compuestos fenoélicos, compuestos organicos volatiles, esteroides, flavonoides,
péptidos, policétidos, quinonas y terpenoides [109,110]. Li et al. [111] describieron recientemente
un total de 148 metabolitos activos producidos por diferentes especies de Paecilomyces que
pueden usarse para el desarrollo de farmacos o agroquimicos. En los siguientes apartados
mostraremos la importancia de estos metabolitos en el control biolégico de plagas y
enfermedades.

2.4. Resistencia inducida en las plantas

La literatura no proporciona muchos ejemplos sobre el efecto de la resistencia inducida
después de la colonizacion del sistema radicular de plantas por parte de Paecilomyces. Suérez -
Estrella et al. [112] observaron que la inoculacion de raices de plantas de tomate con P. variotii
inhibia significativamente los sintomas causados por la bacteria Xanthomonas campestris en las
hojas. Del mismo modo, Lépez et al. [113] observaron una reduccion en la poblacion de Aphis
gossypii en plantas de algodon cuyas semillas habian sido previamente inoculadas
sumergiéndolas en una suspension de esporas de P. lilacinus. EI uso combinado de P. lilacinus y
acido salicilico mejord los contenidos de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina en las plantas
de algodon en comparacion con los tratamientos de inoculacion con Pythium debaryanum y
Fusarium oxysporum, lo que demostré que la lignificacion de la pared proporciona un alto nivel
de proteccion contra la invasion de patdégenos. Asimismo, aumentd la concentracion de proteinas
solubles y compuestos fendlicos en la raiz, lo que redujo la incidencia de ambas enfermedades
[114]. Esto también ocurre cuando las plantas de okra se inoculan con P. lilacinus [115].

Del mismo modo, el efecto de resistencia inducida también puede ser producido por
extractos de Paecilomyces. Un extracto comercial de P. variotii conocido como ZhiNengCong
(ZNC) también podria inducir resistencia contra Xanthomonas oryzae o Pseudomonas syringae
en plantas de arroz o Arabidopsis, respectivamente. Una dosis de 500 ng/mL de ZNC no pudo
inhibir el desarrollo de patdgenos in vitro, mientras que el uso de una dosis menor de 100 ng/mL
si generd inmunidad contra dichas bacterias. Por otro lado, las sustancias reactivas del oxigeno
como el superoxido y el peroxido de hidrégeno o la callosa también aumentan, en comparacion
con las plantas de Arabidopsis no tratadas, ademas de activar la sintesis de acido salicilico, que es
necesario para la respuesta de defensa [36].
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3. Control biolégico de enfermedades causadas por bacterias fitopatégenas

Pocos estudios demuestran la efectividad de Paecilomyces contra diferentes especies de
bacterias fitopatdgenas. Paecilomyces variotii aislado de compost de desechos sélidos
municipales mostré una reduccién del 27% de las enfermedades causadas por X. campestris en
meldn y una disminucion en la poblacion de patégenos [112]. Nesha y Siddiqui [44] observaron
una reduccion en la pudricion blanda y el tizon de la hoja causado por P. carotovorum pv.
carotovorum y X. campestris pv. carotae después de usar P. lilacinus, solo 0 en combinacion con
A. niger, y un aumento en el peso seco y el contenido de clorofila de un cultivo de zanahoria.

Los metabolitos producidos por este género juegan un papel importante en el control de
enfermedades debido a su efecto antagdnico, aunque existe poca informacion al respecto en
comparacion con las bacterias fitopatdgenas. Hay descripciones sobre la importancia de
metabolitos antibacterianos como la viriditoxina o la betulina frente a bacterias no fitopatdgenas
como S. aureus, Enterococcus sp. Micrococcus sp., Aeromonas hydrophila, Flavobacterium sp,
Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae [116,117]. Sornakili et al. [83] informo
recientemente la inhibicion de Erwinia carotovora, Xanthomonas oryzae pv. oryzae y Ralstonia
solanacearum con una inhibicion in vitro de entre 13 y 45 % usando P. tenuis, un enddfito aislado
de hojas de arroz. Varios metabolitos, como el acido octadecanoico, el acido acético y el éster 2-
etilhexilico, asi como actividades enzimaticas, Xilanasas, celulasas y lipasas, estuvieron
involucrados en este control.

4. Control biolégico de enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos

Varias especies de Paecilomyces han demostrado su efecto antag6nico contra hongos
fitopatdgenos causantes de enfermedades radiculares y aéreas de las plantas a través de diversos
mecanismos (Tabla 4). Las especies P. variotii y P. lilacinus han mostrado ser bastante efectivas,
aunque la mayoria de los estudios son in vitro. El efecto antagonico observado en la mayoria de
los casos se explica por una competencia por espacio y nutrientes (Imagen 12). Sin embargo, se
han observado otros mecanismos asociados a la produccién de metabolitos secundarios, que
provocan plasmolisis en tubos germinativos de esporas 0 melanizacién de hifas en Pyrenophora
tritici-repentis [118], lisis de hifas en Moniliophthora roreri causada por Paecilomyces sp. [71],
micoparasitismo de F. oxysporum causado por P. variotii y P. lilacinus [119], o antibiosis frente a
R. solani [120], entre otros. Se ha informado que la viriditoxina, las esfingofunginas Ey F [121] o
los &cidos eicosenoicos tienen un efecto antifingico contra varios hongos fitopatégenos como
Biscogniauxia mediterranea, Phytophthora cinnamomi o Fusarium moniliforme [61].
Varioxepina A o 6-Pentil-a-pyrona inhibe la formacién de peritecios y el crecimiento micelial de
Fusarium graminearum [122,123] o Paecilaminol, que inhibe el desarrollo de pudricion blanda en
tomates causada por Mucor racemosus [124].
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Detached leaves Cultivo dual

Imagen 12. Método de hoja desprendida para evaluar P. variotii como agente de control biolégico contra B.
cinerea. (A) Hojas control cuatro dias después de la infeccion con B. cinerea; (B) Hoja inoculada con esporas B.
cinerea y P. variotii. Las fotografias se tomaron cuatro dias después de la incubacién en una camara himeda a
20 °C bajo luz blanca continua. (C) Ensayo de cultivo dual para la inhibicién in vitro del crecimiento micelial de

B. cinerea por P. variotii.

Algunos estudios in vivo muestran un efecto directo sobre la promocion del crecimiento de
las plantas después de usar Paecilomyces, [15] pero también un efecto indirecto debido al control
de enfermedades flngicas [72]. Yang et al. [125] observaron inhibicion del crecimiento micelial
de S. sclerotiorum, germinacion de esclerocios y una reduccion de la gravedad de la enfermedad
después de usar P. lilacinus en un cultivo de colza. Los resultados no mostraron diferencias
después de usar esporas o filtrados sin células fangicas, lo que resalté la importancia de los
metabolitos de Paecilomyces en el control de patdgenos.
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Tabla 4. Control de hongos fitopatogenos por especies de Paecilomyces.
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Especie Patogeno Ensayo/Planta Referencia
Rhizoctonia solani, Sclerotinia
Byssochlamys nivea  sclerotiorum, In vitro [128]
Aspergillus flavus
Blumeria graminis Cultivo dual/Cebada
. Oidium neolycopersici Cultivo dual/Tomate
P. farinosus Golovinomyces orontii Cultivo dual/Tabaco [129]
Podosphaera xanthii Cultivo dual/Pepino
Fusaru_Jm solz_i_nl, R. solani, [130]
Sclerotium rolfsii .
) . Cultivo dual
P. fumosoroseus Macrophomina phaseolina [43]
Pythium aphanidermatum
P. xanthii Pepino [127]
Cultivo dual/Flor de Pascua [131]
R. solani Sorgo/Okra [115]
In vitro [119]
Pyrenophora tritici-repentis Trigo [118]
S. Sclerotiorum Cultivo dual/Canola [124]
A. flavus, A. parasiticus In vitro/Suelo [132,133]
Magnaporthe oryzae Cultivo dual/Arroz [134]
P. lilacinus Fusarium oxysporum Garbanzo [135]
: Sorgo/Okra [115]
S. sclerotiorum Trigo [136]
F. oxysporum, P. debaryanum Algoddn [114]
R. bataticola Cultivo dual [137]
F. chlamydosporum In vitro/Semillas de tomate [42]
M. phaseolina, F. solani, F. Cultivo dual/Frijol mungo/Okra  [115,138,139]
oxysporum
F. oxysporum f.sp. lycopersici Tomate [72]
P. aphanidermatum, S. rolfsii In vitro [43]
P. marquandii Verticilil_Jm dahliae Cult!vo dual [140]
' R. solani Cultivo dual [120]
Pythium spinosum Cultivo dual/Soja [141]
F. oxysporum Tomate [142]
Biscogniauxia mediterranea, F.
moniliforme, Phytophthora  Vallico [61]
cinnamomi
S. rolfsii, A.flavus Cultivo dual/In vitro [43,131,143]
M. oryzae Cultivo dual [133]
P. variotii F. oxysporum Cultivo dual/Garbanzo [134]
F. oxysporum Cultivo dual/Mel6n [112]
Alternaria solani, F. oxysporum Tomate [126]
V. dahliae Cultivo dual [106]
M. phaseolina Cultivo dual/Girasol Ea%§,138,144—
P. aphanidermatum Cultivo dual [43]
F. oxysporum. f. sp. ciceris Garbanzo [134]
fRI. solani, S. sclerotiorum, A. Cultivo dual [126]
avus
Moniliophthora roreri In vitro [71]
Paccilomyces sp Colletotrichum gloeosporoides Chile [146]
' Phytophthora palmivora In vitro [105]
F. graminearum In vitro [122]
Ceratobasidium theobromae Cacao [147]
Mucor racemosus In vitro [124]
Paecilomyces spp. Pyricularia oryzae In vitro [28]
P. sulphurellus R. solani In vitro [120]
M. phaseolina, M. grisea, Pythium
P. tenuis sp., R. solani, F. oxysporum, Invitro [83]

Colletotrichum falcatum
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En tomate, la pulverizacion de esporas de P. variotii en las hojas reduce
significativamente el dafio causado por Alternaria solani [126]. Por otro lado, el aumento de
polifenoles y la actividad antioxidante debido al uso de P. lilacinus en las raices de okra mejora el
desarrollo de las plantas y el control de varios hongos fitopatdgenos que causan la pudricion de la
raiz [115]. Asimismo, el uso previo de P. fumosoroseus retrasa el desarrollo del oidio causado por
Podosphaera xanthii [127], lo que lleva a la destruccion del micelio y las esporas por el estrecho
contacto con los hongos, con algin grado de micoparasitismo dependiendo de las condiciones
ambientales.5. Control biol6gico de enfermedades causadas por nematodos

Como hongo nematdfago, Paecilomyces ha sido ampliamente estudiado y se puede
encontrar en una variedad de formulaciones bioldgicas para uso agricola [93]. Hay muchos
ejemplos en los que Paecilomyces spp. actlan como agentes nematicidas, especialmente frente a
Meloidogyne spp., pero también frente a otros géneros como Globodera [52], Rotylenchulus,
Heterodera, Xiphinema o Pratylenchus [51] (Tabla 5). Un ejemplo es el uso de P. lilacinus y P.
fumosoroseus contra M. incognita o M. javanica, que reducen drasticamente sus poblaciones
[44,51,148,149], tanto en pruebas in vitro [43,87] como de campo [50,150]. Las esporas de estas
especies deben germinar sobre el huésped para penetrar y colonizar su superficie, con el fin de
modificar su fisiologia [51]. Paecilomyces actlia segun la especie de hongo y nematodo que
parasita.

Paecilomyces spp. puede actuar en diferentes etapas de desarrollo de nematodos al infectar
huevos, juveniles o adultos. La cascara de huevo de los nematodos es la principal barrera contra
los agentes parasitarios y proporciona resistencia tanto a los nematicidas quimicos como a los
compuestos biologicos. Las especies de Paecilomyces son capaces de secretar enzimas para
degradar esta barrera y desplegar mecanismos involucrados en el parasitismo de nematodos
[151,152]. Por lo tanto, las observaciones han demostrado que los huevos de Meloidogyne
incognita en las primeras etapas de desarrollo son méas vulnerables que los huevos que contienen
juveniles completamente desarrollados, aunque estos Gltimos también se ven afectados [153-155].
Hollan et al. [76] confirman que los huevos son parasitados por P. lilacinus en todas las etapas,
incluidos los juveniles no eclosionados. La infeccion del huevo ocurre cuando las hifas yacen
planas sobre la superficie del huevo y se forman apresorios. Luego, el hongo se propaga y se
forman los conidi6foros. Estudios realizados por Khan et al. [92] concluy6 que dichos juveniles
muestran diversos grados de deformidades y anomalias en el desarrollo, como movilidad reducida
dentro de los huevos. Diferentes estudios muestran el papel significativo de las proteasas y
quitinasas en la penetracién del hongo a través de la cascara del huevo. De esta forma, las
cascaras de huevo de M. arenaria mostraron desagregacion de la membrana vitelina y destruccion
de la capa de quitina y lipidos después de usar P. lilacinus [156].

Los huevos de M. hapla fueron més vulnerables a las serin proteasas producidas por P.
lilacinus que los huevos que contenian juveniles mas desarrollados. Por el contrario, las larvas no
mostraron signos de dafio. Jatala et al. [157] informd que P. lilacinus es capaz de infectar
hembras de Meloidogyne spp., Heterodera spp. y Globodera spp. En estos casos, las hifas
entraban por las aberturas naturales del cuerpo [158]. La evidencia muestra que varias proteinas
hidroliticas, como las proteasas (principalmente serina proteasas), las colagenasas y las
quitinasas, estan involucradas en la penetracion de la cuticula de los nematodos y la subsiguiente
degradacion celular [77,97,159-161]. Asimismo, diferentes metabolitos secundarios producidos
por Paecilomyces también juegan un papel importante en el control de nematodos [162].
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La efectividad del control de nematodos con Paecilomyces depende del cultivo en si, ya
gue afecta la actividad fangica en muchos casos [163]. Asi, el uso de un antagonista en
combinacion con sustancias organicas aumenta el parasitismo por Paecilomyces tanto en huevos
como en juveniles de nematodos [164]. Por otro lado, se ha informado que el uso de P. lilacinus
en suelos recientemente solarizados no aumenta la efectividad del control en comparacion con
suelos no solarizados. Sin embargo, se observa cierta reduccion de la actividad fungica cuando se
aplican ambas técnicas [165]. Al comparar la efectividad usando compuestos quimicos, P.
lilacinus proporciona un control adecuado durante el crecimiento del cultivo, aunque la
combinacion de ambas técnicas muestra mejores resultados en comparacion con el control de
nematodos [119,166-169].

Como se muestra en la Tabla 5, P. lilacinus es el hongo nemat6fago mas importante, ya
gue es capaz de controlar varias especies en diferentes cultivos, aunque otras especies como P.
marquandii (Massee) S. Hughes [170-172] o P. variotii [173] puede ser igualmente eficaz.
Informes de Chen et al. [171] sobre el uso de P. marquandii contra M. hapla mostr6é un aumento
en el peso de la lechuga, una disminucion en la formacién de agallas en un 25,7 % y una
reduccion en la produccion de huevos en un 46,3 %. Segin Al-Assas, et al. [174], P. variotii
reduce el nimero de agallas en méas de un 90 %, mostrando una mayor eficacia en comparacién
con los compuestos quimicos.
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Tabla 5. Nematodos controlados por especies del género Paecilomyces

Especie Nematodo Ensayo/Planta Referencia
P. fumosoreseus Meloidogyne javanica In vitro [51,175]
M. enterolobii In vitro [176]
M. arenaria Tomate [177]
Melon [178]
Tomate [51,95,149,166,177,
179-188]
Berenjena [181]
Judias verdes [163]
Algoddén/Cacahuete/Maiz [189,190]
M. incognita Pepino [44,191]
' In vitro [95,154,155,162,192]
Soja [193]
Ginseng indio [194]
Zanahoria [195]
Patata [153]
Legumbres [196]
In vitro [197]
Tomate [168,169,198,199]
. . Zanahoria [44]
M. javanica In vitro [87,175,200]
Cereza [201]
M. hapla In vitro/Tomate [192,202-204]
P_lilacinus M. exigua Shiringa [205]
: M. graminicola Trigo [206]
M. marylandi Césped [207]
M. paranaensis Cafe [208]
' Tomate [209]
. In vitro [173,210,211]
Meloidogyne spp. Tomate [165]
Heterodera avenae In vitro/Suelo [92,212,213]
H. glycines In vitro/Algodoén [190,214]
’ Soja/Trigo [215]
H. schachtii In vitro [92,213]
H. trifolii Tomate [216]
Heterodera spp. Patata [157]
Globodera pallida In vitro [119]
Globodera spp. Patata [157]
Pratylenchus thornei In vitro/Trigo [157,217]
Pratylenchus spp Cafia de azucar [218]
' Algodén [219]
. . Tomate [152]
Rotylenchulus reniformis In vitro/Algodén [210,220]
Tylenchulus semipenetrans In vitro [221,222]
Radopholus similis Banana [167]
R. reniformis In vitro [210]
M. hapla Lechuga [171,172]
P. marquandii R. similis, H. multicinctus Banana [223]
M. incognita Tomate [170]
P. variotii Meloidogyne spp. In vitro [173]
Meloidogyne spp. In vitro [197]
Paecilomyces spp. G. rostochiensis Judia/Chickpea [224]
M. incognita Pepino [162]
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6. Control bioldgico de enfermedades causadas por artréopodos

El género Paecilomyces incluye multiples especies descritas como agentes de control de
plagas capaces de proporcionar un control natural sin necesidad de aplicaciones exogenas [225],
muchas de las cuales han sido probadas en condiciones controladas para la elaboracion de
bioinsecticidas para combatir plagas de gran importancia econémica a nivel mundial [226,227].
Entre los hongos entomopatégenos, las especies de Paecilomyces son fuentes viables para
elaborar micoinsecticidas, ya que se pueden producir facilmente a gran escala sustratos de
propagulos estables y asequibles, como blastosporas o conidios [228]. Segun Ruiu [229], los
bioformulados que contienen principalmente P. lilacinus y P. fumosoroseus se han
comercializado para el control de plagas.

Sin embargo, los resultados iniciales obtenidos en condiciones de cultivo in vitro no
siempre fueron consistentes al evaluar su efectividad en condiciones de campo. Por esta razén, se
deben evaluar pardmetros como el método de aplicacion. En este caso, la mayoria de las pruebas
en condiciones de laboratorio controladas se evalian sumergiendo las muestras en suspensiones
de conidios de Paecilomyces spp., que proporcionan resultados claros sobre la infectividad de las
especies analizadas [230]. Luego, se realizan pruebas en planta bajo condiciones seminaturales
para evaluar la efectividad rociando plantulas infectadas con suspensiones de conidios dentro de
estructuras cerradas para evitar que los insectos entren o salgan [231]. Finalmente, la mortalidad
se evalUa en condiciones de campo mediante la aspersion de cultivos que muestran una densidad
de plaga especifica con formulaciones de Paecilomyces spp. [232]. En este sentido, actualmente
se estan valorando nuevos métodos de aplicacion, como el descrito por Lopez et al. [113], donde
P. lilacinus utilizado como endéfito en semillas de algodon proporciona resistencia inducida a las
plantas al causar efectos negativos en la alimentacion y reproduccion de Aphis gossypii.

Las condiciones ambientales en el momento de la aplicacién son cruciales y las altas
temperaturas y humedad relativa son las mas favorables para la infeccion. En este sentido, P.
fumosoroseus causé una mortalidad del 60%, 80% y 85% en Myzus persicae, y del 90%, 95% y
100% en Aphis fabae, a 10, 18 y 23 °C, respectivamente [233]. En cuanto a la humedad, Demirci
et al. [121] informaron que |. farinosa mostr6 una mayor patogenicidad contra Planococcus citri
en condiciones de alta humedad relativa en el momento de la aplicacion. Otro aspecto a tener en
cuenta es el estado fisioldgico o tamafio de los insectos. Las etapas de ninfa y larva tienden a ser
mas vulnerables que los huevos ya que estos cuentan con estructuras de defensa en su corion. P.
fumosoroseus es capaz de afectar a la mosca blanca Aleurodicus cocois en varias etapas de
desarrollo [234]. Del mismo modo, las barreras fisicas de las pupas de Leptinotarsa decemlineata
las hacen mas resistentes que sus larvas a la infeccion por Isaria fumosorosea [235]. En cuanto al
tamafio, Hunter et al. [236] mostré una correlacion negativa entre la mortalidad de insectos y el
tamafio, principalmente porque los tamafios mas grandes se asocian con cuticulas mas gruesas,
como en el uso de I. fumosorosea en Diaphorina citri (Psilido) y D. citri (Curculionidae), en
cuyo caso este Ultimo es mayor. La esclerotizacion del tegumento de insectos también es
importante, ya que tiene un impacto en la facilidad de penetracion e infeccion por Paecilomyces
spp. [237]. Para evitar estos obstaculos, el uso de formulaciones que contienen Paecilomyces spp.
con altas densidades de conidios, asi como una exposicion focalizada y prolongada, se emplean
para obtener un mejor efecto de control contra los insectos [238].
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Se ha descrito que Paecilomyces controla las plagas al limitar el crecimiento de los insectos
como resultado de la reduccién de la alimentacion [236,239], la reproduccién [240] o
simplemente provocando su muerte debido a la micosis [241]. Ademas, se ha demostrado que P.
fumosoroseus es capaz de causar mas muertes que algunos insecticidas comerciales como el
fipronil cuando se usa contra Frankliniella occidentalis [242]. Al igual que cuando actian como
hongos nemato6fagos, el potencial de Paecilomyces spp. como agente de control bioldgico que
parasita a los insectos se produce al penetrar en su cuticula y luego propagarse a través de la
hemolinfa [243]. Esto es posible gracias a la excrecion de enzimas, como la sintesis de proteasas
0 quitinasas [17,90], o de diferentes tipos de toxinas, como la beauvericina [244], el acido
dipicolinico [46] o el succinato de dibutilo [245], que se describen como metabolitos bioactivos
con efectos insecticidas o repelentes de insectos, lo que los convierte en importantes factores de
virulencia. Existen numerosos 0rdenes de artropodos que son vulnerables al uso de Paecilomyces
spp. (Tabla 6), entre ellos se han descrito hemipteros, como aleurddidos [246], pulgones [238],
tisanopteros [242], dipteros [247], lepidopteros [73], himenodpteros [248] y coledpteros [235].

Tabla 6. Control bioldgico de plagas mediante Paecilomyces.

Especie Patdgeno Planta Referencia
P. carneus Pteroma pendula In vitro [249]
P. cinnaomeus Aleurocanthus camelliae In vitro [250]
P. javanicus, Spodoptera litura, .
. lilacinus Plutella xylostella In vitro [73]
ﬁ/'ItOph"“S oryzae, In vitro [251,252]
yzus persicae
Lygus rugulipennis In vitro [253]
Planococcus citri In vitro [254]
P. farinosus Tribolium confusum In vitro [255]
' Pristiphora abietina In vitro [256]
Delia antiqua In vitro [257]
Eurygaster integriceps Trigo [258]
Hypothenemus hampei In vitro [259]
Vespula, Dolichovespula Review [260]
P. formosa Prays oleae In vitro [261]
gf'él‘{{‘tf)srt;ﬁsbrass'cae' In vitro [262]
Hoplia philantus In vitro/Césped [263]
Monellia caryella, .
M. caryaefoliae, M. pecanis In vitro [264]
Diuraphis noxia In vitro [265]
P. xylostella In vitro [266]
Agriotes lineatus In vitro [267]
Ceratitis capitata In vitro [230,268]
Aphis fabae In vitro [269]
Bemisia argentifolii Tomate/Col/Pepino [270]
Diaphorina citri In vitro/Naranja [232,271]
P. fumosoroseus Eutetranychus orientalis In vitro [240]
Thrips palmi Judia [272]
S. frugiperda Maiz [273]
. . Tomate [274]
Thrialurodes vaporariorum In vitro [275]
Bemisia tabaci In vitro [276]
Tetranychus urticae Tomate [277]
Toxoptera citricida In vitro [278]
Hyalopterus pruni In vitro [279]
Coccinelidos Review [280]
Schizaphis graminum In vitro [281]
B. tabaci Algodén [282]
Anoplophora glabripennis In vitro [283]
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D. noxia Trigo [284]
Delia radicum, D. floralis In vitro [285]
B cuuritae Invitro [266]
Haematobia irritans In vitro [287,288]
Coptotermes curvignathus, N vitro [241]
C. gestroi
Leptinotarsa decemlineata In vitro [235]
S. littoralis In vitro [289]
Epilachna varivestis In vitro [290]
Polyphagotarsonemus latus In vitro [291]
B. argentifolii In vitro/Hibisco [292-296]
P. xylostella In vitro [297]
B. tabaci In vitro [298]
B. tabaci, T. vaporariorum In vitro [299]
Serangium parcesetosum In vitro [300]
Drosophila suzukii In vitro [301]
T. vaporariorum Tomate [302]

P. f_umc_Jsoroseus Leptinotarsa decemlineata In vitro [303]

P. lilacinus

P. fumosoroseus Rhagoletis cerasi In vitro [304]

P. farinosus

P. fumosoroseus

P. carneus

P. lilacinus Aedes aegypti In vitro [305]

P. marquandii

P. farinosus
Leptinotarsa decemlineata -
Phthorimaea operculella In vitro [306]
Acromyrmex lundii In vitro [248]
Aleurocanthus woglumi In vitro [307]
Duponchelia fovealis In vitro [308]
Rhipacephalus microplus In vitro [309]
'clj'rlbpl!um c_onfus_,um, Rhyzc_)pertha In vitro [29]

ominica, Sitophilus zeamai
A. schlechtendali In vitro [310]
- T. vaporariorum, A. gossypii

P lilacinus Frankliniella occidentalis, In vitro [243]
Tetranychus urticae
Oligonychus coffeae In vitro [311]
C. capitata In vitro [312]
Galleria mellonella In vitro [81,313]
A. gossypii Algodon [113]
Solenopsis invicta In vitro [314]
Tessaratoma papillosa In vitro [315]
S. zeamais In vitro [316]
Cyclocephala signaticollis In vitro [317]

P. lilacinus A. fabae In vitro [318]

P. fumosoroseus

P. niveus Nasonovia ribisnigri In vitro [319]
S. fr_uglperda, S. exigua, In vitro [320]

P. tenuipes He_llcoverpa zea, H. virescens ]
Otiorhynchus sulcatus In vitro [321]
P. xylostela In vitro [322]
S. litura In vitro [323]

P. variotii S. avenae In vitro [324]
Earias insulana In vitro [325]
Lygus lineolaris In vitro [326]
Carmenta foraseminis In vitro [327]

Paccilomyces sp Cyrtomenus bergi In vitro [328]

) Rhynchophorus ferrugineus In vitro [329]

B. tabaci In vitro [330]
S. litura In vitro [331]

Paecilomyces spp. Hedypathes betulinus In vitro [332]
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7. Conclusiones

La pérdida de eficacia de los plaguicidas frente a determinados patogenos, la limitacion de
residuos en los productos cosechados, los problemas que estos productos provocan en el medio
ambiente y la salud humana, y la ineficacia de la resistencia genética debida a las rapidas
alteraciones en la virulencia de los patégenos requieren el desarrollo de nuevos métodos de
control. Si bien actualmente es dificil reducir la cantidad total de sustancias quimicas activas sin
causar pérdidas en la produccién, su disminucion gradual y el uso de bioestimulantes pueden
ayudar a optimizar el uso de productos quimicos y reducir la contaminacion ambiental. Esta
revision es la primera en recopilar informacion sobre el potencial de varias especies de
Paecilomyces como agentes de control bioldgico contra mdltiples enfermedades y plagas,
utilizando diferentes mecanismos de accion y/o especificidad que pueden usarse en combinacion
con el control cultural y quimico en la agricultura.
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Resumen

En el presente estudio, se prob6 P. variotii, un hongo endéfito aislado de raices de plantas
del Parque Natural Cabo de Gata (PNCG; Espafia), para determinar el efecto sobre la promocién
del crecimiento en semillas y plantulas de tomate y pimiento. Para estos efectos, se realizaron
ensayos de germinacion en laboratorio y dos experimentos en condiciones de vivero comercial e
invernadero. El aislado de P. variotii ha mostrado una alta capacidad para producir sideréforos y
AlA, pero una baja capacidad para solubilizar P. P. variotii obtuvo altos valores de porcentaje de
germinacion, vigor de las plantulas y longitud de raices y brotes en tomate y pimiento frente al
control. Las aplicaciones de P. variotii mejoraron la mayoria de los parametros de crecimiento
evaluados, para ambos cultivos horticolas, con los mejores resultados en el desarrollo de plantulas
de pimiento. La aplicacion de una dosis mayor de P. variotii mejoro la mayoria de los parametros
morfol6gicos y el valor del ICD en plantulas y plantas de tomate. El establecimiento del hongo
endofito en la raiz permitié que sus efectos bioestimulantes persistieran después del trasplante sin
ninguna aplicacion adicional. Pocos estudios han analizado esta especie como bioestimulante. Los
resultados positivos de las pruebas mostraron su alto potencial. La aplicacion de este aislado
puede ser de enorme beneficio para los cultivos horticolas por su alta capacidad reproductiva y de
establecimiento.

Palabras clave: Paecilomyces; PGPF; Tomate; Pimiento; Microorganismos probi6ticos vegetales

1. Introduccién

El género Paecilomyces incluye mas de 100 especies conocidas por sus mdltiples
actividades y heterogeneidad de habitat [1]. Entre ellos, Byssochlamys spectabilis (Udagawa y
Shoji Suzuki) Houbraken & Samson, anteriormente conocido como Paecilomyces variotii
Bainier, es un ascomiceto caracterizado por su capacidad para producir metabolitos secundarios,
que pertenecen a diferentes grupos quimicos con amplia actividad bioldgica [2,3,4,5]. Esta
especie ha sido descrita como ACB contra nematodos [6,7], huevos de trematodos [8] y hongos
fitopatégenos, como Biscogniauxia mediterranea, Fusarium moniliforme y Phytophthora
cinnamomi [9], Pyricularia oryzae [10], Fusarium graminearum [11] y Magnaphorte oryzae
[12], entre otros, que funcionan a través de sus extractos crudos, metabolitos bioactivos
secundarios o sus micelios. P. variotii produce metabolitos con actividad herbicida [13] e
insecticida [14] y se ha informado que controla infecciones causadas por bacterias patdgenas en
peces [15] y humanos [9]. A su vez, se ha demostrado que esta especie de hongo degrada los
compuestos aromaticos [16,17], ademas de eliminar el amonio de los medios sintéticos y reducir
las emisiones de amoniaco del estiércol de gallinacea [18]. Sin embargo, también se asocia con
muchos tipos de infecciones humanas en pacientes inmunodeprimidos [19]. Sin embargo, hasta la
fecha solo se han publicado estudios relacionados con la posible actividad de estos metabolitos
como una sustancia similar a una hormona o un promotor de la produccién de fitohormonas por
parte de las plantas hospedantes [20]. Muy pocas referencias describen la aplicacion de P. variotii
como promotor del crecimiento vegetal. El agente de biocontrol ZNC, un extracto de este
ascomiceto, se usa en China [21]. ZNC es un elicitor de plantas altamente efectivo que promueve
el crecimiento de las plantas al inducir la acumulacion de auxina en las puntas de las raices con
bajas concentraciones [21].
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El uso de Microorganismos Probidticos Vegetales (MPV) es una alternativa efectiva al uso
de fertilizantes quimicos [22-24]. Los MPV mas estudiados son las Bacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (BPCV), aunque existen numerosos ejemplos de Hongos Promotores del
Crecimiento Vegetal (HPCV), que aumentan el rendimiento de los cultivos [25-27]. Asi, los méas
relevantes son aquellos que establecen relaciones endosimbidticas, como los hongos micorrizicos
arbusculares, que solubilizan nutrientes, como el fosforo, y micronutrientes absorbidos por las
plantas [28-30]. Trichoderma es uno de los géneros méas estudiados como HPCV [31], aunque
muchos otros hongos han demostrado su potencial capacidad promotora del crecimiento, como
Penicillium oxalicum [32], P. simplicissimum [33], Fusarium oxysporum [34], F. equiseti [35],
Alternaria sp. [36], Aspergillus spp. [37], y Phoma spp. [38], entre otros.

En el presente estudio, se probd P. variotii, un hongo endéfito aislado de raices de plantas
del Parque Natural Cabo de Gata (Parque Nacional Cabo de Gata - Espafia), para evaluar:

a) Los efectos del cebado de semillas con una suspensién de conidios, sobre la
colonizacidn de raices y el vigor de plantas de tomate y pimiento.

b) La promocion del crecimiento y calidad de plantulas de pimiento y tomate bajo un
sistema de produccion convencional.

c) Los efectos de aplicar diferentes dosis a las plantulas de tomate y su posterior trasplante
en invernadero.

2. Materiales y métodos
2.1. Aislamiento de P. variotii de raices de plantas

Se recolectaron veinte raices de diferentes especies de plantas autéctonas del Parque
Natural Cabo de Gata (CGNP) (Almeria, Espafia) para el aislamiento de organismos flngicos en
2017. Las muestras recolectadas se limpiaron con agua corriente para eliminar los restos antes de
su uso, se secaron al aire y fueron procesadas para el aislamiento de hongos endoéfitos. Para
eliminar los microbios epifitos y adheridos a la superficie, las raices se cortaron en trozos
pequefios de 2 - 3 cm de largo, se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 2%
durante 3 min y se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Las muestras esterilizadas
superficialmente se dejaron secar sobre toallas de papel estériles. Se colocaron diez fragmentos de
cada raiz en PDA (Difco) complementado con 50 pg mL™ de cloranfenicol para suprimir el
crecimiento bacteriano. Después de la incubacion a 25 °C durante 7 dias, se retiraron las puntas
de las hifas individuales de las colonias fangicas en desarrollo, se colocaron en medio PDA y se
incubaron durante 5 - 7 dias.

La morfologia de las colonias de los aislados cultivados puros en PDA y la morfologia de
los conididforos se examinaron e identificaron mediante microscopia Optica, y todos los aislados
seleccionados se almacenaron para estudios posteriores. Solo se seleccioné para este estudio un
aislado, cuya identificacion al microscopio fue compatible con el género Paecilomyces (Imagen
13), (P. variotii, CDG33). La identificacion molecular de los hongos seleccionados se realizd
siguiendo el procedimiento descrito por Dianez et al. [26]. La secuencia se analiz6 utilizando una
basqueda BLAST en la base de datos GenBank del National Centre for Biotechnology
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Information (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y se alined con los vecinos mas
cercanos. La secuencia no ha sido depositada en la base de datos GenBank porque el aislado esta
sujeto a patente.

El cultivo de P. variotii ha sido depositado en la CECT (Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo, Valencia, Espafia) con el nimero de coleccién CECT 20957. Esta cepa fue seleccionada
para los experimentos en base a los resultados de un ensayo preliminar (datos no mostrados).

Imagen 13. Conidi6foro de Paecilomyces variotii y aspecto de la morfologia de la colonia en medio PDA.

2.2. Anélisis de los atributos promotores del crecimiento de las plantas

La produccion de sideroforos se determind en medio Chrome-azurol S (CAS) siguiendo el
método de Schwyn y Neilands [39] y Louden et al. [40]. Los discos de micelio fangico (5 mm) de
cultivo activo se transfirieron a medio CAS y los halos naranjas alrededor de las colonias
indicaban la produccion de sideroforos. El diametro del halo naranja se midié a las 24, 48y 72 h.

La produccion de acido indol-3-acético (AlA) se estimd segun el procedimiento descrito
por Diénez et al. [26]. P. variotii se cultivd en 50 mL de caldo glucosa peptona (GPB) modificado
con o sin L-triptéfano (Sigma - Aldrich) a una concentracién de 100 mg L™. Los matraces se
inocularon e incubaron en un agitador orbital a 150 rpm a 25 °C en oscuridad durante 7 dias.
Después de la incubacion, la suspension de cada matraz se centrifugé durante 30 min a 12 000 x
g. El sobrenadante se filtr6 a través de membranas Millipore estériles (tamafio de poro 0,22 pm) y
se recogid en tubos estériles. Los sobrenadantes del cultivo (3 mL) se pipetearon en tubos de
ensayo y se les afiadi6 2 mL de reactivo de Salkowski (2 mL de 0,5 mol L™ de FeCl; + 98 mL de
HCIO, al 35 %). Los tubos que contenian la mezcla se dejaron reposar durante 30 min para que
desarrollaran el color rojo. La intensidad del color se determiné midiendo la densidad Optica a
530 nm usando un espectrofotémetro de barrido. La cantidad de AIA se determind por
comparacion con una curva estandar. Se analizaron cinco réplicas independientes de P. variotii.
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La evaluacion cualitativa del fésforo solubilizado por P. variotii se realizd utilizando
medios NBRIP y PVK suplementados con agar al 2% (Difco Laboratories, Detroit, MI, EE. UU.).
La solubilizacién de fosfato se detectd por la formacion de zonas transparentes que rodeaban las
colonias fungicas en ambos medios [41]. Para la estimacién cuantitativa de la solubilizacion de
fosfato se siguié una version modificada del procedimiento de Lima-Rivera et al. [42]. Se
inocularon matraces (250 mL de capacidad) que contenian 50 mL de caldo NBRIP con dos discos
de agar (5 mm de didmetro) que habian sido extraidos de cultivos puros de P. variotii. Se usaron
matraces sin inocular como control (tres réplicas). La incubacion se realizé6 a 26 °C a una
velocidad de agitacion de 100 rpm durante 3, 5, 7, 10 y 15 dias. Se analiz6 el pH y la
concentracion de fosfato de los sobrenadantes de cada cultivo. Los fosfatos en los sobrenadantes
de cultivo se estimaron utilizando el método de Fiske y Subbarow [43] y se expresaron como
fosfato equivalente (ug mL™). Los experimentos se realizaron por triplicado y los valores se
expresaron como la media. EI P total en los matraces fue de 10 mg mL™.

2.3. Produccion masiva de P. variotii sobre sustratos sélidos

Se ensay6 una mezcla de dos tipos de sustratos, trigo sarraceno (TS) y avena (A), para la
multiplicacion en masa de P. variotii. Diferentes proporciones (90 - 10, 80 - 20 y 70 - 30 % vl/v;
TS - A) de ambos sustratos se sumergieron en diferentes porcentajes de agua (10, 20 y 30 % v/v)
durante 24 h. Cada mezcla se esteriliz6 dos veces durante 1 h a 125 °C en dias consecutivos. Cada
mezcla se coloco en una bandeja y se inoculd asépticamente mediante aspersion con 5 mL de
suspension de esporas que contenia 4 x 10° conidios mL™ de P. variotii. Las bandejas se
mantuvieron a 25 °C en la oscuridad durante 10 d. En total, se retiraron de cada bandeja tres
muestras (2 g) del sustrato colonizado por hongos en cada tratamiento. Las muestras se diluyeron
sucesivamente en agua destilada estéril + Tween 20® al 0,01 % y se cuantificé el nimero de
conidios g* del sustrato sélido para cada réplica utilizando un hemocitémetro Neubauer. Hubo
tres repeticiones por tratamiento. Los conidios recolectados se utilizaron en los diferentes
experimentos realizados en este estudio.

2.4. Analisis de los efectos de P. variotii sobre la germinacion de semillas en condiciones de
laboratorio

En este estudio se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum ‘Red Cherry’) y
pimiento (Capsicum annuum 'Largo de Reus’). El ensayo utiliz6 un disefio experimental de
bloques al azar con dos tratamientos (Control y P. variotii) y cuatro repeticiones. Cada repeticion
incluy6 50 semillas que se germinaron en cajas de Petri (150 mm de didametro) que contenian dos
hojas de papel filtro Whatman N° 1 que se humedecieron con agua destilada estéril. Las semillas
se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1,5 % durante 5 min, se
enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se secaron con flujo de aire laminar sobre papel
estéril [26]. Los tratamientos se realizaron pipeteando 50 pL de suspension de conidios de P.
variotii (10° conidios mL™) o 50 pL de agua (control) en cada semilla; todas las placas se
colocaron en una incubadora (25 £ 1 °C en oscuridad). La longitud de la raiz (mm) se midio
desde la punta de la raiz primaria hasta la base del hipocétilo. Después de 7 y 10 dias, para
tomates y pimientos, respectivamente, se registraron el porcentaje de germinacion, la longitud de
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la raiz y del brote y se calcul6 el indice de Vigor de la Semilla (IVS) de la siguiente manera: 1VS
= % de germinacion de la semilla [Longitud media de la raiz + Longitud media del brote] [44].

2.5. Andlisis de los efectos promotores de P. variotii en plantulas de pimiento y tomate:
Experimento 1

Este experimento se realizé en bandejas de siembra de poliestireno de vivero, cada una con
96 celdas (70 mL de volumen), en un vivero comercial (Provincia de Almeria, Espafia). Las
semillas de tomate y pimiento, ‘Red Cherry’ y ‘Largo de Reus’, respectivamente, se sembraron en
turba comercial y se cubrieron con vermiculita. Después de 2 dias (tomate) - 4 dias (pimiento) en
un cuarto de germinacion (humedad relativa, HR = 95%; 25 °C), las bandejas se ubicaron en un
invernadero y se enjuagaron con agua (control) o una suspension de esporas de 5 mL por alveolo
a 10° conidios planta™. Las pléantulas se cultivaron en condiciones estandar de cultivo en vivero
(18 - 28 °C; 75,4 + 6,7 % HR) y se usaron cuatro bandejas para cada tratamiento. A los 45 dias
después de la siembra, se seleccionaron al azar 20 plantas por tratamiento y control de las cuatro
repeticiones y se midieron diferentes parametros de crecimiento: nimero de hojas, longitud del
tallo, didmetro de la base del tallo, area foliar total y peso seco areo y de la raiz. El area foliar se
midié con el software de procesamiento de area foliar WINDIAS 3.1. (Delta-T Devices Ltd
2009). El indice de Calidad de Dickson [45] se determind mediante la férmula: ICD =
PST/[(LB/D) + PSB/PSR)], donde PST es el peso seco total (g), LB es la longitud del brote (cm),
D es diametro del tallo (mm), PSB y PSR son el peso seco del brote y la raiz (g), respectivamente.
Los experimentos se realizaron en otofio utilizando un disefio completamente al azar.

2.6. Analisis de los efectos de la aplicacion de diferentes dosis de P. variotii en tomate:
Experimento 2

Para este experimento se siguio el procedimiento descrito en el experimento 1. Se aplicaron
tres dosis de conidios de P. variotii (PaeD1: 10* conidios mL™, PaeD2: 10° conidios mL™ y
PaeD3: 10° conidios mL™) a plantulas de tomate cultivadas en condiciones de vivero comercial
con riego del sustrato, agregando 5 mL de la suspensién a cada planta. La prueba se realizé en
invierno y se realizaron cuatro repeticiones con 96 plantas por repeticion. Las plantulas se
cosecharon 30 dias después de la siembra. Se seleccionaron al azar veinte plantas por tratamiento
y control de las cuatro réplicas y se midieron los mismos parametros que se describieron
anteriormente. Otras 25 plantas de cada tratamiento se trasplantaron a un suelo arenoso a
mediados de febrero y se analizaron a mediados de mayo. El experimento se realiz6 en
condiciones de invernadero (Imagen 14). Los requerimientos de agua se establecieron de acuerdo
con las condiciones climéticas y las necesidades del cultivo. Las plantas se fertilizaron con un
fertilizante nutritivo complejo comercial.

En todas las pruebas (experimentos 1 y 2), se recolectaron raices de tomate y pimiento
inoculadas con P. variotii al final de las pruebas. Las raices se esterilizaron superficialmente en
hipoclorito de sodio al 0,1 % y se lavaron con agua esterilizada. Por Gltimo, se colocaron
fragmentos de raiz de 2 cm en medio PDA para determinar la colonizacion de la raiz por el
aislado fangico.
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Imagen 14. Plantas de tomate cultivadas bajo semillero comercial (A) y ensayo de campo, 30 (B) y 60 (C) dias
después del trasplante.

2.7. Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realizo utilizando el software Statgraphics Centurion XVIII. Los
datos se probaron mediante andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) o prueba de T-Student
con significacion definida como valores de P inferiores a 0,05 (P < 0,05). Los resultados
experimentales se presentan como media y error estandar (+ ES) para las diferentes repeticiones.
La separacion de medias se realiz6 utilizando la prueba de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher.

3. Resultados

Se obtuvo un total de 42 aislados fungicos a partir del analisis de 20 muestras de raices
tomadas de plantas nativas de la PNCG (Imagen 16). Todos los aislados fungicos se obtuvieron
de cultivos puros usando técnicas estdndar. Los aislados fueron identificados como hongos
filamentosos pertenecientes al phylum Ascomycota. Los aislamientos fungicos se identificaron a
nivel de género. Aspergillus sp., Trichoderma sp., Rustroemia sp. y Penicillium sp., fueron los
géneros mas caracteristicos. Estos difieren en el color, el tipo de conidiéforo o la presencia de
estructuras similares a microesclerocios. Por lo tanto, se consideraban diferentes. Fue
especialmente relevante la presencia del género Paecilomyces, por lo que se selecciono para este
estudio (aislado CDG33). Las secuencias amplificadas del aislado de Paecilomyces se
compararon con las secuencias de ADN disponibles utilizando BLAST, que tenian un 99 % de
homologia con el nimero de acceso JX282326.1 de Paecilomyces variotii.
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3.1. Produccion masiva de P. variotii sobre sustratos solidos

El hongo se multiplicoé bien en todas las mezclas ensayadas. Entre los diferentes
tratamientos, cuya composicion vario en el contenido de agua y el porcentaje de trigo sarraceno y
avena, que se probaron para la multiplicacion en masa de P. variotii, la proporcion de 70 + 30 %
para trigo sarraceno y avena, respectivamente, con 20% de contenido de agua, dio como resultado
una produccion de esporas significativamente mayor (Imagen 15), seguido de 90 + 10 con un
contenido de agua del 10 % (Tabla 7). La menor tasa de produccion de esporas se observé en una
proporcion de 80 + 20 con 10 % de agua (Imagen 15).

Tabla 7. Efectos de los medios sélidos sobre la multiplicacion en masa de P. variotii a diferentes porcentajes de
sustratos (v/v) y contenidos de agua (v/v). TS: trigo sarraceno; A: avena.

TRATAMIENTOS

% Agua (v/v)
10 20 30
TS-A% CFU.g* TS-A% CFU.g* TS-A% CFU.g*
90-10 1,13-10%+1,2-10"b 90-10 8,5-107+7,09-10%f 90-10 9,14-107+9,73-10%e
80-20 7,0:10"+1,32-10g 80-20 1,05-10%+1,09-10"bc 80-20 1,0-10%+5,11-10%
70-30 8,04-107+1,14-10'f 70-30 1,24-10%+1,06-10"a 70-30 1,07-10%+9,54-10%c

*Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba ANOVA de una via (P = 0,05). Las medias de los
tratamientos se compararon de acuerdo con el procedimiento estadistico LSD de Fisher (prueba F en P < 0,05).

-

70% TS +30% A +20% Ag

90% TS + 10% A + 10% Ag

Imagen 15. Produccion en masa de conidios de P. variotii en una proporcién de 70 + 30 % de trigo sarraceno y
avena, respectivamente, + 20 % agua (arriba) y 80 + 20 % con 10 % agua (abajo).
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CDG1 CDG2 CDG3

CDG7

CDG15

CDG19 CDG20 CDG21 CDG23 CDG24

CDG25 CDG26 CDG27 CDG28

CDG31 CDG32 CDG33 CDG34 CDG35 CDG36

CDG37 CDG38 CDG39 CDG40 CDG41 CDG42

Imagen 16. Morfologia de colonias de hongos enddfitos de raices y suelo del Parque Nacional Cabo de Gata
(PNCG).
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3.2. Caracteristicas de P. variotii que promueven el crecimiento de las plantas: produccion
de siderdforos, AIA y solubilizacién de P

Se observo la formacion de una zona de color naranja alrededor de las colonias fungicas, lo
gue indica produccién de sideréforos por parte de P. variotii (Imagen 17.A). El diametro del halo
se estim6 en 3,88 + 0,33 mm, 555 + 0,22 mm y 8,83 £ 1,29 mm para 24, 48 y 72 h,
respectivamente.

El AIA fue producido por P. variotii en medio suplementado con 100 mg L™ de tript6fano
durante un periodo de 7 dias, y la concentracion final fue de 0,049 + 0,001 mg mL™. La
concentracion final de AIA fue de 0,030 + 0,001 mg mL™ en medio suplementado sin triptéfano.

No se detectdé halo de solubilizacién de P por P. variotii en ninguno de los medios
utilizados (medios NBRIP y PVK suplementados con agar al 2%). El efecto de P. variotii sobre la
concentracién de fosfato soluble se muestra en la Imagen 17.B. La concentracidn inicial de P en
el medio se utilizé para cuantificar la concentracion de P solubilizado por P. variotii. Como se
muestra en la Imagen 17.B., no se detect6 solubilizacion de P hasta los 15 dias de incubacion,
obteniéndose un valor de 2,01 + 0,68 g L™ versus 0,74 + 0,25 en el control (P = 0,0243). A su
vez, no se detectdé cambio en el pH del medio, el cual se mantuvo en valores aproximadamente de
7.
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Imagen 17. Formacién de halos de color naranja debido a la produccién de siderdforos por parte de P. variotii
(A). Efectos de P. variotii sobre la solubilizacion de fosfato en caldo NBRIP que contiene fosfato de calcio
tribésico (10 g). Los resultados se muestran como el promedio de las tres repeticiones, en g L™ (B).
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3.3. Efectos de la inoculacion de P. variotii sobre la germinacion de semillas de tomate y
pimiento

La Tabla 8 resume los resultados de la aplicacion in vitro de P. variotii a semillas de
tomate y pimiento. La inoculacién directa de semillas con conidios de P. variotii tuvo un efecto
significativo (P < 0.05) en el porcentaje de germinacion de semillas, longitud de raices y brotes y
IVS en tomates. El incremento en la longitud de raices y brotes fue de 18,23 y 17,85 %,
respectivamente. Sin embargo, las semillas de pimiento tratadas con P. variotii ho mostraron
mejoras en el IVS (P > 0,05).

Tabla 8. Efectos del aislado de P. variotii sobre la germinacion de semillas de tomate y pimiento, 7 y 10 dias
después del tratamiento, respectivamente.

Tratamiento % Germinacion Longitud Raiz Longitud Tallo Indice Vigor

(cm) (cm) Semillas
PIMIENTO

P-value 0,5369* 0,6162 0,0010 0,9975
P. variotii 80,00+9,79 2,37+1,30 1,66+0,55 323,00+£127,07
TO0 76,00+7,30 2,26%1,24 1,98+0,56 322,93+£119,36

TOMATE

P-value 0,0020 0,0013 0,0036 0,0000
P. variotii 89,00+3,82 4,41+1,33 3,30+1,15 686,7+210,40
TO 75,00+3,82 3,73+1,32 2,80+1,02 498,70+£164,28

*Los datos se analizaron mediante la prueba t de Student (P <0,05).

3.4. Efectos promotores de aislamientos de P. variotii en plantulas de tomate y pimiento:
Experimento 1

Los efectos de la aplicacion de P. variotii sobre los parametros morfoldgicos y el ICD se
muestran en la Tabla 9. La mayoria de los parametros de crecimiento evaluados en tomate y
pimiento fueron mejorados por P. variotii, al compararlos con los del testigo experimental,
mostrando los mejores resultados en el desarrollo de plantulas de pimiento.

Estos aumentos fueron estadisticamente significativos para la mayoria de los parametros.
Los incrementos evaluados en plantulas de pimiento y tomate (P/T) fueron 9,7/6,9 % para
longitud de tallo; 4,9/0,8 % para diametro de tallo; 10,6/6,0% para nimero de hojas; 18,2/-6,7 %
para peso seco de raiz; 16,7/10,7 % para peso seco aéreo; y 10,1/7,5 % para el area foliar. En
tomate, las aplicaciones de P. variotii resultaron en una disminucion del peso seco de la raiz,
aunque sin diferencias significativas con respecto al control. La aplicacion de P. variotii mejord
la calidad de la planta, aunque sin diferencias significativas para las plantas de tomate (P =
0,2059).

En todas las pruebas (experimentos 1 y 2) se observo P. variotii en raices de tomate y
pimiento analizadas en medio PDA.
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3.5. Efectos de la dosis de aplicacion de aislamientos de P. variotii en plantulas de tomate y
plantas trasplantadas: Experimento 2

Los efectos de la aplicacion de tres dosis en el desarrollo de plantulas de tomate en
condiciones de semillero comercial y el posterior trasplante al suelo en condiciones de
invernadero se muestran en la Tabla 10. Como podemos observar, la aplicacion de diferentes
dosis de P. variotii promovid significativamente el desarrollo de los brotes de las plantulas,
disminuyendo, en algunos casos, el desarrollo radicular. Los mejores resultados se evaluaron para
la dosis 3, que resulté en un aumento del 30,2 % en la longitud del tallo; 15,7 % en el diametro
del tallo; 19,5 % en el nimero de hojas y 46,2 % en el peso seco aéreo. Sin embargo, el peso seco
de la raiz disminuyd 25,0 %. La disminucion de la longitud de la raiz puede causar estrés al
trasplantar plantulas de tomate, disminuyendo asi la calidad de la planta.

El ICD [45] expresa la aptitud global de una planta para superar con éxito la fase de
trasplante, basdndose en el desarrollo general de la planta, considerando el equilibrio entre brotes
y raices de la misma. Los valores mas altos de este indice indican una mayor calidad de siembra.
En este caso, a pesar de la disminucion de la longitud de la raiz, se observé un valor mayor de
este indice para la dosis 3, con una diferencia significativa para todas las dosis ensayadas, pero no
con el tratamiento control.

Una vez trasplantadas en suelo, los hallazgos mostraron que las tres dosis favorecieron
varios parametros morfologicos estudiados en el desarrollo de las plantas de tomate en relacién a
las plantas testigo, con valores mas altos de peso seco y el ICD pero sin diferencias significativas
para las tres dosis probadas.

Tabla 9. Parametros morfoldgicos e indice de calidad de plantulas de pimiento y tomate tratadas con el aislado
de P. variotii.

Longitud Diametro Numero Pesoseco Pesoseco Area foliar

Tratamiento tallo (cm) (mm) hojas aéreo (g) Raiz (g) (mmz) DQl
PIMIENTO

P-valor 0,0000* 0,0008 0,0000 0,0000 0,0022 0,0020 0,0054
P. variotii 29,63+1,75 3,83+0,21 7,39+0,54 0,42+0,05 0,1340,02 83,58+11,27 0,051+0,00
TO 27,01+2,07 3,65+0,23 6,68+0,70 0,36+0,04 0,11+0,03 75,88+11,15 0,046+0,00

TOMATE

P-valor 0,0002 0,0039 0,0330 0,0042 0,1443 0,0397 0,2059
P. variotii 27,37+2,06 3,81+0,27 4,40+0,54 0,62+0,07 0,14+0,02 74,45+11,85 0,067+0,01
T0 25,61+2,07 3,7840,22 4,15+0,48 0,56+0,10 0,1540,02 69,28+10,17 0,063+0,01

*Los datos se analizaron mediante la prueba t de Student (P <0,05).
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Tabla 10. Parametros morfolégicos de plantulas y plantas de tomate tratadas con diferentes dosis de P. variotii
[10% 10°y 10° conidios planta, (D1, D2, D3, respectivamente)].

Tratamiento Longitud Diametro NUmero Peso seco Peso seco Area foliar
tallo (cm) (mm) hojas aéreo (g) Raiz (g) (mm?)
PLANTULAS DE TOMATE
P-value 0,0000 0,0000 0,0002 0,0000 0,0028 0,0422
Pae D1 16,12+2,11a* 3,72+0,38b 3,58+0,53b 0,27£0,09b 0,039+0,01a 0,046+0,017b
Pae D2 14,46+2,58b 3,50+0,38c 3,71+0,84ab 0,26+0,08b 0,035+0,01a 0,046+0,020b
Pae D3 16,27+3,05a 3,99+0,28a 3,93+0,78a 0,38+0,09a 0,027+0,01b 0,056+0,018a
TO0 12,57+2,22b 3,45+0,36¢C 3,29+0,61c 0,26+0,09b 0,036+0,01a  0,053+0,023ab
Tratamiento Longitud Diametro NUmero Peso seco Peso seco Area foliar
tallo (cm) (mm) hojas aéreo (g) Raiz (9) (mm?)
PLANTAS DE TOMATE
P-value 0,1876 0,1244 0,9759 0,0048 0,7796 0,0283
Pae D1 82,75+12,97ab  11,57+1,08ab  14,20+1,93a  50,67+10,80a 4,22+1,20a 24,84+7,68a
Pae D2 87,20+9,42a 11,59+1,02ab  14,30+1,25a  49,19+10,21a 4,26+1,64a 24,23+8,16a
Pae D3 77,60+7,75b 11,84+1,08a 14,10£1,28a  49,38+10,53a 4,20£1,37a 25,78+7,66a
T0 84,00+7,10ab 10,58+0,91b 14,00£1,63a 39,13+7,99b 3,73+0,91a 16,84+3,79b

*Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba ANOVA de una via (P = 0,05). Las medias de los
tratamientos se compararon de acuerdo con el procedimiento estadistico LSD de Fisher (prueba F en P < 0,05).

4. Discusion

En este estudio, se recolectaron aislados flngicos de segmentos de raices de plantas nativas
esterilizadas en superficie y suelo del Parque Nacional Cabo de Gata (PNCG, Almeria, Espafia).
Este parque esta ubicado en una regién mediterranea arida a semiarida donde los géneros de
hongos predominantes son Penicillium y Aspergillus, asi como aislados del grupo denominado
hongos Endofiticos Septados Oscuros (ESO), que colonizan las raices de las plantas. Los hongos
DSE aislados en el presente documento formaron estructuras parecidas a microesclerocios de
color marrén oscuro. Se ha considerado que el papel de los hongos ESO en la naturaleza es
similar al de los hongos micorrizicos [46,47]. Estos aislamientos seran analizados en futuros
estudios.

Entre todos los aislados, en este estudio se analiz6 la capacidad promotora del crecimiento
vegetal del Gnico aislado de P. variotii. Esta especie fue seleccionada por su capacidad promotora
del crecimiento tras un cribado previo con semillas de lechuga y ensayos preliminares de
antagonismo in vitro frente a diferentes fitopatdégenos (datos no mostrados).

Ademas, se seleccion6 P. variotii dada la escasez de literatura sobre esta especie como
promotor del crecimiento de las plantas. La capacidad de P. variotii para estimular el crecimiento
de las plantas esta poco estudiada, mientras que para otras especies del mismo género, el efecto
promotor del crecimiento generalmente se asocia con una mejora en el estado de la planta por su
efecto nematicida para el control de enfermedades causadas por diferentes especies de nematodos
[48].

Un requisito clave para vender microorganismos con capacidad bioestimulante es que
tengan una alta capacidad de produccion de esporas en sustratos con un bajo costo de produccion.
Sin embargo, para obtener la formulacién se deben seleccionar granos cuya agitacion provoque
una rapida liberacion de esporas. Por esta razon, se seleccion6 el trigo sarraceno y la avena
debido a su alto rendimiento en la produccién de esporas de P. variotii. Esta produccién se
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produjo en todo el sustrato, no s6lo en la superficie. En general, los métodos comerciales de
produccién de esporas a menudo solo usan granos de cereal, arroz u otros sustratos a base de
almidon [49]. La composicion nutricional del medio en el que se multiplica el promotor de
crecimiento puede afectar a su capacidad biocontroladora o bioestimulante [50]. Segln nuestros
resultados, P. variotii puede estimular el desarrollo de las plantas en las condiciones de
produccion descritas en este documento.

El aislado de P. variotii ha mostrado capacidad para producir sideréforos y AlA. La
bioestimulacion generalmente se asocia con una mayor disponibilidad de nutrientes, similar a la
biofertilizacion [51], pero también es causada por muchos otros factores, incluyendo mecanismos
como la mejora de la resistencia sistémica de la planta [52]. Por lo tanto, la produccién de
siderdforos juega un papel clave al mejorar la absorcion de Fe de las plantas y puede considerarse
una alternativa ecoldgica al uso de fertilizantes quimicos y pesticidas en el sector agricola [53].
Vala et al. [54] describen la produccién de sideréforos de tipo hidroxamato y carboxilato por
parte de P. variotii aislado de la superficie de las plantas de manglar. Previamente se ha
demostrado que una cepa terrestre de P. variotii secreta el sider6foro trihidroxamato ferrirrubina
[55].

El aislado de P. variotii ha mostrado una produccion de AlA relativamente alta en relacién
con su género, y la incorporacidn de triptéfano aumenté ligeramente la biosintesis de AIA in vitro
por parte de P. variotii. Otros estudios también informaron que el Trp estimuld
considerablemente el rendimiento microbiano de AIA in vitro [56-58]. Ali [59] describié una
produccion de AIA por parte de P. variotii inferior a 2 ng mL™ producida en medio Czapek
suplementado con triptéfano. En nuestro estudio, describimos una produccién mucho mayor para
la misma especie. Waqas et al. [60] cuantificaron la produccién de AlA por parte de P. formosus
en 34,07 + 3,92 ug mL™, resultado muy similar a los hallazgos de este estudio y, en consecuencia,
un efecto promotor del crecimiento de las plantas. Sin embargo, Wagas et al. [61] analizaron la
variabilidad de la produccion de AlA en funcion del medio de cultivo utilizado y, por el contrario,
encontrd6 que P. variotii tenia una actividad de fosfatasa practicamente indetectable. Estos
resultados diferian de la alta produccién de fosfatasa de una cepa de P. variotii aislada de la
planta medicinal Caralluma acutangula [59]. En el suelo, los hongos solubilizadores de P
constituyen aproximadamente del 0,1 al 0,5 % de la poblacién total de hongos [62]. El uso de
inoculantes microbianos (biofertilizantes) que poseen actividades de solubilizacion de fésforo en
la productividad de los cultivos se considera una alternativa a la aplicacion adicional de
fertilizantes de fésforo mineral [63]. La co-inoculacién de endéfitos de las plantas mejord
exponencialmente la actividad de la fosfatasa en el suelo en comparacion con la de las plantas no
inoculadas en condiciones de estrés [64].

La aplicacion de microorganismos benéficos (biopriming) no solo puede ayudar a mejorar
la germinacion y los pardametros de vigor, sino también aliviar una amplia gama de tensiones
fisiologicas, abitticas y bidticas tanto en las semillas como en las plantulas [65]. Ademas,
potencialmente puede conducir a una planta mas resistente después del trasplante. Esto puede
depender de numerosos factores, como la especie vegetal, los microorganismos, la dosis aplicada
y los sustratos, entre otros. Asi, en este estudio, el aislado de P. variotii mejoré la germinacion y
el vigor de la raiz en las semillas de tomate. Sin embargo, los resultados con las plantas de
pimiento fueron diferentes, sin diferencias significativas con los controles e incluso con una
disminucién del 19,27% en la longitud de los brotes (P < 0,05). P. variotii mejoré varios
parametros de plantulas de tomate y pimiento. Las dosis de aplicacion para diferentes cultivos
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deben ser estudiadas para obtener resultados dptimos. En este estudio, la aplicacion de una dosis
mayor (10° conidios mL™ frente a 10° conidios mL™) mejoré el valor de diferentes pardmetros
morfologicos en pléntulas de tomate en condiciones de semillero comercial. Después del
trasplante en invernadero, los efectos bioestimulantes persistieron 4 meses después de aplicar las
tres dosis sin ninguna aplicacién adicional.

El establecimiento del hongo endoéfito en la raiz (Imagen 18), por lo tanto, permitié que sus
efectos persistieran despueés del trasplante. Se han observado beneficios similares como resultado
de la aplicacion de otras especies del género Paecilomyces. Waqas et al. [66] describieron
mejoras en la germinacion de semillas de soja y en el IVS al aplicar el endo6fito Paecilomyces sp.
La aplicacién de extractos de P. variotii aumentd significativamente el rendimiento del rabano
cereza, la acumulacién de materia seca, la relacion raiz-brote y la calidad. Este extracto tiene una
actividad bioldgica muy alta, con un bajo costo, lo que tiene una gran perspectiva de aplicacién
[67]. Estudios similares realizados por Anis et al. [68] mostraron un aumento del vigor de las
plantulas de girasol en condiciones de estrés bidtico al aplicar esporas de P. variotii y
Macrophomina phaseolina, in vitro, sin resultados favorables al realizar las pruebas en macetas.
A su vez, Maitlo et al [69] evaluaron la bioestimulacién de plantas de garbanzo al inocularlas con
P. lilacinus y F. oxysporum f. sp. ciceris, que también redujo la marchitez en plantas de garbanzo.

Imagen 18. Micelio y conidi6foros de P. variotii colonizando raices de tomate (A) y pimiento (B).

En la horticultura intensiva bajo pléastico, los beneficios de la aplicacion de bioestimulantes
o0 biofungicidas a base de microorganismos, estan en entredicho, ya que los agricultores perciben
una baja eficacia de estos productos como controladores de enfermedades en comparacion con la
rapida respuesta que presentan los fertilizantes quimicos o fungicidas. Los cambios legislativos
actuales en cuanto a la reduccion de principios activos y la comercializacidn de bioestimulantes y
biopesticidas, junto con la necesidad de aumentar la sostenibilidad de la agricultura en términos
de salud publica y medio ambiente, exigen el uso de MPV como elemento clave en la
horticultura.

Hasta donde sabemos, el presente estudio demuestra por primera vez la capacidad
bioestimulante de P. variotii en plantas de pimiento y tomate en condiciones comerciales de
semillero e invernadero.
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5. Patentes

Este aislado ha sido patentado con nimero de patente espafiola ES2684858A1: Nueva cepa

de Paecilomyces variotii, composiciones y aplicaciones.
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Resumen

El género Paecilomyces es conocido por su potencial aplicacion en el control de plagas y
enfermedades, sin embargo, su uso en agricultura esta limitado a pocas especies. El interés en la
investigacion de nuevas formulaciones basadas en microorganismos para el control de patdgenos
esta creciendo exponencialmente; por lo tanto, es necesario estudiar nuevos aislados, que puedan
ayudar a controlar enfermedades de manera efectiva, y examinar su compatibilidad con los
métodos de control agricola establecidos. Analizamos la capacidad antagdnica in vitro e in vivo
de Paecilomyces variotii frente a siete fitopatdgenos de alta incidencia en diferentes cultivos, y
examinamos su compatibilidad con 24 fungicidas comerciales. P. variotii se aplicé en los
siguientes patosistemas: B. cinerea - meldn, Sclerotinia sclerotiorum - pimiento, R. solani -
tomate, F. solani - calabacin, P. aphanidermatum - meldn, M. melonis - melén y P. xanthii -
calabacin. Los resultados mostraron fuertes efectos de control sobre M. melonis y P. xanthii,
reduciendo el indice de gravedad de la enfermedad en un 78 % y un 76 %, respectivamente. La
reduccion de la gravedad de la enfermedad en los otros patosistemas oscilé entre el 29 % y el 44
%. Sin embargo, la aplicacion de metabolitos solos no provocd ningln efecto significativo sobre
el crecimiento micelial de los fitopatdgenos, a excepcion de F. solani, en la que se observé hasta
un 12 % de inhibicion in vitro cuando se aplico el extracto a una concentracién del 15 % en el
medio. P. variotii fue compatible con la mayoria de los fungicidas, y de los 24 probados a la dosis
maxima autorizada, 6 actuaron como fungicidas, 4 como fungistaticos y los restantes mostraron
tasas de inhibicion que oscilaron entre 18,2% y 95,8%. Estos resultados indican que P. variotii es
un agente de control bioldgico potencial para ser utilizado contra varias enfermedades aéreas y
del suelo, por lo que debe integrarse en las estrategias modernas de manejo de plagas.

Palabras clave: Paecilomyces; Control biol6gico; Enddéfito; Fitopatégenos; Enfermedades aéreas
y del suelo.

1. Introduccion

Varias plagas y enfermedades causan pérdidas anuales significativas en la agricultura
mundial al reducir el rendimiento y la calidad de los cultivos [1,2] y dichas pérdidas se estiman en
alrededor del 20% al 40%, lo que representa un impacto econémico significativo valorado en
cientos de millones de dolares por afio. [3,4]. La practica comln para el control de dichos
patdgenos es la aplicacion indiscriminada de agroquimicos, sin embargo, el control biolégico por
microorganismos endofitos es una alternativa mas respetuosa con el medio ambiente [5-7].

El hongo endofito Paecilomyces variotii es un ascomiceto que se caracteriza
morfolégicamente por el desarrollo de conidiéforos verticilados con ramas irregulares en las que
se insertan fialidas cilindricas con un pronunciado estrechamiento en el cuello donde se localizan
las conidias de color amarillo o marron péalido [8,9]. Este hongo produce clamidosporas con
paredes lisas o ligeramente rugosas, segun la cepa. P. variotii es termdfila, ubicua y muy versatil,
y sus conidios pueden soportar temperaturas superiores a 80 °C durante 15 min [10]. Ademas,
crece rapidamente, puede desarrollarse en condiciones limitadas de oxigeno y produce una amplia
gama de metabolitos, por lo que esta especie se destaca entre los hongos descomponedores [11].
Puede adaptarse a una gran variedad de habitats (en ambientes aéreos, edaficos y acuaticos) y se
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puede encontrar en desechos vegetales y compost, dentro de las plantas como enddfito y en
animales como parasito oportunista, contaminando alimentos para consumo humano y animal;
ademas, se presenta en residuos sélidos municipales, en sedimentos y plantas marinas, e incluso
dentro de viviendas y quiréfanos [12-18].

El potencial de P. variotii y de sus metabolitos bioactivos para el control de enfermedades
fangicas ha sido ampliamente estudiado [19]. Esta especie puede reducir el desarrollo micelial de
numerosos fitopatdgenos en condiciones de cultivo in vitro. En particular, P. variotii puede
inhibir los hongos Aspergillus niger [20], Botrytis cinerea [21], Fusarium graminearum [22], F.
moniliforme [23], F. oxysporum [24-26], F. solani [27], Macrophomina phaseolina [27,28],
Magnaporthe oryzae [29], Pyricularia oryzae [30], Pythium aphanidermatum [31,32], P.
spinosum [33], Saccharomyces cerevisiae [30], Sclerotium rolfsii [27,33], y Verticillium dahilae
[25], y las bacterias Bacillus cereus [34], B. subtilis [20], Escherichia coli, Micrococcus luteus
[22,35], Pseudomonas aeruginosa [30,34], Staphylococcus aureus [22-35], Streptococcus iniae
[35], Vibrio parahaemolyticus [22,34] y Xanthomonas campestris [24], entre otros.

De igual forma, los efectos de biocontrol in vivo sobre ciertos patdgenos por parte de P.
variotii han sido descritos en experimentos de campo en los que redujo significativamente la
incidencia y severidad de enfermedades en diferentes cultivos. Dichos tratamientos dieron como
resultado mejoras significativas en el porcentaje de germinacion, la longitud y el peso de las
raices y las partes aéreas de la planta, y el rendimiento [26]. En conjunto, P. variotii muestra un
efecto positivo cuando se inocula junto con Alternaria alternata [36], Fusarium spp. [37], F.
oxysporum [24,26], M. phaseolina [28,37], P. syringae [38], Rhizoctonia solani [37], P.
aphanidermatum [32], X. campestris [24] y X. oryzae [38].

El uso de microorganismos enddfitos tiene la ventaja de ser seguro para los humanos; sin
embargo, ocasionalmente pueden provocar diversos efectos adversos como fitotoxicidad o
dependencia ambiental para una actividad biol6gica adecuada [23], por lo que el uso de extractos
bioactivos y metabolitos de estos enddfitos, incluido P. variotii, es de gran interés [39]. Se han
descrito multitud de compuestos sintetizados por este hongo y capaces de actuar como agentes de
control microbiano, como el acido 6-decil salicilico [40], acido fenopicolinico [25], acido
eicosenoico [41], ascofuranona [42], betulina [ 34], esfingofungina E y F [43,44], lawsozaheer
[45], paecilaminol [20], paecilocina A - D [40], paeciloxazina [44,46], peptaibols [47], quitinasas
[39], varioxepina A y B [22,48], viriditina A y B [49], viriditoxina, semiviriditoxina y acido
semiviriditoxico [16,23,50].

El aislado de P. variotii CDG33 se ha caracterizado recientemente como un promotor del
crecimiento de las plantas [51]. Los objetivos del presente estudio fueron: 1) determinar los
efectos antagonicos in vitro de P. variotii CDG33 y sus extractos sobre diferentes fitopatégenos
de importancia agricola; 2) examinar la capacidad in vivo para controlar el desarrollo de
enfermedades causadas por dichos fitopatdgenos en diferentes patosistemas bajo condiciones de
invernadero; y 3) evaluar la compatibilidad de P. variotii con diferentes fungicidas cominmente
utilizados para el control de enfermedades fungicas.
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2. Materiales y métodos
2.1. Aislados de hongos

P. variotii CDG33 se obtuvo de plantas autoctonas cultivadas en el Parque Natural Cabo de
Gata, Almeria, Espafia [51]. Este aislado ha sido probado para determinar su potencial efecto
biocontrolador contra Botrytis cinerea Pers, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Fusarium
solani (Mart.) Sacc, Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp, Rhizoctonia solani J.G. Kiihn,
Mycosphaerella melonis (Pass.) y Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun & Shishkoff.

Se recolectaron diferentes plantas de cultivo infectadas con patégenos en la provincia de
Almeria, Espafia, durante 2017-2019. Se cortaron secciones seleccionadas de tallo y hojas con
lesiones activas, y se colocaron secciones de tejido de los limites entre las areas sanas y afectadas
en papa dextrosa agar (PDA; Bioxon, Becton Dickinson, México). Se realizaron pruebas de
patogenicidad para confirmar la capacidad patogena.

El aislado fungico se cultivé y mantuvo en PDA en la oscuridad a 25 - 27 + 2 °C durante 5
0 10 dias. Se prepararon suspensiones de esporas de P. variotii y aislamientos de fitopatdgenos
(excepto R. solani, S. sclerotiorum y P. xanthii) inundando placas de cultivos de 10 dias con agua
destilada estéril, raspando la superficie con una varilla de vidrio estéril, y posterior filtrado de las
suspensiones, tras lo cual se ajustaron a una concentracion de 10° esporas mL™ utilizando un
hemocitémetro Neubauer. En el caso de R. solani y S. sclerotiorum, la inoculacion se realiz6
utilizando micelio ajustado a una concentracion de aproximadamente 10* UFC mL™. Para
producir micelio, se cortaron dos tapones de agar de una colonia y se colocado en un matraz que
contiene PDB. Los matraces se colocaron en un agitador durante cuatro dias a 25 °C y se
homogeneizé el contenido para su posterior inoculacion. El in6culo de P. xanthii se recolectd
directamente de las hojas afectadas.

2.2. Bioensayos de cultivo dual

Se evalud el antagonismo in vitro de P. variotii contra seis fitopatégenos utilizando el
ensayo de confrontacion de Santos et al. [52]. Se prepararon placas de Petri (9 cm de diametro)
gue contenian 17 mL de PDA y se cortaron tapones de 0,5 cm de micelio de todos los hongos del
borde de crecimiento de cultivos de siete dias de edad con crecimiento activo de cada aislado. Los
tapones se colocaron al margen de cajas Petri con una distancia de 8 cm entre el hongo
antagonista y fitopatdgeno. Se us6 un tapon de medio PDA como tratamiento de control mientras
que el tapdn del patdgeno se colocé en el otro lado. Todas las placas se sellaron con parafilm y se
incubaron en la oscuridad a 25 + 1 °C durante diferentes periodos de tiempo, segln la tasa de
crecimiento del patégeno respectivo (3 a 10 dias).

El crecimiento de colonias flngicas radiales se midié diariamente. Los resultados se
transformaron en Porcentajes de Inhibicion del Crecimiento del Micelio (PICM). Estas pruebas se
Ilevaron a cabo usando cinco repeticiones. Las areas en las que se fusionaron el antagonista y el
patdgeno también se observaron usando un microscopio de diseccién y un microscopio optico
compuesto con un aumento de 100 y 400 veces.
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2.3. Efectos de los metabolitos no volatiles de P. variotii sobre patégenos fangicos

Para determinar los efectos de los metabolitos no volatiles de P. variotii, se inocularon 300
mL de medio PDB con dos tapones de 0,5 cm de micelio y se incubaron sin agitacion a 25 + 1 °C
en oscuridad durante 7, 14, 21, 28, 58, 88 y 118 dias. Posteriormente, el medio se filtr a través
de una tela de muselina de doble capa para eliminar el micelio y se esterilizd mediante
microfiltracion a través de membranas esterilizadas de 0,22 um de tamafio de poro (Merck
Millipore, Burlington, MA, EE. UU.). Luego se incorporaron los extractos y se mezclaron con
PDA enfriado al 5, 10 y 15% (v/v) y se vertieron inmediatamente en placas de Petri (50 mm). En
los tratamientos testigo se utilizO agua destilada en lugar de extracto. Se inocularon
individualmente en los medios discos de agar (0,5 cm de didmetro) cubiertos con micelios en
crecimiento activo de los diferentes patdgenos y se incubaron en oscuridad a 25 + 1 °C durante 10
dias, excepto P. aphanidermatum que se incubé durante 3 dias, y S sclerotiorum y B. cinerea que
se incubaron durante 5 dias en las mismas condiciones. Después de la incubacion, se midi6 el
crecimiento micelial de cada hongo como el promedio de dos didmetros perpendiculares de la
colonia y se calcularon los efectos inhibidores en comparacion con los controles. Se utilizaron
cinco repeticiones para cada tiempo de incubacién y patogeno.

2.4. Bioensayo de compuestos organicos volatiles antifiingicos

Se determinaron los efectos de inhibicion in vitro de compuestos organicos volatiles
producidos por P. variotii contra diferentes hongos fitopatdgenos. Para ello, se cort6 un disco (0,5
cm de didmetro) de los bordes de crecimiento activo de las placas de P. variotii y se colocé en el
centro de placas de Petri de 5,5 cm que contenian medio PDA. Tras dos dias de incubacion del
antagonista, se repitié el mismo procedimiento para cada uno de los patdgenos y se traz6 un eje
cartesiano desde el centro de cada placa para facilitar las mediciones. Ambas placas abiertas se
colocaron sobre la base de una placa de Petri cuadrada de 12 cm sobre la que se colocé otra base
invertida y posteriormente se sellaron con parafilm. EI volumen de aire fue de aproximadamente
403,20 cm?, evitando el contacto directo entre los dos hongos. Las placas de control se prepararon
siguiendo el mismo procedimiento, pero sin el disco del antagonista. Las placas se incubaron a 25
+ 1 °C y se midi6 el crecimiento micelial del patdgeno en ambos sentidos, lo que se realizo
diariamente para hongos de rapido crecimiento (B. cinerea, S. sclerotiorum, P. aphanidermatum y
R. solani) y cada dos dias para las de crecimiento mas lento (M. melonis y F. solani) hasta llegar
al borde del plato. Se examinaron tres réplicas cada dia.
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2.5. Ensayo de hojas desprendidas

Antes del ensayo in vivo, los efectos supresores de P. variotii sobre B. cinerea, S.
sclerotiorum y M. melonis se evaluaron mediante un ensayo de hojas desprendidas como lo
describen Novak et al. [53] y Patial et al. [54]. Hojas de plantulas de pepino (var. ‘Marketmore”),
tomate (var. ‘Red cherry’) y pimiento (var. ‘Largo de Reus’) se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 3% durante 30 segundos y se lavaron dos veces para eliminar los residuos. Las hojas se
sumergieron durante 3 min en una solucién que contenia esporas de P. variotii a una dosis de 10°
conidios mL™ o se sumergieron en una solucién acuosa que contenia el fungicida Switch
(cyprodinil 37,5% y fludioxonil 25% (WG) p/p; Syngenta, Basilea, Suiza) a 600 ppm, para
comparar la eficacia. A continuacion, se colocaron hojas enteras o fragmentos sobre papel de
filtro himedo en placas de Petri, y se perforé cuidadosamente el centro de la hoja o fragmento de
hoja con una aguja esterilizada. En el sitio de puncién se coloc6 un disco de 0,5 cm que contenia
el patdgeno correspondiente. Luego se incubaron placas de Petri a 25 + 1 °C y se cont6 y
fotografié el nimero de hojas con sintomas 72 h después de la inoculacion. Este experimento se
repitié dos veces.

2.6. Compatibilidad de P. variotii con fungicidas

La compatibilidad in vitro de P. variotii con diferentes fungicidas seleccionados para la
inhibicion del crecimiento micelial se establecié mediante la técnica Poisoned Food [55,56]. De
cada fungicida se probaron la dosis minima recomendada (D2), la dosis maxima recomendada
(D3), 0,5 x D2y 1,5 x D3 (Tabla 11). Usando un perforador de corcho estéril, se cortaron discos
de micelio (0,5 cm de diametro) de cultivos flngicos de siete dias de crecimiento activo y se
colocaron en el centro de una placa de Petri que contenia PDA suplementado con varios
pesticidas. Se utilizaron cinco repeticiones por tratamiento. Los efectos fungicidas o fungistaticos
de cada fungicida se determinaron transfiriendo el disco inicial de P. variotii que no creci6 con
fungicida a una placa de PDA sin fungicida.

La toxicidad, es decir, la compatibilidad de P. variotii y el fungicida, se clasifico utilizando
la escala de la Organizacién Internacional para el Control Biolégico (OICB) [57]. Esta
clasificacion agrupa la compatibilidad entre microorganismos y fungicidas en funcién de la
proporcion de inhibicion respecto a un control (< 30 %: inocuo; 30 % - 75 %: ligeramente toxico;
75 % - 90 %: moderadamente toxico; > 90 %: toxico).
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2.7. Evaluacion en invernadero de P. variotii sobre la gravedad de la enfermedad de siete
fitopatdgenos

Se determind el efecto biocontrolador de P. variotii en diferentes patosistemas: B. cinerea -
meldn (var. ‘Piel de Sapo”), Sclerotinia sclerotiorum - pimiento (var. ‘Largo de Reus’), R. solani
- tomate (var. ‘Red cherry’), F. solani - calabacin (var. ‘Milenio’), P. aphanidermatum - meldn,
M. melonis - melon y P. xanthii - calabacin. Los resultados mostraron fuertes efectos de control
sobre M. melonis y P. xanthii. Las semillas se desinfectaron con hipoclorito al 2% durante 3 min
y se lavaron abundantemente con agua corriente para eliminar los residuos. Posteriormente, las
semillas se sembraron en macetas de 500 mL que contenian una mezcla de turba comercial, a
razén de una semilla por maceta, a cada maceta se le agregd 5 mL de suspension de esporas de
cada aislado de P. variotii (PAE) a razén de 10° propagulos planta™, los tratamientos testigo
recibieron 5 mL de agua estéril. Para evaluar enfermedades de partes aéreas se realiz6 aspersion
foliar a la misma dosis para humedecer toda la planta con la solucion de P. variotii. La aspersion
se realizo tres dias antes de aplicar conidios/micelio del respectivo patogeno.

Para preparar inoculos de P. aphanidermatum se sigui6 el procedimiento descrito por
Marin et al. [58]. Se prepararon indculos de los demas fitopatégenos por raspado y posterior
filtracion, como se describié anteriormente, ademas de R. solani, S. sclerotiorum y P. xanthii. Los
fitopatdgenos se inocularon cuando las plantas presentaban una segunda hoja verdadera,
utilizando una micropipeta estéril, la inoculacion se realizé aplicando uniformemente la
suspension de zoosporas/conidios (5 mL) a una concentracion de 10* UFC mL™ uniformemente a
la superficie de la turba.

En el caso de B. cinerea y M. melonis, el patdégeno se aplicd pulverizando la planta cinco
veces a la misma concentracién (6 mL). Antes de esto, se habia cortado la primera hoja verdadera
para facilitar la entrada de patégenos. La inoculacion con R. solani se realiz6 mezclando micelio
al sustrato; la inoculacién con S. sclerotiorum se realiz6 utilizando el método de micelio por
pulverizacion descrito por Chen y Wang [59]. El tallo fue herido para facilitar la entrada de
patégenos. La severidad de los sintomas se registré continuamente y 30 - 60 dias después de la
inoculacion, se estim6 un indice final de severidad de la enfermedad de acuerdo con la siguiente
escala: 0 = planta sana; 1 = sintomas iniciales; 2 = sintomas moderados (25%); 3 = planta
afectada (50%); 4 = planta severamente afectada (75%); y 5 = planta muerta (Imagen 19).

Imagen 19. Ejemplo de la escala de gravedad de la enfermedad para M. melonis. 0 = planta sana; 1 = sintomas
iniciales; 2 = sintomas moderados (25%0); 3 = planta afectada (50%); 4 = planta severamente afectada (75%); 5
= planta muerta.
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Para determinar el efecto control de P. variotii sobre el oidio, se prepar6 un indculo de P.
xanthii a partir de hojas de calabacin recolectadas en el campo afectadas por el oidio de las
cucurbitaceas (Imagen 20). Usando un pulverizador, se rocié agua destilada estéril bajo presion
para enjuagar los conidios flngicos. Se recolectd la suspensién y las plantas experimentales se
inocularon inmediatamente a una concentracién de 10° UFC mL™. Para determinar el efecto
supresor de P. variotii sobre la enfermedad, se determind el area foliar (Imagen 20) afectada por
el mildia polvoriento utilizando el software WinDIAS 3.1.Ink (Dynamax, Fresno, CA, EE. UU.)
para calcular la proporcion del area foliar afectada con respecto al area foliar total. Ademas, se
conto el nimero de hojas y peciolos afectados por planta.

Todas las pruebas de patogenicidad se realizaron en condiciones de invernadero y en
diferentes estaciones para proporcionar condiciones ambientales 6ptimas para cada patégeno. Las
unidades experimentales consistieron en cuatro repeticiones con 24 plantas por patosistema. Se
realizaron dos experimentos utilizando un disefio de bloques completamente al azar.
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Imagen 20. A) Hojas de calabacin con sintomas de oidio causado por P. xanthii. B) Aplicacién de agua estéril
para enjuagar las esporas. C) Pulverizacion de esporas sobre plantulas sanas previamente tratadas con P.
variotii (PAE) o agua (T0). D) Disposicion de las hojas para determinar el area foliar afectada. E) y F)
Distribucion de plantulas durante los diferentes ensayos.
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2.8. Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza con el software Statgraphics
Centurion version XVI. Se realiz6 una prueba preliminar para evaluar la distribucion normal de
los datos. La separacion de medias se realizd6 mediante la prueba de diferencias minimas
significativas de Fisher. Los datos se probaron mediante un analisis de varianza unidireccional o
la prueba t de Student; la significacidon estadistica se informa en p < 0,05.

3. Resultados
3.1. Antagonismo in vitro de P. variotii

Los resultados del ensayo de cultivo dual, expresados como porcentajes de inhibicion, se
muestran en la Imagen 21. El crecimiento de colonias de P. variotii se produjo rapidamente (48 -
72 h) con colonias aisladas que cubrian la placa, lo que demuestra el efecto inhibidor del
antagonista (Imagen 21). Los mayores porcentajes de inhibicion se detectaron en P.
aphanidermatum y F. solani. Ademas, P. variotii mostré inicialmente una inhibicién de
aproximadamente 2 mm (Imagen 21), que posteriormente desaparecidé con el contacto directo
entre las dos colonias. Esta zona de inhibicion indica la presencia de metabolitos fungistéticos
secretados por P. variotii. No se observ6 parasitismo, aunque se observd destruccion de hifas y
formacion de vacuolas.

Imagen 21. Efectos antagonicos in vitro de P. variotii sobre F. solani (A), M. melonis (B), S. sclerotiorum (C) y B.
cinerea (D) en placas Petri de 9 cm. Zona de inhibicién entre P. variotii y los fitopatégenos M. melonis (E) y F.
solani (F) (Imagenes aumentadas un 75 96).
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Gréfico 4. Efectos antagdnicos de P. variotii (PAE) sobre B. cinerea (Bot), S. sclerotiorum (Scle), F. solani (FS), P.
aphanidermatum (Pya), R. solani (Rz) y M. melonis (Mym) en cultivo dual en medio PDA. El porcentaje de
inhibicion del micelio se calculé como PICM = [(R1-R2) /R1] x 100, donde PCRM es el porcentaje de inhibicién
del crecimiento del micelio del patégeno, R1 es el crecimiento radial del patégeno en placas de control y R2 es
crecimiento radial del patégeno en cultivos duales. Medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (test de diferencia minima) seguin un analisis de varianza (p > 0,05).

3.2. Efectos in vitro del filtrado libre de células y compuestos volatiles antifungicos de P.
variotii sobre el crecimiento micelial de fitopatégenos

El filtrado libre de células de P. variotii no mostré ningin efecto inhibidor sobre el
crecimiento micelial de los hongos analizados en las diferentes condiciones ensayadas, a
excepcion de F. solani, que mostrd una inhibicidn que va del 1,7% al 12% a concentraciones del
10% y 15%, independientemente del tiempo de incubacion (Gréfico 5).
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Graéfico 5. Efecto del filtrado libre de células del cultivo de P. variotii sobre el crecimiento micelial de F. solani.
Tiempo de incubacion: 1, 2y 3 semanas (S); 1, 2 y 3 meses (M). TO, T5, T10, T15: % de extractos incorporados y
mezclados con PDA enfriado a 0 (Control), 5, 10 y 15 % (v/v). Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (prueba de diferencia minima) seguin un analisis de varianza.
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Por el contrario, los metabolitos volatiles de P. variotii no mostraron una inhibicion significativa
de los hongos probados. En el caso de M. melonis se observé una baja inhibicion del 5% y 7%
para las lecturas L1y L2, respectivamente. Para F. solani se detect6 una inhibicion del 3,2% en la
lectura de L3 (Gréfico 6).
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Grafico 6. Efecto de los metabolitos volatiles de P. variotii sobre el crecimiento micelial de M. melonis y F. solani.
L1, L2y L3: mediciones realizadas cada dos dias. Los datos se analizaron mediante la prueba t de Student.

3.3. Compatibilidad para el uso de P. variotii con fungicidas

Los efectos observados de 24 fungicidas sobre el crecimiento y desarrollo de P. variotii se
presentan en la Tabla 11. Los resultados indican que el crecimiento micelial de P. variotii se vio
afectado por las diferentes dosis de cada uno de los fungicidas probados in vitro, en comparacion
con el control. Segun la escala OICB [57], la compatibilidad de los 24 fungicidas ensayados a
dosis minima (D2) y méaxima (D3) recomendada en cultivos horticolas fue la siguiente: 2 fueron
inocuos (Pencicuron y Propamocarb; inhibicion < 30 %), 6 fueron levemente toxicos
(Dietofencarb, Triadimenol, Miclobutanil, Azoxistrobina, Kresoxim-metil y Fosetyl-Al; 30 % -
75 %), 4 fueron moderadamente téxicos (Metil-Tiofanato, Flutriafol, Clorotalonil y Cimoxanilo;
75 % - 90 %), y 10 fueron toxicos (Iprodiona, Tetraconazol, Pirimetanil, Etridiazol, Oxicloruro de
cobre, Mancozeb, Ciprodinilo + Fludioxonil, Folpet + Metalaxil-M, Dimetomorf + Mancozeb y
Benalaxil + Cimoxanil + Mancozeb; > 90 %). Solo dos fungicidas (Fenhexamida e Hidréxido de
cobre) mostraron un comportamiento diferente segun la escala a dosis maxima y minima; ambos
resultaron toxicos a las dosis méaximas (D3) y levemente toxicos y moderadamente toxicos,
respectivamente, a las dosis minimas (D2). Los cuatro fungicidas formulados con dos o tres
principios activos resultaron toxicos, con un 100 % de inhibicion del crecimiento micelial en
todas las dosis probadas; una mezcla (ciprodinil + fludioxonil) fue fungistatica y los otros tres,
fungicidas. De los seis fungicidas toxicos restantes, la inhibicion total del crecimiento se observo
solo en tres y cinco a las dosis D2 y D3, respectivamente, con efectos fungicidas solo usando
pirimetanil a la dosis minima (D2) y con iprodiona, pirimetanil y etridiazol a la dosis maxima
(D3).
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Tabla 11. Efecto de diferentes fungicidas sobre el crecimiento micelial de P. variotii a diferentes dosis (D1-D4). Los valores medios (+ desviacion estandar) seguidos de letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) mediante la prueba de diferencia minima significativa (LSD).

D1 (0.5 - D2) D2 D3 D4 (1.5 - D3)
FUNGICIDA (MECANISMOS DE ACCION) D2 D3 Crecim Inhib. Crecim Inhib. Crecim Inhib. Crecim Inhib.
Metil-Tiofanato70% (WP) w/w (1) 500 1000 27,8+28a 60,1% 13,6¢1,7b 805% 118+1,9b 83,0% 12,6+15b 81,9%
Diethofencarb 25% (WP) w/w (1) 1000 1500 42,4+23a 414% 446+13a 384% 32,8429b 54,7% 18,2+13c 74,9%
Pencicuron 25% (SC) wiv (1) 5000 8000 58,2+58a 19,6% 60,8+48a 160% 59,2+3,3a 182% 63,2+t16a 12,7%
Iprodiona 50% (SC) wiv (2) 1000 1500 0,0#0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0%
Flutriafol 12,5% (SC) wiv (3) 2000 2500 135+0,4a 78,1% 126+21a 795% 122+11a 802% 11,8+16a 80,8%
Triadimenol 25% (EC) wiv (3) 250 500 61,0+86a 10% 36,8+60b 40,3% 26,8430c 56,5% 29,0£19c 52,9%
Miclobutanil 24% (EC) wiv (3) 200 400 176+24a 714% 16,0x1,0a 74,0% 154+11ab 750% 132+16b 78,6%
Tetraconazol 12,5% (ME) w/v (3) 200 400 21,0+16a 687% 44+13b 934% 0,0+0,0c 100,0% 0,0+0,0c 100,0%
Fenhexamida 50% (WG) w/w (3) 1500 2000 14,0+21a 773% 9,2+t0,4a 851% 3,0+0,7b 951%  3,7+0,7c  94,0%
Pirimetanil 40% (SC) P/V (4) 500 1000 0,0+0,0a 100,06 0,0+0,0a 100,0% 0,0#0,0a 100,0% 0,0#0,0a 100,0%
Azoxistrobina 25% (SC) w/v (5) 800 1000 22,2#32a 64,0% 18,0+22a 70,8% 194+15a 685% 19,2+28a 68,8%
Kresoxim-Metil 50% (WG) w/w (5) 200 500 31,0+16a 53,7% 314+05a 53,1% 26,8+49b 60,0% 28,0+2,1ab 58,2%
Etridiazol 48% (EC) wi/v (6) 2000 3000 5,6+09a 923% 1,6+05b 978% 0,0£0,0c 100,0% 0,0£0,0c 100,0%
Propamocarb 60,5% (SL) w/v (6) 2500 5000 564+49a 22,1% 62,8+66a 133% 59,2+33a 182% 64,4+25a 11,0%
Hidréxido de cobre 35% (WG) wiw (7) 2000 3000 29,2+22a 52,6% 204+09b 66,9% 0,0£0,0c 100,0% 0,0£0,0c 100,0%
Oxicloruro de cobre 38% (SC) w/v (7) 2000 3000 0,0+0,0a 100,00 0,0£0,0a 100,0% 0,0#0,0a 100,0% 0,0£0,0a 100,0%
Mancozeb 80% (WG) wiw (7) 2000 3000 6,0+1,2a 90,3% 4,0£0,7b  935% 2,6#09c 958% 2,2+0,4c  96,4%
Clorotalonil 50% (SC) wlv (7) 2500 3000 13,6+1,8a 77,9% 134+18a 782% 152+18a 753% 154+15a 750%
Fosetil-AL 80% (WG) w/w (8) 2500 3000 524+18a 149% 418+13b 32,1% 39,2+25c¢ 36,4% 354+18d 42,5%
Cimoxanilo 60% (WG) w/w (9) 200 300 36,2+40a 46,0% 16,2+0,8bc 758% 17,0+16b 746% 132+16c 80,3%
Ciprodinil 37,5% + Fludioxonil 25% (WG) wiw (4 + 2) 600 1000 0,0+0,0a 100,00 0,0+0,0a 100,0% 0,0#0,0a 100,0% 0,0#0,0a 100,0%
Folpet 40% + Metalaxil-M 10% (WP) w/w (7 + 10) 2000 2500 0,0+0,0a 100,00 0,0#0,0a 100,0% 0,0#0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0%
Dimetomorf 7,5% + Mancozeb 66,7% (WG) wiw (11 + 7) 2000 3000 0,0+0,0a 100,00 0,0#0,0a 100,0% 0,0#0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0%
Benalaxil 6% + Cimoxanilo 3,2% + Mancozeb 40% (WP) w/w (10 + 9 + 7) 2500 3500 0,0+¢0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0% 0,0+0,0a 100,0%

Mecanismos de accion de fungicidas: (1) Citoesqueleto y proteinas motoras, (2) Transduccion de sefiales, (3) Biosintesis de esteroles en membranas, (4) Sintesis de
aminoacidos y proteinas, (5) Respiracién, (6) Sintesis de lipidos o transporte / integridad o funcién de la membrana, (7) Sustancias quimicas con actividad multisitio, (8)
Induccion de defensa de la planta huésped, (9) Modo de accion desconocido, (10) Metabolismo de los &cidos nucleicos, (11) Biosintesis de la pared celular.
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3.4. Hojas desprendidas

La inoculacion de hojas desprendidas de pepino, pimiento y tomate con micelio de B.
cinerea, S. sclerotiorum y M. melonis resultd en una marcada inhibicion del desarrollo de la
enfermedad en las hojas inoculadas con P. variotii, con la misma eficacia que el fungicida de
control. Las hojas no inoculadas con P. variotii mostraron crecimiento micelial y sintomas
evidentes de pudricion (Gréfico 7).
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Grafico 7. Sintomas visuales de infeccion por B. cinerea (A, By C), M. melonis (D, Ey F) y S. sclerotiorum (G, H
y J) en hojas desprendidas tratadas con P. variotii (A, D y G) o fungicida (B, E y H). Control (C, Fy J): sintomas
visuales sin P. variotii ni fungicida. Nimero de hojas con sintomas en cada tratamiento (K).
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3.5. Efectos supresores in vivo de P. variotii sobre enfermedades causadas por hongos
fitopatogenos

En general, la severidad de la enfermedad causada por diferentes fitopatogenos del suelo y aéreos
disminuy6 debido a la aplicacion de P. variotii (Gréafico 8). El efecto de biocontrol mas fuerte
ocurrié contra la gomosis del tallo, con una reduccion del 78,00 % en la gravedad de la
enfermedad después de la infeccion por M. melonis después de la fumigacion con P. variotii.
Valores mas bajos ocurrieron en los otros experimentos con fitopatdgenos.
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Grafico 8. La gravedad de la enfermedad de los fitopatdgenos en las plantas se evalud entre 30 y 60 dias después
de la inoculacién segin una escala de 0 a 5, donde 0 indica que no hay sintomas visibles de la enfermedad y 5
indica una planta muerta. Las barras indican las desviaciones estandar medias (24 plantas/repeticion). Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes (diferencias menos significativas) segun un analisis de
varianza.

141



Capitulo 3

Se observaron reducciones del 44,00 %, 38,88 % y 37,20 % en la gravedad de la
enfermedad después de la infeccion con B. cinerea, S. sclerotiorum y R. solani, respectivamente.
Debido a la disposicién aleatoria de los tratamientos, también se observo enfermedad en los
controles no inoculados (TO) de algunos de los patosistemas. Los mayores indices de severidad de
la enfermedad tras la aplicacion de P. variotii se dieron en los tratamientos de P. aphanidermatum
y F. solani, a diferencia de los resultados in vitro, con una reduccién del 31,11 % y 28,57 %,
respectivamente. En el caso de F. solani, todas las plantas tratadas con P. variotii alcanzaron el
grado de enfermedad 5, presentando un retraso de aproximadamente 10 dias.

La aplicacion foliar de P. variotii suprimi6 considerablemente la enfermedad causada por
P. xanthii (Gréfico 9), con una reduccion del 75,80 % en la proporcién de area foliar con
sintomas. De igual forma, el nimero de hojas y peciolos con cenicilla se redujo en 30,40 % y
17,40 %, respectivamente.

Porcentaje de drea foliar con Porcentaje del namero de hojas Porcentaje del namero de
sintomas por planta con sintomas por planta peciolos con sintomas por planta
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Grafico 9. Control de P. xanthii mediante aspersion de plantas de calabacin con P. variotii. A) Porcentaje medio

del &rea foliar con sintomas de oidio por planta. B) Porcentaje del nimero de hojas con sintomas por planta. C)

Porcentaje del nimero de peciolos con cenicilla. Px: Aplicacion de P. xanthii. Px-PAE: Aplicacion de P. variotii
tres dias antes de la aplicacion de P. xanthii. Los datos se probaron utilizando la prueba t de Student.

4. Discusion

P. variotii se ha descrito como un agente de control biol6gico de enfermedades fungicas y
bacterianas. Su efecto de biocontrol se debe principalmente a su rapido crecimiento vy
esporulacion, lo que resulta en una mayor competencia por el espacio y los recursos disponibles,
en comparacion con otras especies [60]. Sin embargo, pocos estudios realizaron experimentos in
vivo sobre el control de enfermedades por P. variotii [19].

El estudio actual analizé los efectos supresores in vitro e in vivo de P. variotii CDG33
frente a varios hongos fitopatdgenos que causan enfermedades en las partes aéreas de las plantas
y del suelo de cultivo. Los resultados de antagonismo in vitro basados en la técnica de cultivo
dual mostraron valores muy heterogéneos en cuanto a los porcentajes de inhibicién, oscilando
entre el 25,0 % y el 82,0 %. Los resultados obtenidos en los experimentos in vitro pueden variar
sustancialmente segun las condiciones experimentales y pueden diferir incluso entre aislados de
la misma especie. Perveen et al., [33] informaron resultados similares del cultivo dual de P.
variotii y P. aphanidermatum, con un porcentaje de inhibicion del 67 % al 72 %, mientras que
Rodrigo et al. [23] observaron valores inferiores que no superaron el 40%. En el presente estudio,
la inhibicion de P. aphanidermatum super6 el 80 %, lo que se debe principalmente a la rapida
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dispersion de las esporas de P. variotii durante el experimento. Ademé&s, se observd una
inhibicién sustancial de F. solani, lo que esté en linea con los resultados de Ramzan et al. [27].

Sin embargo, no se encontrd una relacion directa entre los valores de antagonismo in vitro
e in vivo, especialmente con respecto a P. aphanidermatum y F. solani. Lo mismo se observo en
R. solani y M. melonis que, a pesar de mostrar los valores mas bajos de antagonismo in vitro (de
no mas del 40 %), mostraron los valores mas altos de reduccion de enfermedades en los
experimentos con plantas. Esto se ha observado cominmente [61,62] y puede deberse, entre otros
factores, a diferencias en las técnicas y componentes, como el medio de cultivo, la presencia de
suelo o sustrato y la misma planta. Aun asi, es una de las técnicas mas utilizadas y se considera la
base para el cribado de microorganismos como paso previo a los experimentos in vivo y para
producir agentes de control biol6gico efectivos en la agricultura.

P. variotii produce una gran cantidad de compuestos volatiles y no volatiles [19,63,64]; sin
embargo, se observo poco o ningln efecto de inhibicion de los metabolitos producidos por el
aislado CDG33 sobre los fitopatégenos probados. Esto puede deberse a que el efecto de los
metabolitos volatiles y no volatiles sobre los fitopatdégenos probados disminuye con el tiempo
dentro de las primeras 24 a 48 h, y el didametro de la colonia fingica en los tratamientos con
filtrado fue similar al del control. Solo se observé un leve efecto inhibitorio de los metabolitos no
volatiles sobre F. solani. Rodrigo et al., [23] obtuvieron resultados similares, con una reduccion
significativa de F. moniliforme con los filtrados de P. variotii. Tal disminucién dependiente del
tiempo en el efecto de los metabolitos en Biscogniauxia mediterranea, el agente causal de la
enfermedad del carbdn vegetal en el alcornoque [65].

Es importante evaluar la compatibilidad de los agentes de control bioldgico y los
agroguimicos mediante el uso de una combinacién de herramientas quimicas y bioldgicas. Los
tratamientos quimicos deben basarse en la seleccion de agroquimicos con el menor impacto sobre
los agentes de control biol6gico. Muchos estudios confirmaron la incompatibilidad de P. variotii
con varios fungicidas, incluso en entornos clinicos, ya que diferentes especies del género
Paecilomyces causan una variedad de infecciones en pacientes inmunocomprometidos [66-68].
Ademas, estudios previos indicaron que los aislados de Paecilomyces de ambientes agricolas son
mas resistentes a los fungicidas comunes. Este es el caso de P. niveus aislado de infecciones
naturales en manzanas, donde puede causar deterioro poscosecha y acumulacion de patulina [69].
Las especies del género Paecilomyces pueden diferir en cuanto a su compatibilidad con los
fungicidas, lo que, sin embargo, también puede producirse con diferentes cepas de la misma
especie debido a diferencias genéticas [70,71]. Aunqgue los resultados obtenidos en el laboratorio
pueden no confirmar los de los experimentos de campo, debido a la mayor severidad de los
ensayos in vitro, nuestros resultados indican que P. variotii puede ser compatible con muchos de
los fungicidas probados en cuanto a efectos fungistéticos o reduccién de las tasas de crecimiento.

De los 24 fungicidas probados, solo 4 fueron incompatibles a las dosis minimas
recomendadas y 6 a las dosis maximas. Por lo tanto, estos productos pueden interferir con el
control bioldgico exitoso de P. variotii, particularmente cuando se usan mezclas de fungicidas
con diferentes modos de accion, que mostraron un 100 % de inhibicién fungica con efectos
fungicidas sobre P. variotii en tres de las formulaciones probadas. En cuanto a los fungicidas con
un ingrediente activo, solo iprodiona, pirimetanil y etridiazol actuaron como fungicidas en el
rango de dosis autorizado. Otros productos que inhibian completamente el crecimiento, como el
tetraconazol, el hidroxido de cobre y el oxicloruro de cobre, no eran biocidas.
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Er y Gokce [72] obtuvieron resultados similares al aplicar iprodiona a 500 ppm de
ingrediente activo a un aislado de Paecilomyces fumosoroseus, aunque se observd una reduccién
del 51 % en el crecimiento del micelio usando un aislado diferente. Loureiro et al., [73]
clasificaron el efecto de la iprodiona sobre P. fumosoroseus como toxico a 500 ppm y muy toxico
a 750 ppm; Bingo-Daniels et al. [69] analizaron la compatibilidad de 30 aislamientos de P. niveus
con el fungicida pirimetanil para determinar la dosis efectiva de fungicida a la que se inhibi6 el
crecimiento en un 50% (EC50). Los valores de EC50 oscilaron entre 29 % y 109 % y fueron méas
altos en los aislados de cultivos. En el estudio actual, la dosis mas baja probada (D1; 100 ppm)
inhibié completamente el crecimiento, aunque sin efecto fungicida, lo que solo se produjo con
dosis mas altas. En contraste, el estudio de Gallego-Velasquez et al., [74] muestra que la
aplicacion de etidiazol a 350 ppm inhibié completamente el crecimiento de P. lilacinum. En
nuestro estudio, se produjo una inhibicién completa del crecimiento de P. variotii con la dosis D3
(1440 ppm), y se observo una inhibicién del crecimiento superior al 92 % solo con 960 y 480

ppm.

Otros estudios mostraron que el hidroxido de cobre a 1660 y 2592 ppm en cultivo con P.
fumosoroseus resulté en una inhibicion del crecimiento de aproximadamente 9 % y 82 %,
respectivamente [75], mientras que Dermici y Denihan [76] observaron una concentracién
inhibitoria minima de > 5000 ppm para P. lilacinus. El oxicloruro de cobre a 1500 ppm inhibi6
completamente el crecimiento de P. lilacinus [76]; sin embargo, se encontré una inhibicion de
solo el 44,1 % usando oxicloruro de cobre a 4200 ppm. En el estudio actual, el oxicloruro de
cobre inhibié por completo el crecimiento de P. variotii en todas las dosis, y el hidréxido de cobre
hizo lo mismo en la dosis mas alta, siendo ambos compuestos fueron fungistaticos. Por el
contrario, Ondrackova et al. [76] observaron una inhibicién del crecimiento del 79,6 % en P.
lilacinus tratado con mancozeb a 1500 ppm; la dosis méas baja probada en nuestro estudio fue de
800 ppm, lo que resulté en una inhibicién > 90 %, y no fue fungicida en ninguna de las dosis
probadas. Los fungicidas pencycuron y propamocarb fueron compatibles con P. variotii en todas
las dosis probadas. Estos resultados corroboran los de estudios previos sobre los efectos de
pencycuron a 540 ppm [77] y propamocarb a 1042,5 ppm [74] en P. lilacinus.

El presente estudio demostré una alta capacidad de P. variotii CDG33 para reducir la
gravedad de las enfermedades causadas por diferentes fitopatdgenos aéreos y del suelo in vivo,
aunque algunos patégenos mostraron una inhibicion muy limitada in vitro, segun un estudio
previo [78]. El género Paecilomyces es mas conocido por su papel como hongo entomopatdgeno
y nemat6fago; sin embargo, otros hallazgos también respaldan el uso de Paecilomyces para
prevenir o tratar enfermedades flngicas [79]. En este sentido, P. variotii se ha descrito
previamente como un ACB en experimentos in vivo en los que la aplicacion de este antagonista
microbiano redujo la colonizacion de plantulas de girasol por M. phaseolina [28]. Del mismo
modo, Maitlo et al. [26] mostré una reduccidn significativa en la gravedad de la enfermedad
causada por F. oxysporum f. sp. ciceris del 80 % (control) al 6 % y 36 % tras la aplicacion de P.
variotii y P. lilacinus, respectivamente. Por el contrario, los porcentajes de inhibicion in vitro de
P. tenuis fueron descritos previamente [80], los cuales son similares a los observados en nuestro
estudio, en particular respecto a R. solani (28 %) y F. oxysporum (51 %), aunque fueron
utilizados a concentraciones menores de Pythium sp. (24 %).
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No se observo ningln efecto inhibitorio sobre fitopatdgenos a través de metabolitos
volatiles. Un estudio anterior mostré una inhibicién in vitro de B. cinerea en aproximadamente un
43 % debido a P. variotii [21], que es menor que el efecto de inhibicion ejercido por el aislado
CDG33 de P. variotii, y este estudio sugiridé una reduccion significativa en la podredumbre del
kiwi causada por Botrytis, que fue mas efectiva que el fungicida convencional vinclozolin.
Valores similares de antagonismo in vitro (44 %) de Paecilomyces sp. fueron observados en un
estudio realizado por Marin-Chacon et al. [81].

5. Conclusiones

De acuerdo con nuestros resultados, la aplicacion del ascomiceto P. variotii CDG33 como
agente preventivo y/o controlador de enfermedades fungicas de las plantas puede ser una
alternativa viable al uso de compuestos sintéticos convencionales. Estos conocimientos pueden
ayudar a reducir la cantidad de agroquimicos usados que pueden filtrarse en otros ecosistemas y,
por lo tanto, ayudaran a reducir la carga ambiental de la agricultura.
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Conclusiones generales

Capitulo 1:

1. El género Paecilomyces se ha descrito ampliamente como ACB frente a bacterias, hongos
y nematodos, asi como frente a artropodos, que actian como enfermedades o plagas
vegetales y animales.

2. Este efecto biocontrol frente a estos agentes patdgenos se atribuye a mecanismos tanto
directos (antibiosis, competicion y parasitismo), como indirectos (resistencia sistémica
inducida).

Capitulo 2:

1. P. variorii se desarroll6 y esporulé correctamente en todas las combinaciones probadas.
Los mejores resultados se obtuvieron para la proporcion 70 - 30 - 20 % (trigo sarraceno -
avena - agua), alcanzando valores de 1,24x10° CFU g™

2. En cuanto a los atributos promotores del crecimiento de las plantas, P. variotii es capaz
de sintetizar sider6foros en medio CAS agar. Por su parte, la produccién de AIA mostro
valores de 0,049 mg mL™, actuando el aminoacido L-triptéfano como precursor de esta
hormona. Finalmente, para la solubilizacién de P, no se observd actividad en medio
solido, mientras que en medio liquido se produjo una solubilizacion del 20,1 % del
fosfato inicial.

3. P.variotii mejor6 el porcentaje de germinacion de semillas, longitud de raiz y brotes y el
IVS en tomate, con incrementos del 18,23 y 17,85 % para la longitud de raiz y brotes
respectivamente. Sin embargo, este efecto no fue visible para las semillas de pimiento,
obteniendo valores similares a los tratamientos control.

4. A diferencia del apartado anterior, los pardmetros de crecimiento evaluados en plantulas
mostraron los mejores resultados para el pimiento. Tras la aplicacion de P. variotii, casi
la totalidad de los parametros evaluados se mejoraron, con incrementos entre el 4,9 - 18,2
%y 0,8 - 10,7 %, para plantulas de pimiento y tomate respectivamente.

5. Para las 3 dosis de P. variotii evaluadas, los mejores resultados se alcanzaron con la
tercera dosis (10° CFU mL™). Para esta dosis se incrementaron todos los parametros
(salvo la longitud del tallo y el peso seco de la raiz) respecto del control, mostrando
valores entre 15,7 - 46,2 %.

6. P. variotii fue capaz de colonizar endéfitamente tanto las plantas inoculadas de tomate
como las de pimiento.
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Capitulo 3:
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P. variorii inhibi6 el crecimiento micelial in vitro de todos los hongos fitopatdgenos
probados, observandose los mayores porcentajes de inhibicion frente a P.
aphanidermatum (82,0 %) y F. solani (73,9 %).

Los metabolitos sintetizados in vitro por P. variotii mostraron poco o ningun efecto sobre
los hongos fitopatdgenos probados. Los metabolitos volétiles Gnicamente inhibieron el
crecimiento de M. melonis en un 5y 7 %, para las lecturas 1 y 2, respectivamente; y de F.
solani con una inhibicién del 3,2 % en la Ultima lectura. En cuanto a los metabolitos no
volatiles, la inhibicidn solo se hizo patente para F. solani con valores de entre 1,7 - 12 %
a concentraciones del 10 y 15 %, para todos los tiempos de incubacién estudiados.

En los ensayos de hoja desprendida, P. variotii inhibi6 totalmente el crecimiento de los 3
hongos probados (B. cinerea, S. sclerotiorum y M. melonis), al igual que el fungicida
quimico. Por su parte, las hojas control mostraron un valor maximo de incidencia para
todas las especies fungicas.

Para todos los patosistemas, la severidad de las enfermedades disminuy6 en aquellas
plantas inoculadas con P. variotii. Las reducciones obtenidas fueron del 78,00 % (M.
melonis); 75,80 % (P. xanthii); 44,00 % (B. cinerea); 38,88 % (S. sclerotiorum); 37,20 %
(R. solani); 31,11 % (P. aphanidermatum); y 28,57 % (F. solani). Como podemos
observar, a diferencia de los ensayos in vitro, P. aphanidermatum y F. solani mostraron
los valores mas bajos de inhibicion.

El crecimiento micelial de P. variotii se vio reducido por todos los fungicidas y dosis
evaluados. De los 24 fungicidas probados (para las dosis minima y maxima
recomendadas) 2 fueron inocuos (Pencicuron y Propamocarb), 6 fueron ligeramente
toxicos (Dietofencarb, Triadimenol, Miclobutanil, Azoxistrobina, Kresoxim-metil y
Fosetil-Al), 4 fueron moderadamente téxicos (Metil-Tiofanato, Flutriafol, Clorotalonil y
Cimoxanilo), y 10 fueron toxicos (lprodiona, Tetraconazol, Pirimetanil, Etridiazol,
Oxicloruro de cobre, Mancozeb, Ciprodinilo + Fludioxonil, Folpet + Metalaxil-M,
Dimetomorf + Mancozeb y Benalaxil + Cimoxanil + Mancozeb). Solo dos fungicidas
(Fenhexamida e Hidroxido de cobre) mostraron un comportamiento diferente a las dosis
maxima y minima
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Anexos

Anexo |: Sustancias activas excluidas del Anexo | de la Directiva 91/414/CEE

https://www.mapa.gob.es/agricultura/pags/fitos/registro/fichas/pdf/Lista Sustancias activas acep

tadas excluidas.pdf

Materia activa Estado | Materia activa Estado | Materia activa Estado | Materia activa Estado
P. gigantea
2-aminobutano - Clorofacinona (ex) Flutriafol (nr) Cepa: FOC PG (ex)
SH1
P. gigantea
2-NOA (V) Cloropicrina (rv) Fomesafen (n) Cepa: FOC PG (ex)
B22/SP1190/3.2
4-CPA (n) Clorotalonil (nr) Fonofos (n) Picoxistrobina (nr)
Acefato - Cloruro de calcio (ex) Forato (n) Pimetrozina (nr)
Aceite de Cloruro
(n) didecildimetilam (nr) Formotion (n) Pimienta (n)
cacahuete onio
Aceite de coco (n) Clorpirifos (nr) Fosalone (ex) Piraclofos (n)
Aceite de maiz (n) Clorprofam (nr) Fosfamidon (n) Pirazofos -
Aceite de soja S . . .
etoxilado (n) Clortal-dimetil (v) Fosfuro de calcio (nr) Piridafention (n)
Aceite de huesos (ex) Clotianidina (nr) Foxim (n) Piridafol* 0]
Aceite de - . .
petréleo (V) Clozolinato - Fuberidazol (n) Pirifenox (n)
Aceite de . - S .
pescado (n) Cuasia (rv) Furatiocarb (n) Pirimifos-etil (n)
Aceite parafinico
(CAS 64742-54- (ex) Cumacloro (n) Guazatina (rv) Piroquilona (n)
7
Acetato amonico (ex) Cumatetralilo (n) Glufqa_nato (n) Polioxina (n)
amonico
1,3- Polisulfuro de
Acetocloro (ex) Dicloropropeno (ex) Haloxifop (n) bari (n)
Kk ario
Acido Delta-endotoxina
cianhidrico (n) BT (n) Heptenofos (n) Profam -
i - Demeton-S- .
A(fldO cresilico (n) metilsulfona (n) Hexaconazol 0] Profenofos (n)
_Acido folico (ex) Desmedifam (nr) Hexaflumuron (n) Prometrina (n)
Acido fosférico (n) Desmetrina (n) Hexazinona (n) Propaclor (ex)
Acido - Hidrocluro de .
indolilacético (™) Diazinon (&) trimetilamina M) Propanil (&x)
Acido lactico (n) Diclobenil (ex) Hidroxi-MCPA (n) Propargita (ex)
Acido 2- . Hipoclorito de .
naftiloxiacético (ex) Diclobutrazol (n) sodio (nr) Propiconazol (nr)
A(?'dq (n) Diclofluanida (n) Imazametabenz (n) Propisocloro (ex)
_ propionico
Acido sulftrico (ex) Dicloran** (ex) Imazapir (n) Propineb (nr)
Alacloro (ex) Diclorofeno (n) Imazaquin (nr) Propoxur (n)
Alanicarb * 0] Diclorvos (ex) Imazetapir (n) Protiofos (n)
. . Pseudomonas
Alcoholes grasos (rv) Dicofol (ex) Imazosulfurén (nr) flocculosa (n)
. . - Putrescina (1,4-
Aldicarb (n) Dicuat (nr) loxinil (nr) diaminobutano) (nr)
Aletrin (n) Dienocloro (n) Iprodiona (nr) Quinalfos (n)
Aloxidim (n) Difenacum (n) Isofenfos (n) Quinclorac (n)
Alquildimetilben
cilamonio (n) Difenilamina (ex) Isoprotiolano (n) Quinoclamina (n)
(cloruro)
Alquildimetiletil
bencilamonio (n) Difenzocuat (n) Isoproturén (nr) Quinometionato (n)
(cloruro)
Alquiltrimetilam A . L
onio (cloruro) (n) Difetialona (n) Isoxation (n) Quinoxifeno (nr)
Alquiltrimetilben (n) Diflubenzurén (nr) Kasugamicina (n) Quintoceno -
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cilamonio
(cloruro)
Ametrina

Amitraz

Amitrol
Ancimidol

Anetol

Anilazina
Antraquinona

Arsenito sodico

Asulam

Atrazina

Azaconazol

Azafenidim *

Azinfos-etil
Azinfos-metil

Azocicloextan

Azociclotina

Beauveria
brogniartii
Benalaxil
Benazolina
Bendiocarb
Benfuracarb (**)

Benfuresato
Benodanilo
Benomilo

Bensulida
Benzoilprop-etil

Benzoximato

Beta-ciflutrina

Beta-
cipermetrina

Bifentrina

Bioresmetrin

Bitertanol

Brodifacum
Bromacilo
Bromofenoxim

Bromopropilato

Bromoxinil

(n)
(n)

(nr)
(n)

(ex)

(m)

(ex)

(n)

()
()

()

(sc-ic)
(n)
(n)

(ex)

(ex)
(m
(m

(ex)
(m)
(n)

(m
(m)

(n)
(nr)
(ex)
(ex)
(n)

(ex)

(ex)
(m
(n)

(n)

(nr)

Dimepiperato
Dimetenamida
Dimetipin
Dimetirimol
Dimetoato

Diniconazol-M
Dinitramina

Dinobuton

Dinoterb

Dioctilsulfosucci
nato sodico

Disulfoton

DNOC
Diurén
Endosulfan
Endotal

Epoxiconazol

EPTC

Escilirrosido
Espirodiclofen
Etaboxam*
Etalfluralina
Etametsulfuron-
metilo
Etidimuron

Etiofencarb

Etion
Etirimol

Etoprofos
Etoxiquina

Etoxisulfurén

Extracto de algas
marinas
Extracto de
Equisetum
Extracto de
Reynoutria
sachalinensis
Famoxadona
Fenamidona
Fenamifos

Fenaminosulf

Fenfuram

(n)
(ex)

(ex)
(n)

(nr)

(ex)
(n)

(n)

(n)
(n)

(nr)

(&)
™
"
"
"
(i)
)

(rv)

(n)

(n)
(n)

(ex)
(ex)
(ex)
(n)
(n)

(rv)
(nr)
(nr)
(nr)
(n)

(n)

Lindano Linuron
Lufenurén

Mancoceb
Maneb

Mecarbam

Mecoprop
Mefenacet

Mefluidida

Merfos
(tributilfosforotri
tioito)

Metabenzotiazur
on (i)

Metidation

Metil bromido

Metil Clorpirifos
Metil diclofop
Metilenbistiocia
nato
Metil-nonil-
cetona

Metiocarb

Metobromuron
Metolacloro
Metomilo
Metopreno

Metoxicloro
Metoxuron
Metsulfovax

Mevinfos
Molinato
Monocarbamida
dihidrogen sul

Monocrotofos

Monolinuron

Monoxido de
carbono

MSMA

Nabam

Naled
Naptalam
Nicotina
Nitrotal-
isopropil
Nonilfenol eter
polioxietilenglic
ol

(nr)
(n)

(nr)
(nr)

(n)

(m
(n)

(n)

(n)

(ex)

(nr)
(rv)

(n)
(n)

(nr)

(n)
(n)
(n)
(n)

(n)
(n)
(n)

(n)
(nr)

(ex)
(n)

(ex)
(n)

(n)
(i)

(n)
(ex)
(n)

(n)

Quizalofop-etil
Repelente de
aceite de resina
Resmetrin
Rotenona
S,S,S-tributil
fosforotritioato
Secbumetona
Setoxidim
Silicato de sodio
y aluminio

Simazina

S. exigua* Cepa:

NPV Florida

S. exigua* Cepa:
NPV BV0004
S. exigua* Cepa:
SeMNPV-SP2
Sulfotep
Sulprofos

TCMTB
Tecnazeno

Teflubenzurén

Temefos
Tepraloxidim
Terbacilo
Terbufos

Terbumetona

Terbutrina
Tetraborato
sédico
Tetraclorvinfos
Tetradifon
Tetrametrin

Tetratiocarbonato
sodio

Tiametoxam
Tiazafluron

Tiazopir

Tidiazuron

Tiobencarb
Tiocarbacil
Tiociclam

Tiodicarb

Tiofanato

(n)
(ex)

(n)
(ex)

(n)

(m
(n)

(n)

(ex)

(nr)

(nr)

(nr)

(n)
(n)

(n)

(n)

(n)
(nr)
(n)
(n)

(n)
(n)

(n)
(n)

(n)
0]
(nr)
(n)
(n)

(&)
(rv)
(n)
(n)
(&)

(n)
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Bromuro de
metilo
Butacloro
Butilato

Butocarboxim

Butralina
Cadusafos**
Carbaril
Carbendazima
Carbofurano**
Carbosulfan**

Cianamida
Cianazina
Ciclanilida
Ciclaniliprol
Cicloato
Ciflutrin

Cihalotrin
Cihexatin

Cinidon-etil
Cinosulfuron

Ciromazina

Cloridazona

Clorsulfurén

Clorate

Clorfenapir *

Clorfenvinfos

Clorfluazuron

Cloridrato de
quinina

Clormefos

(&)

(m)
(n)

(n)

(ex)
(ex)
(ex)
(ex)
(ex)
(&)

()
o
@)
™
™
()
()
)
o
()
()

(n)

(ex)

(n)

(n)
(n)

(n)

Fenitrotion

Fenotiocarb
Fenotrin

Fenoxaprop

Fenpropatrin
Fenpropimorf
Fentin-acetato

Fentin-hidroxido
Fention
Fentiosulf

Fentoato
Fenvalerato
Ferbam
Fipronil
Flamprop
Flamprop-M

Flocumafen
Fluazolato *

Flubenzimina

Flucitrinato

Flufenoxuron

Flumetralina

Fluosilicato de
bario

Fluosilicato
sodico

Flupirsulfuron-
metilo

Flurprimidol

Flurtamona

Flusilazol

Flusulfamida*

(n)
(n)
0)
(n)
(n)

(ex)
(n)

(n)

(n)

(nr)

()

(nr)

(ex)

0]

’:?;1:{238' (n) Tiofanato-metil
Norflurazona (n) Tiofanox
Nuarimol (n) Tiometon
Ofurace ") Tiocianaj[o de
potasio
Ometoato (n) Tiram
Ortosulfamurén (n) Tolifluanida
Oxadiargil (ex) Tolilftalam
Oxadixil (n) Tralkoxydim
Oxasulfurén (nr) Tralometrin
Oxicarboxina (n) Triadimefon
Oxidemeton- (ex) Triadimenol
metil
Oxadiazon (n) Triasulfurén
Oxinato de cobre (n) Triazamato
Paraquat ©) Triazofos
Trichoderma
Paration-etil (ex) atroviride Cepa:
IMI 206040
Paration-metil (ex) Triciclazol
Pebulato (n) Triclorfon
Perfluidona (n) Tridemorf
Permanganato . .
potasico (ex) Triflumizol
Permetrin - Trifluralina
Phlebiopsis
gigantea Cepa: (ex) Triforina
VRA 1985
CeEé;g\I/gF?,r&telag% (ex) Vamidotion
P. gigantea
Cepa: FOC PG (ex) Vernolato
B20/5
P. gigantea .
Cepa: FOCPG  (ex) \é'e‘;]'gltgn‘;e
SP log 6
P. gigantea
Cepa: FOC PG (ex) Vinclozolina
SP log 5
P. gigantea
Cepa: FOC PG (ex) Warfarina
BU 3
P. gigantea Yoduro de
Cepa: FOC PG (ex) tasi
BU 4 potasio
P. gigantea
Cepa: FOC .
pcoTnoeatsl () Zineb
11
P. gigantea
Cepa: FOC PG (ex) ZYMV *
B22/SP1287/3.1

(n)

()
(n)

(n)
(nr)

(ex)
(m
()
()
(n)

(n)
(nr)
(m
(n)
(nr)
(ex)

(ex)
()

(n)
(ex)

()

()

(n)

(sdc)

(ex)

(ex)

0]

(n) No defendida la inclusion

(nr) No renovacion

(i) Documentacién insuficiente
(v) Votada la exclusion, pendiente de publicacion
(sdc) Sin decision comunitaria

(ex) Excluida de lista positiva

(a) Anulacién de directiva de inclusién
(rv) Retirada voluntaria

(*) Sustancia activa nueva

(**) Presentada de nuevo (inclusion lista comunitaria)
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Anexo I1: Productos a base de microorganismos comercializados en Espafia

https://www.mapa.gob.es/es/agricultura/temas/sanidad-vegetal/productos-

fitosanitarios/reqistro/productos/consusact.asp

PRODUCTOS FITOSANITARIOS A BASE DE MICROORGANISMOS COMERCIALIZADOS

EN ESPANA

Nombre
comercial

Empresa
comercializadora

Microorganismo
(cepa)

Plaga/enfermedad objetivo

Blossom Protect

Aureo Shield

Botector

Taegro

Serifel

Integral pro

Amylo-X WG

Valcure

Votivo

Flocter

Bio-Ferm GmbH

Bio-Ferm GmbH

Bio-Ferm GmbH

Novozymes France
S.AS.

BASF Espafiola S.L.U.

BASF Espafiola S.L.U.

Mitsui Agriscience

International S.A./N.V.

Mitsui Agriscience

International S.A./N.V.

BASF Espafiola S.L.U.

Bayer Cropscience S.L.

A. pullulans (DSM 14940)
+ A. pullulans (DSM
14941)

A. pullulans (DSM 14940)
+ A. pullulans (DSM
14941)

A. pullulans (DSM 14940)
+ A. pullulans (DSM
14941)

B. amyloliquefaciens
(FZB24)

B. amyloliquefaciens (MBI
600)

B. amyloliquefaciens (MBI
600)

B. amyloliquefaciens

(subesp. plantarum, D747)

B. amyloliquefaciens

(subesp. plantarum, D747)

B. firmus (1-1582)

B. firmus (1-1582)

Botrytis spp., Erwinia spp., Penicillium
spp. y Pezicula spp.

Hongos postcosecha

Botrytis spp.

Alternaria spp., Botrytis cinerea,
Erysiphe cichoracaerum, Leveillula
taurica, Oidium neolycopersici, P.

infestans y Podsophaera xanthii

Botrytis spp., Trichoderma aggressivum

y Sclerotinia spp.

Leptosphaeria maculans, Phyllotreta
spp. y Psylliodes chrysocephala

Bacteriosis, Botrytis spp., Erwinia spp.,
Monilinia spp., Podosphaera aphanis,
Sclerotinia spp. y Stemphylium spp.

Botrytis spp., Fusarium spp., Phoma
spp., Phytophtora spp., P. aphanises,
Pythium spp., Rhizoctonia spp. y
Sclerotinia spp.

Ditylenchus dipsaci, Heterodera
schachtii, M. incognita y Pratylenchus

Spp.

Nematodos
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Erysiphe cichoracearum, E. necator, E.

suffulta, L. taurica, Microsphaera
Sonata Bayer Cropscience S.L. B. pumilus (QST 2808) grossulariae, O. neolycopersici,
Sphaeroteca fuliginea, Sphaerotheca
macularis y Sphaerotheca mors-uvae
Serenade AS Bayer Cropscience S.L. B. subtilis (QST 713) Botrytis spp.
Investigaciones y . .
. L . Bremia spp., E. cichoracearum, S.
Mildore Aplicaciones B. subtilis (IAB/BS03) . L .
. . fuliginea y Venturia inaequalis
Biotecnologicas S.L.

Alternaria spp., Bacteriosis, B. cinerea,
Cercospora spp., Colletotrichum spp.,
Erwinia spp., Fusarium spp., Fusarium
oxysporum, Monilinia spp.,
Mycosphaerella spp., Podosphaera
spp., Pseudomonas spp., Rhizoctonia

Serenade ASO Bayer Cropscience S.L. B. subtilis (QST 713)

spp., Sclerotinia spp., Sphaerotheca
spp., Stemphylium spp., y Xanthomonas
spp.

Bacteriosis, Botrytis spp., Cercospora
spp., Colletotrichum spp., Erwinia spp.,
. . Monilinia spp., Oidium mangiferae,
Serenade MAX Bayer Cropscience S.L. B. subtilis (QST 713)
Podosphaera spp., Pseudomonas spp.,
Sclerotinia spp., Sphaerotheca spp. y

Xanthomonas spp.

Anarsia spp., C. pomonella, Eupoecilia
ambiguella, Grapholita molesta,
Heliotis spp., Hyponomeuta spp.,
o o Lobesia botrana, Lymantria monacha,
Mitsui Agriscience o . . . o .
Turex 50 WG . B. thuringiensis aizawai Noctuidos, Ostrinia nubilalis, Pandemis
International S.A./B.V o o
spp., Pieris spp., Prays citri,
Sparganothis pilleriana, Spodoptera
spp., Thaumetopoea pityocampa y Tuta
absoluta

Acrolepia assectella, Agrotis segetum,

Capua reticulana, Chrysodeixis

chalcites, C. pomonella, Depressaria
B. thuringiensis ai i . . .
uringiensis aizawat erinaceella, Duponchelia fovealis, H.
Florbac Kenogard S.A . Mvthi ] tat
rmiger mna unipun
(ABTS-1857) armigera, Mythimna unipunctata,
Operophtera brumata, O. nubilalis, P.
rapae, Phytometra gamma, Plusia spp.,
Plutella xylostella, S. exigua, S.
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Xentari GD

Gnatrol SC

Delfin

Foray 48B

Foray 76B

Biobit 32

Bazthu-32

Geoda

Bactur 2X

Kenogard S.A

Kenogard S.A

Mitsui Agriscience
International S.A./N.V.

Kenogard S.A

Kenogard S.A

Kenogard S.A

Kenogard S.A

Kenogard S.A

Kenogard S.A

B. thuringiensis aizawai

(ABTS-1857)

B. thuringiensis israelensis
(AM65-52)

B. thuringiensis kurstaki
(SA-11)

B. thuringiensis kurstaki
(CABTS-351)

B. thuringiensis kurstaki
(CABTS-351)

B. thuringiensis kurstaki
(CABTS-351)

B. thuringiensis kurstaki
(CABTS-351)

B. thuringiensis kurstaki
(CABTS-351)

B. thuringiensis kurstaki

Anexos

littoralis, Trichoplusia ni, T. absoluta y
Vanessa cardui

A. assectella, A. segetum, C. reticulana,
C. chalcites, C. pomonella, D.
erinaceella, D. fovealis, H. armigera,
M. unipunctata, O. brumata, O.
nubilalis, P. rapae, P. gamma, Plusia
spp., P. xylostella, S. exigua, S.
littoralis, T.ni, T. absoluta y V. cardui

Sciaridae spp.

Adoxophyes orana, Anarsia lineatella,
Cacoecia rosana,

C. pomonella, E. ambiguella, L.
botrana, P. citri, Prays oleae, T.
absoluta y todo tipo de orugas

Choristoneura spp., Dendrolemus pini,
D. superans, Euproctis chrysorrhoea,
geométridos, Lymantria dispar,
L.monacha, T. pityocampa,
Malacosoma neustria, T.processionea, y
Tortrix viridana

E. chrysorrhoea, L. dispar, T.
pityocampa y T. viridana

Aglaope infausta, Autographa spp., C.
rosana, C. pomonella, E. ambiguella,
Helicoverpa spp., Hyponomeuta
malinellus, L. botrana, L. dispar, P.
citri, P. oleae y Spodoptera spp.

Autographa gamma, Helicoverpa spp.,
Mythimna unipuncta, Spodoptera spp. y
T.absoluta

A. infausta, A. gamma, C. rosana, C.
pomonella, E. ambiguella, Helicoverpa
spp., H. malinellus, L. botrana, L.
dispar, M. unipuncta, P. citri, P. oleae,
Spodoptera spp. y T. absoluta

A. infausta, A. gamma, C. rosana, C.

162



Anexos

Dipel DF

Belthirul-S

Bioscrop BT 32

Epsilon

Merger

Belthirul

Lepiback

Kenogard S.A

Probelte S.A.U

Probelte S.A.U

Probelte Factories
S.A.U.

Corteva Agriscience
Spain, S.L.U.

Probelte S.A.U

Probelte S.A.U

(CABTS-351)

B. thuringiensis kurstaki
(CABTS-351)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki

pomonella, E. ambiguella, Helicoverpa
spp., H. malinellus, L. botrana, L.
dispar, M. unipuncta, P. citri, P. oleae,
Spodoptera spp. y T. absoluta

A. infausta, A. gamma, C. rosana, C.
pomonella, E. ambiguella, Helicoverpa
spp., H. malinellus, L. botrana, L.
dispar, M. unipuncta, P. citri, P. oleae,
Spodoptera spp. y T. absoluta

E. ambiguella, Helicoverpa spp. y L.
botrana

A. infausta, A. lineatella, Archips
rosanus, Archips podanus, Argyrotaenia
pulchellana, A. gamma, C. rosana, C.
pomonella, Cydia molesta, E.
ambiguella, H. armigera, H. malinellus,
L. botrana, M. neustria, Orgya spp.,
Pieris spp., P. citri, P. oleae, P.
xylostella y Spodoptera spp.

A. infausta, A. lineatella, A. rosanus, A.
podanus, A. pulchellana, A. gamma, C.
rosana, C. pomonella, C. molesta, E.
ambiguella, H. armigera, H. malinellus,
L. botrana, M. neustria, Orgya spp.,
Pieris spp., P. citri, P. oleae, P.
xylostella y Spodoptera spp.

A. lineatella, A. rosanus, A. podanus, A.
pulchellana, A. gamma, C. rosana, C.
pomonella, C. molesta, E. ambiguella,
H. armigera, H. malinellus, L. botrana,
M. neustria, Orgya spp., Pieris spp., P.

citri, P. oleae, P. xylostella y
Spodoptera spp.

A. lineatella, A. rosanus, A. podanus, A.
pulchellana, A. gamma, C. rosana, C.
pomonella, C. molesta, E. ambiguella,
H. armigera, H. malinellus, L. botrana,
M. neustria, Orgya spp., Pieris spp., P.

citri, P. oleae, P. xylostella y
Spodoptera spp.

A. infausta, A. lineatella, A. rosanus, A.
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Bioscrop BT 16

Presa 16

Belthirul 16 SC

Costar

Rapax AS

Probelte S.A.U

Industrias Afrasa S.A.

Probelte S.A.U

Mitsui Agriscience

International S.A./N.V.

CBC (Europe) S.R.L.

(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(PB-54)

B. thuringiensis kurstaki
(SA-12)

B. thuringiensis kurstaki

(EG 2348)

Anexos

podanus, A. pulchellana, A. gamma, C.
rosana, C. pomonella, E. ambiguella, H.
armigera, H. malinellus, L. botrana, L.
dispar, M. neustria, Orgya spp., Pieris
brassicae, Plusia spp., P. citri, P. oleae,
P. xylostella, Spodoptera spp. y T.
absoluta

A. infausta, A. lineatella, A. rosanus, A.
podanus, A. pulchellana, A. gamma, C.
rosana, C. pomonella, E. ambiguella, H.
armigera, H. malinellus, L. botrana, L.
dispar, P. brassicae, Plusia spp., P.
xylostella, P. citri, P. oleae y
Spodoptera spp.

A. infausta, A. lineatella, A. rosanus, A.
podanus, A. pulchellana, A. gamma, C.
rosana, C. pomonella, E. ambiguella, H.
armigera, H. malinellus, L. botrana, L.
dispar, P. brassicae, Plusia spp., P.
xylostella, P. citri, P. oleae, Spodoptera
spp. y T. absoluta

A. infausta, A. lineatella, A. rosanus, A.
podanus, A. pulchellana, A. gamma, C.
rosana, C. pomonella, C. molesta, E.
ambiguella, H. armigera, H. malinellus,
L. botrana, Pectinophora gossypiella,
Plusia spp., P. xylostella, P. citri, P.
oleae, Spodoptera spp., T. pityocampa y
T. absoluta

A. lineatella, A. rosanus, A. podanus, A.
pulchellana, A. gamma, H. armigera, L.
botrana, O. brumata, Plusia spp., P.
citri, P. oleae y T. absoluta

A. orana, A. segetum, A. lineatella, A.
rosanus, A. podanus, A. pulchellana, C.
chalcites, Ephestia spp., E. ambiguella,

Euproptis spp., Evetria buoliana,
Gortyna xanthenes, G. molesta, H.
armigera, Hyphantria cunea, H.
malinellus, L. botrana, L.dispar, L.
monacha, M. neustria, Mamestra
brassicae, M. oleracea, O. brumata, O.
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Cordalene

Lepinox PLUS

Cedomon

Cerall

Proradix

Julietta

Naturalis

Botanigard

Botanigard 22
WP

Ostrinil

Agrichem S.A.

Agrichem S.A.

Koppert B.V.

Koppert B.V.

SP Sourcon Padena
GmbH

Agrauxine S.A.

CBC lberia S.A.U.

Certis Europe B.V.

Certis Europe B.V.

Avrysta Lifescience
S.AS.

B. thuringiensis kurstaki

(EG 2348)

B. thuringiensis kurstaki

(EG 2348)

P. chlororaphis

P. chlororaphis

Pseudomonas sp. (DSMZ
13134)

S. cerevisiae (LAS02)

B. bassiana (ATCC
74040)

B. bassiana (GHA)

B. bassiana (GHA)

B. bassiana (147)

nubilalis, Pandemis cerasana,
Phthorimaea operculella, P. citri, P.
oleae, S. littoralis, T. pityocampa, T.
viridana y T. absoluta,

A. lineatella, A. rosanus, A. podanus, A.
pulchellana, A. gamma, Cacoecia spp.,
Capua spp., G. molesta, H. armigera, L.
botrana, L. monacha, Pandemis spp.,
Plusia spp., P. citri, P. oleae y T.
pityocampa

A. orana, A. lineatella, A. rosanus, A.
podanus, Archips podana, A.
pulchellana, C. chalcites, E.

ambiguella, Euzophera bigella, G.
xanthenes, G. molesta, H. armigera, L.
botrana, M. brassicae, Mamestra
olearacea, Orgyia antiqua, O. nubilalis,
P. cerasana, P. brassicae, P. xylostella,
S. littoralis, S. exigua y T. absoluta

Hongos transmitidos por semillas
Hongos transmitidos por semillas

Fusarium spp., Helminthosporium
solani, Rhizoctonia spp. y Rhizoctonia
solani

B. cinerea y Monilinia sp.

Aphidos, Agriotes spp., Bactrocera
oleae, Bemisia tabaci, Cacopsylla pyri,
Ceratitis capitata, Eotetranychus
carpini, Frankliniella occidentalis,
Panonychus ulmi, Rhagoletis cerasi,
Tetranychus urticae, Thrips spp. y
Trialeurodes vaporariorum

Aphidos, B. tabaci, C. pyri, T. urticae y
T. vaporariorum

Aphidos, B. tabaci, F. occidentalis, T.
urticae y T. vaporariorum

Paysandisia archon y Rynchophorus

ferrugineus
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Serenisim

Prestop

Preferal

Mycotal

Met52 OD

Futureco Nofly
WP

Bioact Prime

Bioact WG

Polyversum

Blindar

Bioten

Remedier

Tusal

T34 Biocontrol

Xedavir

Vintec

Arysta Lifescience
S.AS.

Danstar Ferment AG

Biobest Group N.V.

Koppert B.V.

Novozymes France
S.AS.

Futureco Bioscience
S.A.

Bayer Cropscience S.L.

Bayer Cropscience S.L.

Agrichem S.A.

Isagro S.P.A

Isagro Espafa S.L.

Isagro S.P.A.

Timac Agro Espafia S.A.

Biocontrol Technologies
S.L.

Xeda Italia S.R.L.

Bipa N.V.

B. bassiana
(NPP111B005)

G. catenulatum (J1446)

I.fumosorosea (Apopka
97)

L. muscarium (Ve6)

M. anisopliae var.
anisopliae (F52)

P. fumosoroseus (FE
9901)

P. lilacinus (251)

P. lilacinus (251)

P.oligandrum (M1)

T. asperellum (ICC012) +

T. gamsii (1CC080)

T. asperellum (ICC012) +

T. gamsii (1CC080)

T. asperellum (ICC012) +

T. gamsii (1CC080)

T. asperellum (T25) +

T. atroviride (T11)

T. asperellum (T34)

T. asperellum (TV-1)

T. atroviride (SC1)

Anexos

Cosmopolites sordidus y R. ferrugineus

B. cinerea, Didymella bryoniae,
Fusarium spp., Pythium spp.,
Phytophtora spp. y Rhizoctonia spp.

B. tabaci y T. vaporariorum

B. tabaci y T. vaporariorum

B. tabaci, F. occidentalis, T. urticae y T.
vaporariorum

B. tabaci, F. occidentalis y T.
vaporariorum

Meloidogyne spp.

Meloidogyne spp.

B. cinerea, Sclerotinia sclerotiorum y
Sphaerotheca fuliginea

Armillaria spp., Phytophtora spp., S.
sclerotiorum, Stemphylium spp. y

Verticillium spp.

Pythium spp., Phytophtora spp., S.
sclerotiorum y Verticillium spp.

Pythium spp., Phytophtora spp., y S.
sclerotiorum

Fusarium spp., Pythium spp.,
Phytophtora spp., Rhizoctonia spp. y S.
sclerotiorum

F. oxysporum f. sp. dianthi y P.
aphanidermatum

Pythium spp., Phytophtora spp.,
Rhizoctonia spp. y Verticillium spp.

B. cinerea, Eutypa lata,
Phaeoacremonium aleophilum,
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Tri-Soil

Esquive WP

Trianum P

Trianum G

C-Xtreme

Carpovirusina

Carpovirusine
EVO2

Granupom TOP

Madex TOP

V10

Verpavex

Helicovex

Splivex

Littovir

Agrauxine S.A.

Agrauxine S.A.

Koppert B.V.

Koppert B.V.

Serbios S.R.L.

Arysta Lifescience s.a.s.

Arysta Lifescience s.a.s.

Andermatt Iberia S.L.

Andermatt Iberia S.L.

Valto B.V.

Andermatt Iberia S.L.

Andermatt Iberia S.L.

Andermatt Iberia S.L.

Andermatt Iberia S.L.

T. atroviride (1-1237)

T. atroviride (1-1237)

T. harzianum rifai (T-22)

T. harzianum rifai (T-22)

Granulovirus de C.

pomonella (mexicano)

Granulovirus de C.

pomonella (mexicano)

Granulovirus de C.
pomonella (R5)

Granulovirus de C.
pomonella (V15)

Granulovirus de C.
pomonella (V15)

Virus del mosaico del

pepino dulce (VC1) +

Virus del mosaico del
pepino dulce (VX1)

H. armigera
nucleopolyedrovirus
(DSMZ: BV-0003)

H. armigera
nucleopolyedrovirus
(DSMZ: BV-0003)

S. littoralis
nucleopoliedrovirus
(SpliNPV) (BV-0005)

S. littoralis

nucleopoliedrovirus

Phaeomoniella chlamydospora y S.
sclerotiorum,

Fusarium spp., Pythium spp.,
Rhizoctonia spp. y S. sclerotiorum

Botryosphaeria obtusa, E. lata, P.

aleophilum y P. chlamydospora

Fusarium spp., Pythium spp.,
Rhizoctonia spp. y S. sclerotiorum

Fusarium spp., Pythium spp.,
Rhizoctonia spp. y S. sclerotiorum

C. pomonella

G. molesta y C. pomonella

G. molesta y C. pomonella

C. pomonella

C. pomonella

Virus del mosaico del pepino

H. armigera

H. armigera

S. littoralis

S. littoralis
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pmv-01

Abioprotect

de ceuster meststoffen

n.v.

Abiopep S.L.

(SpliNPV) (BV-0005)

Virus del mosaico del
pepino (CH2, 1906)

Virus del mosaico del
pepino (EU, Abpl) +
Virus del mosaico del
pepino, (CH2, Abp2)

Anexos

Virus del mosaico del pepino

Virus del mosaico del pepino
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https://www.mapa.gob.es/app/consultafertilizante/consultafertilizante.aspx

PRODUCTOS FERTILIZANTES Y ABONOS A BASE DE MICROORGANISMOS
COMERCIALIZADOS EN ESPANA

. Nombre Empresa . . Cultivo
Tipo de producto . o Microorganismo .
comercial comercializadora objetivo
Symborg Business o i
MycoUp G. iranicum Horticolas
Development S.L.
. Symborg Business o Herbaceos
Resid HC G. iranicum )
Development S.L. extensivos
Team Agrotecnologias R.irregulare y F. ;
. . Horticolas
Microgranulo Naturales S.L.U. mosseae
Micorrizas Aegis SYM Agrotecnologias . .
. R. irregulare Semilleros
Pastilla Naturales S.L.U.
Symborg Business . ;
Mycoup 360 G. iranicum Horticolas
Development S.L.
Lanaplus Eric Lainco S.A. P. fortinii y O. maius Lefiosos
. Symborg Business o Herbéaceos
Resid MG G. iranicum .
Development S.L. extensivos
. . Symborg Business . ;
TrichoSym Bio T. harzianum Horticolas
Development S.L.
. . Horticolas,
Microorganismos no L . . B
. o Clamiradis Bioera S.L.U. P. chlamydosporia lefiosos y
micorricicos (hongos) .
semilleros
) ) Alltech Crop Science o Horticolas y
Contribute™ Aid . T. koningiopsis .
Iberia S.L. lefiosos
Horticolas,
B. altitudinis, B. herbéceos
Bactel Fert Bioera S.L.U. licheniformis y B. extensivos,
. . megaterium lefiosos
Microorganismos no g y
. - semilleros
micorricicos
bacterias .
( 1as) Horticolas,
Bio-Iliberis Research and ] herbaceos
Fosfogel P. putida .
Development S.L extensivos,
lefiosos y

169


https://www.mapa.gob.es/app/consultafertilizante/consultafertilizante.aspx

170

Radisane HORT

Radisane LENOS

Bactel FRUT

Bactifol

Gama de
productos
"Bulhnova"

Bird-OR 500

BN-Azos

Radisane DS

Contribute ibNP

Contribute ibP

Gama de
Productos
Strongest

Legumefix

Bioera S.L.U.

Bioera S.L.U.

Bioera S.L.U.

Bioera S.L.U.

Bioera S.L.U.

Bio-Iliberis Research and

Development S.L

Bioldgica Nature S.L.U.

Bioera S.L.U.

Alltech Crop Science
Iberia S.L.

Alltech Crop Science

Iberia S.L.

Probelte S.A.U.

Calidad Pascual S.A.U.

B. subtilis,

B. amyloliquefaciens y

B. methylotrophicus

B. subtilis,

B. amyloliquefaciens y

B. methylotrophicus

B. megaterium, B.
subtilis,

B. pumilus, B.
licheniformis y B.
methylotrophicus

B. subtilis y B.
velezensis

A. brasilense y P.

dispersa

P. putida y A.
chroococcum

A. chroococcum

B. subtilis, B. velezensis
y

B. methylotrophicus

P. putida y A.brasilense

P. putida

A. brasilensa

B. japonicum

Anexos

semilleros

Horticolas y
semilleros

Lefiosos y
semilleros

Horticolas,
herbaceos
extensivos,
lefiosos y
semilleros

Horticolas,
lefiosos y
semilleros

Horticolas y
lefiosos

Horticolas

Horticolas

Horticolas,
lefiosos y
semilleros

Horticolas y
lefiosos

Horticolas y

lefiosos

Horticolas

Herbéaceos
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Likuiq

Soluzymes

Ferttybyo

(Effective
Control
Organisms) -
Fitoagroactiv

EM-
Fitoagroactiv

Quantum Light

Gama de
Productos Oriola

Biophos

Megathec

BlueN

Gama de
productos
Biopron

Azonic

Unigreen Avanto

Unigreen Power
s

Susor

Comercial Quimica
Masso S.A.

Icrop Box S.L.

Arvensis Agro S.A.

Instituto Biotecnologico
Healthyplants S.L.

Instituto Biotecnologico
Healthyplants S.L.

Siorel Expansion S.L.

Biogroot S.A.U.

Establecimientos Hefe
S.L.

Xem Abonos S.L.

Symborg Business
Development S.L.

Probelte S.A.U.

Establecimientos Hefe
S.L.

Green Universe
Agriculture S.L.

Green Universe
Agriculture S.L.

Avanzabio Agro S.L.

B. elkanii

P. putida

A. brasilense

B. mojavensis y R.

phaseoli

B. mojavensis

R. palustris

A. brasilense y P.
dispersa

B. velezensis

B. megaterium

M. symbioticum

A. brasilense y P.
dispersa

A. veterisilvae

B. amyloliquefaciens y

B. licheniformis

B. amyloliquefaciens y

P. fluorescens

B. licheniformis, B.

pumilus,

extensivos

Herbéaceos

extensivos

Horticolas y
lefiosos

Horticolas

Herbéaceos

extensivos

Horticolas y
herbaceos
extensivos

Horticolas

Horticolas y
lefiosos

Semillero

Horticolas

Horticolas

Horticolas,
lefiosos y
semilleros

Semillero

Lefiosos

Lefiosos

Horticolas y
semilleros
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Contribute™ ibK

Bactrium

Alltech Crop Science
Iberia S.L.

Agrotecnologias
Naturales S.L.U.

B. safensis y B.
velezensis

B. megaterium

B. megaterium

Anexos

Horticolas y
lefiosos

Horticolas

Microorganismos no
micorricicos

(mixto: hongos +
bacterias)

Abono con
microorganismos no
micorricicos

(bacterias)

172

Condor Shield

Manvert Acticrop

Biobizz Microbes

BN-Renov Micro

Bioptimus

Sullicab

Tricobest

Fertiberia abono
NPK con
rizobios de
equilibrio 1-2-2

Fitoagroactiv

Agrotecnologias
Naturales S.L.U.

Biovert S.L.

Biobizz Worldwide S.L.

Bioldgica Nature S.L.U.

Lainco S.A.

Corteva Agriscience

Spain S.L.U.

Quimicas MeristemS.L.

Fertiberia S.A.

Instituto Biotecnologico
Healthyplants S.L.

T. koningii y B.
megaterium

P. bilaiae,

B. amyloliquefaciens y

T. saturnisporum

B. megaterium, B.

pumilus,

B. licheniformis, B.
velecensis y T.
harzianum

B. siamensis,

B. amyloliquefaciens,

B. megateriumy P.

fluorescens

P. putida

B. licheniformis, B.

pumilus, B.safensis y B.

velezensis

T. harzianum

R. rizobiaceae

B. mojavensis y R.
phaseoli

Horticolas

Horticolas y
lefiosos

Horticolas

Horticolas,
lefiosos y
semilleros

Horticolas y
semilleros

Horticolas

Herbéceos

extensivos

Herbéaceos
extensivos
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BN-Fusver Bioldgica Nature S.L.U. B. subtilis Horticolas
BN-Nova Bioldgica Nature S.L.U. L. xylanilyticus Horticolas
B. megaterium y
Boden Eibol Iberica S.L. Horticolas
A. chroococcum
Radiko Eibol Iberica S.L. P. koreensis Horticolas
RizoSphere Life o . Herbaceos
Fertiberia S.A. R. leguminosarum .
LET121E extensivos
RizoSphere Life L . 3
Fertiberia S.A. R. leguminosarum Horticolas
LET123H
RizoSphere Life L . Herbaceos
Fertiberia S.A. R. leguminosarum .
LET122E extensivos
RizoSphere Life o . 3
Fertiberia S.A. R. leguminosarum Horticolas
LET122H
. . o B. subtillis y B. .
Pvida Soil Bioldgica Nature S.L.U. . Lefiosos
megaterium
o B. subtillis y B. Horticolas y
BN-Renov Bioldgica Nature S.L.U. . .
megaterium lefiosos
Sociedad Europea de .
o ] . Horticolas y
Radisei Intercambio de Productos B. subtillis .
] lefiosos
Agricolas S.A.
R. irregulare, F.
m
. . Agrotecnologias osseae, i
Asir Horto Bio Horticolas
Naturales S.L.U. -
T. koningii y B.
m rium
Abono con egateriu
microorganismos R. irregulare, F.
m
. Agrotecnologias osseae, i
Asir Horto Horticolas
Naturales S.L.U. -
T. koningii y B.
megaterium
Mezcla de . . R. irregulare, F.
i i i rotecnologias mosseae B
microorganismos Team Horticola J 9 y Horticolas

(micorrizas y no

Naturales S.L.U.

B. megaterium
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micorrizas)

Bioradis Sol

Bioradis Tablet

Bioradis Difusa

Aegis SYM

Irriga

Emeoro MIX

Bioradis GEL

Bioera S.L.U.

Bioera S.L.U.

Bioera S.L.U.

Agrotecnologias
Naturales S.L.U.

Timac Agro Espafia S.A.

Bioera S.L.U.

R. irregularis, S.
deserticola, F. mosseae,
C. etunicatum,

C. claroideu, B.
megaterium, B. subtilis,
B. altitudinis y

B. licheniformis

R. irregularis, S.
deserticola, F. mosseae,
C. etunicatum,

C. claroideu, B.
megaterium, B. subtilis,
B. altitudinis y

B. licheniformis

R. irregularis, S.
deserticola, F.mosseae,

C. etunicatum,

C. claroideu, B.
megaterium, B. subtilis,
B. altitudinis y

B. licheniformis

R. irregularis y B.

megaterium

R. irregularis, S.

deserticola, F. mosseae,

B. megaterium, B.

subtilis,

B. pumilusy S.

cerevisiae

R. irregularis, S.
deserticola, F. mosseae,
C. etunicatum,

C. claroideu, B.
megaterium, B. subtilis,

Anexos

Horticolas,
herbaceos
extensivos,
lefiosos y
semilleros

Horticolas y
herbaceos

extensivos

Herbéceos

extensivos

Horticolas

Horticolas y
lefiosos

Lefiosos y
semilleros
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Bioradis Plant

Bioradis Power

Lanaplus

B. altitudinis y

B. licheniformis

R. irregularis, S.
deserticola, F. mosseae,
C. etunicatum,

Bioera S.L.U. C. claroideu, B.
megaterium, B. subtilis,
B. altitudinis y

B. licheniformis

R. irregularis, S.
deserticola, F. mosseae,
C. etunicatum,

Bioera S.L.U. C. claroideu, B.
megaterium, B. subtilis,
B. altitudinis y

B. licheniformis

R. irregularis, S.
deserticola, C.
Lainco S.A. etunicatum, B.
megaterium, B. subtilis

y B. licheniformis

Horticolas y
lefiosos

Herbéaceos
extensivos

Horticolas,
herbaceos
extensivos,
lefiosos y
semilleros
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Anexo I11: Preparacién de los medios de cultivo empleados en los ensayos

La totalidad de los medios de cultivos empleados durante los ensayos de la presente Tesis
se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante 20 minutos. Todos los medios se enrasaron con
agua destilada.

Medio PDA: Potato Dextrose Agar

Reactivo Cantidad
Potato Dextrose 26,5 g/L
Agar 20,0 g/L

Medio CAS (Chrome-azurol S) agar:

- Solucion 1: 10x MM9. Se preparan 100 mL (se esteriliza en autoclave a 120 + 1 °C durante
20 min).

Reactivo Cantidad
Cloruro aménico: NH,CI 109
Cloruro de sodio: NaCl 0549
Fosfato dipotésico: K,HPO, 0,3¢g
Agua: H,0 100 mL

- Solucion 2: CAS-HDTMA. Se preparan 100 mL (se esteriliza en autoclave a 120 £ 1 °C
durante 20 min).

Reactivo Cantidad
Cromo Azurol S 60,5 mg
Cloruro de hierro (I11) hexa-hidratado: FeCl;-6H,0 10,0 mL
Acido clorhidrico: HCI 10,0 mM
Hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) 72,9 mg
Agua: H,O 40,0 mL

- Solucion 3: Se preparan 120 mL (se esteriliza en autoclave a 120 + 1 °C durante 20 min).

Reactivo Cantidad
D-Glucosa 29
Solucioén de cloruro magnésico: MgCl, 10 mL (1 M)
Solucién de cloruro célcico: CaCl, 10 mL (100 mMm)
Agua: H,O 100 mL

- Solucién 4: Se esteriliza mediante microfiltracion.

Reactivo Cantidad
~ Tiamina + H,0 2mg+4mL
Acido nicotinico + H,0 2mg+4mL
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- Solucién 5: Cas aminoéacidos al

10 % desferrados. Se
Unicamente 30 mL (se esteriliza mediante microfiltracion).

preparan 200 mL, tomando

Reactivo Cantidad
CAS aminoécidos 109

Agua: H,0O 100 mL
8-Hidroxiquinolina 34

Cloroformo 100 mL

- Solucién 6: Se ajusta el pH a 6,8 y se esteriliza en autoclave a 120 + 1 °C durante 20 min.

Reactivo Cantidad
Acido piperazina-N 30,25 ¢
Hidroxido de sodio: NaOH 5304g
Solucién 1: MM9 100,00 mL
Agar 15,009
Agua: H,O 750 mL

Mezcla de componentes para preparacion del CAS: Una vez preparada la solucion 6, se
afiaden (mezclando energicamente, pero evitando la formacion de burbujas):

Reactivo Cantidad
Solucién 1 (CAS aminodcidos 10 %, desferrado) 30 mL
Solucién 2 (CAS + HDTMA) 100 mL
Solucién 3 (D-Glucosa + MgCl + CaCl, + H,0) 12 mL
Solucion 4 (Tiamina + acido nicotinico + H,0) 8 mL
Medio GPB: Glucose Peptone Broth
Reactivo Cantidad
Peptona 3,0000 g/L
D-Glucosa 10,0000 g/L
Fosfato monopotasico: KH,PO, 0,6000 g/L
Sulfato de zinc: ZnSO, 0,0010 g/L
Sulfato de hierro: FeSO, 0,0005 g/L
Sulfato de manganeso: MnSO, 0,0500 g/L
Sulfato de magnesio: MgSO, 0,5000 g/L
Sulfato de cobre: CuSO, 0,0100 g/L
Medio PDB: Potato Dextrose Broth
Reactivo Cantidad
Potato Dextrose 26,5 g/L
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Medio NBRIP: National Botanical Research Institute's Phosphate growth medium

Reactivo Cantidad
D-Glucosa 4,00 g/L

Fosfato tricalcico: Cag(POy,), 10,00 g/L
Cloruro magnésico hexa-hidratado: MgCI-6H,0 5,00 g/L
Sulfato de magnesio hepta-hidratado: MgSO,-7H,0 0,25 g/L
Cloruro potasico: KCI 0,20 g/L
Sulfato aménico: (NH,)SO, 0,10 g/L

Medio Pikovskaya agar:

Reactivo Cantidad

D-glucosa 10,000 g/L

Fosfato tricalcico: Caz(POy), 5,000 g/L

Sulfato de amonio: (NH,4),SO, 0,500 g/L
Extracto de levadura 0,500 g/L

Cloruro de sodio: NaCl 0,200 g/L

Cloruro de potasio: KCI 0,200 g/L

Sulfato de magnesio hepta-hidratado: MgSQ,4-7H,0 0,100 g/L
Sulfato de manganeso hidratado: MnSO,4-H,0 0,004 g/L
Sulfato de hierro hepta-hidratado: FeSO4-7H,0 0,002 g/L
Agar 15,000 g/L

178



