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Interés y objetivos

2.1. INTERES

En los ultimos afios se viene observando una disminucion en el uso de productos
fitosanitarios para el control de enfermedades. Esto es debido a la pérdida de efectividad
de los agroquimicos por la aparicion de nuevas cepas de patdgenos resistentes, a la
tendencia del mercado a demandar productos libres de residuos y al importante daio

medioambiental causado, entre otros factores.

Determinados microorganismos juegan un papel importante en la regulacion
natural de las poblaciones de patdgenos. Por ello, el uso de agentes de control bioldgico se
muestra como un complemento o alternativa al control quimico (Santos et al., 2010),
haciendo necesaria la busqueda de organismos capaces de controlar las principales

enfermedades de los cultivos.

Los microorganismos antagonistas presentan una serie de mecanismos mediante los
cuales ejercen su efecto biorregulador, como son la competencia directa por el espacio y
los nutrientes; la secrecion extracelular de enzimas hidroliticas como quitinasas, celulasas,
etc.; el parasitismo directo; y la produccion de sustancias antibioticas, ya sean de
naturaleza volatil o no volatil (Ajith y Lakshmidevi, 2010). Ademas, -ciertos
microorganismos crean un ambiente favorable a la planta, con mecanismos como la
induccion de resistencia y la solubilizacion de nutrientes no accesibles en su forma original

por la planta (Benitez et al., 2004).

La caracterizacion de las distintas especies fungicas ha estado basada
principalmente en criterios como el tamafio de las conidias, el color y la forma, el patron y
la frecuencia de ramificacion del micelio y otras caracteristicas morfologicas que no son
muy fiables. Estudios recientes recurren a métodos moleculares basados en la técnica de la
PCR (reacciéon en cadena de la polimerasa) por su alta fiabilidad en la identificacion de

especies (Maymon et al., 2004).

Tras el estudio por Santos et al. (2009) de suelos supresivos a la fusariosis vascular
se pudieron aislar una serie de microorganismos con una alta capacidad antagonista in vitro
frente a diferentes fitopatogenos, mostrando algunos de ellos, ademds, capacidad

promotora del crecimiento vegetal. La identificacion de estos microorganismos constituye
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un paso de vital importancia para el estudio de las posibles aplicaciones de los mismos

como agentes de control biologico.

2.2. OBJETIVOS

1.- Identificacion y caracterizacion de aislados con alta capacidad antagonista in vitro de
patégenos y promotora del crecimiento vegetal de los cultivos horticolas mediante
métodos moleculares basados en la técnica de amplificacion al azar de ADN

polimérfico (RAPD-PCR) y la PCR, secuenciando las regiones ITS del ADNTr.

2.- Evaluacion de la capacidad de los metabolitos volatiles y no volatiles producidos por
diferentes aislados fingicos para inhibir el crecimiento micelial in vitro de algunos de

los patdgenos de mayor importancia en los cultivos:

e Fusarium oxysporum f. sp. niveum incitante de la fusariosis vascular de la
sandia.

e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici agente causal del marchitamiento
vascular del tomate.

e Fusarium solani productor de podredumbres en el tallo de distintos cultivos.

e Phytophthora parasitica agente causal de la podredumbre de tomate.

e Verticillium dahliae incitante de la verticilosis del olivo.

e Didymella bryoniae productor del chancro gomoso del tallo en melon.

e Botrytis cinerea causante de la podredumbre gris.

e Pythium sp. causante de caidas de plantulas.
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3.1. CONTROL BIOLOGICO

3.1.1. Introduccidn

La utilizacién de productos fitosanitarios en el control de enfermedades de
plantas es un elemento clave en la agricultura intensiva. Los pesticidas quimicos son
econémicos y actuan rapidamente, a pesar de que la tendencia es la reduccion de su
aplicacion debido a la pérdida de efectividad de los mismos por la aparicion de nuevas
cepas de patdgenos resistentes, a la tendencia del mercado a demandar productos libres de
residuos y a que causan un importante dafio medioambiental, entre otros factores. A esto

hay que unir las restricciones en cuanto al uso de materias activas en la agricultura.

En general, los microorganismos actian de forma beneficiosa en la planta, y tan
s0lo una minima proporciéon de ellos actuian de forma negativa sobre ésta, causandole
enfermedad. En la naturaleza, lo normal es que las plantas estén sanas debido a un
mecanismo de autorregulacion de poblaciones. A esta autorregulacion se le denomina

control biolégico (Mondino y Vero, 2006).

Wilson y Wisniewski (1994) definen el control biologico (CB), indicando que éste
no se reduce solo al empleo de microorganismos, sino que es toda forma de control que no
implica el uso de plaguicidas de sintesis quimica, incluyendo asi el uso de sustancias
naturales, como son los extractos vegetales, y la induccion de resistencia en las plantas por
diferentes mecanismos. Segiin Van Driesche y Bellows (1996), “el control biologico es el
uso de parasitoides, depredadores, patdogenos, antagonistas y poblaciones competidoras
para suprimir una poblacion de plagas, haciendo ésta menos abundante y por tanto menos

dafiina que en ausencia de éstos".

La principal ventaja que poseen los agentes de control biologico (ACB) frente a los
agroquimicos es que, debido a su complejo modo de accion, resulta muy improbable la
aparicion de cepas resistentes del patdgeno. Ademds, suelen ser microorganismos
pertenecientes a la flora autdctona, por los que son medioambientalmente compatibles
(Rincon, 2004). Por ello, la aplicacion de agentes de control bioldgico puede considerarse

como una alternativa o un complemento al control quimico (Santos et al., 2008).
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El conocimiento de las interacciones entre los propios microorganismos y de éstos
con las plantas nos puede permitir disefiar estrategias para frenar o controlar el desarrollo

de una enfermedad (Santos et al., 2008).

3.1.2. Agentes de control bioldgico (ACB)

Existen numerosas referencias bibliograficas donde se expone el uso de bacterias,
hongos, levaduras y virus como agentes de control bioldgico para el control de
enfermedades. La seleccion de aislados que han mostrado antagonismo microbiano, ¢
incluso, han dado lugar a un mayor desarrollo de la planta, ha permitido desarrollar
formulados comerciales cuyo ingrediente activo son hongos, levaduras, bacterias o una

mezcla de éstos (Santos et al., 2008).

Los agentes de control biolégico mas estudiados, de los cuales se han desarrollado
mas formulaciones comerciales, han sido los hongos filamentosos. Entre ellos cabe
destacar los casos de Ampelomyces quisqualis, hongo micoparasito de oidios, el cual tiene
un comportamiento curativo, y distintas especies de Trichoderma y Gliocladium (Santos y
Dianez, 2010).

La interaccion entre los componentes del triangulo de la enfermedad (patdogeno-
planta susceptible-ambiente favorable) y el propio antagonista suele ser muy especifica.
Esto tiene su ventaja, ya que el ACB va a actuar de forma inhibitoria frente al patogeno de
interés pero, sin embargo, lleva a que cada tipo de formulado comercial sea especifico para
un determinado patogeno, y habria que disefar un producto especifico para cada

patosistema.

Cuando se produce la aplicacion de agentes de control bioldgico se debe tener en
cuenta que tipo de microorganismos estan presentes de forma natural en la planta. Ello nos
permitird una mayor eficacia en el control de los patéogenos (Santos y Dianez, 2010). La
aplicacion de productos comerciales se plantea sin tener en cuenta este hecho (Santos y
Didnez, 2010). La utilizacién de microorganismos aislados de sitios semejantes a donde
van a ser aplicados implica una mejor adaptacion de los mismos, dando lugar a un

biocontrol mas eficaz (Santos y Dianez, 2010).
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3.1.3. Suelos supresivos

La receptividad de un suelo se define como la capacidad de éste para permitir que
un agente fitopatogeno se instale, desarrolle, conserve y exprese su capacidad patogénica
sobre una planta susceptible (Alabouvette et al., 1993). El término suelo o sustrato
supresivo se aplica a aquéllos en los que las enfermedades causadas por determinados
patégenos no se manifiestan o lo hacen minimamente, a pesar de que los fitopatdogenos
estan naturalmente presentes o artificialmente introducidos, de cultivar un huésped
susceptible y de que el ambiente aéreo sea favorable (Baker y Cook, 1974; Schroth y
Hanncock, 1981). Dado que el término supresividad es opuesto al de receptividad,
podemos definirlo también como la capacidad de éste para no permitir que un agente
fitopatogeno se instale, desarrolle, conserve y exprese su capacidad patogénica sobre una

planta susceptible (Dianez, 2005).

En los ecosistemas naturales, la existencia de supresividad a enfermedades en los
suelos no es algo excepcional como generalmente sucede en los sistemas agricolas, sino
que es la enfermedad la que constituye una excepcion cuando se respeta y mantiene la

biodiversidad y fertilidad natural de los suelos (Dianez, 2005).

La deteccion del fenomeno de supresividad en los suelos ocurre cuando la
incidencia o la severidad de una enfermedad es menor de la esperada para las condiciones
ambientales existentes (Cook y Baker, 1983). Para la medida de la supresividad es
importante aislar el efecto suelo de otras posibles fuentes de variacion tales como la
densidad de inoculo, el cultivar, las condiciones climaticas o el manejo cultural

(Couteaudier et al., 1987; Rouxel et al., 1991).

Un ejemplo clasico de supresividad natural en los suelos es la supresividad
frente los marchitamientos vasculares producidos por Fusarium oxysporum. Este fendmeno
fue por primera vez reconocido en el siglo XIX por en cultivos de algodon (Atkinson,
1892; Weller et al., 2002) y fue posteriormente descrito para otros muchos suelos y
cultivos en todo el mundo (Smith y Zinder, 1971; Toussoun, 1975; Scher y Baker,
1980; Alabouvette, 1986; Hopkins et al., 1987; Sneh et al., 1987; Peng et al., 1999;
Dominguez et al., 2002). La supresividad a marchiteces vasculares producidas por F.

oxysporum en estos suelos limita o reduce la severidad de la enfermedad en muchas
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especies vegetales (Cook y Baker, 1983; Alabouvette, 1990). Esta supresividad es
generalmente de origen natural, aunque puede ser en algunos casos inducida
mediante practicas culturales como el monocultivo de meléon y de sandia (Sneh et al.,
1984; Larkin et al.,, 1993). La naturaleza de la supresividad en estos suclos es
microbiologica, ya que la supresividad en los mismos se pierde cuando son sometidos a
tratamientos con calor himedo, bromuro de metilo o radiaciones gamma (Alabouvette et
al., 1977; Scher y Baker, 1980; Alabouvette, 1986) y se restablece cuando se mezcla un
suelo conductivo previamente esterilizado con calor, con un pequeia parte del suelo

original supresivo (Scher y Baker, 1980; Alabouvette, 1986).

La supresividad a enfermedades puede lograrse mediante la manipulacion del
ambiente fisico-quimico y microbioldgico, utilizando practicas culturales como el empleo
de enmiendas en el suelo, rotaciones de cultivos o solarizacion (Whipps, 2000). También
puede inducirse por inoculacion o introduccion de determinados antagonistas a los suelos
o sustratos (Baker y Chet, 1982; Lewis y Papavizas, 1991; Becker y Shwinn, 1993;
Campbell, 1994).

3.1.4. Mecanismos de control biolédgico

No es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen en las
interacciones entre los antagonistas y los patdgenos en la planta. En general, los
antagonistas no tienen un Unico modo de accion y la multiplicidad de éstos es una
caracteristica importante para su seleccion como agentes de control bioldgico (Fernandez-
Larrea, 2001). Si el antagonista posee varios mecanismos de accion reduce los riesgos de

desarrollo de resistencia en el patégeno y aumenta su eficacia como ACB.

El control biolégico de enfermedades, realizado por los microorganismos
antagonistas, se produce mediante distintos mecanismos de accion que generalmente se
dan de forma simultanea. Entre los modos de accidon descritos se encuentran: la inhibicion
del patégeno por compuestos antimicrobianos, denominada antibiosis; la competencia por
el hierro mediante la produccion de siderdforos; la competencia por el espacio y los
nutrientes suministrados por semillas y raices; la induccion de mecanismos de
resistencia de las plantas; la inactivacion de los factores de germinacion de los patogenos

presentes en los exudados de las semillas y raices; la degradacion de factores de
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patogenicidad de los patogenos, tales como toxinas; el parasitismo que entrafa la
produccion de enzimas extracelulares, como quitinasas o -1,3-glucanasas, que degradan y

rompen las paredes celulares de los patogenos (Keel y Défago, 1997; Whipps, 1997).

3.1.4.1. Competencia por los recursos

La competencia es la lucha de dos 0 més organismos por ocupar un sustrato que no
es suficiente para todos ellos (Baker y Cook, 1974). Esto implica un enfrentamiento por el
espacio, agua y nutrientes existentes en el suelo o sustrato. Este tipo de antagonismo se ve
determinado por las caracteristicas del ACB, como: plasticidad ecologica, velocidad de
crecimiento y desarrollo; y por otro lado por factores externos como tipo de suelo, pH,
temperatura, humedad, entre otros (Ahmad y Baker, 1987; Hjeljord et al., 1998). Una alta
velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y la capacidad de crecer sobre una
amplia gama de sustratos son algunas de las caracteristicas méas importantes a la hora de

seleccionar un determinado microorganismo como ACB.

3.1.4.2. Micoparasitismo

El micoparasitismo es la accion directa de un microorganismo parasitando a otro.
Esto consiste en la utilizacion del patdgeno como alimento por su antagonista. La relacion
de parasitismo hongo-hongo fitopatdégeno se produce sobre esporas, esclerocios, hifas y
otras estructuras fungicas (Whipps, 2000). Generalmente, estan implicadas enzimas
extracelulares tales como quitinasas, celulasas, -1,3-glucanasas y proteasas, que rompen

las estructuras de los hongos parasitados.

Los ejemplos mas conocidos de hongos hiperparasitos son Trichoderma vy
Gliocladium. Ambos ejercen su accion mediante varios mecanismos, entre los cuales tiene
un rol importante el parasitismo. Los hongos del género Trichoderma han sido muy
estudiados como antagonistas de patogenos de suelos como Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii y Sclerotium cepivorum (Carballo et al., 2004). Las especies de Trichoderma crecen
quimiotropicamente hacia el hospedante durante el proceso de micoparasitismo, se
adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en

ocasiones (Infante et al., 2009).
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3.1.4.3. Antibiosis

La produccion de antibiodticos ha sido extensamente demostrada como mecanismo
de control biologico utilizado por los agentes de control biologico (ACB) frente a los
fitopatogenos teluricos (Sharma, 2004). La antibiosis se define como un antagonismo
mediado por metabolitos especificos o no especificos, agentes liticos, enzimas, compuestos
volatiles y otras sustancias toxicas (Sharma, 2004). La produccién de éstos parece ser
importante para la supervivencia de los microorganismos debido a la eliminacion de
competencia microbiana para las fuentes de alimento, las cuales son generalmente muy
limitadas en el suelo (Ellis et al., 2000; Slattery et al., 2001). Esta capacidad provee a los
organismos de un margen competitivo, especialmente en la colonizacion de sustratos

organicos (Carballo et al., 2004).

La mayoria de microorganismos antagonistas producen metabolitos secundarios
volatiles y no volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros
microorganismos con los que no entran en contacto fisico. Las sustancias antibidticas
pueden reducir o prevenir la germinacion de propagalos, provocar la lisis o inhibir el
crecimiento del micelio de otros hongos (Garret y Robinson, 1969; Papavizas y Lumsden,
1980). Los antibioticos volatiles tienen un efecto esencialmente fungistatico, debilitando al
patogeno y haciéndolo mas sensible a los antibidticos no volatiles (Infante, 2009). Los
sider6foros, metabolitos de bajo peso molecular, tienen la capacidad de quelatar el hierro

insoluble del medio.

Una ventaja de la antibiosis es que no necesario que el patogeno y el antagonista
entren en contacto y, ademas, el antibiotico puede permanecer en el medio tras la muerte

del antagonista (Cook y Baker, 1983).
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3.1.5. Trichodermay Paecilomyces en la agricultura

3.1.5.1. Trichoderma sp.

Foto n° 1. Crecimiento in vitro de uno de los aislados del género Trichoderma.

Los hongos del género Trichoderma han sido ampliamente estudiados como
promotores del crecimiento de plantas, como agentes del control biologico de

enfermedades aéreas y como agentes de control de patogenos de suelo.

Las caracteristicas ecoldgicas de los hongos pertenecientes a este género los hacen
especialmente adecuados para su aplicacion como ACB de enfermedades producidas por
hongos. Las especies de Trichoderma son ubicuas, se hallan ampliamente distribuidas
tanto geograficamente como en distintos tipos de suelo, siendo predominantes en habitats
donde abundan restos vegetales y madera en descomposicion. Son hongos saprofitos, con
la excepcion de algunas especies que ademds son micoparasitas. Poseen una gran
capacidad de colonizacion de distintos ambientes debido a que crecen muy rapidamente,
tienen pocos requerimientos nutricionales y sobreviven en condiciones muy adversas

(Papavizas, 1985).

Una de las caracteristicas mas interesantes de las poblaciones de Trichoderma es
que tienen unas capacidades metabdlicas muy diversas. Las especies de este género son
capaces de transformar una amplia variedad de materia orgénica de origen natural y
xenobidtico mediante la produccion de gran cantidad de enzimas extracelulares que
degradan distintos tipos de polimeros, entre ellos polisacaridos como la celulosa, la quitina,

la laminarina, la pectina, el almidén y el xilano. Esto los convierte en microorganismos de
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gran interés biotecnologico (Buchert et al., 1998; Galante et al., 1998) y medioambiental
(Esposito y da Silva, 1998).

Trichoderma coloniza las raices de las plantas favoreciendo el desarrollo tanto
aéreo como radicular e impide el ataque de fitopatégenos teluricos (Santos y Dianez,
2010). Ademas, esta colonizacidn radical genera resistencia sistémica controlando a su vez
ciertos patogenos aéreos (Yedidia et al., 2003). Otros trabajos demuestran la capacidad del
hongo para destruir estructuras de resistencia y propagacion de hongos fitopatdgenos,
como son los esclerocios de Sclerotinia cepivorum por T. viride (Clarkson et al., 2002).
También ha sido empleada como recubrimiento de semilla, evitando la caida de plantulas
(Ezziyyani et al., 2004), asi como in6culo para diversos sustratos, reduciendo las
enfermedades producidas por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Rhizoctonia solani.
(Tello et al., 2003).

Como ACB de enfermedades aéreas, se ha descrito frente a Botrytis cinerea en vid
(Elad, 2000; Santos y Dianez, 2010), Cladosporium fulvum en tomate (Elad, 2000; Santos
y Dianez, 2010) o la fusariosis del trigo (Pereyra et al., 2005).

Trichoderma ha demostrado ejercer un efecto promotor sobre el crecimiento
vegetal. Esto podria estar provocado por la capacidad de Trichoderma de solubilizar
metales, como el zinc, el manganeso, el hierro o el cobre, convirtiéndolos asi en nutrientes
asimilables por las plantas (Altomare et al., 1999). Otro efecto indirecto podria ser la
eliminacion de la rizosfera de patdgenos de menor incidencia, como es el caso de Pythium,
sin los cuales las plantas alcanzarian su maximo potencial de desarrollo (Harman et al.,
1989). Aun asi, en experimentos de laboratorio en los que so6lo estan presentes
Trichoderma y la planta a ensayar, también se produce el estimulo del crecimiento. Existen
evidencias de que hay factores difusibles, ain no identificados, que intervienen en el
desencadenamiento de la respuesta de la planta, dado que experimentos en los que los dos
organismos, planta y hongo, se separan mediante una membrana de celofan dan resultados
similares (Windham et al., 1986). Una hipdtesis mas reciente propone que Trichoderma es
capaz de limitar e incluso revertir el efecto del dafio oxidativo en la raiz (Bjorkman et al.,

1998).
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Existen estudios que demuestran que numerosas especies de este género exuda
multitud de enzimas liticas, como [-1,3-glucanasas, quitinasas, proteasas, xilanasas,
galactosidasas, pectinasas, etc. Estas enzimas estan implicadas tanto en la hidrdlisis de
paredes celulares como en la desactivacion de enzimas hidroliticas del fitopatdgeno siendo

esenciales en el micoparasitismo de fitopatogenos (Lopez-Mondéjar et al., 2011).

Trichoderma produce una amplia gama de metabolitos toxicos volatiles y no
volatiles con capacidad antagonista sobre diversos microorganismos, como: la gliotoxina,
un metabolito con capacidad fungistatica implicado en el antagonismo frente a Rhizoctonia
(Weindling, 1934); la gliovirina, otro compuesto con fuertes propiedades antimicrobianas,
especialmente contra Oomycetos (Howell et al., 1993); la trichodermina, un potente
inhibidor de la actividad peptidil transferasa, necesaria para la elongacioén y/o terminacion
de las proteinas (Wei et al., 1974); el acido harzianico, que muestra actividad antibiotica
contra Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani (Vinale et al., 2009); y otros como la
tricholina, la viridina, etc. Las trichorzianinas son antibidticos que forman canales idnicos
en la membrana celular y modifican la permeabilidad (Kubicek et al., 1994, Kubicek et al.,
1996). T. harzianum produce varios tipos de trichorzianinas durante el antagonismo de B.
cinerea cuya funcion es inhibir la germinacion de esporas fingicas. A su vez, se sabe que
existe cierto sinergismo entre las trichorzianinas, quitinasas y B-1,3-glucanasas producidas

por el hongo (Kubicek et al., 1994).

Bajo condiciones in vitro, se ha observado que los compuestos antibidticos volatiles
producidos por T. virens provocan una inhibicion del 39% en el crecimiento de

Macrophomina phaseolina (Maheshwari et al., 2001).

El olor a coco caracteristico de ciertos aislados de Trichoderma proviene de una
sustancia llamada 6-pentil-a-pirona, un compuesto volatil con buenas perspectivas para su
uso en el biocontrol (Reithner et al., 2005, 2007; Vinale et al., 2008). Este compuesto ha

demostrado tener actividad antifungica y promotora del crecimiento vegetal.
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3.1.5.2. Paecilomyces sp.

Foto n° 2. Crecimiento in vitro de uno de los aislados del género Paecilomyces.

Paecilomyces es un hongo filamentoso ampliamente distribuido en el suelo en la
mayoria de paises del mundo, incluido Espafia (Padilla, 2003). Las especies del género
Paecilomyces habitan una amplia gama de habitats, incluyendo el suelo, plantas caidas,
restos de comida, etc. Algunas especies tienen la peculiaridad de ser termofilas, pudiendo
sobrevivir a temperaturas que rondan los 60 °C. (Sutton, 1998). Gracias a su velocidad de
crecimiento y alta esporulacion, Paecilomyces actia como un buen colonizador y
competidor de rizosfera (Chen et al., 2000). Diversas especies de este género han sido

estudiadas como agentes de control biologico, principalmente como entomopatogeno.

Paecilomyces ha sido observado sobre un amplio rango de hospedadores,
pertenecientes a numerosos Ordenes de insectos. Se ha encontrado sobre lepidopteros, en
larvas de Spodoptera littoralis (Fargues et al., 1980), Spodoptera frugiperda (Lezama-
Gutierrez et al., 1994) y Lyriomiza trifolii (Bordat et al., 1988; Riba et al., 1989). Sobre
coledpteros se informa su efecto ovicida contra Diabrotica speciosa (Tigano-Milani et al.,
1995). También se ha podido observar sobre dipteros como Musca domestica (Bordat et
al., 1988); en homopteros, tales como Bemisia tabaci (Smith, 1993; Huang et al., 2010) y
Trialeurodes vaporariorum (Poprawski et al., 2000); y en isopteros, contra algunas

especies de termitas (Wright et al., 2003).

Se ha demostrado la eficacia de Paecilomyces como entomopatogeno de
nematodos. Estudios realizados por Lara-Martes et al. (1996) demuestran que
Paecilomyces no sélo reduce las poblaciones de Meloidogyne sp., sino que parasita los

huevos del nematodo, disminuye la nodulacion e incrementa los rendimientos y beneficios
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del cultivo. También se ha observado como antagonista de Radopholus similis, nematodo

que ataca las raices de los citricos (Kilama et al., 2007).

Estudios recientes confirman la capacidad de Paecilomyces como ACB frente a
enfermedades fungicas. Fang et al. (2005, 2006) han estudiado el efecto antagonista de P.
lilacinus y su mecanismo frente a Fusarium oxysporum, encontrando que los metabolitos
secundarios producidos por el hongo suprimen el crecimiento, esporulacion y germinacion
de F. oxysporum. P. lilacinus es utilizado como ACB de hongos fitopatdgenos como
Macrophomina phaseolina y Sclerotium cepivorum (CAB, 2004). Se ha reportado también

el biocontrol de Pythium ultimum por parte de P. variotii (Bocourt, 2009).

Se ha demostrado que Paecilomyces produce metabolitos volatiles, como alcoholes,
cetonas, éteres y compuestos terpenoides (Sunesson et al., 1995). También se ha reportado
la produccion de acidos orgénicos, como el acido oxalico. Otro compuesto importante
producido es el acido 2,6-piridindicarboxilico o acido dipicolinico, que posee propiedades
insecticidas (Pucheta et al., 2006). También se han encontrado toxinas peptidicas lineales y
ciclicas, como la beauvericina y las leucinostinas (Asaff, 2006), y no peptidicas, como la
paecilomicina (Khachatourians, 1996). Horn et al. (1993) identificaron dos acidos
eicosenoicos con actividad fungicida en el caldo de cultivo de P. variotii. La
farinomaleina, extraido de P. farinosus, ha mostrado ser un potente inhibidor frente a

Phytophthora sojae (Putri et al., 2010).
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3.2. USO DE ANALISIS MOLECULARES EN LA IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS

La caracterizacion de las distintas especies flingicas ha estado basada
principalmente en criterios como el tamafo de las conidias, el color y la forma, el patrén
y la frecuencia de ramificacién del micelio y otras caracteristicas morfologicas que no
son muy fiables (Maymon et al., 2004). En la actualidad, los métodos de caracterizacion
genotipica se han convertido en técnicas tremendamente rapidas y sencillas, siendo una
herramienta indispensable para la deteccion e identificacion de microorganismos
fitopatogenos. Las técnicas moleculares nos permiten adentrarnos en la complejidad y

variabilidad del contenido genético de los organismos.

3.2.1. ARN ribosomal y secuencias ITS

El estudio comparativo de las secuencias de nucledtidos del ARN ribosomal
(ARNr) proporciona un medio para el analisis de las relaciones filogenéticas en un rango
amplio de niveles taxonomicos (Woese y Olsen, 1986; Jorgensen y Cluster, 1989). Los
ribosomas son estructuras celulares compuestas de ARN (ARNr) y proteinas
ribosémicas, conocidas como ribonucleoproteinas. En los ribosomas se lleva a cabo la
traduccion de los ARN mensajeros (ARNm) a una cadena polipeptidica, una proteina que
es el producto final de la expresion de un gen estructural. Su estructura, tanto en
organismos procariontes como eucariontes, es similar y su tamafio se mide en unidades S
(Svedberg), que corresponde a las medidas de sedimentacion de las particulas en una

centrifuga.

Los eucariontes tienen ribosomas de 80S con una subunidad de 40S y otra de 60S.
La subunidad menor consta de 33 proteinas y una molécula de 18S ARNTr. La subunidad
mayor consta de 49 proteinas y 3 tipos de moléculas de ARNr: 5S ARNr, 5.8S ARNry
28S ARNTr (Figuran® 1).

La region de ADN donde se encuentran los genes que codifican los ARNr es
conocida como ADNr. En hongos filamentosos y levaduras, el ADNr estd organizado
como una unidad que se repite una detrds de la otra (en tdindem). Cada unidad incluye

tres genes: el gen que codifica para el 18S ARNT, el gen para 5.8S ARNr y el gen para
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28S ARNr. Ademas, en cada unidad, los genes estan separados por dos secuencias
espaciadoras internas que se transcriben junto a los genes de ARNr, denominadas ITS1 e
ITS2 (Figura n° 2). Estas secuencias son conocidas como secuencias ITS, Internal
Transcribed Spacer, es decir, espaciadores de transcripcion interna, y aunque son
transcritas, no son codificantes. Ademas, cada unidad de ADNr se encuentra separada
por un espaciador intergénico, IGS (Inter Genic Spacer). El gen mas pequefio, 5S ARNT,

puede o no estar incluido en la unidad de ADNr, dependiendo del grupo taxonémico que

5S ARNr
5.8 ARNr
/ 28S ARNr

49 proteinas

se esté analizando.

18S ARNt
33 proteinas

Figura n° 1. Estructura de un ribosoma eucarionte.

Cuando se transcribe el ADNr que codifica los genes para cada uno de los ARNr
que forman los ribosomas eucariontes, las regiones espaciadoras, no codificantes, quedan
representadas en este transcrito primario, por lo que estas secuencias son removidas por
un mecanismo especifico de procesamiento del ARN ribosomico y solo después de estas

modificaciones pasan a formar parte del ribosoma.

Debido a que el cambio en las secuencias de los genes de ARNr es muy lento, la
comparacion de éstas puede ser utilizada para estudiar la evolucién entre organismos
distantemente relacionados, mientras que las regiones no codificantes, ITS e IGS,
cambian rapidamente y son utiles para la comparacion de especies dentro de un género.
Por este motivo, las regiones espaciadoras de transcripcion internas, ITS, de los ARN
ribosdmicos surgen como un concepto de la Biologia Molecular para la tipificacion

genética de microorganismos.
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Como se indicaba anteriormente, las secuencias que constituyen los espaciadores
ITS estan codificados por los ADN ribosomicos (ADNr). Todos los organismos

eucariontes tienen dos regiones ITS (Figura n° 2):

e [ITSI: ubicado entre el gen que codifica por el ARNr de 18S y el gen que
codifica al ARNr de 5.8S.

e ITS2: que se ubica entre los genes de los ARNr ribosomicos de 5.8S y 28S.

Las secuencias de los espaciadores de transcripcion interna (ITS) se han utilizado
para generar cebadores especificos capaces de diferenciar especies de hongos
estrechamente relacionados (Bryan et al., 1995). Los cebadores o “primers” son una
pareja de oligonucledtidos cuyas secuencias son complementarias a cada uno de los
extremos 3’ del fragmento de ADN que se desea amplificar. La distancia entre ellos
determinard la longitud de la secuencia de ADN amplificada. Los cebadores son
necesarios para iniciar la sintesis de ADN in vitro mediante la técnica conocida como

PCR o reaccion en cadena de la polimerasa.

Haciendo uso de dos cebadores o “primers” especificos, llamados ITS1 e ITS4
(marcados en color rojo en la Figura n° 2) se puede amplificar la region que incluye a

ITS1, 5.8S ADNr e ITS2, la cual varia en longitud, dependiendo de la especie.

Unidad repetitiva del ADNr

ITS1
—_—

IGS | Apne  [UTSL| aApnre [[ITS2 ADNr IGS ADNr
18S 5.8S 28S 58

‘—
1TS4

Figura n° 2. Localizacion de los cebadores ITS1 e ITS4 en el ADNr nuclear y mitocondrial.
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3.2.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Hasta 1985 el unico método que existia para obtener grandes cantidades de un
fragmento de ADN era clonandolo en vectores y multiplicandolo en bacterias. Ese afio, el
investigador norteamericano Kary Mullis desarrollé un método que permite obtener
millones de copias de un fragmento de ADN in vitro a partir de una pequefia muestra de
ADN, aunque requiere conocer la secuencia de nucledtidos de los extremos del

fragmento que se desea amplificar.

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica usada para crear un gran
nimero de copias de un fragmento de ADN, siendo un método muy simple para la
ampliacion de acidos nucleicos (Mullis y Faloona, 1987). Estudios recientes recurren a
métodos moleculares basados en la técnica de la PCR por su alta fiabilidad en la

identificacion de especies (Maymon et al., 2004).

Partiendo de una molécula de “ADN diana” podemos amplificar una secuencia
especifica contenida en ella, mediante la utilizacion de unos oligonucledtidos o cebadores
disenados para éste fin. Es necesario conocer de antemano la secuencia de nucleétidos del
genoma de los organismos que se desean estudiar, ya que se requiere disefar y sintetizar

los cebadores.

Para realizar la reaccién de amplificacion se ha de preparar una mezcla de reaccion,

la cual debe estar constituida por:

e Lamuestra de ADN del organismo a analizar.

e Los cebadores sintéticos correspondientes a la region que se desea
amplificar.

e Los cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato: dATP (desoxiadenosina
trifosfato), dGTP (desoxiguanina trifosfato), dCTP (desoxicitosina
trifosfato) y dTTP (desoxitimina trifosfato).

e Laenzima ADN polimerasa.

Esta mezcla de reaccion, gracias a un termociclador, se somete a ciclos de

temperatura sucesivos, cada uno correspondiente a una fase de desnaturalizacion,
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hibridacién o apareamiento con cebadores y elongacién o extension por una ADN

polimerasa termorresistente (Figura n° 3).

Desnaturalizacion: Las dos cadenas de ADN utilizadas como diana son separadas
mediante la incubacion a una temperatura elevada (92-96°C) dependiendo de su
contenido en G+C. Las hebras disociadas permaneceran en esta forma en la
solucion hasta que la temperatura baje lo suficiente como para permitir la

hibridacion de los cebadores.

Hibridacion: A una temperatura de unos 50-60 °C se produce la hibridacion de los
dos cebadores disefiados con las secuencias de ADN que limitan fisicamente con la

region que se pretende amplificar.

Elongacion: El tercer paso consiste en la elongacion de los cebadores por la accion
de la ADN polimerasa. A una temperatura de 70-74 °C, esta enzima realiza la
sintesis de una cadena complementaria de ADN en el sentido 5° — 3’ usando un
molde de cadena sencilla, pero a partir de una region de doble cadena, creada
gracias a los cebadores. El resultado del proceso es la formacion de unas cadenas
de ADN copiadas de las moléculas diana y que han incorporado en el extremo 5" de
su secuencia la del respectivo cebador. La enzima ADN polimerasa utilizada
comunmente es la purificada a partir de un microorganismo termofilo, Thermus

aquaticus, llamada Taq polimerasa (Saiki et al., 1988).

100 - -
Typical PCR Profile
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Figura n° 3. Variacion de temperatura para un solo ciclo de PCR.
Fuente: Viljoen G., Nel L., Crowther J. (2005). Molecular diagnostic
PCR handbook. Ed. Springer, Netherlands.
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Figura n®4 . Variaciones de temperatura a lo largo de toda la amplificacion.
Fuente: Pelt-Verkuil E. can Belkum A. Hays J. (2008). Principles and
technical aspects of PCR amplification. Ed. Springer, Netherlands.

Cada conjunto de estos tres pasos (desnaturalizacion, hibridacion y elongacion)
constituye un ciclo. Tras cada ciclo, el numero de fragmentos de ADN formados es el
doble de los presentes en el ciclo anterior. A partir del tercer ciclo se empieza a acumular el
producto de interés, delimitado por los extremos 5’ de los cebadores. A medida que
aumenta el namero de ciclos, este producto pasa a ser la molécula diana a la cual se uniran
preferentemente las moléculas de cebador presente en la mezcla, conduciendo a una

acumulacién teéricamente exponencial del producto.

La separacion de los productos obtenidos en la PCR se efectia mediante
electroforesis siguiendo el método descrito por Sambrook et al., (1989), pudiendo utilizar
para ello distintos tipos de geles, normalmente agarosa. Dependiendo del tamafio de
amplificacion y la resolucion que deseemos, se podran utilizar diferentes medios a

diferentes concentraciones.

La posterior visualizacion se realiza tifiendo el gel con una solucion de bromuro
de etidio, el cual emite una luz anaranjada al ser iluminado con luz ultravioleta, la cual es

captada por un captador de geles y representada en una pantalla.
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3.2.3. Amplificacion al azar de ADN polimorfico mediante PCR
(RAPD-PCR)

La técnica RAPD-PCR es un método molecular que ha demostrado ser una
poderosa herramienta en la diferenciacion de especies o subespecies, en el estudio de la
diversidad genética de cepas o poblaciones dentro de una misma especie, en la
construccion de mapas genéticos, en el mapeo de caracteres en poblaciones segregantes,
etc. Esta técnica permite la deteccion de polimorfismos en organismos altamente
relacionados, el cual resulta de diferencias en las secuencias que interfieren en la
amplificacion. Estas diferencias hacen que se amplifiquen fragmentos para un individuo o

cepa pero no para otro (Micheli y Bova, 1997).
Las diferencias a nivel de ADN entre individuos pueden deberse a:

e (Cambio de nucledtidos en el sitio de union del iniciador que impide la
amplificacion.

e Inserciones que aumentan demasiado la distancia entre los sitios de unioén de
los iniciadores como para permitir la amplificacion.

e Inserciones o deleciones que cambian el tamafio del fragmento amplificado.

La amplificacion al azar de fragmentos polimodrficos de ADN (RAPD-PCR) se basa
en una amplificacion mediante PCR en condiciones de baja astringencia y utilizando
cebadores de secuencia arbitrarios de pequefio tamano, generalmente de 8-10 pb, de tal
forma que por simple cuestion de probabilidad los cebadores hibridan de manera
inespecifica y aleatoria con diferentes fragmentos del genoma complementarios a su
secuencia, obteniéndose un determinado nimero de amplificaciones de distinto tamaifo
para cada cepa (Prats, 2005). Con esta técnica no se busca ningin fragmento de ADN en

particular, ya que se utilizan iniciadores de secuencia aleatoria.

En comparacion con otras técnicas, la RAPD-PCR ofrece varias ventajas como: ser
un procedimiento relativamente barato; una combinacion de un protocolo rapido, simple y
seguro, al no requerir sustancias radioactivas; la posibilidad de utilizar un nimero ilimitado

de cebadores; unos minimos requerimientos de ADN; la innecesidad del conocimiento
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previo de la secuencia a amplificar; ser un répido proceso para visualizar un amplio

numero de fragmentos simultaneamente (Walker y Rapley, 2008).

El principal inconveniente de la RAPD-PCR es que las secuencias de los
fragmentos de ADN amplificados son desconocidas, ya que los cebadores utilizados no
hibridan directamente con ningtn locus en particular. Ademas, debido al uso de primers de
secuencia aleatoria se requieren precauciones extremas para minimizar la contaminacion

de las muestras (Walker y Rapley, 2008).
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3.3. PATOGENOS DE IMPORTANCIA EN LOS PRINCIPALES
CULTIVOS HORTICOLAS

3.3.1. Fusarium oxysporum

Es la especie mas importante del género Fusarium desde el punto de vista
fitopatoldgico. En ella, se incluyen la mayoria de las especializaciones que originan las
denominadas traqueofusariosis. Pero no quedan en ellas limitadas sus habilidades
parasitarias, y asi, las hay capaces de producir podredumbres radiculares del cuello y de la
base del tallo, o, simplemente, las que originan pequefias necrosis o podredumbres
limitadas en el sistema radicular de algunas plantas, y que los autores han ideado incluir en

lo que se denomina la “fatiga del suelo” (Tello y Lacasa, 1990).

Citando a Messiaen y Cassini, (1968), Tello y Lacasa, (1990) tratan de esta forma,
la delimitacion de las multiples formas especializadas (f. sp) de Fusarium oxysporum: “La
mayor parte de los autores que han descrito formas especializadas o razas de F. oxysporum,
definen la forma especializada como el conjunto de cepas, que atacan a una especie

vegetal, o a lo sumo varias especies de un mismo género”.

3.3.1.1. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)

Este hongo es el agente causal de la Fusariosis vascular del tomate. Es una

enfermedad de importancia mundial que causa grandes pérdidas en el cultivo de tomate

La enfermedad es mas frecuente en suelos acidos, mal drenados y de textura
arenosa. Fol sobrevive en los restos de cosecha o como clamidiosporas en el suelo, donde

puede llegar a perdurar varios afios.

Los sintomas pueden expresarse tanto en plantulas como en plantas adultas. Las
plantulas infectadas alcanzan escaso desarrollo. Las hojas se vuelven flacidas y desarrollan
epinastia, pudiendo algunas amarillear. Posteriormente se ensancha la base de los tallos
afectados y, normalmente, las plantas se marchitan y mueren. En plantas adultas el sintoma
inicial es el amarilleamiento de las hojas mas viejas. Dichos sintomas suelen afectar sélo a

un sector de la planta, y con frecuencia los foliolos a un lado del peciolo se vuelven
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amarillos antes que los del otro lado. Esta amarillez afecta de forma gradual a la mayor
parte del follaje, sintoma que va acompaniado por la marchitez de la planta durante las
horas mas célidas del dia. Dia a dia, la marchitez se va extendiendo hasta que la planta
colapsa y muere. El tejido vascular de la planta enferma suele ser de coloraciéon marron.
Esta coloracion se extiende hacia el extremo apical del tallo y es especialmente notable en
la insercion del peciolo al tallo. La infeccion del fruto ocurre de forma ocasional y esto
puede detectarse mediante la existencia de coloracion en el tejido vascular del fruto (Jones,

2006).

3.3.1.2. Fusarium oxysporum f. sp. niveum (Fon)

La primera evidencia de la Fusariosis vascular de Fusarium oxysporum f. sp.
niveum (Fon) en el cultivo de sandia se dio en Georgia y Carolina del Sur en 1894. En la

actualidad se ha establecido a lo largo de todas las regiones de los cinco continentes.

Reside en el suelo y entra a través de pequenas raices, picaduras de nematodos, asi
como otras lesiones o aberturas. Una vez en el interior, avanza a través del xilema
causando las podredumbres vasculares. Los sintomas principales de la enfermedad se
caracterizan por una marchitez que se inicia en las hojas de la base y que se puede
manifestar de forma unilateral o inicamente en algunos tallos de la planta. Sobre tallos se

aprecia un flujo pegajoso y una acumulacion de goma en el interior.

Fon esta subdividido en razas. Originalmente se describen dos razas, la raza 0 y 1.
Raza 0 no causa marchitez en cultivares resistentes, mientras que la raza 1 causa leve a
moderada marchitez en la mayoria de los cultivares que estan clasificados como resistente
a la marchitez de Fusarium. Existe otra raza reconocida como raza 2, que es de una
agresividad muy alta y causa grave marchitez en todos los cultivares conocidos. (Fuente:

www.extento.com).
3.3.2. Fusarium solani (Fs)
F. solani es un hongo no vascular no especializado. Provoca podredumbres en el

cuello de ciertas plantas y de los frutos que descansan sobre el suelo o proximos a ¢él,

(Messiaen et al, 1995).
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Los principales cultivos a los que afecta este hongo son:

e Cucurbitiaceas, causado por F. solani f. sp. cucurbitae. La vida de las
clamidosporas en el suelo no superan los tres afios. Los ataques se manifiestan en forma de
lesion parda proxima al nivel del suelo, que pueden alcanzar partes aéreas en tiempos
himedos. La podredumbre se extiende tanto a la corteza como al cilindro central,
provocando la muerte de la planta, que permanecen fijas al suelo por las fibras lefiosas que
quedan intactas (Messiaen, 1995). Los frutos que se hallan en contacto con el suelo,
pueden ser afectados con lesiones circulares pardas. El micelio puede alcanzar el interior
del fruto y contaminar a las semillas. Asi, compensa su débil permanencia en el suelo,

disemindndose a través de las semillas (Messiaen, 1995).

e Judias, cuyo agente causal es F. solani f. sp. phaseoli. Es uno de los hongos mas
extendidos por todo el mundo que actua como principal agente de la necrosis de las raices
de las judias (Phaseolus vulgaris). Provoca necrosis rojizas que se extiende hasta el
hipocotilo. En las producciones de judias verdes, las necrosis de las raices reducen el vigor
y producen mermas en el rendimiento, provocando una senescencia de las hojas viejas

(Messiaen 1995).

e Guisante, causado por F. solani f. sp. pisi. Estas necrosis debilitan la planta
provocando una disminucion en el nimero de vainas y relleno de las mismas. Es el parasito

mas frecuente en Europa y Estados Unidos (Messiaen, 1995).

3.3.3. Pythium sp. (Py)

Una de las caracteristicas mas relevantes de la especie Pythium sp. es su reducida
especificidad parasitaria, siendo capaz de atacar un gran niimero de especies vegetales.
Esta capacidad facilita su multiplicacion y conservacion en el medio. Pythium sp. es,
fundamentalmente, productor de ahogamiento de las plantulas en las fases de
preemergencia y postemergencia, variando éstas con la edad y la etapa de desarrollo de la

planta afectada (Messiaen, 1995).

Cuando las semillas de las plantas susceptibles se siembran en suelos infectados y

son atacados por el patdgeno, éstas se ablandan, adquiere tonalidades pardas, se arrugan y
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se desintegran. Los unicos sintomas de la enfermedad durante las etapas iniciales de

germinacion, consiste en una reducida emergencia de plantulas (Messiaen, 1995).

La reducida emergencia de plantulas también puede ser consecuencia de las
infecciones que produce el hongo sobre las plantulas después de la germinacién, pero antes
de que las plantulas hallan emergido del suelo. La infeccion inicial toma apariencia de una
mancha himeda ligeramente ennegrecida. La zona infectada se extiende con rapidez, la
planta es invadida por el hongo y muere poco después del inicio de la infeccion. Los dafios

descritos se producen cuando las plantulas todavia no han emergido (Messiaen, 1995).

Cuando las plantulas ya han emergido, casi siempre son atacadas a nivel de raices y
de cuello. El hongo penetra facilmente por los tejidos suculentos, adquiriendo las zonas
invadidas un aspecto acuoso y decolorado. Como consecuencia de ello, la planta pierde
firmeza y capacidad de soporte de las partes aéreas, dando como resultado que la plantula
caiga al suelo. El hongo continuara invadiendo la planta hasta producir su marchitamiento

y muerte (Messiaen, 1995).

Los sintomas mostrados son generalmente menor crecimiento de las plantas,
marchitamiento de las hojas, necrosis con o sin podredumbre de la base del tallo, necrosis
del sistema radicular y muerte de las plantas (Messiaen y Lafon, 1970; Blancard et al.,

1991).

Generalmente, las infecciones a plantas adultas se limitan a pequefas raices que son
danadas y destruidas por el hongo. Se ha descrito la capacidad del patégeno de producir
enfermedad en plantas de melon y sandia en cultivos sin suelo, asi como de reducir la

produccion en cultivos sin suelo de tomate (Gomez, 2004).

La diseminacion del patdégeno se produce por el agua de riego mediante las
zoosporas producidas en los esporangios. La supervivencia en los momentos en que no hay
cultivo, se atribuye a la permanencia en forma de esporas sexuales (oosporas) en los restos
de cosecha (Gomez, 1994). El tubo germinal de las esporas o el micelio saprofito de
Pythium entra en contacto con las semillas (o los tejidos de las plantulas) de las plantas
hospedantes, debido a que los exudados de esas plantas les sirve al hongo como nutrientes

y estimulantes quimiotrdpicos para sus zoosporas y micelio, los cuales crecen o se mueven
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en direccion a las plantas. El hongo penetra directamente en las semillas a través de sus
cubiertas hinchadas y humedecidas, o bien a través de hendiduras, o incluso puede penetrar
al embrion o los tejidos de las plantulas emergentes mediante presion mecénica y

degradacion enzimatica (Messiaen, 1995).

3.3.4. Phytophthora parasitica (Pp)

La denominacion de este patdogeno ha sido objeto de controversia durante muchos
afios. Asi, el nombre P. parasitica fue propuesto por Tucker (1931) para todos los aislados
de Phytophthora que se caracterizan por el tipo de crecimiento en medio de cultivo, la
papila de los esporocitos, la abundancia de clamidosporas en medio de cultivo, la posicion
anfigena del anteridio y la capacidad de crecer a 35°C en medio de cultivo. Actualmente, se
ha adoptado el nombre de P. nicotianae de acuerdo a las indicaciones del Codigo

Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN) (Bruna y Tobar, 2004).

P. nicotianae (P. parasitica) es el agente causal responsable de numerosas
enfermedades en muchos y diversos cultivos incluyendo hortalizas y especies
ornamentales. También es igualmente diversa la sintomatologia a la que da lugar su ataque,
pues puede producir podredumbre radiculares y del cuello en las plantas, podredumbres
marrones en frutos, gomosis en los tallos y distintas enfermedades en hojas, flores y frutos,

(Messiaen, 1995).

La presencia de este patdgeno en las zonas de cultivo de tomate tipo cereza de la
costa de Granada y del interior de Granada y Almeria tiene actualmente una gran
relevancia tanto agronomica como social, ya que puede llegar a ser un factor limitante para
la creciente expansion del cultivo en las zonas fundamentalmente del interior. Blancard
(1990) describe como, en el cultivo de tomate, el desarrollo de la enfermedad se ve
favorecido por situaciones que dan lugar a estrés en el sistema radicular, como riegos
excesivos o bajas temperaturas del suelo o sustrato, especialmente durante las primeras

semanas tras el transplante.
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3.3.5. Botrytis cinerea (Bc)

Botryitinia fuckeliana se caracteriza por la produccion de esclerocios poco
diferenciados en forma de corteza de pan y provistos de apotecios muy extrafios. Es
conocida sobre todo por su forma conidica Botrytis cinerea, la cual tiene el aspecto de un

enmohecimiento gris y produce un niimero de esporas muy considerable (Messiaen, 1995).

B. cinerea es un parasito débil, no especializado. Las mas diversas plantas pueden
ser atacadas por B. cinerea: hojas y vainas de leguminosas, tal y frutos de cucurbitaceas y

solanaceas, lechugas, fresas, etc. (Messiaen, 1995).

La penetracion en hojas, tallos o frutos tiene lugar a través de una herida, grieta de
crecimiento o de una base nutritiva constituida por una flor marchita, una hoja senescente o
acumulacion de polen. Los ataques son temibles en condiciones humedas y a temperaturas
comprendidas entre los 15 y 20 °C sobre plantas etioladas por condiciones de insuficiente

luminosidad, (Messiaen, 1995)

Como métodos de lucha mas oportunos contra este patdgeno han de reconsiderarse

los fendémenos de antagonismo (Messiaen, 1995).

3.3.6. Verticillium dahliae (\VVd)

Verticillium dahliae es el agente causal de la enfermedad conocida como
Verticilosis, la cual produce marchiteces que afectan a una amplia gama de plantas en

diversas zonas del mundo (Dianez, 2005).

Los microesclerocios de V. dahliae, estan adaptados a soportar condiciones
ambientales adversas. Gracias a ellos, el hongo persiste en el suelo durante afios, incluso en
ausencia de plantas susceptibles o en condiciones de no cultivo. La elevada gama de
plantas huéspedes de V. dahliae, entre las que figuran malas hierbas de hoja ancha, le
permite aumentar su poblaciéon en el suelo con facilidad. Esto es particularmente
importante en los campos proximos al olivar con cultivos susceptibles, como algodon,
cartamo, girasol, remolacha y diversas horticolas (berenjena, patata, pimiento y tomate).

Las plantas infestadas de estas especies aportan indculo al suelo en forma de
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microesclerocios, una vez que los restos de cosecha son descompuestos por la actividad

microbiana (Didnez, 2005).

La variabilidad patogénica de las poblaciones de V. dahliae es amplia (Blanco et al,
1994). V. dahliae ataca a mas de 200 especies de plantas, la mayoria de ellas son
hortalizas, como es el caso del tomate, berenjena, pimiento, meldn y sandia; flores como el
crisantemo, aster, rosales y dalia; arboles frutales, como el albaricoque y cerezo; otras
especies como las fresas, frambuesas, algodon, patata, alfalfa, cacahuetes, menta, olivos,

arces y olmos (Didnez, 2005).

El modo de desarrollo de los sintomas depende principalmente de la especie de
huésped. Los ataques iniciales de V. dahliae en campo son, en general, atenuados, las
plantas enfermas estan dispersas o en grupos, aunque raras veces en rodales. Los sintomas
de huéspedes herbaceos, incluyen una pérdida de turgencia que se observa como una
flaccidez diurna seguida por una marchitez transitoria o permanente; la marchitez se
desarrolla en general de forma acrdpeta y se acompaiia por clorosis marginal o intervenal.
En el caso de infecciones graves, es frecuente la desecacion de hojas seguida de
defoliacion prematura. Las plantas enfermas pueden llegar a enanizarse y desarrollar un
cambio de coloracion en los haces vasculares (amarillo, naranja o pardo claro en las
cucurbitaceas, pardo a pardo oscuro en las solandceas, malvaceas y otros huésped, y en
general verde oscuro en Acer spp.) facil de detectar. La infeccion grave lleva a la muerte
prematura de las plantas. Los frutales de hueso infectados por V. dahliae muestran
marchitez de ramas individuales, amarillez, necrosis de las hojas y defoliacién ocasional;
ocasionando en muchos casos la muerte total de la planta. El pardeamiento vascular es
muy oscuro. En las ramas enfermas de los olivos, los primeros sintomas que aparecen son
en las hojas, perdiendo éstas su brillo plateado volviéndose gris opacas, luego pardo palido,
y por ultimo, adquieren un color castafio. La velocidad de expresion de los sintomas en las
plantas lefiosas es muy variable, desde una progresion lenta a un colapso subito; los arboles
parcialmente infectados, tienen tendencia a recuperarse formando un nuevo crecimiento no
infectado, si no tiene lugar la reinfeccion de las raices durante la siguiente estacion

vegetativa (Dianez, 2005).
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3.3.7. Didymella bryoniae (Db)

Didymella bryoniae es causante del chancro gomoso de las cucurbitaceas. Afecta a

la hojas, tallos y frutos de numerosas cucurbitaceas, como pepino, sandia, melon, etc.

Las hojas son penetradas directamente a través de la cuticula o a través de los
espacios intercelulares alrededor de la base de los tricomas. Los tallos son penetrados a
través de las heridas o por la extension de las lesiones foliares. Los sintomas provocados
son la aparicion de manchas circulares en las hojas, de color marrén a pardo oscuro,
frecuentemente primero en los margenes pero expandiéndose rapidamente por toda la hoja.
En los cotiledones y tallos de las plantas jovenes aparecen manchas circulares, de color
negro a marron. En el tejido cortical del tallo se desarrollan chancros, y corrientemente se
produce un exudado gomoso, de color pardo, en la superficie. En los chancros pueden
aparecen pequeios cuerpos fructiferos negros. En los frutos infectados se desarrollan
pequefias manchas acuosas que posteriormente exudan material gomoso (Maroto et al.

2002).
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Material y métodos

4.1. INTRODUCCION

Tras el estudio realizado por Santos et al. (2009) de suelos supresivos a la
Fusariosis vascular se pudieron aislar una serie de microorganismos con una alta capacidad
de antagonismo in vitro frente a algunos de los patdgenos, tanto edaficos como aéreos, mas
importantes de la agricultura intensiva. Se seleccionaron 4 aislados de Paecilomyces sp.
(P1, P2, P3 y P4) y 2 aislados de Trichoderma sp. (T1 y T2) por sus buenas aptitudes para
el control de enfermedades horticolas, mostrando éstos tultimos, ademads, capacidad

promotora del crecimiento vegetal.

Se procede, por lo tanto, a la identificacion a nivel de especie de dichos aislados, asi
como al conocimiento de la variabilidad genética existente entre ellos mediante analisis
moleculares, ademas de evaluar la capacidad antagonista de los metabolitos producidos por
éstos, tanto volatiles como no volatiles, frente a los ocho fitopatogenos citados

anteriormente en el apartado 3.3.

4.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE AISLADOS CON
ALTA CAPACIDAD ANTAGONISTA IN VITRO DE
PATOGENOS MEDIANTE METODOS MOLECULARES

El diagrama experimental planteado para este ensayo es el expuesto a continuacion:

Incubacion de aislados

¥

Extraccion de ADN ==———o) Electroforesis

0\

Reaccion en cadena Amplificacién de fragmentos
de la polimerasa: PCR polimorficos de ADN mediante PCR:

ﬂ RAPD-PCR

Electroforesis .
Electroforesis

Secuenciacion

Figura n° 5. Pasos seguidos en el ensayo sobre identificacion y caracterizacion de los aislados.
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Para la realizacion de este ensayo se debe primeramente incubar los
microorganismos con capacidad antagonista para, mas tarde, proceder a la extraccion de
ADN. Este ADN se utilizard, por un lado, para amplificarlo mediante PCR utilizando un
par de cebadores especificos y conocer asi la secuencia comprendida entre ambos con el fin
de compararlo con una base de datos e identificarlo. Por otra, para amplificarlo mediante
RAPD-PCR vy el uso de cuatro cebadores inespecificos y asi estudiar la variabilidad

genética existente (Figura n° 5).
4.2.1. Incubacion de aislados

Cada uno de los aislados seleccionados se incuba en placas de Petri de 9 cm de
diametro. Cuando el crecimiento del micelio ocupa la mitad del didmetro de la placa, se
procede a un repique de cada uno de los aislados, escogiendo para su multiplicaciéon una
punta de hifa situada en la periferia del crecimiento micelial, con el fin de conseguir un
cultivo procedente de una sola conidia para cada antagonista. De esta manera se consigue

que la variabilidad genética de cada muestra sea minima.

A continuacidn, los aislados se inoculan en medio liquido malta-dextrosa utilizando

tubos Falcon® y se incuban en agitacion a 120 rpm durante 24 horas.

Posteriormente se recogen muestras de micelio de cada antagonista y se depositan

en tubos Eppendorf® debidamente rotulados para su posterior identificacion.
4.2.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se lleva a cabo utilizando una modificacion del kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification Kit, de la marca Promega®, pues se ha tenido que

adaptar el protocolo original a las caracteristicas de los hongos utilizados.

Las muestras se centrifugan durante 2 minutos a 12000 rpm para concentrar el

material celular y se elimina el méaximo liquido posible con la ayuda de una micropipeta.
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El procedimiento empleado es el expuesto a continuacion:

19.
20.

Congelar las muestras en nitrogeno liquido y machacar con bastones.

Aplicar 600 pL de Nuclei Lysis Solution y agitar moderadamente en vortex.
Bario a 65 °C durante 30 min.

Afadir 4 uL ARNasa, 6 puL Proteinasa K y 6 puL B-Mercaptoetanol. Agitar en
vortex.

Bafio a 37 °C durante 15 min.

Mantener a temperatura ambiente (RT) durante 5 min.

Anadir 200 pL de Protein Precipitation Solution y agitar en vortex.

Centrifugar a maximas revoluciones durante 3 min. Se formara un pellet.

Llevar sobrenadante a un vial limpio que contiene 600 pL de Isopropanol a RT.

. Mezclar por inversion.
. Centrifugar a méaximas revoluciones durante 1 min.

. Eliminar sobrenadante.

. Afiadir 600 pL de Etanol al 70 % a RT e invertir el vial varias veces.

. Centrifugar a méximas revoluciones durante 1 min.

. Eliminar el sobrenadante (etanol) (Abajo puede verse un pellet)

. Invertir los viales sobre un papel absorbente durante 15 min.

. Afiadir 100 pL. de DNA Rehydratation Solution.

.Mantener en el bafio a 65 °C durante 1 hora, invirtiendo los tubos
periddicamente.
Mantener a RT o 4 °C durante toda la noche.

Conservara 2 — 8 °C.

4.2.2.1. Electroforesis del ADN

Tras la extraccion de ADN se procede a la electroforesis en gel de agarosa, tincion

con bromuro de etidio y visualizacion con captador de geles para confirmar la correcta

extraccion de ADN.

Se sigue el método descrito por Sambrook et al., (1989). Para ello, en un vaso de

precipitado se preparan 100 mL de una disolucion al 2% (v/v) de TAE 1x (disolucion

formada por Tris, acetato y EDTA), a la cual se le afiaden 0’80 g de agarosa. Seguidamente
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se calienta en el microondas hasta que se disuelve la agarosa y se vierte en el molde
correspondiente, se colocan los peines para hacer los pocillos en los cuales se depositaran
las muestras y se deja enfriar para que solidifique. Una vez endurecido el gel, se coloca en

la cubeta de electroforesis y se cubre con una solucion de TAE 1x.

En cada pocillo del gel de agarosa se cargan 8 ul. de una mezcla formada por 5 L
de ADN y 3 uL de tampoén de carga (Loading Buffer DNA). Cada cuatro pocillos se carga
un quinto con 4 puL de marcador (DNA Ladder) de 100 pb. Este deja un rastro en el gel
cada 100 pares de bases, gracias al cual se puede determinar de forma precisa el tamafio de

las bandas de amplificacion.

La electroforesis se realiza mediante la aplicacion de una corriente eléctrica. El
ADN es una molécula con carga negativa, por lo que si una muestra de ADN se deposita
en un medio poroso, en este caso gel de agarosa, y se le aplica un campo eléctrico, se
producira el desplazamiento de los distintos fragmentos de ADN, desplazandose en mayor
o menor medida en funcion de su tamafio o longitud. Por ello, la cubeta de electroforesis se

conecto a una fuente de alimentacion 90-100 V durante 15-20 minutos.

Terminada la electroforesis, el gel se sumerge en una solucion de bromuro de etidio
a una concentracion de 0,5 g/L. El gel de agarosa debe permanecer sumergido en la
disolucion durante 20 minutos. El bromuro de etidio es un compuesto que se intercala en la
doble hélice de ADN y produce una luz anaranjada cuando es iluminado con luz
ultravioleta. El captador de geles utilizado fue un Biosens SC750 (Biojim Trading Co;
Ltd.) con transiluminador de luz ultravioleta de 312 nm de longitud de onda incorporada, el
cual dispone de una camara fotografica digital monocromatica de 752 x 582 ppp. El

software utilizado para visualizar y guardar las imagenes fue BioSenc Gel Imagin Sistem®.
4.2.3. Reaccion en cadena de la polimerasa: PCR

El protocolo que se ha seguido para la realizacion de la PCR es el siguiente:

1. Se procede a sacar los ingredientes del frigorifico (ADN, cebadores ITS1 e
ITS4, dNTPs, Mg™, tampon). La Taq polimerasa se saca del frigorifico
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segundos antes de introducirla en los tubos de PCR, ya que a partir de cierta

temperatura critica esta enzima actua de forma espontdnea.

2. La gradilla para tubos de PCR de 0,25 mL se coloca sobre una base de hielo
picado. Tras su etiquetado se anade a cada uno de ellos 8 uLL de ADN, 33,25 uL
de agua miliQ, 5 uL de tampén, 2 pL de Mg™, 1 uL de dNTPs, 0,25 pL de
cebador ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y otros 0,25 pL de ITSA4.
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Cuadro n® 1).

ANADIR A CADA TUBO DE PCR (0,25 mL)

8 Ul ADN
33,25 L agua miliQ
5 pL de tampon
2 L de Mg*
1 pL de dNTPs
0,25 pL de cebador ITS1
0,25 L de cebador ITS4

Cuadro n° 1. Reactivos y cantidades necesarias para la reaccion de PCR.

3. Una vez introducidas todas las cantidades del apartado anterior se procede a

introducir por ultimo 4 pL de Taq polimerasa.

4. Todos los tubos de PCR se pasan al termociclador modelo Biocycler TC-S, el
cual se configura bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94
°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C durante 1 min, 55 °C
durante 2 min, 72 °C durante 2 min, para terminar con una extension final de 10

min a 72 °C.

5. Transcurrido este tiempo se obtienen los productos de la PCR final.
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4.2.3.1. Electroforesis de los productos de la PCR

Los productos obtenidos de la amplificacion se someten a electroforesis para
confirmar la correcta realizacion de la PCR. El procedimiento llevado a cabo es idéntico al

explicado en el apartado 4.2.2.1.
4.2.3.2. Secuenciacién de las bandas amplificadas

Los productos de la PCR se envian al servicio de acidos nucleicos de la Universidad
de Almeria para la secuenciacion de las bandas obtenidas. Las muestras se han secuenciado
bidireccionalmente en un secuenciador ABI 3700 (Applied Biosystems™) de Macrogen Inc.

(Corea), en los servicios técnicos de la Universidad de Almeria.

4.2.4. Amplificacion de fragmentos polimérficos de ADN mediante
PCR: Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-
PCR)

Esta técnica ha sido utilizada para conocer la variabilidad genética existente entre

los diferentes aislados, pudiendo asi diferenciar entre cepas.

El proceso llevado a cabo es el mismo que el explicado anteriormente en el
apartado 4.2.3. La unica diferencia estriba en el uso de los cebadores (AGG)S, (CAG)S,
(GACA)4 y (GACAC)3 en lugar de los ITS1 e ITS4 utilizados para la identificacion
especifica. Estos cebadores derivan de los siguientes microsatélites o secuencias repetitivas
conocidas: AGGAGGAGGAGGAGG, CAGCAGCAGCAGCAG,
GACACGACACGACAC y GACAGACAGACAGACA.

4.2.4.1. Electroforesis de los productos de la RAPD-PCR

La electroforesis, posterior tincion y visualizacion mediante captador de geles
permite observar las diferencias entre las regiones amplificadas de cada aislado, obteniendo

un patrén de bandas caracteristico para cada uno de ellos.
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4.3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LOS METABOLITOS
NO VOLATILES PRODUCIDOS POR DIFERENTES HONGOS
ANTAGONISTAS PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO
MICELIAL IN VITRO DE CIERTOS PATOGENOS

En este ensayo se evalua el efecto antagonista que provocan los metabolitos
exudados por los aislados frente a los fitopatdogenos descritos anteriormente en el apartado
3.3. Para ello, los microorganismos antagonistas se cultivan en medio liquido, el cual
posteriormente es filtrado y sometido a 2 procesos de eliminacion de esporas de forma
paralela (microfiltraciéon 6 esterilizacion). Con estos extractos se elaboran los diversos
medios de cultivo PDA sobre los cuales crecerdn los microorganismos fitopatégenos,

utilizando 4 concentraciones distintas de éste (5%, 10%, 25% y 50%).

El disefio experimental seguido es el expuesto a continuaciéon (Figura n° 6):

Incubacion de los antagonistas
21 dias en agitacion a 120 rpm 6 antagonistas

ﬁ Ti | T2 | P1 | P2 | P3 | P4

Filtrado de metabolitos v

< Microfiltracion 2 procesos
R ~ e, Microfiltracion Esterilizacion
Eliminacion de esporas Esterilizacion
] [ ]
A4 5% 4 concentraciones
Disolucion en PDA 10 % 5% 10% 25% 50%

25 % | |
50 % J\/L

8 patogenos

Fol [Fon| Fs | Vd| Pp | Py | Db | Bc

A4 - =

Incubacién de los patégenos 4 repeticiones

0000

Siembra de los patdogenos

A\

Toma de datos

Figura n° 6. Pasos seguidos en el ensayo sobre el efecto antagonista de los metabolitos producidos por
los aislados.
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4.3.1. Incubacion de antagonistas

Los aislados seleccionados se inoculan cada uno en un frasco de 1L con medio de

cultivo liquido PD (patata-dextrosa) en agitacion a 120 rpm durante 21 dias.

Tras la incubacion, el medio de cultivo liquido resultante del crecimiento de los

antagonistas se filtra y conserva para su posterior utilizacion en la preparacion del PDA.

4.3.2. Preparacion del medio de cultivo

Se prepararon 49 botes de 0,5 L, rotulados adecuadamente, cada uno conteniendo:

10 g de agar, 5 g de glucosa y caldo correspondiente a 100 g de patata.

En nuestro disefio experimental se han utilizado cuatro concentraciones distintas de

extracto para evaluar la capacidad antagonista de los microorganismos estudiados. Por ello,

los botes se distribuyen en 4 lotes, ademas del testigo, y se enrasan con las cantidades

descritas a continuacion (Cuadro n° 2):

Concentracion | Extracto (mL) | PDA (mL)
Lote a 5% 25 475
Lote b 10% 50 450
Lotec 25% 125 375
Lote d 50% 250 250
Testigo 0% 0 500

Cuadro n° 2. Célculo de cantidades de extracto y PDA.

70



Material y métodos

4.3.3. Procesado y adicion de extractos

La esterilizacion puede provocar la desnaturalizaciéon de ciertas enzimas o la
alteracion de determinadas sustancias con efecto antagonista debido a las altas
temperaturas alcanzadas en el autoclave, por lo que la capacidad antagonista de los
extractos puede verse mermada. Esto no ocurre mediante microfiltracion, ya que en este
caso tanto las esporas de los antagonistas como los microorganismos contaminantes quedan

retenidas en una membrana.

Por ello, se preparan dos tipos de medio de cultivo de cada antagonista, uno

microfiltrado y otro esterilizado, ambos libres de esporas y otros contaminantes externos.

Los extractos procedentes del crecimiento micelial en agitacion se someten a dos
procesos de forma paralela. Para los tratamientos a base de extractos esterilizados, éstos se
anaden a los botes correspondientes y posteriormente se procede a la esterilizacion del
medio de cultivo ya preparado en autoclave a 121 °C durante 20 minutos. En cambio, los
botes con el PDA sobre el cual se afiadiran los extractos microfiltrados se introducen
previamente en el autoclave. Posteriormente se afiaden los extractos, agregandolos a los
botes con la ayuda de un filtro de jeringa de 0’2 um de diametro, quedando los
contaminantes retenidos en éste. Seguidamente se plaquean los diversos medios de cultivo

en las placas ya rotuladas.

4.3.4. Inoculacion de patdgenos

Como fuentes de indculo se utilizan placas previamente incubadas con los distintos
fitopatdgenos, colocando un trozo de 5 mm de didmetro de medio agarizado con el
microorganismo a evaluar, con la ayuda de un sacabocados estandarizado, en el centro de

cada una de las placas correspondientes.

Los testigos estan formados por el patdgeno inoculado sobre medio de cultivo PDA

sin extracto afiadido.

El ensayo se incuba en laboratorio a temperatura ambiente. Se toman medidas de

crecimiento cada uno o dos dias, en base a la velocidad de crecimiento de cada patdgeno.
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4.4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LOS METABOLITOS
VOLATILES PRODUCIDOS POR DIFERENTES HONGOS
ANTAGONISTAS PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO
MICELIAL IN VITRO DE CIERTOS PATOGENOS

El efecto de las sustancias volatiles producidas por los antagonistas se evaluara
utilizando la “técnica de la placa invertida” (Dennis y Webster, 1971). Gracias a este
método se puede enfrentar cada combinacion patégeno-antagonista, haciendo que las
posibles sustancias volatiles antagonistas entren en contacto con el fitopatdgeno e

impidiendo que dichos gases escapen de la zona existente entre ambas placas.

Tanto los fitopatdgenos como los antagonistas se siembran en placas distintas sobre
medio de cultivo PDA, enfrentando a continuacién cada microorganismo antagonista con

su respectivo fitopatdgeno, haciendo 3 repeticiones de cada combinacion (Figura n°® 7).

Inoculacién de
patdgenos y antagonistas

Tl T2 P1 P2 P3 P4 Test
F. solani ¢
. Q>
. F. 0. f. sp. niveum y
Enfrentamiento o Q
patogeno - antagonista F. 0. . sp. lycopersici IX®)
. »
B. cinerea °\(/
@ P. parasitica &
_ Pythium sp. y
Incubacion del ensayo . ' e
D. bryoniae | . &

@ V. dahliae

Toma de datos

Figura n°® 7. Planteamiento experimental del ensayo sobre metabolitos volatiles.
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4.4.1. Inoculacion de patdgenos y antagonistas

Patogenos y antagonistas se siembran sobre medio de cultivo PDA (patata-dextrosa-

agar) en placas de Petri separadas.

Debido a la excesiva esporulacion observada en todos los aislados del género

Paecilomyces, se decide inocular los aislados de este género de forma distinta:

e Los aislados del género Trichoderma (T1 y T2) y todos los fitopatogenos se

inoculan situando un trozo de agar de 5 mm de didmetro que contiene al

hongo en cuestion, obtenido mediante un sacabocados estandarizado, en el

centro de la placa de Petri.

e Los aislados del género Paecilomyces (P1, P2, P3 y P4) se inoculan

mediante raspado de las esporas y extension homogénea sobre PDA con asa

de siembra esterilizada. Posteriormente se seleccionan unas conidias

individuales que se siembran en cada una de las repeticiones, ya que este

hongo dispersaba mucho las esporas al disponer trozos de agar con indculo

sobre el medio de cultivo.

4.4.2. Enfrentamiento patdgeno-antagonista

Las placas sembradas con los patdogenos se colocan invertidas sobre las placas que

contienen los antagonistas, quedando el antagonista siempre en la cara inferior (Figura n°

8). También se preparan “placas invertidas” sin antagonista que sirven de testigo control.

Se realizan 3 repeticiones de cada tratamiento. Las placas se sellan con celo y pléstico film

para impedir la contaminacion y/o salida de gases. El ensayo se incuba en laboratorio a

temperatura ambiente. Se toman medidas de crecimiento cada uno o dos dias, en base a la

velocidad de crecimiento de cada fitopatogeno.

‘ Patogeno

_|_

‘ Antagonista

=

Figura n° 8. Colocacion de las placas para la evaluacion de los metabolitos volatiles.
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4.5. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

Las recetas que se presentan a continuacion estan calculadas para la preparacion de

1L de medio de cultivo.

4.5.1. Medio de cultivo PDA (patata-dextrosa-agar)

Se pelan y pesan 200 g de patatas. Se cortan en pequefios trozos y se ponen en un
vaso de precipitado. El vaso se enrasa con agua destilada hasta 500 mL. Se pone a cocer en
el microondas durante 15 minutos. Una vez cocido se filtra con una muselina en una
probeta de 1 L y se afiaden 20 g de dextrosa (glucosa) y 17 g de agar. Se enrasa con agua
destilada hasta 1 L y se pasa a un bote de vidrio de esterilizacion. Se introduce en el

autoclave durante 30 minutos a una temperatura de 121° C.

4.5.2. Medio de cultivo PD (patata-dextrosa)

Se prepara igual que en el caso anterior pero no se afiade agar a la mezcla, quedando

el medio de cultivo en estado liquido.
4.5.3. Medio de cultivo AM (agar-malta)
Se prepara 1 L de agua al que se le afiade 10 g de malta y 20 g de agar,

introduciéndose posteriormente en el autoclave a 121 °C durante 30 minutos para su

esterilizacion.
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Resultados

5.1. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE AISLADOS

5.1.1.  Estudio de identificacion especifica

Una vez purificadas las muestras de ADN, éstas se envian al Servicio de Analisis de
Acidos Nucleicos de la Universidad de Almeria, donde se realiza la secuenciacion de los
fragmentos de ADN. Tras recibir los resultados se procede a la correccion de las
secuencias, mediante el programa informatico ChromasPro 2.33, para mas tarde

introducirlas en la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e identificar cada

unos de los aislados.

5.1.1.1. Secuencias de los aislados del género Trichoderma

5.1.1.1.1. Secuenciacion del fragmento correspondiente a T1-1TS4

El alineamiento de la secuencia perteneciente al aislado T1 en la base de datos del
NCBI muestra una alta homologia con T. saturnisporum (99%), con un nimero de
abcesion AF359403. (Imagen n® 1y 2).
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File: 1-ITS4CORREGIDA abl

Fun Ended: Jul 16, 2000, 15:13:54
Sample: 1-1TS4
1

Signal G140 A:99 T:75 C:116  Comment:
Lane: 2 Baze spacing 13.63 354 bases 1n 7533 =cans Pagelofl
0 20 20 20 50 6 70 B0 30 100

K
P 1
500 510 520 530 540 550
CLEATIGESTAACGTI TCACAT IEGGEETITIGEELGTITET CTCGGTAATGATCCCTCOBE

e e

Imagen n° 1. Secuenciacion del fragmento ITS4 correspondiente al aislado T1
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QueryID Id|16143 Database Name nr
Description None Description Nudeotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.27+ P Citation

Query Length 554

Qther reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

Descriptions
Legend for links to ather resources: [H UniGene E GEO E Gene E Structure Eﬂ Map Viewer ﬂ PubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description ‘ Max score ‘ Total score ‘ Query coverage |_Evalue Max ident | Links ‘
EU2800%6.1  Trichoderma sp. CIB T96 185 nbosomal RNA gene, partial sequence; inter 1003 1005 99% 0.0 99%

AF359403.1 | El EEL 998 99% 0.0 55% |

t

A507135.1 Trichoderma sp. MA 3642 5.85 rRNA gene, ITS1 and ITS2, strain MA3642 977 977 7% 0.0 99%
GU366S13L  Trichoderma satumisporum strain YQ14 185 ribosomal RNA gene, partial 5 374 974 100% 0.0 93%
GUI76430.L  Trichoderma aureoviride strain T152 185 nbosomal RNA gene, partial sequ 374 974 96% 0.0 99%
HOS0E035.1  Trichoderma konilangbra isolate CY215 185 ribosomal RNA gene, partial se 972 72 99% 0.0 93%
H06073%5.1  Trichoderma konilangbra isolate CY161 185 nbosomal RNA gene, partial se 372 972 9% 0.0 93%
HO830%86.1  Trichoderma sp. 3 TMS-2011 voucher MS3p_50-2 185 rbosomal RNA gen 972 72 99% 0.0 83%
EU280102.1  Trichoderma sp. DAOM 237545 185 ribosomal RNA gene, partial sequence. 972 an 99% 0.0 98%
248726.1 T.satumisporum genes for 5.85, 185, 285 ribosomal RNA and ITS1and [T 272 972 99% 0.0 9%
X93974.1 T.satumisporum rRNA genes and ITS1 and [T52 DNA (strain CBS 886.72) 968 968 99% 0.0 93%
X33977.1 T.satumisporum rRNA genes and ITS1 and [TS2 DNA (strain ATCC 28023) 268 968 99% 0.0 9%
X93973.1 T.saturnisporum rRNA genes and ITS1 and [TS2 DNA (strain CBS 335.92) 968 968 99% 0.0 93%
X93971.1 Trichoderma pseudokoningil rRNA genes and ITS1 and ITS2 DNA, strain 6, 983 963 99% 0.0 98%
EF442075.1  Trichoderma ghanense isolate UOKTO66 small subunit rbosomal RNA gene 951 961 100% 0.0 98%
DO0E3NI2L  Trichoderma sinensis 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; intemal © 361 961 99% 0.0 98%

Imagen n° 2. Alineamiento de la secuencia ITS4 del aislado T1 en la base de datos del NCBI.

La homologia que presenta la especie con T. saturnisporum se comprueba en la

siguiente secuencia:

Trichoderma saturnisporum strain T163 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 25S ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=607

Score = 998 bits (540), Expect = 0.0
Identities = 546/549 (99%), Gaps = 0/549 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 AGTTTGGGGTGTTTTCAGGCTGCGGCCGCGCCGCGCTCCCGGTGCGAGTGTGCAAACTAC 60

FEEERRELRREeer e R e e e e e e el
Sbjct 549 AGTTTGGGGTGTTTTACGGCTGTGGCCGCGCCGCGCTCCCGGTGCGAGTGTGCAAACTAC 490

Query 61  TGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACTGGATTTCGGGGGCGGCCCCGGTGAGGGG 120

RN RNy
Sbjct 489 TGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACTGGATTTCGGGGGCGGCCCCGGTGAGGGG 430

Query 121 GCCGATCCCCAACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGG 180

EEEERERE e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 429 GCCGATCCCCAACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGG 370
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

181

369

241

309

301

249

361

189

421

129

481

69

541

CATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAA 240

LEELRRELR e e e e e e e e e el
CATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAA 310

TTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAG 300

LR e e e e e e e e el
TTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAG 250

AGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAGACGCCCGCTAGGGTCGCCGAGAAAG 360

R NN NNy
AGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAGACGCCCGCTAGGGTCGCCGAGAAAG 190

GCTCAGAGCAAAAATAAAACAGAGCCGCGACGGAGCCGCGACGGAGAGAGAAAAAGAGTT 420

RN RN NN RNyl
GCTCAGAGCAAAAATAAAACAGAGCCGCGACGGAGCCGCGACGGAGAGAGAAAAAGAGTT 130

TGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCATGGGATCCGGGGCTGCGACGCGCCCGGGGCAGAGAT 480

REERRRR R e e e e e e e e e e e e e e el
TGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCATGGGATCCGGGGCTGCGACGCGCCCGGGGCAGAGAT 70

CCCGCCGAGGCAACAGATTGGTAACGTTCACATTGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTA 540

R e e e e e e e e e et
CCCGCCGAGGCAACAGATTGGTAACGTTCACATTGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTA 10

ATGATCCCT 549

Il
ATGATCCCT 1

Gracias al arbol filogenético correspondiente se puede conocer las especies y

aislados de Trichoderma sp. mas proximas a T. saturnisporum con localizador (Icl|16143)

(Imagen n° 3).

ascombtetes | 2 leaves

Trichoderma konilanabta isolade CY215 185 tibogomal RNA gene, parfial sequence; intemal franscribed spacer 1, 555 fbosomal RrA ene, and intemal fanscrbed spacer 2, co..,
9 THchoderma.sp. 5 THE2011 woucher W53 50-2 155 ibosomal RMA gens, partial sequence; intemal franscribed spacer 1, 555 rbosomal R4 gene, and infemal franscibed 5.,
Wascomcetes | 4 leaves
@ Trichoderma sp. DA0M 257545 155 ibosomal RiA gene, partial sequence; infumal transcribed spacer 1, 553 fbosomal RA gene, and intemmal franscribed spacer 2, complete 5.,
& ASCOMyCetes | 3 leaves
P ascompetes | 56 leaves
4 Trichodetma safumisporim stain Y314 135 rbosomal RMA gene, parfial sequence; intermal renscribed spacer 1, 5.55 ibosomal R4 gene, and intemal franzoibed spacer 2, c..

wldle143

@

Trichadetma sp. CIE 96 155 fibosomal RMA gene, partial sequence; intermal franscrbed spacer 1, 5.65 Abosomal Ria gene, 3nd infermal ranscribed spacer 2, complede sequenc..

Imagen n° 3. Arbol filogenético de T. saturnisporum (lcl|16143).
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5.1.1.1.2. Secuenciacién del fragmento correspondiente a T2-1TS1

El alineamiento de la secuencia perteneciente al aislado T2 muestra un 99% de

homologia entre T. saturnisporum, con un nimero de abcesion AF359403. (Imagen n°® 4 y
5).

File: 2ITS1corregidaabl  Run Ended: Jul 14, 2009, 19:20:16  Signal G:332 A230 T:245C:375 Comment:

Sample: 2-TTS1 Lane: 3 Base spacing 13.84 360 bases in 7344 scans Page 1l of 1
10 20 a0 20 50 €0 70 80 30
ETGAACETT CCAR TCT GTTECC TCEGCGEGATCTC TGCCCC GG GCECETCGCAGCCCCGGA TCCCAT GG CECCCGCCGEAGGACCAACCARAACTCT 1

100 110 120 130 120 150 160 170 18 130
TTTCTCTICICCGTCGCGECTCCGT CECEGECTCTGTTTTATTITTT GCTCTGAGCCT TTCT CGECGACCCTAGCGEECETCT :saaam: GAAT CA Y
200 210 220 zan 240 250 260 270 280
AACTTTCAACAACGGATCTICTTIGGETTICTGECATCG ATG ARGAACGCAGCG ARAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATICAGTGAATCATC

P il st

230 aoon ain azo aao 40 250 3en aro
AATC T TG AR G AC AT T OGO e CAC TAT IC T G GG e G ATECC TG IO CGAGO G TCAT T TCAACC CICG AACCCOCOTCOOEGEE

GTCATTTCAACCCTCS AACCCCTCO EEEEE

S WMHA ol

a aso 400 420 440 4€0 470
TEEEE };ICSS::CC:I"A::SSSG::S:C:::SAAAI::A;I G EICICEC ARG CIC ICCT GG CAGTAGTIITGC ACAC TCECACCGE G GA
480 450 500 510 5¢0 530 540 550 SE0

CECG GO GO CACAGC C G TRAARACAOC CCARACTCOT G ARAATETT G ACCTCE G ATCR

@
@
7]
7]
e
1w
]
r:
r:

CT GA ACT TRARGCAT

e e

Imagen n° 4. Secuenciacion del fragmento ITS1 correspondiente al aislado T2.
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Query ID cl|64675 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

Query Length 560

Other reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

Descriptions
Legend for links to other resources: [T uriGene I 620 [8 Gene B structure [ Map Viewer Bl PubChen BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession ‘ Description ‘ Max score | Total score ‘ Query coverage |_ E value | Max ident ‘ Links ‘
GUS47791.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms1356 internal transcribed spacer 1, - 1029 1029 100% 0.0 99%
£U2800%6.1  Trichoderma sp. CIB T96 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; inter 1028 1029 100% 0.0 99%
AF359403.1 i g, partial g 1029 1029 100% 0.0 95% I
10653080.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms1020 internal transcribed spacer 1, p - 1026 1026 100% 0.0 95%
J0653070.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms852 internal transcribed spacer 1, pz - 1026 1026 100% 0.0 95%
J0653068.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms847 internal transcribed spacer 1, pz 1026 1026 100% 0.0 99%
J0653083.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms1397 internal transcribed spacer 1, p 1024 1024 99% 0.0 99%
J0653068.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms755 internal transcribed spacer 1, pz 1020 1020 99% 0.0 98%
GU176450.1  Trichoderma aureoviride strain T152 185 ribosomal RNA gene, partial sequ 1016 1016 99% 0.0 98%
GU176488.1  Trichoderma longibrachiatum strain T132H 185 ribosomal RNA gene, partiz 1016 1016 98% 0.0 99%
J0853090.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms1525 internal transcribed spacer 1, p - 1013 1013 97% 0.0 100%
J0653062.1  Trichoderma sp. MA 3642 strain mms591 internal transcribed spacer 1, pz 1013 1013 97% 0.0 100%
H0808035.1  Trichoderma koniangbra isolate CY215 185 ribosomal RNA gene, partial s 396 9% 100% 0.0 99%
HO5079%5.1  Trichoderma konilangbra isolate CY161 185 ribosomal RNA gene, partial se 296 996 100% 0.0 98%
HO630986.1  Trichoderma sp. 3 TMS-2011 voucher MS3p_50-2 185 ribosomal RNA gen 996 996 100% 0.0 99%
GUSEs513.1  Trichoderma saturnisporum strain YQ14 185 ribosomal RNA gene, partial s 296 996 100% 0.0 98%

Imagen n° 5. Alineamiento de la secuencia ITS1 del aislado T2 en la base de datos del NCBI.

Podemos observar la similitud entre las secuencias del ADNr del aislado T2 y T.

saturnisporum:

Trichoderma saturnisporum strain T163 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 25S ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=607

Score = 1029 bits (557), Expect = 0.0
Identities = 560/561 (99%), Gaps = 1/561 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 GTGAACGTT-CCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCG 59

TREERLREE LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 39  GTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCG 98

Query 60 GATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAACTCTTTTTCTCTCTCCGTCGCGGCTCC 119

EELREEER e et e e e e e e e el
Sbjct 99  GATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAACTCTTTTTCTCTCTCCGTCGCGGCTCC 158

Query 120 GTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCG 179

IR e e e e e e e e e e el
Sbjct 159 GTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCG 218

Query 180 AAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 239

FEEEREEER R e e e e e e e e el
Sbjct 219 AAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 278

Query 240 CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA 299

EEEERELE e e e e e e e e e e e el
Sbjct 279 CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA 338
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

300

339

360

399

420

459

480

519

540

579

CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAA

LR e e e e e e e e et
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAA

CCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCCTCACCGGGGCCGCCCCCGAAATCCA

EEEERRRE R e e e e e e e el
CCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCCTCACCGGGGCCGCCCCCGAAATCCA

GTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCG

IR e e e e e e e el
GTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCG

GCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGA

R e e e e e e e et e el
GCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGA

ATACCCGCTGAACTTAAGCAT 560

IEELLEELEEEERnnnl
ATACCCGCTGAACTTAAGCAT 599

(Ic1|64675) son las siguientes (Imagen n° 6):

ascomycetes | 2 leates

359

398

419

458

479

518

539

578

Las especies de Trichoderma sp. mas proximas a T. saturnisporum con localizador

Trichadstma safurrisparm sttein T163 155 ibosomal R4 gene, partial sequence; intetrial franscibed spacer 1, 5,55 rbosomal RMA gene and intemal 1.

q Trchadetma sp. b 3642 shain mmsd47 intemal ftanscribed spacer 1, parfial ..

3'Trichodemmsp. CIE 196 185 fbosomal R4 gene, parfial sequence; infemal franscribed spacer 1, 555 ribosomal RNA gene, and inemal franscribed spa

ascomycetes | 2 leales

']

Aelig457 5

ascomycetes | 93 leaes

Imagen n° 6. Arbol filogenético de T. saturnisporum (Icl|64675).
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5.1.1.2. Secuencias de los aislados del género Paecilomyces
5.1.1.2.1. Secuenciacion del fragmento correspondiente a P1-1TS1

La secuencia del fragmento de ADN correspondiente al aislado P1 (Imagen n° 7) ha
sido introducida en la base de datos del NCBI para ser comparada con otras secuencias ya
conocidas, adjudicandosele un numero de abcesion JX231004. El alineamiento de la
secuencia muestra una homologia del 99% entre P1 y P. variotii (Imagen n° 8).

File: PFH1 ITS1 2012-10-03.ab1  FunEnded Oct3, 2012, 18:54:02  Sipnal G346 A227T:160 C:215  Comment:

Sample: PHI ITS1 Lang: 13 Baszespacing 11.92 331 bazezin 13808 scans Page 1 of2
10 20

-
REST a85 T C TOS G8ET C ACCTOTR

170 180 150
L] im (3] m EEmEEEEE EEE NN
ATACA AT CAATCARTTARRACTTTCRAACARACEGATCT

i bl

200 210 ‘.‘D 23 20 2E0
mEEEE EEEsEE EEEE 1L iEEE llll ] nm m lll |llllll imENE lll
FITEE _AICGAIa}.AaAA TG ATA ARG TAAT TG AAT TG CAGAAT TCC T GAAT CAT CGARATCTITGAACGCACATTIG CECCCCC

210 220 230 a0 2EQ 470 460 430
IEEEEE NN NI EEEEEE NN PRI EEEEENIEEEEENEN N EEEENEENE [ BR AR AR RRRIRRIRRRRRRRIRIRSEIRIERRN D]
A EECEEC eI T o IC TG eI C I C G AGCETAIGEGECIC I GI CACACE CTI I CAGTACGAAC CE G CCGECTI TG CIGECCAT CACCTATATTIIIICIC

Hm

510 520 30 540 S50
LR IEEE R LR Y R R RN SR ] ullm CTE -
[T GAC TG AT CAG GTAG GG ATACCC EC T EAACTTAAGTATAT CATA

MMMMW (L%v’"\mm

Imagen n° 7. Secuenciacion del fragmento ITS1 correspondiente al aislado P1.
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QueryID Id|11865 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nudeic acid Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

Query Length 551

Qther reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

Graphic Summary
Descriptions Provide faedback an the new report

Sequencas producing signiicant alignments:
Select: All None  Selected0
3 Alignmerts V)

Max Total Query E | Max

‘ Accession
SCOre score cover value  ident

Description

[ Paecilomices varof strain SCSAAFODA1 intemal anserined spacer 1. parial sequence: 543 ribosomal RNA cens andinternal banseibed spacer 2. comple 998 998 98% 0.0 99% JQ6478871

[ Paecilomyces variot sirain L5 185 ribosomal RNA, partial sequence: intermal ranseribed spacer 1.5.95 ibosomal RNA and internal ranseribed spacer 2 989 1302 99% 0.0 99% GQ2207074

F Pagcilomycas variofiisolate YLJ-40 195 rinosomal RA gens, partial sequence: interal ranseribed spacer 1. 5.5 ibosomal RNVA gene, andintemaltranser 985 965 98% 0.0 9%% Jx2310041 I

I Pascilomices varof strain T003 188 ribosornal RNA ene, parial sequsnce:internel banscribsd spacer 1,583 fhosomal RNA gene, andinternal ranserbe 985 985 98% 0.0 99% JO7963801

I Paecilomices sp. JH5 188 ibosornal RHA gene, parial sequence: intermal tanserined spacer 1. 583 fhosamal RNA gene, and intemal ranscrived spacer 2 985 985 98% 0.0 99% GO33R8571

[ Paecilomyces varioi sirain ATCC 10885 185 ribosomal RNA gene, partial seauence: internal ranscribed spacer 1.5.85 ribosomal RHA gene. and infemaltra 985 985 98% 0.0 99% FJ453544

I Pagtilomices varof strain HB101 internal transeribed spacer 1. partal saquence: 588 isosomal RMA gene and intemal ranscribed spacer 2 complste seq 985 985 98% 0.0 9% FJ54043.

I Paecilomices varofi sirain ATCC 22319 488 rihosomal RNA gene. partial sequence intemal banscrined spacer 1. 588 dbosomel RNA gene, andintermalba 985 985 98% 0.0 9% AY3730411

I Paeciomyces variofiisalate YLJ-37 internal ranseribed spacer 1. parial sequence: 5,83 ibosomal RNA oens and intemal rznscribed spacer 2 completese 979 979 98% 0.0 9%% J2310021

I™Paeciomyces varofi strain XSBIN13 185 ribasomal RNA ene. partial seouence: internal iranscrived soacer 1. 5.88 ribosamal RNA aene. and intemaltranser 978 979 98% 0.0 9%% GUBAGS1T.1

Imagen n° 8. Alineamiento de la secuencia ITS1 del aislado P1 en la base de datos del NCBI.

La homologia que presenta el aislado P1 con P. variotii se comprueba en la

siguiente secuencia:

Paecilomyces variotii isolate YLJ-40 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gb]JX231004.1|Length: 627Number of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps Strand
985 bits(533) 0.0 540/543(99%) 2/543(0%) Plus/Plus

Query 9 CTCGGGG-TC-ACCTCCCATCCGTGTTGTCCTGACACCTGTTGCTTcggecgggeccgecg 66

PR e e e e e el
Sbjct 71  CTCGGGGCCCAACCTCCCATCCGTGTTGTCCTGACACCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCG 130

Query 67 tggttcacgccccggecgcecggggggttcacgecccccgggecccgecgeccgccgAAGACCC 126

Ry
Sbjct 131 TGGTTCACGCCCCGGCCGCCGGGGGGTTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCC 190

Query 127 CTGGAACGCTGCCTGGAAGGTTGCCGTCTGAGTATACAATCAATCAATTAAAACTTTCAA 186

. R NN RN NN AR NN RNy
Sbjct 191 CTGGAACGCTGCCTGGAAGGTTGCCGTCTGAGTATACAATCAATCAATTAAAACTTTCAA 250
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Query 187 CAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG 246

LEELREEER R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 251 CAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG 310

Query 247 AATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCC 306

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 311 AATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCC 370

Query 307 GGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTAACCCTCCAGCCCGGCTGGTGTGTTGGGCC 366

ANy
Sbjct 371 GGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTAACCCTCCAGCCCGGCTGGTGTGTTGGGCC 430

Query 367 GCCGTCCCCCCTCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCGTCGCGTCCGGTCCT 426

RN RNy
Sbjct 431 GCCGTCCCCCCTCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCGTCGCGTCCGGTCCT 490

Query 427 CGAGCGTATGGGGCTCTGTCACACGCTTCAGTAGAACCGGCCGGCTTGCTGGCCATCACC 486

EEEELLRE e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 491 CGAGCGTATGGGGCTCTGTCACACGCTTCAGTAGAACCGGCCGGCTTGCTGGCCATCACC 550

Query 487 TATATTTTTCTCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA 546

FEREREEERRE et e e e e e e e e e e e et
Sbjct 551 TATATTTTTCTCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA 610
Query 547 TCA 549

11
Sbjct 611 TCA 613

En el arbol filogenético se puede observar las especies de Paecilomyces sp. que se

encuentran mas proximas a P. variotii con localizador (Icl|11865) (Imagen n° 9).
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L=

Bussochlmys 2ollmize s GBS $74.70 185 shosomal P gene, el seguenceinemalestribed spager , 5.5 thosomal A gene, and indemal anstrbed spacer 2, conplef se.,
ascomytetes | 22 s
5 ascomyeetis] 10 s
{1 Fungal endophye sain 13302 185 bascmil Rl gene, indutmal ansitbed spacet 1,
23 Paucompees snensis il 155 PRNA aune, 585 tRNA gene, parfi 263 (RMA and T,
9 0 Paeclomypes 3p. HOL: 2011 ool F2-03 135 nbosomal Ria gene, paril sequence ind,
i Piaeclamyes shensis qenamic ONA conaining 751, 152, laf 004163
b ascompres | & lses
astomyeetes| 2 s
g Uncu e Bimgus clome ROG1211 155 bosamil Rk aene, parfil squence: infe,
.+ Pagclamyses sp. JCH 12545 gune, 265 D102 vgiansand infraenic space el
o0 Faacilomees fomasts shain LALI0 infemal amactbed spcer 1, el seque,
Pabclamyes 5. Po-2007ainturmal ranstrbed spacet 1, Sl sequences and 5.5
Paeclomces viofil var, brwnneols s¥in CB:5 370.70 185 basamil Rk aune, parfl sequence: infemil anscrbed sparer
Peclomces itiofiinetmal amstribed spacet 1, partalsequence, 55 nbasomal RMA gens, complet sequence nd nbeml Yanscrbed apacer 3,
Peclomces viofi st G 0-1E 8.3 hosomal ANA gene, partalsequence itamal hanscrbed spaces 1,585 thastmal R gune,
Uncuured s lone L2768 12 056 H A infemil ansctbed space 1, el sequence: 5 55 hosomal AN geni, complede saquenc,
astmycetes | 2 s
. Pailonyess o sin 1C03 165 oosonal R ene,prflseqence il Yanacoed spe 1,535 basomil i g andinfe.
Peclamyes o st HEA01 indetmal sttt sacer 1, parfal sequence; 585 shosomal B gene nd infeml anscrbed space 2,0
Peclamices itiofi st G5 102,74 165 dbosomal RMA e el sequence infemal rmsitibed shacer 1, 555 hosomal RNA gens 2,
Biysaachlmys sp. LB 109072 155 hosomal R gens, parfl sequence ibamal anscnbed spacer 1, 585 bosomal R gen, ind i,
ascomyceles| 2 s
0 oy v el e s 1 and 45 hosol Rl and imbemil anscebed spces,parflsequence

il

b

3),. Talamices spectbils gunes T3 1, 555 tRNA, 115 3, il nd complet sequence shain:SUIM 3030

3 Fingal deyte 3. P 001 il anstribed spacer 1, pafalseqence, 585 ibosomal AN, 9, complet sequence and bl .
¥

astomycetes| 21 b
A Taatemytces spechbli sin CB 101075 155 bosomal BAvk e, vt sequenice: infumal ransctbed space 1, 55 shasomal RWA gen,,
 Fclamytes arof solafe YL 37t anscbed spacr 1, el sequence 555 thosamal B aeneand il Yancrbed sacer 2,
- Paeclomye aif st ATCE 22319 165 bosonl A e pfl seqence nel anscibed sper 1,535 hosome A g,
J;Paetilornvces Witiof sl w555 sl subunt biosmil R aene, parfil guence: indeal amactbed spcer 1, 5.8 nhosomal A ge,
s e
Py . o6 155 basonl A aene gl seguence et s spacer 1 585 bosonsd A cun, i ol s,
Peclamipces itiofi st 5054 AFO01 1 intemal anscnbed spacer 1, vl sequence: 555 hasomal R aene and indemal ensirbed .,
Peclamypces o st ATCI 10665 125 Abosomal Ra gins, il sequence indemalamstrbed spacer 1, 535 hasomal A gene,
Poeclamyces o ol Y L0 155 bsoml R4k gene, pavfil sequence: infemal amsctbed pcet 1, 5.6 dhosomal R4 gene and in
! Peclamies 5n. NYER 5,15 iaomal RN gen, parfil sequence:inbemil ansctbed spacer 1, 585 bosomal BMA gne and inbemil ¥,
Tl 865
* asclonyess v s RS 155 dbosoml A4, gl sequnce it oo spacer 1, 585 hosonal g, i el e

| 0,004 |

Imagen n° 9. Arbol filogenético de P. variotii (Icl|11865).
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5.1.1.2.2. Secuenciacion del fragmento correspondiente a P2-1TS4

El aislado P2 ha sido identificado gracias al alineamiento de las secuencias
mediante la base de datos del NCBI, recibiendo el nimero de abcesion JX231004. Esto nos
ha permitido conocer que existe un 98 de homologia entre P2 y P. variotii (Imagen n° 10 y

11).

File: P2-IT34corregidaabl  Foun Ended: Sep21,2011,1540:17  Signal G338 A32 T22C:33 Comment

Sample: P2IT84 Lane: 3 Base spacing 12.34 334 basez in 9741 scans Page 1 of 2
10 20 a0 a0 50 €0 70
CEGT GCC GEMCAGCAAGCCA GO GETTCTAC TEGAAGE GTGTGACA GA GCCCCA TACGC TCGAGGACCG GAC §

BO g0 i00 :I.:I.O 140 150 150
CCEACECCGCCECTI GO CTIGICE GG CCET COCCCCEEECA 333333 :33:33:::5}'\._}\ ACCAGCCEEGCTIGERAGECEGTITAG CAAT GATD
170 180 20 D 210 220 ¢30 250
3:1:335:533:3\13::::::333\3{: EEEECE GCGITCAAAGATTICGATGATTICACGG AATTIC I\:-\_ILILII ACATTH
*‘ .“J@l I‘Mml‘ ‘J»a nm‘i&“a‘l&‘llhﬂ(lsg L. [ l l.‘ ey Iﬂl.l‘n l ) .«'J‘L‘ T .Ll‘ A \Jﬂ!

2€0 270 ‘.Bﬂ 250 300 310 320 330
CTITATIC G CAT I TIC G C I G oG I TC I T C AT O G AT GO C G G AR C A AR AGATCC E ITTE IT G ARAAGTTITTAAT IGATT G ATTET ATACT O !L.s!
2o aso 3€0
FRCEGCCAACCTIICCAG G CAGC GTTICCAGEGEGE T

430 440 450 4€0 470 480 450 so00 510
ARG e CC I O ARG A A CA G ETE ICACG G ACARCRACGEE ATEE CGAGETIGEE G OCCC G A GG ACOOOTC ACTCRAAST AATE ATCC

Imagen n° 10. Secuen01a01on del fragmento ITS4 correspondlente al alslado P2
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QueryID 1cl|59527 Database Name nr
Description None Description Nucleotidz collection (nt)
Molecule type nudleic acd Program BLASTN 2.2.27+ b Citafion

Query Length 534

Other reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of resuits]

Descriptions
Leqend for links to other rasources: (7 ricene B 620 B Gene B s Wap Vievier B puchen BioAssay

Sequences producing significant alignments;

Accession | Description ‘ Max score ‘ Total score | Query coverage |_ELIue | Max ident | Links |
282350 Paecilomyces varioti internal ranscribed spacers 1 and 5,85 ibosomal R 513 93 9% 0 100%
12310041 Paeclomyces variotii isolate YU-40 18S ribosomal RNA gene, partial sequ 309 509 38% 0.0 |
107968801 Paeclomyces variotii strain TCO3 185 rbosomal RNA gene, partial sequenr 903 909 48% 0.0 38%
FI345354.1  Paecilomyces variotii strain ATCC 10865 185 ribosomal RNA gene, partial: 303 909 48% 0.0 38%
AV3739411  Paecilomyces variotii strain ATCC 22319 185 ribosomal RNA gene, partial: 303 509 58% 0.0 58%
GUSAE17.1  Paeclomyces variotii strain XSBN13 185 rbosomal RNA gene, partil sequ 904 504 98% 0.0 58°%
GO3BEST.1  Paecilomyces sp. JHG 185 rbosomal RNA gene, partial sequence; intemal 34 504 £ 0 5%
P47538.0  Paeciomyces variotil strain GX10-1E 185 ribosomal RNA gene, partial seqr 304 904 9% 00 90%
AF4334161  Paeclomyces variotii isolate wb356 small subunit rbosomal RNA gene, par 838 896 9% 00 90%
HIE26196.1  Paeclomyces sp. ALAS-1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; inte 821 81 9% 0.0 5%
J231002L  Paecilomyces vanoti isolate YLI-37 intemal franscribed spacer 1, partial 89 849 95% 0 5%

Imagen n° 11. Alineamiento de la secuencia ITS4 del aislado P2 en la base de datos del NCBI.

Podemos observar la similitud entre las secuencias del ADNr del aislado P2 y P.
variorii:
Score Expect Identities Gaps Strand
909 bits(492) 0.0  515/525(98%) 8/525(1%) Plus/Minus

Query 8 GGCACAGCAAGCCAGGCTCGGTTCTACTGAAGCGTGTGACAGAGCCCCATACGCTCGAGG 67

PR LR e e e e e e e e e el
Sbjct 544 GGC-CAGCAAGCC-GGC-CGGTTCTACTGAAGCGTGTGACAGAGCCCCATACGCTCGAGG 488

Query 68  ACCGGACGCGACGCCGCCGCTGCCTTGTCGGGCCCGTCCCCCGGGGAGGGGGGACGGCGG 127

LR e e e et
Shjct 487 ACCGGACGCGACGCCGCCGCTGCCTT-TCGGGCCCGTCCCCCGGGGAGGGGGGACGGCGG 429

Query 128 CCCAACACACCAGCCGGGCTGGAGGGTTAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGG 187

LR e e e e e e e e el
Shjct 428 CCCAACACACCAGCCGGGCTGGAGGGTTAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGG 369

Query 188 AATGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCA 247

FEEELLRE R e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 368 AATGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCA 309

Query 248 CATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTT 307

LR e e e et e e e e e el
Sbjct 308 CATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTT 249

Query 308 GAAAGTTTTAATTGATTGATTGTATACTCAGACGGCAACCTTCCAGGCAGCGTTCCAGGG 367

R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 248 GAAAGTTTTAATTGATTGATTGTATACTCAGACGGCAACCTTCCAGGCAGCGTTCCAGGG 189
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

368

188

428

129

488

69

GTCTTcggcgggcgcgggeccggggcgegtgaaccccecccggeggecggggcgtgaaccac

IREERREER e e e e e el
GTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGG-GCGTGAACCCCCCGGCGGCCGGGGCGTGAACCAC

ggcgggcccgccgAAGCAACAGGTGTCAGGACAACACGGATGGGAGGTTGGGCCCCGAGG

R e e e e e e e e e e e e e el
GGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGTGTCAGGACAACACGGATGGGAGGTTGGGCCCCGAGG

GACCCCTCACTCAAGTAATGATCCTTCCGCANGCTTCACCTACGG 532

PELEE R et 1 et
GACCC-TCACTCG-GTAATGATCCTTCCGCAGG-TTCACCTACGG 28

427

130

487

70

Las especies mas proximas a P. variotii con localizador (Icl|59627) son las

siguientes (Imagen n°® 12):

Pagcilomyes 5p. P2 201 fa solabe Wtk 24 inbetmal ransctbed spacer 1, parfial sequence: 555 rbosomal RMA gene, complede sequence, and indsml fanscrbed spacer 2, il suquence
Bpsanchlamys spectbilsisolte G 26 imbumal Yanscribed spacer 1, parfel sequence: 555 ibosomal R aene and indeamil fenscribed spacer 2, complede sequence and 255 rbasomal RHA aene, parfil

|

Iy
¥

Pecilompces varii ol W1 ndemal ansibed spacer 1, il sequence, 5 tibosomal Rhda geneand iemal frmscbed spacer 2, complte suquence, and 263 ibosomal RN gene, pttl 5,

Tilstampces spectabils stin LTBF 003 1 185 bosomil RNA e, il sequence;inbemmal hanscrbed spacer 1, 5.4 basomal A& gens, and imbermal Yanscrbed spacer 2, conpl,
OTelavomyces spechabils shain C B3 124577 455 rbasomal RNA gene,parfal sequences iemal st spacer 1, 535 ibasomal R gene, and infemal anscibed spacer 2, com,
OTeltomyces spechabls shain CBS 124578 185 rbosomal RNA gene,parfal sequence: iumal st spacer 1, 5.3 basomal RN gene, and indemal anstrbed spacer 2, com.
) asompeiis |4 liaines
OTalatomuces spectabls shain C 85 124579 185 rbasomal RNA gene, paral sequences intumal st spacer 1, 5.3 basomal R gene, and indemal anschbed spacer 2, com.
OTalatomuces spectabls shain C 85 124530 185 rbasomal RNA gene, paral sequence: intumal st spacer 1, 5.3 basomal R gene, and indemal anschbed spacer 2, com.
QTaltomuces spectabils shain C 85 124532 185 rbosomal RNA gene, paral sequences intumal st spacer 1, 5.3 basomal R gene, and indemal anschbed spacer 2, com.
O Tapomyces spectbils stain GBS 121585 155 rhosomil RNA gene, parfal sequences intemal ransctibed spacet 1, 535 nbosomal R4 gens and infemal banscrbed spiacer 2 com,
{3 Tapomyces spectbils stain GBS 121586 155 rbosomil RNA gene, parial sequence;intemal ranscrbed spacet 1, 535 rbosomal R4 gene and infemal hanscrbed spacer 2 com,

TaJammu:es specabils sain 55 121587 125 basonal Ra gene, el sequence; indemal framsirted spacer 1, 5.5 fbiosonad Bhua gene, and inteml fanscrbed spacer 2, com.

 alromycesspecabls fin G5 121569 185 dhosonsl RN e, et secuence el amscbed s 1, 5.5 hosamal A aene, and ntmal anscrbed spacer 2, o,
] Paeclomices vasiofi v, brannealts st GBS, 37070 153 bosomal R4 gene,parfil sequenice imbemal hanscribed spacer 1, 5.5 bes..

A ascomycetes | 3 leswes
q ascamietes | 1 eiwes
i . {JUncutned fingus don ROE121 1 135 bosamal BN e, pflsequnc .,
JPmuhmwesm|BL0M551&5nbmomﬂRNAgmepmﬂﬂnqwnu|nhmﬂ
i y 3 O Paeclomces sp. JCH 12545 gene, 26 5 0102 tegions and ineraenic spacer .
Paacilompees variofi sthin BCC 14376 135 ibasomal RM& gene, parfil sequence
Paacilompeces fomosus shain CBS 113247 145 nbosomal BA gene,parfil sequences infeml Fansce.
Uncutured fungus clome L RO42768 122059 HO indutmal ranscrbed spacer 1, narfal sequences 5.5 ibosomil ANA gene, complede sequence: and infumal fanseribed spac..
Gl scampretes | 2 eabes
0 Pawcilompres vaviodisalae ¥ Lb40 185 tbasomal RA gene, it sequence;intermal fransctibed spacer 1, 585 bosomal RHA gene and indetmal ranscrbed spacer 3 ..
3 Puecilompces vatioi shain 1003 185 rbosomal RN& gene, il sequence: infemal ransctibed spacer 1, 5,55 bosomal A& gene, and indermal fansctibed spacer 2, conl,
8 Paecilompces varioi shain ATCC 22319 183 fbosoml RN gene, partil seauence infetmad ranscribed spacer 1, 535 nbosomal Aivé aene, andindstmil fransctibed spacer
8 Piucilompces 3p, JHG 185 rbosomal Biva aene, parfial sequence;internal bansibed spacer 1, 533 tibosomal RNA gene, nd inbermal hanscebed spacer 2, complete sequen,
44 Piwcilompces varioi solabe wh56 small subunitibosomal R4 gene, marfial sequence indemml tansctibed aparer 1, 585 bosomal RA gene and infemal fransctibed spi.
8 Pawciompces varioi shain §BM13 155 rbosomal A gene, payfal sequence;infemal ransinbed spacer 1, 585 fbasomal A4 gene, andindemal fanscibed spacer ¢,
8 Paacilompces varioi shain CBS 335,51 135 bosomil RN gene, partal sequence, inbetmal ansctibed spacer 1, 555 nbosomal Ak gens and infumel fansctibed spacer .
o astompatis | 4 leawes
9 Pauciompces vitiodi shain CBS 110431 185 rbosomal RHA gune paral sequence:intermal hanstibed spacer 1, 5.8 fbosomal RNA gene, andinbermal Yansctbed spacer.
A Tilatomeas spechbils shein CBS 109072 133 basomal AN gene, parfil sequence infutnal fransctibed spacer 1, 585 rbosomal RA gune, and infmal finsctibed spic.
o scomcites| 2 s
9 Tilaromyces spechbilis stain CBS 109073 165 bosomal RNA gens, parfial saquence; intemal hanscribed spacer 1, 585 nbisomal RA gene, and infemal ransctbed spac.
A Tilaromyces specthbilis stain CBS 101075 165 bosonal RNA gens, parfial saquence; intemal hanscribed spacer 1, 585 nbisomal RA gene, and infemal ransctibed spar.
8 ecilampces vatioistain MRRL 1115 indemal ranscribed spacet 1, 555 bosomal RMA gene ind indeimal fanscribed spacer 2, complete sequence: and 25 rbasomil B,
A Tilaromyces specthbilis stain CBS 101075 165 bosonal RNA gens, parfial saquence; intemal hanscribed spacer 1, 585 nbisomal R gene, and infemial ransctbed spac.
4 ecilampes vatioisalate YL 37 inteenal ransotied spacer 1, parfial sequence 555 ibosomal Al gene ind inemal fransctibed spacer 2, complede sequence: and 245 1,
i Paeciomces variodi shain EXF-6125 153 fbosomal RN 9ene, Datfil sequence infetmal ransctied spacer 1 and 5.5 ibasomal A gene, complete sequence and i,
o aicilompces variofi ftain MRRL 54334 nbermal hanscrbed spacer 1, marfil sequence: 555 vbosomal RA aene andindetnil fransctibed spacer 2 complete .,
o acomycebes | 2 eaies
3 Pascilompeces variofi inbermal trmscebed spacers 1 and %8 nbosoma) RhA,and infemaltranstebed spacers, parfel sequence
aacamates | 3leaves
5{;3 Pacilumpces vatiofi ftdn CBS 102.74 185 bosamal Ak gens parfial sequences infemal tanactibed spaer 1, 585 bosomal PN gene,and intemal anserbed ..
jJ- Fungal endaphyl sp. P53-001 idermal transtrbed spacer 1, marfil seauence; 585 rbosomal R4 gune, complebe saquence andindutnal fransctibed spacer 2, parfil seq.
'wmmmmmmmmmmmmmwmmwwmmmmmmmmmmmmwmmmwm
i 1c]| 59627
* ascomecesvarioi st WM 135 dbosonil A, ekl seouence: il e soace 1. 53 ehosoml A, and il ensrbed soager 2. conoiete e,

Imagen n° 12. Arbol filogenético de P. variorii (Ic1|59627).
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Resultados

5.1.1.2.3. Secuenciacion del fragmento correspondiente a P3-1TS4

La secuencia del fragmento de ADN correspondiente al aislado P3 (Imagen n° 13)
ha sido introducida en la base de datos del NCBI, pudiendo asi ser comparada con otras
secuencias ya conocidas. El alineamiento de la secuencia muestra una homologia del 98%

entre P3 y P. variotii (Imagen n° 14).

File: P3-IT34correpidaabl ~ Fun Ended:Sep21,2011,210%:38  Signal G106 AT T32C:102  Comment:

Sample: P3ITS4 Lane: 5 Base spacing 12.49 323 bases in 94:1 wans Page 1 of 2
10 20 a0 50 €0 70
EGTECC EECCA GCARGCC GECCEETTC 'U. TGAAGCETGTGACA GA GCCCCATACGC TCGAG GACCEGACE

s ,mmmmmwmmﬂ ni Mwﬂﬂ Nl

BO oo 110 130 140 150 1€0
CGCCECIG GCCCEGICCCCCGE AGGGGGGA :33:33:::}\3;_}\_}\_«..!;\:::333 IGGAGGGITAGCAATGACG
170 180 20 210 220 2a0 240 250
TCEGACAGED S::::::GSEET GCCRAGEEEE }n ET TCARRG AT TIC G ATGE ATICACGE G AATTC T EGCAATTICACATTACTT
.—.ED 270 280 290 800 330
TTICG ETTICTIICATCGATGCCGGAACCRAGA TTaTTahﬁhaIITIthIahTIaﬁIIaTﬁIh"I AFARACEEC
aso &0 QED 400 410 420
ﬁﬁ""IT""ﬁSS:hG TCCRAGEEET :SS:SSG:S:GGG:::SSSGS:S CCCCCGEECEECCEGEEE oCR
WF&JMP&/\MWMMM WUWWEJ/\M
430 440 450 4€0 470 480 430 500 510
GGEGCCCGCCG AA GCAACAGGIG T CAA GGACAACACGGAT GGG A CGTIIGGEGC CCCGAAGG AACCCCACTICGG TAATG ATOCCICCGCAR

fﬂo@c A e IO N W N e 00

52

I'li:

T

M\ . . —

Imagen n° 13. Secuenciacion del fragmento ITS4 correspondiente al aislado P3.
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Resultados

QueryID Id|43755 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nf)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

Query Length 525

Other reports:  Search Summary [Taxonamy reports] [Distance tree of results]

Graghm Summa! [

Descriptions
Legend for links ta other resources: (7 ricene B 620 & 6ere B sncnre Wap Viewier B puschem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession ‘ Description | Max score | Total score | Query coverage |_ELIue ‘ Max ident | Links |
905 98% 0.0 98%
902 98% 0.0 98%

G3e6357.1  Paecilomyces sp. JHE 185 nbosomal RNA gene, partial sequence; internal - 305

i

=y
=
=

b—

| 1310041 paecilomyces varioti isolate YLI-40 185 nbosomal RNA gene, partial sequ

107668800 Paeclomyces varioti strain TCO3 165 nbosomal RNA gene, partial sequent 202 a0z 9% 00 4%
f13453541  Paeclomyces varioti strain ATCC 10865 185 rbosomal RNA gene, partial | 202 a0z 9% 0.0 13%
13733411 Paecilomyces vanioti strain ATCC 22319 185 rbosomal RNA gene, partial ¢ 302 a0z 9% 0.0 5%
4554161 Paecilomyces vanioti isolate wb556 small subunit ibosomal RNA gene, par 898 898 97% 00 4%
GUS6517.1  Paecilomyces varioti strain XSBN13 185 nbosomal RNA gene, partial sequ %6 8% 9% 0.0 5%
Flegressl  Paeclomyces varioti strain GX10-1E 185 ribosomal RNA gene, partial seqr &% 14 9% 00 4%
22310021 Paecilomyces vanioti solate YU-37 internal transcibed spacer 1, partal - 891 891 95% 00 4%
FRT18436.1  Paecilomyces sp. BFO29 genomic DNA containing 185 rRNA gene, IT51, 5, 888 i 9% 0.0 5%
GUSBE741  Paecilomyces variotii strain DTO 6375 185 ribosomal RNA gene, partial sec 888 29 9% 00 0%
F1383530.1  Paecilomyces vanioti strain CBS 338,51 185 ribosomal RNA gene, partial s 882 29 9% 0.0 8%
EU037055.0  Pagcilomyces varioti strain CBS 102,74 185 ribosomal RNA gene, parfial s 889 889 95% 0.0 99%

Imagen n° 14. Alineamiento de la secuencia ITS4 del aislado P3 en la base de datos del NCBI.

La homologia que presenta el aislado P3 con P. variotii se comprueba en la
siguiente secuencia:

Score Expect Identities Gaps Strand
902 bits(488) 0.0 509/519(98%) 3/519(0%) Plus/Minus

Query 7 GGCCAGCAAGCCGGCCGGTTCTACTGAAGCGTGTGACAGAGCCCCATACGCTCGAGGACC 66

EELEREEE e e e e e e e e e e el
Sbjct 544 GGCCAGCAAGCCGGCCGGTTCTACTGAAGCGTGTGACAGAGCCCCATACGCTCGAGGACC 485

Query 67  GGACGCGACGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGAGGGGGGACGGCGGCCCA 126

FEELREERR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 484 GGACGCGACGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGAGGGGGGACGGCGGCCCA 425

Query 127 ACACACCAGCCGGGCTGGAGGGTTAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATG 186

TR e e e e e e e el
Shjct 424 ACACACCAGCCGGGCTGGAGGGTTAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATG 365

Query 187 CCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATT 246

EEEELERE R e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 364 CCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATT 305

Query 247 ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAA 306

EEERERE R e e e e e e et e e e e e e e et
Sbjct 304 ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAA 245

91



Resultados

Query 307 GTTTTAATTGATTGATTGTATACTCAGACGGCAACCTTCCAGGCAGCGTTCCAGGGGTCT 366

IR e e e e e e e e e e e el
Shjct 244 GTTTTAATTGATTGATTGTATACTCAGACGGCAACCTTCCAGGCAGCGTTCCAGGGGTCT 185

Query 367 Tcggcgggcgcgggcccgggggcgtgaacccecccggeggecggggegtgaaccacggegg 426

EEERRRE Rt e e e e e e e e e el
Shjct 184 TCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTGAACCCCCCGGCGGCCGGGGCGTGAACCACGGCGG 125

Query 427 gcccgccgAAGCAACAGGTGTCAAGGACAACACGGATGGGANGTTGGGGCCCCGAAGGAA 486

LR e e e eeene e e e e v et i
Sbjct 124 GCCCGCCGAAGCAACAGGTGTCA-GGACAACACGGATGGGAGGTTGGG-CCCCGAGGGAC 67

Query 487 CCCCACTCGGTAATGATCCCTCCGCAAGTTCCCCNTACG 525

L LRERLRERe e e e 1 i
Sbjct 66  CCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACC-TACG 29

En el arbol filogenético puede observarse las especies y aislados de Paecilomyces
sp. que se encuentran mas proximas a P. variotii con localizador (Icl|43755) (Imagen n°
15).

Eyssnchlmys 2ollemiae sitain CBS 374.70 155 rbosomal RbA gene, partial suquence infemal franscribed space 1, 5.55 rbosomal R4 qene, andintermial ftanscribed spacer 2, complete sequ.
aCOMCetes | 32 s
aatompcetis | 2 ewes
i ) i Uncufured fimgus clone RO 1211 155 ribosomal RNA ene, parfial sequence ..
o Paecilompres formosus gnes for 135 PRNA, IT54, 5.55 (R4, IT52, 265 FRA,
{3 Piawclomyces sp. 1BL 03165 153 rbosomial A& gene, partil sequence: intetmal
& 4 Pancilomyces sp. JOH 12545 gene, 265 002 reaions and infergenic spacer e,
] Pascilomces variofi shain BCC 14376 155 bosomal R4 gene, partial sequence.
astomycetis |7 baes
Paecilomyces vatiofil i, brunneolus stain C B3 370,70 153 ibosonal ANA gene, parfial sequence; infetmial rans,
4 Uncuthured fingus clone LKD42765 122-05% HO inemal franstribed spiacer 1, partil sequence: 5,53 fbosomil RNA gens, complte seq,
9 e ascompcetes | 2 e
@ astompetis | 17 hawes
& Papcibomces vatiofiisolate VL0 185 rbosomal Ria gene, paril seauence: intermal transcrbed spacer 1, 583 rbosomal A& .,
ol pacomycates | 4 leaes
i Pawclomyces vaiofi stain ATCC 10365 153 rbosomal A& gene, iarfial sequence; infermal franscribed spacer 1, 5.85 fhosomal R..
O paecilomyees vatioi stain AT 22319 135 basomal RNA gene, partial sequence: intemal franscrbed spacer 1, 583 rbosoml R
& Paecilomyces atiof isolae wh 558 small subunit ibosomel RMA gene, parfal sequence; infemal ftanscribed spacer 1, 585 ibosomal .
Wascompretas | § leaes
G Talitamices spectabilis shain GBS 109073 155 thosomal RMA gene, iarfial sequence: infermal franscrbed spacer 1, 55 fhosomal .
A aatompcetis | 3 lewes
Hascompretis| 3 leaes
@ Talarompss spectabilis sitain GBS 101075 155 ribosomal R4 gene, partal sequence, intermal franscrbed spacer 1, 553 bosomal .
@ Paeclomyees vatiodi stain MRRL 115 infetmial ransctibed spacer 1, 55 ibasomal RA gene, and infemel fransirbed spacer 2, ..
i Esnchlamys s, CBS 109072 135 bosomal Rbga gens, parfil sequence infemel transcrbed spacer 1, 5.8 rbosomal RN& aene, .
& Paecilomyces vatiofi sitain HE A0 1 infermal tanschibed spacer 1, parfil sequence; 5.8 fbosomal RHA gens and intermal franschbed.
B Tlitamces spectabilis stain GBS 101075 153 rbosomal A& gene, Dartial sequence intermial ranscribed spacet 1, 545 bosomal
13 Pawclomyces vasiofi sttain LR 183 rbosoml Mg, marfial sequence; infermil transcbed space 1, 585 fbosomal R4, and in..
O Talarompwces spectabilis genes far1T5 1, 585 R, 15 2, parfil and complete sequence, shrain: SN 3030
a0 Pancilompces Vatiofi inemal anserbed sacers 1and 5,85 rbosomal Ria,and infemal fransctbed spacers, parfial sequence
3t Pancilomyces vatiofi stain SC5A4F00T1 intumal transcrbed spacer 1, patfial sequence: 5.8 rbasomal RMA 9ene and infemm,
y 4 Fascilompces vatiofi stein CB S 10274 155 ibosomal RMA gene, parfal sequence; infermal fransihibed spa.
Fungal endaphyte sp. P53 001 intetmal tanscribed spacer 1, parfial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene, complte se..
Wlelp4375s
Pagcilomices 5p. Y6 5. 185 bosomel N4 gene, parfial sequence; infemal franscrbed spacer 1, 585 ibosomal R

| 0.007 |

Imagen n° 15. Arbol filogenético de P. variotii (Icl[43755).
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Resultados

5.1.1.2.4. Secuenciacion del fragmento correspondiente a P4-1TS4

La secuencia del fragmento de ADN correspondiente al aislado P4 (Imagen n® 16) y
el alineamiento de dichas secuencias en la base de datos muestra una alta homologia con P.

variotii (98%), adjudicandosele un ntimero de abcesion JX231004 (Imagen n° 17).

File: P4-IT34correpidoabl ~ Fun Ended: Sep22 2011, 2:39:32  Signal G:30A2TT:19C:26  Comment:

Sample: P4ITS4 Lane: 7 Basespacing 12.34 324 basesin 9945 scans Page 1 of 2
10 20 an a0 50 €0
GCEAGCAMAM @G CEETTCTACTGAL GCGT GTG ACAGA GCCCCATACHECTCGAGEAC

i
50 100 110 1z0 130 120
Gz e CAACACACCACICCGEEGEC

]

o B0
CEGCACGECCACECCECCECIGCCTITICE G ECCCGEICCCCCEREEE ACE GEACGEGECEC

n

TGEEAEACH

L L A | L .0 IR o A L w1l el 2
150 1€0 170 180 150 200 210 220
GTTAGCAATGACGC T CGG ACAGGCATGCCCCCCGGE AATGC CAGGEEGET GCAATGT GCGTTC AAAGATTCGATG ATTCACG G Y
Z€ 250 30a
ETT IS:};EIT fu ATTAC II&T:G:RTII 3 S::SG CCARGRGATCCETIZTIIC ﬁﬁﬁaITIT

il ks AT \! .'-".' Tk g i A L o Pl P2 - b =
3‘0 330 240 250 JE0 a7o 380 2
}\}\II-\:ILII\:}\II\:I}\I}\ I A GAC G G CAARCCTITICCAG G CAGICGITICCAGEEEICTIICCGEC €@ GECECEEECCCEEEEECET
400 410 420 4-10 450 4€0 47
CoCCCoCEGEC EECETCG AACCACGECGR SSGCCCSC:GRAGCRA"ASGI.:I AGGTAC AACACGG ATG GG AGG T

Imagen n° 16. Secuenciacion del fragmento ITS4 correspondiente al aislado P4.
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Resultados

QueryID 2963 Database Name nr
Description Nong Description Nucleatide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

Query Length 524

(ther reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

Dém@ﬂms

Legend for finks to ather resources: (1 vriene B 620 8 6ere Bl et [ Wap Viewer Bieusthen BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Max score | Total score | Query coverage |_ELlue ‘ Max ident ‘ Links |
162310040 Paeciomyces varioti isolate YLI-40 185 nbosomal RNA qene, partial sequ 863 863 B5% 0. 98% |
10796830.1  Paecilomyces varioti strain TCO3 185 rbosomal RNA gene, partial sequen 862 33 9% 0.0 %%

F3453541  Paeclomyces variofi strain ATCC 10885 185 rbosomal RNA gene, partial ¢ 863 i 08% 04 48%
AI738411 Paeclomyces varioti strain ATCC 22319 185 nbosomal RNA gene, partial | 862 i 06% 0 48%
603868571 Paecilomyces sp. JHG 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal 853 i 55% il £
GUSGEE71  Paecilomyces variofi strain XSBNI3 185 nbosomal RNA gene, partial sequ 847 i) 96% 01 48%
Fla87538.0  Paecilomyces variati strain GX10- 1E 185 ribosomal RNA gene, partial seqr 857 857 56% 0 3%
D300LL  Paeclomyces variofi isclate YL)-37 internal transcribed spacer 1, partial 852 852 0% 04 48%
APAS5416.1 Paecilomyces varioti isolate wba56 small subunit ribosomal RNA gene, par 852 52 0% 0 48%
HIS6156.1  Paeclomyces sp. ALAS-1 185 ribosomal RNA gene, parfial sequence; inte 843 i 56% il 7%
A7533304  Talaromyces spectabiis strain CBS 101075 185 ribosomal RNA gene, parti 842 83 9%% 01 48%

Imagen n°® 17. Alineamiento de la secuencia ITS4 del aislado P4 en la base de datos del NCBI.

La homologia que presenta el aislado P4 con P. variotii se comprueba en la
siguiente secuencia:

Score Expect Identities Gaps Strand
863 bits(467) 0.0 493/504(98%) 7/504(1%) Plus/Minus

Query 20 GTTCTACTGAAGCGTGTGACAGAGCCCCATACTGCTCGAGGACCGGACGCGACGCCGCCG 79

IEELEEEEE R e e e e ey e e el
Sbjct 527 GTTCTACTGAAGCGTGTGACAGAGCCCCATAC-GCTCGAGGACCGGACGCGACGCCGCCG 469

Query 80  CTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGAGGGGGGACGGCGGCCCAACACACCACTCCGGGC 139

IR e e e e e e e e e e e 1l
Sbjct 468 CTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGAGGGGGGACGGCGGCCCAACACACCA-GCCGGGC 410

Query 140 TGGAGGGTTAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCAGGGGGTGCAATG 199

CEEERREEE R e e e e e e e e e e ey i
Sbjct 409 TGGAGGGTTAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCAGGGGGCGCAATG 350

Query 200 TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCG 259

RN NN RN RNy
Sbjct 349 TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCG 290

Query 260 CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTGATTGA 319

. NN NN RN RNy
Sbjct 289 CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTGATTGA 230
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

320

229

380

169

440

109

500

53

TTGTATACTCAGACGGCAACCTTCCAGGCAGCGTTCCAGGGGTCTTcggecgggecgeggge 379

R e e e e e e e el
TTGTATACTCAGACGGCAACCTTCCAGGCAGCGTTCCAGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGC 170

ccgggggcgtgaaccccccggecggecggggcgTGAACCACGGAGGGCCCGCCGAAGCAAC 439

EELRRELE R e e e e e e el Pl
CCGGGGGCGTGAACCCCCCGGCGGCCGGGGCGTGAACCACGGCGGGCCCGCCGAAGCAAC 110

AGGTGTCAGGTACAACACGGATGGGNAGGTTGGACCCCGAGGGACCCTCACTCGAGTTAA 499

FEERRRERRE PRERRE e pnenneet e 1 1l
AGGTGTCAGG-ACAACACGGATGGG-AGGTTGGGCCCCGAGGGACCCTCACTCG-GT-AA 54

TGATCCTTCCGCNAGGTTCACCTA 523

FELEELRRLRL Tl
TGATCCTTCCGC-AGGTTCACCTA 31

En el arbol filogenético se pueden observar las especies y aislados de mas

proximas a P. variotii con localizador (I1c1|2963) (Imagen n° 18).

Pacilomuces 3p. P2 201 faisolite G b 24 inbetml rarsted spicer 1, partal sequence: 53 ritosomal RA gene, complete sequence: and infutmal fanscnbed spiacer 2, partal sequence
Eipssachlamys spectabilsisolafe bk 26 imbermal fansenbed spacer 1, parfal sequence: 5.8 ibosamal RNA gene and imdumel fanstribed spicer 2, comple sequence:and 285 fbosomal Rbla gene, pirfil 5.
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Imagen n° 18. Arbol filogenético de P. variotii (1c1[2963).
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5.1.1.3.  Resumen de la identificacion especifica

El siguiente cuadro (Cuadro n°® 3) muestra un resumen de los datos obtenidos en el

estudio de identificacién de aislados, donde puede observarse a qué especie de hongo

pertenece cada aislado.

Aislado Especie

T1 T. saturnisporum
T2 T. saturnisporum
P1 P. variotii
P2 P. variotii
P3 P. variotii
P4 P. variotii

Cuadro n° 3. Resumen de los resultados de la identificacion
especifica.

Segtin la base de datso del NCBI, los dos aislados del género Trichoderma, T1 y
T2, pertenecen a la misma especie, Trichoderma. saturnisporum. Lo mismo ocurre con los
cuatro aislados del género Paecilomyces, los cuales pertenecen a la especie, Paecilomyces

variotii.

5.1.2.  Estudio de la variabilidad genética de los aislados

La RAPD-PCR permite conocer la pequefia variabilidad genética existente entre los
diversos aislados analizados. Debido al pequefio tamafo de los cebadores utilizados en esta
técnica, éstos se unen a lugares no especificos del ADN y muestran las diferencias

existentes entre diferentes cepas de una misma especie.

En las siguientes figuras (Figura n® 9 y 10) puede observarse los patrones de bandas
obtenidos mediantes electroforesis de los productos de la RAPD-PCR, tras una tincion en

bromuro de etidio y visualizacion en un captador de geles. Las elipses de color rojo sehalan
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las diferencias observadas entre las bandas, ya sea en distribucidon o en intensidad de éstas,

de los distintos aislados analizados.

5.1.2.1. Variabilidad genética de los aislados del género Trichoderma

=
-
o
—
-
-—

Figura n® 9. Visualizacion de los productos de la RAPD-PCR para los
aislados del género Trichoderma.

Para el cebador GACA, los patrones de bandas de ambos aislados de T.
saturnisporum presentan bastantes semejanzas, aunque encontramos ciertas bandas donde
las intensides para ambos varian, siendo mds intensas para el aislado T1. Los patrones de
bandas para el cebador GACAC son los que presentan mayores diferencias, ya que, aunque
la mayoria de bandas parecen ser comunes en ambas, las bandas del aislado T1 tiene una
intensidad casi inapreciable. Para los cebadores CAG y AGG, los patrones de bandas de

ambos aislados son similares aunque la mayoria de bandas del aislado T1 son mas intensas

(Figuran®9).
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5.1.2.2. Variabilidad genética de los aislados del género Paecilomyces

Rl 22 R =P3 BB Rs {2 Mg Rl'w PR R3-P& Pl P2 P3 P4

GACA GACAC CAG AGG

Figura n® 10. Visualizacion de los productos de la RAPD-PCR para los aislados del género Paecilomyces.

Como puede observarse en la figura anterior (Figura n° 10), los aislados P3 y P4
muestran un patrén de bandas idéntico para todos los cebadores utilizados, incluso todas

las bandas presentan la misma intensidad.

En cambio, los patrones de bandas de los aislados P1 y P2 presentan diferencias

entre si y entre el resto de aislados.

El aislado P2 presenta un patrén de bandas casi idéntico a P3 y P4 para el cebador
GACA, CAG y AGG, observando alguna diferencia en cuanto a la falta de alguna banda de
poco peso, siendo las posteriores similares en distribucion e intensidad. El patron del
cebador CAG del aislado P2 es el que presenta mas diferencias en relacion a los P3 y P4,
observandose la presencia de nuevas bandas no presentes en estos tltimos. Los patrones de
bandas del aislado P1 para todos los cebadores presentan diferencias significativas con
respecto al resto de aislado de P. variotii. La distribucion de las bandas es similar pero la
intensidad de éstas difieren notablemente, siendo la mayoria de menor intensidad
comparadas con el resto de aislados, llegando incluso a no existir bandas para el cebador

GACAC.
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52. EFECTO ANTAGONISTA DE LOS METABOLITOS NO
VOLATILES

A continuacién se exponen los resultados obtenidos en el ensayo de evaluacion del
efecto antagonista de los metabolitos producidos por los aislados seleccionados para este

estudio.

Para ello, se ha representado el porcentaje de inhibicion final del crecimiento de los
ocho fitopatdégenos citados anteriormente en el apartado 3.3. frente a cada microorganismo
antagonista. Para representar los % de inhibicioén se han realizado dos gréaficas, una para
cada género de hongos, colocando en el eje de abscisas los aislados seleccionados para el
ensayo y en el eje de ordenadas el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del
patogeno frente al antagonista en cuestion. La proporcion de extracto utilizado en cada
tratamiento viene indicado por las letras (a, b, c, d) situadas en el eje de abscisas, donde: a

=5%; b =10%, c =25%; d = 50%.

Ademas, se ha representado, mediante un diagrama lineal, la evolucidon temporal
del crecimiento micelial de cada fitopatogeno, en el cual se dispone en el eje de abscisas
los dias transcurridos tras la inoculacion del patdgeno o dias después de la siembra (DDS),
mientras que en el eje de ordenadas se observa el crecimiento del patogeno medido en
centimetros (cm). Las primeras letras de la leyenda (E, MF) hacen referencia al tipo de
procesado realizado al extracto (E = esterilizado, MF = microfiltrado). La siguiente letra
(A, B, C, D) designa la concentracion de extracto utilizado en el medio de cultivo (A = 5%,

B =10%, C =25%, D = 50%).

Las barras marcadas con * indican la existencia de diferencia significativa con
respecto al testigo (a nivel de confianza LSD 95%) en el andlisis estadistico realizado a los

datos mediante ANOVA SIMPLE con el programa StatGraphics® Centurion XV.
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5.2.1. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos

producidos por los aislados frente a F. o. f. sp. niveum
5.2.1.1.  Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.1.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. niveum frente

dos aislados de T. saturnisporum

16,00
14,00 —
12,00
10,00
8,00 . =
6,00 -
4,00 -
2,00 -
0,00 -

Tl
mT2

% inhibicion

a b c

Esterilizado ‘ Microfiltrado

Tratamientos

Grafica n® 1. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp.
niveum frente a dos cepas de T. saturnisporum.

El efecto antagonista de los metabolitos de los aislados del género Trichoderma
frente a F. 0. f. sp. niveum alcanza valores aceptables de inhibicion. El % de inhibicion del
crecimiento micelial ronda el 8% para los tratamientos con extracto esterilizado (Foto n° 3),
siendo la inhibicioén algo superior en los tratamientos microfiltrados, los cuales alcanzan
cotas de inhibicion del 10-12%, incluso del 14%. Hay que tener en cuenta que durante el
proceso de esterilizacion es posible que ciertos metabolitos no termoestables y con efecto
antagonista se degraden, por lo que los tratamientos microfiltrados muestran un mayor %
de inhibicion. En cambio, la concentracion de extracto utilizada parece no tener apenas
relevancia. Todos los tratamientos presentan diferencias significativas con respecto al

testigo, seguin ANOVA SIMPLE.
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Foto n° 3. Crecimiento micelial de F. 0. f. sp. niveum sobre PDA con un 25% de extracto esterilizado del
aislado T1 comparado con el testigo.

5.2.1.1.2. Inhibicién del crecimiento micelial de F. o. f. sp. niveum frente a
cuatro aislados de P. variotii

mP1
mP2
mP3
oP4

% inhibicién

Esterilizado Microfiltrado
Tratamientos

Grafica n° 2. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. 0. f. sp. niveum
frente a cuatro cepas de P. variotii.

En general, los aislados seleccionados del género Paecilomyces han mostrado unos
% de inhibicion frente a F. 0. f. sp. niveum no superiores al 8-10% (Foto n° 4), aunque
todos ellos han mostrado diferencias significativas segin ANOVA SIMPLE (LSD 95%)).
Un % de inhibicion ligeramente superior ha mostrado el aislado P1, para el cual se ha
registrado una inhibicion del 12% (Foto n° 4). Los tratamientos microfiltrados han

mostrado unos % de inhibicion levemente mayores en comparacion con los tratamientos
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esterilizados. En cambio, apenas se observan diferencias de inhibicion para las distintas

concentraciones de extracto utilizadas.

Foto n° 4. Crecimiento micelial de F. 0. f. sp. niveum sobre PDA con un 5% y un 25% de extracto
microfiltrado, respectivamente, del aislado P1 comparado con el testigo.

5.2.1.2.  Evolucion del crecimiento micelial

5.2.1.2.1. Evolucion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. niveum frente a
dos aislados de T. saturnisporum
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CRECIMIENTO MICELIAL (cm)

o P N W b OO N
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Gréfica n° 3. Crecimiento de F. 0. f. sp. niveum en PDA con diferentes

tratamientos del aislado T1, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
niveum (testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 4. Crecimiento de F. 0. f. sp. niveum en PDA con diferentes
tratamientos del aislado T2, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
niveum (testigo) crecido en PDA.

El crecimiento micelial de Fon presenta una influencia moderada frente a las
sustancias no volatiles producidas por los aislados T1 y T2. El efecto antagonista de los

metabolitos se aprecia desde las primeras etapas del crecimiento del fitopatogeno.

5.2.1.2.2. Evolucién del crecimiento micelial de F. o. f. sp. niveum frente a
cuatro aislados de P. variotii
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Gréfica n°® 5. Crecimiento de F. 0. f. sp. niveum en PDA con diferentes

tratamientos del aislado P1, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
niveum (testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n°® 6. Crecimiento de F. 0. f. sp. niveum en PDA con diferentes
tratamientos del aislado P2, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
niveum (testigo) crecido en PDA.
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Grafica n°® 7. Crecimiento de F. 0. f. sp. niveum en PDA con diferentes
tratamientos del aislado P3, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
niveum (testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 8. Crecimiento de F. 0. f. sp. niveum en PDA con diferentes
tratamientos del aislado P4, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
niveum (testigo) crecido en PDA.

En general, el efecto inhibitorio mostrado por los aislados del género Paecilomyces
frente a F. oxysporum f. sp. niveum ha sido moderado, presentandole aislado P1 unas tasas

ligeramente superiores de inhibicion.
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5.2.2. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos

producidos por los aislados frente a F. o. f. sp. lycopersici

5.2.2.1.  Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.2.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. lycopersici

frente a dos aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n® 9. % de inhibicién del crecimiento micelial de F. o. f. sp.
lycopersici frente a dos cepas de T. saturnisporum.

El efecto antagonista de los metabolitos producidos por ambos aislados de
Trichoderma frente a F. 0. f. sp. lycopersici es muy leve, no superando en ningtin caso el
6% de inhibicion del crecimiento micelial. El aislado T2 produce cierta inhibicion
independientemente de la concentracion en los tratamientos esterilizado, mostrandose en
general mas activo. En cambio, los % de inhibicién de los tratamientos microfiltrados de
T1 y T2 a bajas concentraciones apenas muestran inhibicion. En general, se observan
diferencias significativas con respecto al testigo seguin ANOVA SIMPLE en la mayoria de

tratamientos.
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5.2.2.1.2. Inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. lycopersici
frente a cuatro aislados de P. variotii
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Gréfica n° 10. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. lycopersici
frente a cuatro cepas de P. variotii.

Los aislados seleccionados de Paecilomyces tienen un escaso poder inhibitorio
sobre F. 0. f. sp. lycopersici, ya que, incluso a altas concentraciones de extracto, el % de
inhibicion es inferior al 5%, aunque a medida que aumenta la concentracion de extracto
también aumentan los % de inhibicion. La mayoria de los extractos microfiltrados
presentan diferencias significativas con respecto al testigo (LSD 95%), no siendo asi en los
esterilizados, donde sdlo algunos de los tratamientos a altas concentraciones muestran

diferencias significativas.
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5.2.2.2.  Evolucion del crecimiento micelial

5.2.2.2.1. Evolucion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. lycopersici frente

a dos aislados de T. saturnisporum

—o—EATI1
—a—EBT1
—4—ECT1
—>—EDT1
—*%—MFAT1
——-MFBT1
MFCT1

T T T T T 1 MF DTl
10 12

CRECIMIENTO MICELIAL (cm)
OFRr N WM OO N © ©

o [t
N
N
(o]
(o]

Test
DDS
Grafica n° 11. Crecimiento de F. 0. f. sp. lycopersici en PDA con diferentes
tratamientos del aislado T1, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
lycopersici (testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 12. Crecimiento de F. o. f. sp. lycopersici en PDA con diferentes
tratamientos del aislado T2, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
lycopersici (testigo) crecido en PDA.
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Los metabolitos no volatiles procedentes de los aislados de T. saturnisporum
seleccionadas para el ensayo presentan una influencia minima en el crecimiento micelial

de F. o. f. sp. lycopersici.
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5.2.2.2.2. Evolucion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. lycopersici frente
a cuatro aislados de P. variotii
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Grafica n° 13. Crecimiento de F. 0. f. sp. lycopersici en PDA con diferentes
tratamientos del aislado P1, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
lycopersici (testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 14. Crecimiento de F. 0. f. sp. lycopersici en PDA con diferentes
tratamientos del aislado P2, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
lycopersici (testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 15. Crecimiento de F. o. f. sp. lycopersici en PDA con diferentes
tratamientos del aislado P3, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
lycopersici (testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 16. Crecimiento de F. 0. f. sp. lycopersici en PDA con diferentes
tratamientos del aislado P4, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp.
lycopersici (testigo) crecido en PDA.

Ninguno de los aislados del género Paecilomyces seleccionados para este estudio

provoca una inhibicion aceptable sobre el crecimiento micelial de F. 0. f. sp. lycopersici.
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5.2.3. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos

producidos por los aislados frente a F. solani

5.2.3.1.  Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.3.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de F. solani frente a dos

aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n® 17. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. solani frente
a dos cepas de T. saturnisporum.

Ambos aislados muestran un aceptable % de inhibicion, llegando a cotas del 20%
en los tratamientos microfiltrados (Foto n® 5). Se puede observar como a mayor
concentracion de extracto aumenta el efecto inhibitorio sobre F. solani. Todos los
tratamientos a base de extractos microfiltrados presentan una alta inhibicion incluso a bajas
concentraciones de extracto. La inhibicion producida por los extractos esterilizados es
ligeramente menor, y en los tratamientos a bajas concentraciones el efecto antagonista
desciende de una forma mas brusca. Esto puede deberse debido a que algunos metabolitos
pueden no ser estables a las altas temperaturas alcanzadas en el autoclave. Todos los
tratamientos presentan diferencias significativas segin ANOVA SIMPLE con respecto al

testigo.
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Foto n° 5. Crecimiento micelial de F. solani sobre PDA con un 50% de extracto microfiltrado del
aislado T2 comparado con el testigo.

5.2.3.1.2. Inhibicién del crecimiento micelial de F. solani frente a cuatro
aislados de P. variotii
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Gréfica n° 18. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. solani frente a
cuatro cepas de P. variotii.

Los metabolitos no volatiles de todos los aislados del género Paecilomyces
producen un moderado % de inhibicién, que aumenta en funcion de la concentracion de
extracto utilizada. Asi, para altos valores de concentracion, los % de inhibicion frente a F.
solani rondan el 14% e incluso alcanzan el 18% para el aislado P3 (Foto n° 6). El aislado
P1 provoca una inhibicion notable incluso a bajas concentraciones. La inmensa mayoria de

los tratamientos presenta diferencias significativas con respecto al testigo (LSD 95%)).
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Foto n° 6. Crecimiento micelial de F. solani sobre PDA con un 50% de extracto microfiltrado del aislado
P3 comparado con el testigo.

5.2.3.2.  Evolucion del crecimiento micelial

5.2.3.2.1. Evolucién del crecimiento micelial de F. solani frente a dos
aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n® 19. Crecimiento de F. solani en PDA con diferentes tratamientos
del aislado T1, comparado con el crecimiento de F. solani (testigo) crecido en
PDA.
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Gréfica n® 20. Crecimiento de F. solani en PDA con diferentes tratamientos
del aislado T2, comparado con el crecimiento de F. solani (testigo) crecido en
PDA.

El crecimiento micelial de F. solani se ve afectado negativamente por la presencia
en el medio de cultivo de metabolitos solubles. Tanto T1 como T2 ejercen un efecto

antagonista moderado sobre el crecimiento in vitro de Fs.

5.2.3.2.2. Evolucién del crecimiento micelial de F. solani frente a cuatro

aislados de P. variotii
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Grafica n® 21. Crecimiento de F. solani en PDA con diferentes tratamientos
del aislado P1, comparado con el crecimiento de F. solani (testigo) crecido en
PDA.
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Gréfica n® 22. Crecimiento de F. solani en PDA con diferentes tratamientos
del aislado P2, comparado con el crecimiento de F. solani (testigo) crecido en
PDA.
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Gréfica n® 23. Crecimiento de F. solani en PDA con diferentes tratamientos
del aislado P3, comparado con el crecimiento de F. solani (testigo) crecido en
PDA.
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Gréfica n® 24. Crecimiento de F. solani en PDA con diferentes tratamientos
del aislado P4, comparado con el crecimiento de F. solani (testigo) crecido en

PDA.

La accion que ejercen los aislados de Paecilomyces sobre el crecimiento de F.

solani es moderada, observandose una inhibicion del crecimiento en las etapas finales del

crecimiento micelial in vitro.
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5.2.4. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos

producidos por los aislados frente a D. bryoniae
5.2.4.1. Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.4.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a dos

aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n° 25. % de inhibicion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a
dos cepas de T. saturnisporum.

Tanto los tratamientos esterilizados como los microfiltrados provocan una escasa
inhibicion del crecimiento micelial de D. bryoniae, consiguiendo valores medios de
inhibicion del 3% (Foto n°® 7) y no superando en ningun caso el 7%. La inhibicion parece
aumentar a medida que lo hace la concentracion de extracto, sobre todo en los tratamientos
esterilizados. La gran mayoria de ellos presentan diferencias significativas con respecto al

testigo (LSD 95%)).
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Foto n° 7. Crecimiento micelial de D. bryoniae sobre PDA con un 50% de extracto microfiltrado del
aislado T2 comparado con el testigo.

5.2.4.1.2. Inhibicion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a cuatro
aislados de P. variotii
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Gréfica n° 26. % de inhibicion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a
cuatro cepas de P. variotii.

Frente a D. bryoniae, el efecto inhibitorio de los metabolitos producidos por los
diversos aislados de Paecilomyces es practicamente nulo, mostrando un % de inhibicion
siempre por debajo del 4% (Foto n° 8). Muchos de los tratamientos no han mostrado
diferencias significativas segin ANOVA SIMPLE (nivel de confianza 95%) comparado

con el testigo.
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Foto n° 8. Crecimiento micelial de D. bryoniae sobre PDA con un 50% de extracto microfiltrado del
aislado P2 comparado con el testigo.

5.2.4.2. Evolucion del crecimiento micelial

5.2.4.2.1. Evolucion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a dos
aislados de T. saturnisporum
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Grafica n° 27. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T1, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 28. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T1, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 29. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T2, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 30. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T2, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.

D. bryoniae no ve inhibido su crecimiento en presencia de metabolitos procedentes

de ambos aislados del género Trichoderma.

5.2.4.2.2. Evolucion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a cuatro

aislados de P. variotii
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Grafica n° 31. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P1, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 32. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P1, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 33. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P2, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 34. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P2, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 35. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P3, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 36. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P3, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 37. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P4, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 38. Crecimiento de D. bryoniae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P4, comparado con el crecimiento de D. bryoniae
(testigo) crecido en PDA.

La presencia en el medio de cultivo de sustancias metabolicas de los diversos

aislados de Paecilomyces no influye en el crecimiento in vitro de D. bryoniae.
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5.2.5. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos

producidos por los aislados frente a P. parasitica

5.2.5.1.  Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.5.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de P. parasitica frente a dos

aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n°® 39. % de inhibicion del crecimiento micelial de P. parasitica frente a
dos cepas de T. saturnisporum.

P. parasitica ve levemente alterado su crecimiento por la presencia de metabolitos de los
dos aislados de T. saturnisporum. El mayor % de inhibicion se situa en torno a 5-6% (Foto
n°® 9) para altas concentraciones de extracto. La mayoria de los tratamientos realizados en
este ensayo presentan diferencias significativas con respecto al testigo, segin ANOVA

SIMPLE.
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Foto n° 9. Crecimiento micelial de P. parasitica sobre PDA con un 5% de extracto
microfiltrado del aislado T1 comparado con el testigo.

5.2.5.1.2. Inhibiciéon del crecimiento micelial de P. parasitica frente a

cuatro aislados de P. variotii
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Gréfica n° 40. % de inhibicion del crecimiento micelial de P. parasitica frente a
cuatro cepas de P. variotii.

Los % de inhibicion frente a P. parasitica de los diferentes tratamientos son muy
bajos y variables, rondando en la mayoria de tratamientos el 3-4% (Foto n° 10) y siempre
observandose valores por debajo del 7% de inhibicion. La concentracion de extracto
utilizada parece no tener importancia, incluso parece que la inhibicién es ligeramente
menor segin aumenta la concentracion. Tan so6lo algunos tratamientos no presentan

diferencias significativas (LSD 95%).
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Foto n° 10. Crecimiento micelial de P. parasitica sobre PDA con un 5% de
extracto esterilizado del aislado P2 comparado con el testigo.

5.2.5.2.  Evolucion del crecimiento micelial

5.2.5.2.1. Evolucién del crecimiento micelial de P. parasitica frente a dos

aislados de T. saturnisporum
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Gréafica n® 41. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos esterilizados del aislado T1, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Grafica n® 42. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos microfiltrados del aislado T1, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Grafica n® 43. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos esterilizados del aislado T2, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 44. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos microfiltrados del aislado T2, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.

El desarrollo del crecimiento de P. parasitica apenas se ve alterado por la presencia

en el medio de cultivo de metabolitos secundarios producidos por T1y T2.

5.2.5.2.2. Evolucion del crecimiento micelial de P. parasitica frente a

cuatro aislados de P. variotii
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Gréafica n® 45. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos esterilizados del aislado P1, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Gréafica n® 46. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos microfiltrados del aislado P1, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Gréafica n® 47. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos esterilizados del aislado P2, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Grafica n® 48. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos microfiltrados del aislado P2, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.

9
€8
S
- 7
52 —e—EAP3
§4 —=EBP3
|_
Z 3 —4—ECP3
= —%—EDP3
2
o 1 —k—Test
(&]

0 / T T 1

0 5 10 15
DDS

Gréafica n° 49. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos esterilizados del aislado P3, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n® 50. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos microfiltrados del aislado P3, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n® 51. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos esterilizados del aislado P4, comparado con el crecimiento de P.
parasitica (testigo) crecido en PDA.
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Gréafica n® 52. Crecimiento de P. parasitica en PDA con diferentes
tratamientos microfiltrados del aislado P4, comparado con el crecimiento de P.

parasitica (testigo) crecido en PDA.

Ninguno de los aislados de Paecilomyces produce metabolitos secundarios no

volatiles con capacidad antagonista sobre P. parasitica.
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5.2.6. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos

producidos por los aislados frente a V. dahliae

5.2.6.1.  Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.6.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de V. dahliae frente a dos

aislados de T. saturnisporum

9,00
8,00 >
7,00 +— 2 =
6,00 - & % >
5,00 - *
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -

|~x-

% INHIBICION

Esterilizado ‘ Microfiltrado ‘
TRATAMIENTOS

Gréfica n° 53. % de inhibicion del crecimiento micelial de V. dahliae
frente a dos cepas de T. saturnisporum.

Los metabolitos de los aislados T1 y T2 presentan un escaso efecto inhibitorio
sobre el crecimiento micelial in vitro de V. dahliae, presentando valores medios que rondan
el 5-6% (Foto n° 11), aunque algunos de los tratamientos alcanzan valores cercanos al 8-
9%. Los % de inhibicidon se muestran constantes independientemente de la concentracion
de extracto utilizada y del tratamiento realizado a éste. Todos ellos presentan diferencias

significativas con respecto al testigo (LSD 95%).
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Resultados

Foto n° 11. Crecimiento micelial de V. dahliae sobre PDA con un 5% de extracto esterilizado del aislado
T1 comparado con el testigo.

5.2.6.1.2. Inhibiciéon del crecimiento micelial de V. dahliae frente a cuatro
aislados de P. variotii
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Gréfica n® 54. % de inhibicion del crecimiento micelial de V. dahliae frente a
cuatro cepas de P. variotii.

La inhibicion provocada por los extractos de Paecilomyces sobre el crecimiento de
V. dahliae ha sido reducida, observandose % de inhibicion alrededor del 4-5% (Foto n° 12)
para la mayoria de tratamientos, aunque algunos llegan a alcanzar casi el 7% de inhibicion.
Los aislados P1 y P2 muestran unas inhibiciones ligeramente superiores. La gran mayoria

de tratamientos realizados muestra diferencias significativas, segin ANOVA SIMPLE.
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Resultados

Foto n° 12. Crecimiento micelial de V. dahliae sobre PDA con un 10% de extracto microfiltrado del aislado
P1 comparado con el testigo.

5.2.6.2. Evolucion del crecimiento micelial

5.2.6.2.1. Evolucién del crecimiento micelial de V. dahliae frente a dos
aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n° 55. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T1, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 56. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T1, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 57. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T2, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 58. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T2, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.

Existe una baja influencia de los extractos solubles de T1 y T2 frente al crecimiento

y desarrollo de V. dahliae, observandose una leve inhibicion.

5.2.6.2.2. Evolucién del crecimiento micelial de V. dahliae frente a cuatro

aislados de P. variotii

8
57
<6 >
55 —+—EAPL
=
24 —=EBPL
> 3 CP1
& E
) —%—EDP1L
(@)
&1
@ / —x—Test
0 . T T T T 1
0 2 4 6 8 10
DDS

Gréfica n° 59. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P1, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 60. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P1, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 61. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T1, comparado con el crecimiento de V. dahliae

(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 62. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T1, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 63. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P3, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 64. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P3, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 65. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P4, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 66. Crecimiento de V. dahliae en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P4, comparado con el crecimiento de V. dahliae
(testigo) crecido en PDA.

Los metabolitos no volatiles procedentes de los aislados seleccionados de
Paecilomyces tienen una baja capacidad antagonista frente a V. dahliae, observandose

apenas una leve reduccion del crecimiento micelial in vitro.
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Resultados

5.2.7. Evaluacion del efecto antagonista de los producidos por los

aislados frente a B. cinerea

5.2.7.1.  Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.7.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea frente a dos

aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n° 67. % de inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea
frente a dos cepas de T. saturnisporum.

Ninguno de los aislados seleccionados produce metabolitos capaces de inhibir el
crecimiento de B. cinerea. Los % de inhibicion medidos no superan en ningtn caso el 3%,
incluso a altas concentraciones de extracto, y tan solo dos tratamientos muestran

diferencias significativas con respecto al testigo, segin ANOVA SIMPLE.
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5.2.7.1.2. Evaluacion del crecimiento micelial de B. cinerea frente a cuatro
aislados de P. variotii
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Gréfica n° 68. % de inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea frente a
cuatro cepas de P. variotii.

% INHIBICION

La inhibicion producida por los metabolitos de los aislados de Paecilomyces sobre
B. cinerea es practicamente inexistente, ya que los % de inhibicion no superan el 5%. El
aislado P3 muestra inhibiciones levemente superiores al resto en los tratamientos
microfiltrados. Solo algunos tratamientos a altas concentraciones muestran diferencias

significativas (nivel de confianza 95%).

145



Resultados

5.2.7.2.  Evolucion del crecimiento micelial

5.2.7.2.1. Evolucién del crecimiento micelial de B. cinerea frente a dos

aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n° 69. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T1, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 70. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T1, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 71. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T2, comparado con el crecimiento de B. cinerea

(testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 72. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T2, comparado con el crecimiento de B. cinerea

(testigo) crecido en PDA.

No se ha observado ningun efecto inhibitorio de ambos aislados de Trichoderma

sobre B. cinerea.
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Resultados

5.2.7.2.2. Evolucién del crecimiento micelial de B. cinerea frente a cuatro
aislados de P. variotii
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Gréfica n° 73. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P1, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.

10
T 9
(=)
= 8 /!/-\«ﬂ
< 7
m / —e—MFAPL
S 6 7
s . = MFBP1
e, /
z | 7 MF C P1
= / ——MFDP1
827 /
5 1 —x— Test

0/ T T T 1

0 1 2 3 4
DDS

Gréfica n° 74. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P1, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 75. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P2, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 76. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P2, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 77. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P3, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 78. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P3, comparado con el crecimiento de B. cinerea
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 79. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P4, comparado con el crecimiento de B. cinerea

(testigo) crecido en PDA.

[EEY
o

CRECIMIENTO MICELIAL (cm)
OFRr N WM U O~ ®©

DDS

—o—MFAP4
—=— MFB P4
—4—MFC P4
—%—MFD P4

—¥—Test

Gréfica n° 80. Crecimiento de B. cinerea en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P4, comparado con el crecimiento de B. cinerea

(testigo) crecido en PDA.

Los metabolitos secundarios de los aislados de P. variotii no provocan ningun tipo

de inhibicion micelial frente a B. cinerea.
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Resultados

5.2.8. Evaluacion del efecto antagonista de los producidos por los

aislados frente a Pythium sp.
5.2.8.1.  Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial in vitro

5.2.8.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de Pythium sp. frente a dos

aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n° 81. % de inhibicion del crecimiento micelial de Pythium sp.
frente a dos cepas de T. saturnisporum.

Frente a Pythium sp., el poder inhibitorio de ambos aislados de Trichoderma es
muy bajo, no mostrando ninguno de los tratamientos valores de inhibicién por encima del
4% (Foto n° 13). Los tratamientos esterilizados a altas concentraciones muestran
diferencias significativas con respecto al testigo para ambos aislados. En cambio, los % de
inhibicién se mantienen estables independientemente de la concentracién en los

tratamientos microfiltrados.
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Foto n° 13. Crecimiento micelial de Pythium sp. sobre PDA con un 25% de extracto esterilizado del
aislado T1 comparado con el testigo.

5.2.8.1.2. Evaluacién del crecimiento micelial de Pythium sp. frente a
cuatro aislados de P. variotii
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Grafica n° 82. % de inhibicién del crecimiento micelial de Pythium sp. frente a
cuatro cepas de P. variotii.

Se registra una accion inhibitoria practicamente nula de los metabolitos frente a
Pythium sp., observandose valores de inhibicion no superiores al 4% en ninguno de los
tratamientos. La mayoria de tratamientos no muestran diferencias significativas, segiin

ANOVA SIMPLE, con respecto al testigo.

153



Resultados

5.2.8.2.  Evolucion del crecimiento micelial

5.2.8.2.1. Evolucion del crecimiento micelial de Pythium sp. frente a dos
aislados de T. saturnisporum
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Gréfica n° 83. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T1, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 84. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T1, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 85. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado T2, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 86. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado T2, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.

No existen evidencias que demuestren la accidon inhibitoria de los metabolitos

solubles procedentes de los dos aislados de T. saturnisporum frente a Pythium sp.

155



Resultados

5.2.8.2.2. Evolucion del crecimiento micelial de Pythium sp. frente a cuatro
aislados de P. variotii
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Grafica n° 87. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P1, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Graéfica n° 88. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P1, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Grafica n° 89. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P2, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Graéfica n° 90. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos

microfiltrados del aislado P2, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Grafica n® 91. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P3, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n® 92. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P3, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Gréfica n° 93. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
esterilizados del aislado P4, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.
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Graéfica n°® 94. Crecimiento de Pythium sp. en PDA con diferentes tratamientos
microfiltrados del aislado P4, comparado con el crecimiento de Pythium sp.
(testigo) crecido en PDA.

Como puede observarse, la influencia de los aislados de P. variotii sobre el

crecimiento in vitro de Pythium sp. es inexistente.
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5.2.9. Resumen del ensayo sobre el efecto antagonista de los

metabolitos no volatiles

En general, los porcentajes de inhibicidon han sido bastante bajos. Ninguno de los

antagonistas ha superado un 30% de inhibicidon frente a alguno de los fitopatogenos. A

pesar de ello, todos los microorganismos aislados han inducido cierto antagonismo sobre

alguno de los fitopatogenos estudiados. A continuacion se sefialan los tratamientos que han

conseguido provocar unas inhibiciones del 10% o superior (Cuadro n° 4), ya que por

debajo de este valor la inhibicion se considera poco efectiva (Lopes et al., 2012).

Los aislados T1 y T2 presentan inhibiciones del 10% y 14 % frente a F. 0. f. sp.

niveum, respectivamente, asi como P1, P2 y P3 que provocan una inhibiciones en torno al

12%.

Frente a F. solani, los aislados T1 y T2 presentan inhibiciones que rondan el 20%.

El conjunto de aislados de P. variotii también inducen entre un 13-18% de inhibicion.

F. o. f.sp. .
: F. solani
niveum

Tl 10% 20%
T2 14% 18%
P1 12% 15%
P2 11% 14%
P3 11% 18%
P4 13%

Cuadro n° 4. Resumen del ensayo sobre el efecto de los metabolitos.
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53. EFECTO  ANTAGONISTA DE LOS METABOLITOS
VOLATILES

5.3.1. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a F. o. f. sp. niveum

5.3.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. niveum frente a

los microorganismos aislados
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Gréfica n° 95. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. 0. f. sp. niveum
frente a los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

Los aislados estudiados en este ensayo provocan una leve inhibicion del
crecimiento in vitro de F. o. f. sp. niveum, observandose unos % de inhibicion inferiores al
4% para la mayoria de aislados, y algo superior, un 6%, para el aislado T1 (Foto n°® 14).
Ambos aislados de Trichoderma, asi como P1, presentan diferencias significativas con

respecto al testigo (nivel de confianza 95%).
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Foto n° 14. Crecimiento micelial de F. 0. f. sp. niveum frente al aislado T1 comparado con el testigo.

5.3.1.2.  Evolucién del crecimiento micelial de F. o. f. sp. niveum frente a los

microorganismos aislados
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Grafica n® 96. Crecimiento de F. 0. f. sp. niveum frente a los diversos aislados,
comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp. niveum (testigo).

La presencia de metabolitos volatiles de los aislados seleccionados apenas originan

una alteracion en el crecimiento in vitro de F. o. f. sp. niveum.
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5.3.2. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a F. o. f. sp. lycopersici

5.3.2.1.  Inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. lycopersici frente a

los microorganismos aislados
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Gréfica n® 97. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. o. f. sp.
lycopersici frente a los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

Frente a F. 0. f. sp. lycopersici, los % de inhibicién del crecimiento micelial se
sitian en valores muy bajos, observandose valores por debajo del 3% para los aislados T2,
P1 y P3, y no superiores al 7% para los aislados T1 y P2, los cuales muestran diferencias

significativas con respecto al testigo (LSD 95%) (Foto n° 15).

Foto n° 15. Crecimiento micelial de F. 0. f. sp. lycopersici frente al aislado T1 comparado con el testigo.
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5.3.2.2.  Evolucion del crecimiento micelial de F. o. f. sp. lycopersici frente a

los microorganismos aislados
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Grafica n° 98. Crecimiento de F. 0. f. sp. lycopersici frente a los diversos
aislados, comparado con el crecimiento de F. 0. f. sp. lycopersici (testigo).

El crecimiento in vitro de F. o. f. sp. lycopersici no se ve inhibido por la presencia
de metabolitos volatiles de los aislados utilizados en este ensayo. Tan s6lo T1 y P2

muestran un leve efecto inhibidor del crecimiento.
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5.3.3. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a F. solani

5.3.3.1. Inhibicién del crecimiento micelial de F. solani frente a los

microorganismos aislados
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Gréfica n° 99. % de inhibicion del crecimiento micelial de F. solani frente a
los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

Los metabolitos volatiles producidos por los diversos aislados presentan una leve
influencia en el crecimiento micelial de F. solani. E1 % de inhibicion medio se situa en
torno al 3% (Foto n° 16), aunque el aislado P1, con un % de inhibicién cercano al 7%,

muestra diferencias significativas segain ANOVA SIMPLE.

Foto n° 16. Crecimiento micelial de F. solani frente al aislado P2 comparado con el testigo.
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5.3.3.2. Evolucién del crecimiento micelial de F. solani frente a los

microorganismos aislados
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Grafica n® 100. Crecimiento de F. solani frente a los diversos aislados,
comparado con el crecimiento de F. solani (testigo).

Los metabolitos secundarios volatiles no ejercen ningun efecto inhibitorio del
crecimiento micelial de F. solani, desarrollandose éste sin problemas, aunque el aislado P1

parece provocar una leve inhibicion.
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5.3.4. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a D. bryoniae

5.3.4.1. Inhibicion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a los

microorganismos aislados
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Gréfica n° 101. % de inhibicion del crecimiento micelial de D. bryoniae frente
a los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

La mayoria de los aislados provocan unos considerables % de inhibicién del
crecimiento in vitro de D. bryoniae. Por un lado, los aislados P1 y P4 muestran valores
alrededor del 5% y 10%, respectivamente, mientras que los aislados P2 y P3 alcanzan cotas
del 20-25%. Los mayores % de inhibiciéon los presentan los aislados T1 y T2, con
porcentajes de inhibicion del 27% y 34%, respectivamente (Foto n® 17). Menos P1, el total

de aislados han mostrado diferencias significativas respecto al testigo (LSD 95%).
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Foto n° 17. Crecimiento micelial de D. bryoniae frente al aislado T2 comparado con el testigo.

5.3.4.2. Evolucién del crecimiento micelial de D. bryoniae frente a los

microorganismos aislados
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Gréfica n° 102. Crecimiento de D. bryoniae frente a los diversos aislados,
comparado con el crecimiento de D. bryoniae (testigo).

Frente a D. bryoniae, los metabolitos volatiles de los microorganismos ensayados de
Trichoderma y Paecilomyces originan una notable inhibicion del crecimiento in vitro. Es
de resaltar la ralentizacion del crecimiento del patdégeno provocada sobretodo por los

aislados T1, T2, P2 y P3 desde el inicio del ensayo.
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5.3.5. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a P. parasitica

5.3.5.1.  Inhibicién del crecimiento micelial de P. parasitica frente a los

microorganismos aislados
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Gréfica n° 103. % de inhibicion del crecimiento micelial de P. parasitica
frente a los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

La mayoria de aislados no supera el 10% de inhibicion frente a P. parasitica. En
cambio, el aislado T1 y P4, los cuales muestran diferencias significativas con respecto al
testigo, provocan un importante efecto inhibitorio sobre el crecimiento in vitro de P.
parasitica, con unos porcentajes de inhibicion del 25% y 12%, respectivamente (Foto n°

18).

Foto n° 18. Crecimiento micelial de P. parasitica frente al aislado T1 comparado con el testigo.
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5.3.5.2.  Evolucion del crecimiento micelial de P. parasitica frente a los

microorganismos aislados
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Gréfica n° 104. Crecimiento de P. parasitica frente a los diversos aislados,
comparado con el crecimiento de P. parasitica (testigo).

P. parasitica se desarrolla con normalidad en presencia de las sustancias volatiles
originadas por la mayoria de los aislados ensayados. En cambio, los metabolitos del aislado
T1 provocan una notable alteracion en su crecimiento. La inhibicidn se produce cuando el
micelio de T1 se ha desarrollado considerablemente. P4 también muestra cierto efecto

inhibidor del crecimiento micelial in vitro de P. parasitica.
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5.3.6. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a V. dahliae

5.3.6.1. Inhibicién del crecimiento micelial de V. dahliae frente a los
microorganismos aislados
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Gréfica n® 105. % de inhibicion del crecimiento micelial de V. dahliae frente a
los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

Frente a V. dahliae, se pueden observar unos moderados % de inhibicion para
algunos de los aislados, en torno al 12-14% (Foto n° 19). Los aislados T1, P2 y P4
presentan unos % de inhibicion considerablemente inferiores, no presentando éstos

diferencias significativas con respecto al testigo (LSD 95%).

Foto n° 19. Crecimiento micelial de V. dahliae frente al aislado P1 comparado con el testigo.
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5.3.6.2. Evolucion del crecimiento micelial de V. dahliae frente a los

microorganismos aislados
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Gréafica n° 106. Crecimiento de V. dahliae frente a los diversos aislados,
comparado con el crecimiento de V. dahliae (testigo) crecido en ausencia de
otros microorganismos.

Casi todos los aislados muestran algun grado de inhibicion sobre V. dahliae,

destacando T2, P1 y P3, con un efecto inhibitorio que se presenta ya en un estado avanzado

del crecimiento del patdgeno (Grafica n® 106).
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5.3.7. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a B. cinerea

5.3.7.1. Inhibicién del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los

microorganismos aislados
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Grafica n® 107. % de inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea frente a
los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

% INHIBICION

Ninguno de los aislados seleccionados muestra evidencias de un efecto negativo
sobre el crecimiento in vitro de B. cinerea, ya que ninguno de ellos presenta diferencias

significativas con respecto al testigo (Foto n° 20).

Foto n° 20. Crecimiento micelial de B. cinerea en frente al aislado P3 comparado con el testigo.
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5.3.7.2. Evolucion del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los

microorganismos aislados
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Grafica n° 108. Crecimiento de B. cinerea frente a los diversos aislados,
comparado con el crecimiento de B. cinerea (testigo).

Los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados no presentan ningtn efecto

antagonista sobre ¢l crecimiento micelial de B. cinerea (grafica n® 77).
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5.3.8. Evaluacion del efecto antagonista de los metabolitos volatiles

producidos por los aislados frente a Pythium sp.

5.3.8.1.  Inhibicién del crecimiento micelial de Pythium sp. frente a los
microorganismos aislados
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Grafica n°® 109. % de inhibicion del crecimiento micelial de Pythium sp. frente
a los metabolitos volatiles de los aislados seleccionados.

Frente a Pythium sp., los % de inhibicion que presentan los diversos aislados son

desestimables (Foto n® 21). Tan sdlo el aislado P4 ha presentado diferencias significativas,

segiin ANOVA SIMPLE, aunque no ha superado el 3% de inhibicion in vitro.

Foto n° 21. Crecimiento micelial de Pythium sp. frente al aislado P3 comparado con el testigo.
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5.3.8.2.  Evolucion del crecimiento micelial de Pythium sp. frente a los

microorganismos aislados
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Gréfica n° 110. Crecimiento de Pythium sp. frente a los diversos aislados,
comparado con el crecimiento de Pythium sp. (testigo).

El crecimiento de Pythium sp. no se ve afectado por la presencia de metabolitos

volatiles de los aislados seleccionados.
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5.3.9. Resumen del ensayo sobre el efecto antagonista de los

metabolitos volatiles

A continuacion se pueden observar los aislados que han conseguido un porcentaje

de inhibicion igual o superior al 10% (Cuadro n° 5).

Los metabolitos volatiles de los aislados T1 y T2 presentan unos % de inhibicion
del 27% y 34% respectivamente frente a D. bryoniae. Asi mismo, los aislados P2, P3 y P4

provocan unas inhibiciones del 21% ,25% y 11%, respectivamente.

Frente a P. parasitica, el aislado T1 induce un 25% de inhibicion, mientras que el

aislado P4 produce una inhibicion del 12%.

El aislado T2 presenta un 14% de inhibicion frente a V. dahliae, asi como P1 y P3,

los cuales provocan unas inhibiciones del 11% y 15% respectivamente.

D. bryoniae  P. parasitica V. dahliae

T 27% 25%

T2 34% 14%
P1 11%
P2 21%

P3 25% 15%
P4 11% 12%

Cuadro n° 5. Resumen del ensayo sobre el efecto de los metabolitos volatiles.
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6.1. ENSAYO SOBRE LA VARIABILIDAD GENETICA DE LOS
AISLADOS

La caracterizacion intraespecifica de los agentes de control bioldgicos mediante
técnicas como la RAPD-PCR es esencial para la construccion de mecanismos de control de

patogenos de calidad.

Kumar et al. (2010) han estudiado nueve aislados de Trichoderma sp., relacionando
los patrones de RAPD-PCR con su capacidad para el control de F. o. f. sp. psidii y F.
solani. Gomez et al. (1997) analizaron los perfiles obtenidos mediante RAPD-PCR de
aislados de T. harzianum y los clasificaron en diferentes grupos de acuerdo a su habilidad
para el control de fitopatogenos. También ha sido utilizada para estudiar la variabilidad
genética en relacion a la procedencia geografica de 145 aislados de T. longibrachiatum
(Turner et al., 1997). Asimismo, la técnica RAPD-PCR fue utilizada por Bokhari y
Gherbawy (2009) para detectar el potencial de produccion de patulina de siete aislados de

P. variotii, observando variabilidad en los perfiles de RAPD.

En este presente ensayo se ha estudiado la variabilidad genética existente entre los
aislados observando las variaciones en los patrones de bandas obtenidos mediante RAPD-

PCR.

Los patrones de bandas realizada a los dos aislados del género Trichoderma
muestran diferencias en distribucion de las bandas e intensidad de éstas para todos los
cebadores utilizados. Los resultados arrojados por el estudio nos indican que existe
variabilidad genética entre los dos aislados de T. saturnisporum, ya que se encuentran
diferencias entre los patrones de bandas de ambos, por lo que pertenecen a cepas distintas

de dicha especie.

En cuanto a los aislados del género Paecilomyces, los patrones de bandas de P3 y
P4 son idénticos. Las bandas de todos los patrones utilizados coinciden en intensidad y
distribucion, por lo que pertenecen a una misma cepa de P. variotii. En cambio, los
aislados P1 y P2 presentan diferencias entre si y entre P3 y P4, observandose variabilidad

en cuanto a intensidad de las bandas y a distribucion de estas, desapareciendo algunas o
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incluso apareciendo otras, por lo que dichos aislados presentan variabilidad genética entre

ellos, perteneciendo a distintas cepas de P. variotii.

Aislado Especie Cepa
T1 T. saturnisporum Cepa Tricho A
T2 T. saturnisporum Cepa Tricho B
P1 P. variotii Cepa Pac A
P2 P. variotii Cepa Pac B
P3 P. variotii Cepa Pae C
P4 P. variotii Cepa Pae C

Cuadro n° 6. Resultados del ensayo sobre variabilidad genética.

6.2. ENSAYO SOBRE EL EFECTO ANTAGONISTA DE LOS
METABOLITOS NO VOLATILES

La literatura cientifica apenas registra estudios del efecto antagonista de T.
saturnisporum. Existe algin ensayo, como el realizado por Ajith y Lakshmidevin (2010),
donde se demuestra que los metabolitos no volatiles de T. saturnisporum inducen unas

inhibiciones moderadas sobre Colletotricum capsici.

Otras especies de Trichoderma, como T. viride, T. virens y T. harzianum, si han
sido estudiadas en numerosas ocasiones, habiéndose demostrado que sus metabolitos
secundarios no volatiles tiene un marcado efecto antagonista sobre F. solani, P.
aphanidermatum, B. cinerea, entre otros (Chakraborty y Chatterjee, 2008; Muthukumar et
al., 2011; Vinale et al., 2009).

El presente ensayo demuestra que existen metabolitos secundarios producidos por

los aislados estudiados de T. saturnisporum, T1 y T2, que provocan un moderado efecto
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inhibidor del crecimiento micelial sobre F. 0. f. sp. niveum (10% y 14%, respectivamente).
Estos mismos aislados presentan también cierto grado de antagonismo in vitro frente a F.

solani, observandose inhibiciones del crecimiento micelial entre el 18% y 20%.

En cuanto a los aislados de P. variotii, existe multitud de literatura donde se estudia
a esta especie como entomopatodgeno, pero no como antagonista de enfermedades fungicas.
Todos los aislados estudiados de esta especie originan una moderada inhibicion frente a F.
solani que se situa entre el 13-18%. Tanto P1, como P2 y P3 ocasionan ademas alrededor

de un 11% de inhibicion sobre F. 0. f. sp. niveum.

6.3. ENSAYO SOBRE EL EFECTO ANTAGONISTA DE LGOS
METABOLITOS VOLATILES

Existe algun trabajo, como el de Ajith y Lakshmidevi (2010), donde se estudia el
efecto antagonista de T. saturnisporum, en este caso sobre C. capsici. En el ensayo se
demuestra que los compuestos volatiles producidos por éste provocan un 60% de

inhibicion frente a C. capsici.

T. saturnisporum no es un hongo que haya sido ampliamente estudiado como ACB,
por lo que los estudios relacionados con €ste son bastante escasos. En cambio, numerosos
investigadores han presentado evidencias del efecto antagonista de los metabolitos
volatiles de T. harzianum, T. viride y T. virens. Segun estudios realizados por Chakraborty
y Chatterjee (2008), los metabolitos volatiles producidos por T. harzianum, T. viride, T.
hamatum y T. reesi tienen la capacidad de inhibir el crecimiento micelial in vitro de F.
solani en un 44-78%. El potencial antagonista de los metabolitos volatiles de otras especies
de Trichoderma, como T. velutinosum y T. gamsii, ha sido estudiadas por Annes et al.
(2010), no observandose inhibiciones significativas frente a Rhizoctonia solani. Estudios
realizados por Lopes et al. (2012) demuestran el potencial antagonista de los metabolitos
volatiles de T. koningiopsis y T. asperellum que alcanzan cotas de inhibicion del 40-55%

frente a Sclerotinia sclerotiorum.

Los dos aislados ensayados de T. saturnisporum producen un moderado efecto

inhibidor del crecimiento micelial frente D. bryoniae, causando unas inhibiciones del 27%
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y 34%, respectivamente. T1 ademas inhibe a P. parasitica en un 25% y T2 tiene un

potencial de inhibicion algo menor frente a V. dahliae, con un 14% de inhibicion micelial.

Las inhibiciones provocadas por los aislados de P. variotii son algo menores,
observandose también cierto antagonismo frente a D. bryoniae, P. parasitica y V. dahliae.
P1 muestra un 11% de inhibicion frente a V. dahliae. P2 y P4 inducen una moderada
inhibicion del 21% y 11%, respectivamente, sobre D. bryoniae. El aislado P3 tiene un
efecto antagonista sobre D. bryoniae y V. dahliae del 25% y 15%, respectivamente. Frente

a P. parasitica, el aislado P4 induce un 12% de inhibicion micelial.
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Conclusiones

7.1. Conclusiones

1.

Los dos aislados analizados de Trichoderma sp. identificados mediante PCR pertenecen
a la especie Trichoderma saturnisporum. La técnica RAPD-PCR ha demostrado que
estos aislados presentan variabilidad genética entre si, procediendo de cepas distintas

de dicha especie.

Los cuatro aislados estudiados de Paecilomyces sp. pertenecen a la especie
Paecilomyces variotii. Los aislados P3 y P4 forman parte de la misma cepa de esta
especie, ya que no existe variabilidad genética entre ambos aislados. En cambio, los
aislados P1 y P2 presentan variabilidad genética entre si y entre P3 y P4, por lo que

pertenecen a cepas distintas.

Los metabolitos secundarios no volatiles procedentes de los aislados estudiados de T.
saturnisporum, T1 y T2, inducen unas inhibiciones del 10% y 14%, respectivamente,

frente a F. 0. f.sp. niveum y del 20% sobre F. solani.

Asimismo, los aislados P1, P2 y P3 provocan un 11% de inhibicién micelial frente a F.
0. f.sp. niveum, y tanto éstos como P4 producen una inhibicion in vitro sobre F. solani

que se situan entre el 13-18%.

Los metabolitos volatiles de los aislados T1 y T2 causan una moderada inhibicion del
27-35% sobre D. bryoniae. T1, ademas, provoca la inhibicion de P. parasitica en un
25% y V. dahliae es inhibido en un 14% por T2.

Los aislados P2 y P3 muestran entre un 21-25% de inhibicion frente a D. bryoniae, asi
como P4, que origina un 11% de inhibicion sobre D. bryoniae. P1 y P3 inhiben a V.
dahliae en un 11% y 15%, respectivamente. P. parasitica es inhibido en un 12% frente
al aislado P4.
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