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RESUMEN

El uso de plaguicidas en la agricultura esta generando un gran impacto tanto a
nivel medioambiental, resultando ser téxico y perjudicial (Hashmi et al., 2019; Kafaei et
al., 2020). Es por ello, por lo que la agricultura se orienta hacia la reduccién de
plaguicidas quimicos y la introduccion de sistemas sostenibles con el uso de agentes de
manejo bioldgico.

El campo del control bioldgico en la agricultura presenta un gran interés como
medida alternativa para controlar diferentes patoégenos vegetales, asi como plagas,
contribuyendo a generar un sistema de produccién de alimentos mas respetuoso con el
medio ambiente y con la salud humana (Ab Rahman et al.,2018; Haas & Défago, 2005).

La alternativa de usar hongos y bacterias endofiticas para el manejo de
diferentes patégenos que afectan a los cultivos puede ser una opcidn bioldgica muy
importante hoy en dia, se da una amplia gama de efectos beneficiosos para las plantas
a partir de formulaciones, las cuales contienen mezclas de distintas especies (Khan &
Mohiddin, 2018).

Palabras clave: control bioldgico, patdgenos vegetales, hongos enddfitos.

ABSTRACT

The use of pesticides in agriculture is generating a great impact both at an
environmental level, turning out to be toxic and harmful (Hashmi et al., 2019; Kafaei et
al.,, 2020). That is why agriculture is oriented towards the reduction of chemical
pesticides and the introduction of sustainable systems with the use of biological
management agents.

The field of biological control in agriculture is of great interest as an alternative
measure to control different plant pathogens as well as pests, helping to generate a food
production system that is more respectful of the environment and human health (Ab
Rahman et al.,2018; Haas & Défago, 2005).

The alternative of using endophytic fungi and bacteria for the management of
different pathogens that affect crops can be a very important biological option today, it
gives a wide range of beneficial effects for plants from formulations, which contain
mixtures of different species (Khan & Mohiddin, 2018).

Keywords: biological control, plant pathogens, endophytic fungi
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1. MEMORIA DESCRIPCTIVA DEL TRABAJO TECNICO

1.1 Importancia del control bioldgico en el sector agrario

El sector agrario supone un papel fundamental en nuestra vida cotidiana,
ademas de ser un sector primario en el contexto de la economia, es indispensable para
el sostenimiento de los pueblos, tratandose de una actividad suministradora de
productos de primera necesidad (Cerda, 2003). Desde entonces, la agricultura no deja
de innovar tanto cientificamente como tecnoldgicamente para obtener unos mejores
rendimientos de los cultivos, dando gran importancia a la calidad y asegurando la
proteccién de las plantas contra plagas y enfermedades, ya que esto podria suponer la
pérdida total de la produccion (Martinez, 2008).

Para obtener un aumento en el rendimiento de los cultivos y a la vez
protegerlos contra plagas y patdgenos, se optd en un principio por hacer un uso
extensivo de agroquimicos, uno de los componentes principales del Manejo Integrado
de Plagas (MIP). Es cierto que el uso de plaguicidas ha resultado ser eficaz en la mejora
de la calidad de los cultivos y en el aumento de la produccidn agricola (Ragsdale et
al.,1991); sin embargo, con el paso del tiempo se ha demostrado que esta aplicacién no
era correcta, tenia afectos secundarios como la contaminacién de los alimentos,
repercusion ambiental, ademas de tener un alto coste (Carvalho, 2006). Otro punto en
contra de la utilizacion de agroquimicos es la destruccion de microbios beneficiosos,
como hongos endofiticos beneficiosos, bacterias e insectos (Berg, 2009). Es el caso de
productos como triclopir, un herbicida que inhibe las bacterias beneficiosas que oxidan
el amoniaco, y flifosato (Pell et al.,1998; Santos & Flores,1995).

Asi nacidé entonces la importancia que se le da hoy en dia al control biolégico
para el control de enfermedades flngicas, cuyo objetivo es reducir el uso excesivo y
dependencia de agroquimicos y los riesgos que conlleva (Cook & Baker, 1983). El control
bioldgico se prevé que continde desempefiando un papel importante en la agricultura
moderna tanto en el presente como en el futuro.

1.2 Interés del tema y objetivos del proyecto

1.2.1 Interés del tema

En la actualidad, el uso de plaguicidas en la agricultura esta generando un gran
impacto tanto a nivel medioambiental, por su larga duracidén y degradacién en el
medioambiente, como en la salud del ser humano, resultando ser téxico y perjudicial
para este (Hashmi et al., 2019; Kafaei et al., 2020). Es por ello, por lo que la agricultura
se orienta cada vez mas hacia la reduccién de plaguicidas quimicos y la introduccién de
sistemas sostenibles con el uso de agentes de manejo bioldgico. El campo del control
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bioldgico en la agricultura presenta un gran interés como medida alternativa para
controlar diferentes patogenos vegetales, asi como plagas, contribuyendo a generar un
sistema de produccion de alimentos mas respetuoso con el medio ambiente y con la
salud humana (Ab Rahman et al.,2018; Haas & Défago, 2005). Dentro del control
bioldgico, hay varias opciones disponibles; sin embargo, es necesario profundizar en el
estudio para comprender la compleja interaccion entre las plantas, el medio ambiente
y patégenos (Mirzaee et al., 2015).

La necesidad de reducir la utilizacion de fertilizantes quimicos, asi como
productos fitosanitarios de sintesis, ha dado paso a la practica de la inoculacion, por lo
que el uso de inéculos microbianos esta teniendo especialmente interés debido a la
demanda impuesta por la sostenibilidad ambiental (Ezziyyani et al.,2006). La alternativa
de usar hongos y bacterias para el manejo de diferentes patdgenos que afectan a los
cultivos puede ser una opcidn biolégica muy importante hoy en dia, se da una amplia
gama de efectos beneficiosos para las plantas a partir de formulaciones, las cuales
contienen mezclas de distintas especies. Son varios estudios los que han plasmado los
beneficios que tienen los hongos, en concreto Trichoderma, para el crecimiento de las
plantas incrementando el rendimiento de la produccién (Khan & Mohiddin, 2018).

En este proyecto se pretende evaluar la capacidad de un hongo enddfito
septado oscuro (DSE) como agente de control biolégico de diferentes patdégenos que
afectan a los cultivos.

Los endodfitos septados oscuros son un grupo de hongos del suelo que colonizan
las ubicaciones inter y/o intracelulares de las plantas, estableciendo un gran abanico de
interacciones simbidticas con las plantas que las albergan, no danando visiblemente las
plantas hospedadoras (Hallmann et al., 1997; Mandyam & Jumpponen, 2005).

1.2.2 Objetivos del proyecto

Una vez vista la importancia del control bioldgico, el objetivo general del
desarrollo de este proyecto fue el estudio del hongo endéfito DSE CDG-17, como agente
potencial de control bioldgico. Para ello, los objetivos especificos son:

e Determinar la influencia de las condiciones bajo las cuales el DSE disminuye su
crecimiento y su efectividad frente a fitopatégenos oomicetos con diferentes
condiciones de temperatura y salinidad en el ensayo in vitro.

Para ello, fue preciso determinar:
- La capacidad antagonista de CDG-17 sobre distintos patégenos oomicetos
mediante la técnica dual en placa de Petri bajo distintas condiciones de
temperatura y salinidad con diferentes concentraciones de cloruro sodico.
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Los parametros establecidos para evaluar el ensayo son: las distintas salinidades
del medio de cultivo que serande 0 g-L?, 1 gL 1,2 g-L1,5gL 1,10 gL L,15 g-L2,20
gLt y las temperaturas concretas de 202C, 252C y 302C. Se realizaradn cinco
repeticiones para cada tratamiento. Se mide el crecimiento de las muestras a
diario para que posteriormente tras un analisis de datos se pueda determinar si
existe inhibicion del crecimiento del patégeno causado por el DSE. Los
patdgenos analizados seran Phytophthora capcisi, P. parasitica y P.infestans.

Determinar la efectividad como agente de control biolégico del DSE CDG17
frente a Botrytis cinerea en un ensayo in vivo con plantulas de pepino.

El ensayo in vivo se realizara mediante la inoculacién natural de Botrytis cinerea en

plantulas de pepino. CDG17 serd aplicado en el sustrato, y se medira la cantidad de

enfermedad mediante una escala de 0 a 4, donde 0 es planta sana y 4, 100% de hojas

afectadas por podredumbre gris.

Statgraphics, para la realizacion del analisis estadistico. Para todos los datos
obtenidos se realizara el test de normalidad segun el criterio de bondad de ajuste
de Kolmogorov-Smirnov (Chakravart et al., 1967) y la evaluacion de
homocedasticidad de varianzas segun Test de Levene (Levene, 1960) sobre los
datos. En primer lugar, se realizara un analisis de la varianza ANOVA factorial,
para proseguir con un ANOVA y separacion de medias mediante el método LSD
de Fisher (p<0,05) (Fisher, 1925). Se utilizara el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV.

1.3 Fases de realizacion y cronograma

Para tener una visualizacion mas clara sobre las distintas fases/actividades que

se han llevado a cabo en el seguimiento del desarrollo del proyecto se ha realizado el

siguiente diagrama:



1. Planificacién del proyecto/Anteproyecto

Biocontrol del hongo endoéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

51|S2|S3[S4|S5)|56(|S57|S8]|S9

2.1. Multiplicacién hongos

2.2. Realizacién antagonismos

2.3. Medicién y toma de datos

510

S11

512

S13

514

$15|516

S17

518

S19

520

S21

522

S23

s24|s25

526

S27

528529

530

S31

532

$33

534

S35

536

$33

534|535

536

2.4. Andlisis de datos

3.1. Preparacién de macetas y sustratos

3.2. Trasplante de las plantulas

=

3.3. Inoculacién del patégeno

3.4. Toma de datos y andlisis de los resultados

4. Redaccién de la memoria descriptiva del proyecto

Figura 1. Cronograma de actividades para el desarrollo del proyecto




Biocontrol del hongo endéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

1.4 Revision bibliografica

1.4.1 Hongos Endofitos Septados Oscuros (DSE)

Los registros fosiles de endofitos microbianos se remontan a mas de 400
millones de afios (Remy et al., 1994).

La definicion mas completa de enddfitos fungicos es la que describe Hallman et
al., (1998). “Se definen como microorganismos que pueden aislarse de los tejidos
vegetales desinfectados en la superficie o extraerse del interior de las plantas, no
dafando a las plantas hospedantes”. Ademads, pueden desempefiar multiples funciones
beneficiosas como defiende Yuan et al.,, (2017), dando lugar a la mejora en el
crecimiento de las plantas regulando las fitohormonas, ademas de brindar una mejor
tolerancia al estrés del huésped. Se caracterizan por poseer una pigmentacién oscura
intensa y formacidén de hifas septadas, ocasionalmente microesclerocios. Pueden estar
presentes en varios ambientes, incluso en condiciones de sequia, en presencia de
metales pesados y en suelos oligotréficos (Mandyam, & Jumpponen, 2005). Estos se
asocian con la mayoria de las especies de plantas que se encuentran en los ecosistemas
naturales y gestionados.

Uno de los grupos mas estudiados dentro del grupo de enddfitos son los
septados oscuros (DSE). Los endéfitos septados oscuros (DSE) comprenden un grupo
miscelaneo de hongos anamodrficos ascomicetos que se caracterizan por formar
estructuras melanizadas como hifas y microesclerocios en la raiz intracelular e
intercelular de las plantas (Jumpponen, 2001). La gran mayoria pertenecen a algunas
ordenes del filo Ascomycota (Jumpponen & Trappe, 1998), aunque también a
Basidiomycota, Oomycota y Zygomycota (Rundfeldt, 2011).

Segln varios estudios, los enddfitos son capaces de regular las actividades
fisiolégicas de las plantas hospedantes y de producir nuevos compuestos bioactivos
naturales. Una de las causas principales por las que se utilizan este tipo de hongos en la
agricultura es por la alta resistencia que presentan en las plantas hospedantes contra
enfermedades, estrés abidtico, nematodos e insectos (Sornakili et al., 2020).

Hoy en dia, la informacion acerca de la diversidad y funcién de los hongos
enddfitos experimentados en diferentes condiciones es algo limitada debido a que se
basa en un circulo pequefio de condiciones experimentales, por ello, el objetivo de este
proyecto es profundizar en la investigacidon sobre el funcionamiento de los hongos
endofitos frente a otros patdgenos y ver la interaccion planta-endéfito.
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1.4.2 Importancia de los hongos oomicetos

La aparicion de enfermedades en las distintas plantaciones o especies de
cultivo en la agricultura es uno de los principales factores que provocan una severa
repercusion en la pérdida econdmica, en la biodiversidad de las especies silvestres,
seguridad alimentaria y en el medio ambiente. De ahi que el grupo mas importante de
agentes que causan enfermedades por su capacidad de infectar sean los hongos y
oomicetos fitopatogenos, por ello, para el control de las enfermedades originadas por
estos organismos, es fundamental entender y conocer la evolucidn y mecanismos de
virulencia asociados para desarrollar estrategias sostenibles (Fisher et at.,2012; Philips
et al.,2008).

Los oomicetos incluyen cuatro érdenes, dos de las cuales contienen patogenos
vegetales muy importantes, Saprolegniales y Peronosporales. Dentro de los
Peronosporales, la familia Pythiaceae contiene varios géneros, siendo los mds conocidos
y destacados Phytophthora y Pythium (Van der Plaats-Niterink, 1981).

Los oomicetos son un grupo diverso de protistas filamentosos que se asemejan
a los hongos morfolégicamente, conocidos también como “mohos de agua”. Han
desarrollado estilos de vida saprofitos o patdégenos. Son miembros pertenecientes al
reino Chromista ya que varias especies crecen a través de hifas filamentosas (Kamoun,
2003); aunque tras varios estudios puede decirse que los oomicetos tienen una limitada
afinidad taxondmica con los hongos filamentosos, pareciendo estar mds cercanamente
relacionados con las algas pardas por presentar meiosis en los gametangios,
clasificdandose dentro del grupo Stramenopiles, uno de los principales reinos eucariotas
(Baldauf et al., 2000).

Una de las caracteristicas que diferencian a los oomicetos es la posesion de
flagelos en las zoosporas que a su vez son producidas en esporangios. Estas zoosporas
se encuentran sumergidas en peliculas de agua en la superficie de las hojas, en medios
hidropdnicos, en agua en el suelo y en cuerpos naturales de agua (Fry et al., 2010).

Este grupo de cientos de organismos, incluyen algunos de los patégenos mas
destructores dando lugar a enfermedades como tizén de plantulas, damping-off,
pudricion de raices, tizones foliares y mildius vellosos (Fry et al., 2010).
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Figura 2. Relaciones filogenéticas entre los cinco reinos eucariotas. Fuente: Alor
(2015)

En este presente proyecto, se ha hecho énfasis en especies del género Phytophthora.

1.4.2.1 GENERO PHYTOPHTHORA

El nombre de Phytophthora proviene del griego phyton que significa "planta" y
-phthora, "destruccién"; traducido literalmente como "destructor de plantas". Este
nombre fue impuesto por Heinrich Anton de Bary en el siglo XIX cuando investigd la
enfermedad de la papa en la Gran Hambruna Irlandesa (Kroon et al., 2012).

Se trata de un género de patdgenos vegetales Oomycetes que contiene
aproximadamente 100 especies, de las cuales 60 son reconocidas oficialmente (Erwin &
Ribeiro, 1996), perteneciente al orden Peronosporales, dentro de la clase Oomycetes en
el Reino Chromista (Hawksworth et al., 1996). La mayoria son invasores primarios de
tejido vegetal con capacidad saprotrdfica limitada, causando de manera general,
enfermedades con gran repercusién en la agricultura en el mundo, como es el caso del
tizon tardio de la papa en la hambruna irlandesa causada por P. infestans en 1840 vy la
pudricion radicular del pimiento (Capsicum annuurn) por P. capsici, las cuales han
supuesto grandes pérdidas significativas. Dichas enfermedades se manifiestan con la
pudricion de raices, cuello de la planta, cancros del tallo, tizén de las hojas y pudricién
de la fruta. Ademas, otras causan gomosis y enfermedades de la tinta atacando al tronco
y raices de ciertos arboles (Bigici, & Cinar, 1990). Los patégenos Phytophthora prosperan
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en condiciones humedas, mojadas y con temperaturas entre 132C-242C, lo que dificulta
su control (Ocampo, 2003; Bary,1876).

1.4.2.1.1 Taxonomia

En la ultima década, el nimero de especies de Phytophthora se ha duplicado,
debido al alcance de herramientas mas especificas que disponemos en la actualidad
para su determinacion, ademas de informaciéon mas actualizada (Kroon et al., 2012).

Para poder identificar y clasificar especies dentro de este género se utilizé una
clave que desarroll6 Waterhouse, basandose principalmente en la papilacién y
caducidad de los esporangios, el sistema de apareamiento y el tipo de unién anteridial,
la cual fue posteriormente modificada por Sellos y col. (Waterhouse,1963; Stamps et
al.,1990).

Al principio, el género se divide en seis grupos por Waterhouse (tabla 1)
teniendo en cuenta los dos tipos de anteridios y los tres tipos de esporangios.
Adicionalmente, se tuvieron en cuenta criterios tanto morfoldgicos como fisiolégicos
para distinguir las especies como pueden ser la relacion entre temperatura-crecimiento,
rango de hospedadores, clamidosporas, morfologia de colonias e hifas; sin embargo,
esta clave de Waterhouse no era del todo manejable, investigadores encontraban
incompatibilidades dentro de una misma especie (Kroon et al., 2012). Posteriormente,
para caracterizar los aislados de Phytophthora, se utilizaron métodos basados en ADN,
marcadores de AFLP y microsatélites (Flier et al., 2007; Flier et al., 2003).

Tabla 1. Clasificacion de Phytophthora en seis grupos por Waterhouse (1963). Fuente:
Drenth, & Sendall, (2001)

Grupo Esporangio Anteridio Ejemplos

[ Papillate Paragynous P.cactorum

Il Papillate Amphigynous P.capsici

i Semi- papillate Paragynous P.inflata

v Semi- papillate Amphigynous P.infestans
\Y Non-papillate Paragynous P.sojae

Vi Non-papillate Amphigynous P.cinnamomi

10
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Figura 3. A-Non-papillate, B-Semi-papillate, C-Papillate sporangia. Fuente: Erwin
& Ribeiro (1996)

Segln Kroon et al. (2012), 116 especies de Phytophthora se agrupan en 10
clados dentro del género, los cuales consisten en agrupar a un Unico ancestro comuny
sus descendientes. En este caso, centrandonos en las especies elegidas, P. infestans
pertenece al clado |, P. capsici al 2 y P.parasitica se clasifica en el clado 1 sin pertenecer
a ningun subclado.

Clade 2a

Clade 1

P. mexicana > P, infestans
P, capsici
. Clade 4
P tropicalis | - Zr
.................................... Clade 2
: > P, capsici

Clade 7

> P, sojae
> P. cinnamomi

lCIade 6
Clade 8

> P ramorum

Figura 4. Arbol filogenético de Phytophthora. Fuente: Blair et al.,(2008)

11
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1.4.2.1.2 Morfologia

Las especies de dicho género poseen un micelio que circula entre las células y
emite unos espolones denominados haustorios hacia las células para alimentarse, es
decir, chupan los nutrientes de las células de la planta, por lo que como consecuencia se
produce la muerte de la planta mientras el hongo continda creciendo, produciendo
nuevos esporangodforos (Aristizabal & Torres, 2015; Ramirez et. al, 1998). El micelio esta
constituido por hifas.

1.4.2.1.3 Reproduccion

Las especies del género Phytophthora pueden reproducirse de manera asexual
o sexual, desarrollandose de forma diferente en funcion de las condiciones ambientales.

e Asexual

En este tipo de reproduccién se da la formacion de esporangios vy
clamidosporas, que contienen las zoosporas.

El crecimiento ligado a la reproduccion asexual y al desarrollo del micelio tiene
lugar su desarrollo durante casi todo el ciclo del cultivo.

Por otro lado, en esta fase, cuando la humedad es baja los conidios germinan
rapidamente. En caso contrario, cuando la humedad es alta, los conidios germinan a
esporangios para dar lugar a zoosporas.

e Sexual

Esta fase de reproduccion sexual se desarrolla al final del ciclo del cultivo o en
condiciones desfavorables. Se caracteriza por la produccidon de gametangios: oogonios
y anteridios. Ademas, el nucleo vegetativo es diploide, ya que la meiosis no ocurre hasta
la formacién de los gametangios (Fry et al., 2010).

Segln Erwin y Ribeiro (1996), las especies de Phytophthora se pueden clasificar
en dos grupos atendiendo a la sexualidad, caracterizadas por la formacion de oosporas,
en:

-Homotalicas. A este grupo pertenece casi la mitad de las 60 especies reconocidas en
este género. Se trata de especies autofértiles, pudiendo completar la etapa sexual y
formar oosporas un solo aislado.

-Heterotalicas. Las especies restantes, incluidas P. capsici y P. infestans, son

heterotalicas, por lo que estdn constituidas por individuos autoestériles y se requiere la
union de gametos compatibles; es decir, es imprescindible la presencia de dos tipos de

12
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apareamiento: Al y A2. Uno actia como gameto masculino y el otro como femenino
para poder reproducirse sexualmente. Cada tipo de apareamiento es bisexual, capaz de
producir anteridios y oogonios a partir de la diferenciaciéon de su micelio vegetativo.
Como consecuencia de la fusion genética, cuando ambos apareamientos estan
presentes, se obtiene la formacion de oosporas por la unién de anteridio y oogonio.

Es importante aclarar, como hicieron Galindo y Gallegly (1960) que, a ambos tipos de
apareamiento no se le consideran como formas sexuales sino como grupos de
compatibilidad, ya que anteridio u oogonio de un tipo puede aparearse con el oogonio
o anteridio del tipo opuesto.

1.4.2.2 Especies de Phytophthora utilizadas en el estudio

1.4.2.2.1 Phytophthora capsici

Taxonomia:

Reino: Chromista

Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora
Especie: Phytophthora capsici

Patégeno que afecta principalmente a variedades de pimiento (figura 5),
enfermedad denominada “tizén del pimiento” y en general, a todas las cucurbitdceas,
como pepino, meldn, calabaza, también en algunas solandceas como tomate y
berenjena, incluso se le ha encontrado atacando cultivos de habas (Vicia faba) y
habichuelas (Phaseolus lunatus), plantas que no eran hospedantes viables de este
patdgeno (Shea et al., 1980).

Es uno de los oomicetos que mas influencia tiene respecto a la infeccién
causada debido a la disposicién de una amplia gama de huéspedes, con una gran
diversidad genotipica, produciendo esporas sexuales latentes de larga vida ademas de
tener un ciclo explosivo de enfermedades asexuales (Lamour et al, 2012).

Asi, es uno de los patogenos mas perjudicial, causando enfermedades
principalmente en pimiento en todo el mundo, haciendo mencion especial a la zona

mediterranea (Palazén y Palazén, 1989; Molina et al., 2010).

Da lugar a la pudricién radicular y del cuello de plantas de cualquier edad
(Ocampo, 2003). Segun Leonian (1922), P. capsici se describié por primera vez después

13
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se su repercusién en la estacion de investigacion Agricola en el Nuevo México en Las
Cruces en 1918.

P. Capsici se clasifica en el Clade 2 de los 10 clados principales en los que se
clasifican las especies de Phytophthora, estando estrechamente ligada a P. tropicalis
(Aragaki & Uchida, 2001), como puede observarse en la figura 4.

Se trata de una especie heterotalica, por lo que son necesarios ambos tipos de
apareamiento (Aly A2) para la reproduccion sexual (Erwin & Ribeiro, 1996). En Estados
Unidos se ha demostrado ser la Unica especie heterotdlica de Phytophthora que logra
completar regularmente la etapa sexual (cruzamiento) (Lamour et al., 2012).

En cuanto a la temperatura necesaria para su crecimiento, P. capsici requiere
un minimo de 102C, apareciendo en ambientes donde la temperatura esta entre 15-
332Cy el suelo humedo, siendo su temperatura éptima 282C (Erwin & Ribeiro, 1996).

Figura 5. Tizon del pimiento provoca marchitez y decadencia de los frutos
v raices. Fuente: Koppert (2021)

1.4.2.2.2 Phytophthora parasitica

Taxonomia:

Reino: Chromista

Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales

Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora

Especie: Phytophthora parasitica

14
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Waterhouse y Waterston (1964) distinguen dos variedades: P. nicotianae var.
nicotianae y P. nicotianae var. parasitica. Esta separacion no es defendida por Erwin y
Ribeiro (1996), quienes consideran a P. parasitica como sinénimo de P. nicotianae. A lo
largo del texto, se utilizard el nombre de P. parasitica para referirnos a esta especie de
Phytophthora.

Se clasifica en el clado 1 del género Phytophthora. Esta especie posee
caracteristicas especificas que la diferencian del resto, como la posesion de hifas hialinas
y aseptadas, con hinchazones hifales ocasionalmente (Ko,1981).

Los esporangios que produce son de forma mds redondeada que el resto de las
especies Phytophthora, no siendo caducos.

Haciendo referencia a la defensa de Marin et al,, (2014) en su articulo, en
Espafia, P. parasitica da lugar a la pudricion de raiz y corona en pimiento, en concreto,
en Toledo y Ciudad Real (Bartual et al., 1991). Este patdgeno se encuentra asociado
ocasionalmente con P. capsici como se ha podido observar en las regiones de Andalucia
(Larregla, 2003) y Galicia (Pomar et al., 2001).

1.4.2.2.3 Phytophthora infestans

Reino: Chromista

Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales

Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora

Especie: Phytophthora infestans

Se trata de un protista que infecta y se reproduce en la parte aérea del
hospedante sexual o asexualmente, perteneciente a la clase Oomycetes. Es el patégeno
mas relevante y mejor estudiado por el impacto provocado en 1840 en la hambruna
europea. Agente causal responsable de la enfermedad del tizén tardio de la papa
(Bary,1876) o mildiu en plantas hospedadoras como suele ocasionalmente darse en
pepino dulce (Solanum muricatum), tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) y berejena
(S. melongena), entre otras solanaceas (Dyer et al., 1993).

P. infestans es heterotalico.

Se manifiesta en la hoja (figura 6), concretamente en el borde de la hoja, con
manchas de color negro purpura o marrén intenso rodeadas ocasionalmente por un halo
amarillento, que posteriormente se expanden por la hoja hasta el tallo. Ademas, en el
envés de la hoja se puede apreciar un polvillo blanquecino-grisaceo, tratandose del

15
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micelio y esporangios del patdégeno. Conforme va avanzando la enfermedad, se puede
observar como las manchas se ennegrecen, llegandose a necrosar el tejido vegetal.

En el tallo (figura 7), estas manchas son del mismo tono, pero mas alargadas.
Una vez que la enfermedad ha alcanzado y se ha manifestado por todo el cuello de la
planta, este llega a necrosarse y finalmente acaba quebrandose.

Por ultimo, en los tubérculos (figura 8) también se dan unos sintomas
caracteristicos manifestados por dicha enfermedad. Se da una coloracion rojiza,
pudricidn en caso de estar avanzada y superficie ligeramente hundida (Birch & Whisson,
2001; Infoagro, 2018).

Figura 7. Sintomas en el tallo de P. infestans. Fuente: Henfling (1987)
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Figura 8. Manifiesto de P. infestans en tubérculo. Se puede apreciar una
coloracion rojiza y una podredumbre blanda. Fuente: Fry (2008)

1.4.3 Mecanismos de antagonismo

Las interacciones de tipo antagonista se basan en el didlogo molecular y se
encuentran mediadas por la expresién diferencial de los genes.

Con el antagonismo se pretende estudiar la capacidad antagdnica del hongo,
para conducir a un control significativo de enfermedades. Para ello, es fundamental
comprender los mecanismos de accién que pueden mostrar los microorganismos
endofiticos hacia una plaga o patdgeno (los antagonistas), estos son diversos y
dependen tanto del antagonista escogido como del ciclo de vida del patégeno (Prada et
al., 2009).

Cabe destacar entre todos los patdgenos, Trichoderma sp. Este posee una alta
capacidad para antagonizar con éxito el crecimiento de un amplio espectro de
patégenos vegetales (Verma et al., 2007; Marra et al., 2019), ademas de ser conocido
por su rapido crecimiento.

En general, en el antagonismo no se da un unico modo de accion, involucrando
mas de un mecanismo.

Segun Cook y Baker (1983), los conocimientos llevados a cabo sobre dichos
mecanismos de accion involucran:

17
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1.4.3.1 Antibiosis

Gottlieb y Shaw (1970) explican que se trata de la acciéon de una sustancia
producida por un organismo que inhibe el crecimiento de otro organismo, tratandose
de una sustancia toxica. Estas actuan en bajas concentraciones, menores a 10 ppm.

Se da la secrecion de antibidticos, toxinas y compuestos orgdnicos volatiles,
ademas del desarrollo de enzimas, las cuales degradan la pared celular extracelular
como es el caso de la pectina metilesterasa y quitinasa, entre otras (Shoda, 2000;
Compant et al., 2005).

Segun Danielsson et al., (2007) , cuando se trata de un hongo endofitico, tendra
un escaso o nulo contacto con la plaga o patégeno. Esto implica que mecanismos de
antagonismo como la competencia o parasitismo directo sean menos efectivos que
antibiosis y resistencia inducida por el huésped a un hongo endofitico; es decir,
mecanismos directos serian menos efectivos en este caso que los mecanismos
indirectos.

Sin embargo, los estudios realizados por Vero y Mondino (1999) afirman que es
preferible que la antibiosis no se considere como mecanismo principal de accion de un
antagonista, ya que después de varios estudios se ha demostrado el riesgo de la
existencia de cepas del patégeno que son resistentes al antibidtico, ademas de la
produccién de sustancias téxicas (antibidtico) por parte del antagonista. Un ejemplo es
el cultivo dual de Epicoccum nigrum vy Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Cabe
destacar que ha sido el mecanismo de antagonismo mas estudiado.

1.4.3.2 Competencia

Es un modo de accién indirecto, en el cual no tiene lugar la accidn directa del
antagonista sobre el patogeno. Se trata del enfrentamiento entre ambos organismos
con desigual comportamiento ante un mismo requerimiento, imponiéndose uno de
ellos y reduciendo la cantidad de nutrientes, oxigeno o espacio disponible para el otro
para su desarrollo.

Las competencias mas comunes son por nutrientes y agua, oxigeno y espacio.

En el caso de la competencia por espacio, el antagonista cubre toda la superficie
evitando asi el establecimiento del patégeno (Gottlieb & Shaw, 1970).

Dos hongos de postcosecha tipicamente dependientes de los nutrientes,

porgue sus esporas asi lo requieren, son Botrytis cinerea y Penicillum expansum, para
asi poder germinar y que se produzca el crecimiento de las hifas.
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Es interesante mencionar algunas de las caracteristicas que un antagonista
debe tener para ser un efectivo competidor (Droby & Chalutz, 1994):

-Ser capaz de adaptarse mejor que el patégeno al ambiente en donde se dara
la competencia

-Lograr una rapida colonizacién del sitio de accion

-Poseer una alta capacidad de utilizar nutrientes a bajas concentraciones

1.4.3.3 Interacciones directas con el patogeno

Existen dos tipos de interacciones directas: parasitismo y predacién

Parasitismo: se refiere a la relacidn bioldgica establecida entre dos organismos,
en la cual el parasito depende del huésped, es decir, se trata de la utilizacion del
patégeno como alimento para su antagonista. Puede considerarse como una simbiosis
antagdnica entre organismos (Melgarejo 1989, Ulhoa 1996).

Predacidon: como recogen Vero y Mondino (2001) en su articulo “Control
bioldgico postcosecha”, en este caso se refiere a que el antagonista se alimenta de
materia orgdnica ente la cual ocasionalmente se encuentra el patdgeno. Este
mecanismo de accién no se le ha considerado muy importante en el desarrollo de
agentes de biocontrol.

1.4.3.4 Resistencia inducida por el huésped

Se ha demostrado, en el caso de levaduras utilizadas para el biocontrol de
patégenos, que ademds de competir por espacio y nutrientes, son capaces de inducir
resistencia en la planta (Mondino & Vero, 2006).

La resistencia inducida se estudia como método vdlido de manejo de
enfermedades de las plantas desde 1990 aproximadamente, siendo el primer
documento publicado en 1901 por Beauverie, donde demostrd publicamente cdmo una
cepa débilmente virulenta de Botrytis cinerea proporciond resistencia a cepas mas
virulentas del hongo (Gomez & Reis, 2011). No fue hasta 1960, cuando Joseph Kuc
descubrid la primera evidencia bioquimica de resistencia inducida. Desde entonces, no
se ha dejado de demostrar en varios estudios cdmo las plantas poseen la capacidad
natural de defenderse de los agentes fitopatdgenos a través del fendmeno de
resistencia (Agrios, 2005).

Posteriormente, en el afio 2000 fue propuesto el término de “resistencia

inducida” para denominar a todos los tipos de respuestas que provocan protegerse de
las plagas a las plantas (Bonaldo et al., 2005).
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En comparacién con el control quimico tradicional, la resistencia inducida
presenta efectos inmediatos sobre la simplificacién de la enfermedad (Ku¢, 2001).
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2. Materiales y métodos
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1 Material fungico

Los hongos fitopatdgenos empleados en este ensayo han sido: Phytophthora
capcisi (figura 13), P. parasitica (figura 11), P.infestans (figura 10) y Botrytis cinerea
(figura 12), los cuales han sido obtenidos de la coleccion de fitopatologia del
departamento de Agronomia de la Universidad de Almeria, al igual que el hongo
endéfito “CDG-17” (figura 9).

Una semana antes de comenzar el ensayo in vitro, se hizo la preparacion de
placas madre para tener micelio suficiente. Para ello, se tomaron trozos de micelio de
las placas de patégenos de Phytophthora capcisi, P. parasitica y P.infestans de la
coleccién del departamento y fueron sembrados en medio de cultivo PDA, creciendo al
menos 6 dias a temperatura ambiente y de libre contaminacién.

Figura 9. CDG-17 Figura 10. Phytophthora infestans
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Figura 11. Phytophthora parasitica Figura 12. Botrytis cinerea

Figura 13. Phytophthora capsici
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2.1.2 Material vegetal

Se han utilizado semillas de pepino para el ensayo in vivo.

Figura 14. Semillas de pepino. Fuente: Cornet (2021)

2.1.3 Material de laboratorio

A continuacidn, se muestra una lista de los instrumentos empleados:

Pulverizador
Autoclave
Balanza o peso

oo w >

Estufas
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Figura 15. Instrumentos empleados en el ensayo. A-Pulverizador, B-Autoclave, C-Peso, D-
Estufas.
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Los productos utilizados fueron:

-Patato Dextrose Broth y Agar para el medio de cultivo
-Sal comun

-Sustrato

Figura 16. Potato Dextrose Figura 17. Agar
Broth

Otros materiales utilizados:

1. Sacabocados 6. Alcohol 11. Cuchara

2. Lanceta 7. Papel de fieltro 12. Papel de aluminio
3. Pinza 8. Bandejas 13. Maceteros

4. Mechero 9. Rotulador permanente 14. Placas de Petride 8,5 cm
5. Parafilm 10. Reglas de medir 15. Botellas de 1L

16. Agua destilada
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0 Jghhox

1000 ml

Figura 18. Materiales empleados en el ensayo

2.2 Localizacion del ensayo

La realizacién del ensayo tuvo lugar en la universidad de Almeria, el ensayo in
vitro en los laboratorios 2.03 y 2.12 de la Escuela Superior de Ingenieria (figura 19), y el
ensayo in vivo se realizd en el exterior, en un invernadero de pequefio tamafio situado
en la parte trasera de este edificio (figura 20).

R

Figura 19. Vista aérea de la Escuela Superior de Ingenieria en
la Universidad de Almeria. Fuente: Google maps (2021)

Figura 20. Pequerio invernadero para el ensayo in vivo
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2.3 Disefio experimental
2.3.1 Ensayo in vitro

Los patégenos utilizados en este ensayo fueron: Phytophthora capcisi, P.
parasitica y P. infestans, ademas del hongo endofito CDG-17.

La técnica llevada a cabo ha sido la de cultivos duales en placas de Petri de 8,5
cm de diametro, teniendo la ventaja, ademas de ser la mas econdmica, de permitir
evaluar un gran nimero de microorganismos en un espacio tan reducido y en poco
tiempo. Esta técnica permite detectar facilmente en la mayoria de los ensayos la
inhibicidn del crecimiento por parte de antibidticos, destruccion de hifas del patégeno
producidas por el antagonista o por parasitismo directo.

El ensayo consta de 7 tratamientos, cada uno de ellos con una concentracién
salina diferente, siendo 0 g/L, 1 g/L, 2 g/L, 5 g/L, 10 g/L, 15 g/Ly 20 g/L y a las
temperaturas de 202C, 252Cy 302C. En cada tratamiento hay 5 repeticiones.

Por unlado, se hicieron estos tratamientos con CDG-17 enfrentado al patégeno
correspondiente, repitiendo los mismos tratamientos para el control, en donde solo se
cultivé el patégeno para ver su evolucién del crecimiento.

A continuacién, se muestra en una tabla cémo se ha llevado a cabo Ia
organizacién del ensayo en cada patédgeno, mostrando el nimero de placas de Petri que

se han utilizado:

Tabla 2. Distribucion de placas de Petri en el ensayo con el patogeno P. parasitica

PHYTOPHTHORA
PARASITICA 20°C 25°C 30°C
Concentraciones salinas | CDG17- CDG17- CDG17-

(g/L) Pp Pp Pp Pp Pp Pp

0 5 5 5 5 5 5

1 5 5 5 5 5 5

2 5 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5 5

10 5 5 5 5 5 5

15 5 5 5 5 5 5

20 5 5 5 5 5 5
Total placas 35 35 35 35 35 35
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Tabla 3. Distribucion de placas de Petri en el ensayo con el patégeno P. capsici

PHYTOPHTHORA CAPSICI 20°C 25°C 309C

Concentraciones salinas | CDG17- CDG17- CDG17-
(g/L) Pc Pc Pc Pc Pc Pc

0

1
2
5

10

15

20

Total placas 35 35 35 35 35 35 210

Tabla 4. Distribucion de placas de Petri en el ensayo con el patogeno P. infestans

PHYTOPHTHORA
INFESTANS 20°C 25°C 30°C
Concentraciones salinas CDG17- CDG17- CDG17-
(g/L) Pinf Pinf Pinf Pinf Pinf Pinf
0 5 5 5 5 5 5
1 5 5 5 5 5 5
2 5 5 5 5 5 5
5 5 5 5 5 5 5
10 5 5 5 5 5 5
15 5 5 5 5 5 5
20 5 5 5 5 5 5
Total placas 35 35 35 35 35 35 210

Por lo que se utilizaron 210 placas de Petri por cada patégeno, haciendo un
total de 630 placas.

Estas placas a su vez se distribuyeron en 6 bandejas para cada patégeno, es

decir, 210 placas de cada patégeno se distribuyen en 6 bandejas, de tal manera que
qguedaron recogidas de la siguiente forma:
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12 Bandeja - P1-17 a 209C
292 Bandeja = P1-17 a 259C
32 Bandeja = P1-17 a 302C
42 Bandeja = P1 (Control) a 202C
52 Bandeja = P1 (Control) a 252C
62 Bandeja = P1 (Control) a 302C

2.3.1.1 Metodologia

Seguidamente, se indica por orden las distintas fases de desarrollo que se han
ido realizando a lo largo de este ensayo junto con las técnicas especificas:

A. Etiquetado de placas y sefializacion de puntos

El primer paso fue etiquetar las placas de Petri con el nombre del patégeno
gue vamos a depositar en ellas, concentracion de sal y temperatura correspondiente
(figura 21). Ademas, con la ayuda de una regla se fue marcando:

-En la placa control o testigo: un punto a 1 cm partiendo de un extremo de
la placa para depositar posteriormente, como se indicard, un solo disco del patégeno
(figura 22).

-En la placa antagonista: dos puntos, uno en cada extremo de la placa,
distando 1 cm del extremo (figura 23), donde se depositard CDG-17 y el patégeno

antagonista encima de cada punto.

Figura 21. Etiquetado de placas Figura 22. Marca del punto en la placa
control a I cm del extremo
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Figura 23. Marca de los dos puntos en la placa antagonista

B. Realizaciéon del medio de cultivo

Se trata de un conjunto de nutrientes y factores de crecimiento, el cual
permitird crear las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos.

Para ello, para cada patégeno es necesario preparar 7 botellas de cristal
de 1L. En cada una de ellas afiadimos:
- 20 g de Patata Dextrosa Broth (PDB)
- 20 gde Agar
- Acadaunade las botellas se le afade una concentracion diferente
de sal (0,1,2,5,10,15,20 (g/L) ), ya que se pretende ver cémo afecta dichas
concentraciones a la capacidad antagonica.

Estas cantidades han sido pesadas en un peso o balanza, poniendo papel

de aluminio en la base y pesando las cantidades correspondientes con la ayuda de
una cuchara, como se muestra en la siguiente imagen:
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Figura 24. Pesando las cantidades necesarias para la realizacion del
medio de cultivo

A continuacién, agua para su enrasamiento, y homogeneizamos la mezcla
agitando cuidadosamente los botes asegurando que esté bien cerrado el tapdn de estos.

De tal manera, que las 7 botellas de 1L quedan preparadas con el siguiente
aspecto:

Figura 25. Botellas con la preparacion del medio

32



Biocontrol del hongo endéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

Una vez preparada la mezcla, se introducen dichas botellas en autoclave para
su esterilizacion durante 20 minutos a una temperatura de 120 grados centigrados
aproximadamente.

Figura 26. Introduccion del medio en autoclave

Transcurridos los 20 minutos, una vez esterilizado el medio, se vierte en las
placas de Petri (figura 27) cubriendo bien el fondo con aproximadamente 20 ml de PDA.
Es importante hacerlo en un ambiente donde no se contamine, junto a la llama de un
mechero Bunsen. Durante este proceso, fue preciso homogeneizar el medio
frecuentemente para evitar que no se sedimentara el agar en el fondo de la botella.

Es importante no dejar abierta la placa mucho tiempo durante el vertido del
medio, es conveniente cerrar rapidamente cada una de las placas de Petri cuando se

vierte el medio en ellas, para evitar contaminacion.

Posteriormente, se dejé enfriar a temperatura ambiente en el laboratorio para
que se solidificaran (figura 28).
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Figura 27. Vertido del medio en Figura 28. Enfriamiento de
las placas de Petri las placas

C. Siembra CDG-17

A continuacién, se procedido a la siembra de CDG-17 en las placas de
antagonismo, depositando en cada una de ellas un disco del hongo, con la ayuda de un
sacabocados, en uno de los dos puntos anteriormente marcados.

Para crear un medio adecuado, lo hicimos manteniendo el mechero encendido,
sacabocados, lanceta fina y alcohol (figura 29).

Figura 29. Medio adecuado para la siembra para evitar
contaminacion
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D. Introduccién de bandejas en estufas

El siguiente paso fue distribuir las placas de
Petri en las bandejas como anteriormente se ha
descrito en el disefo de este ensayo y se introducen
en las estufas correspondientes a las distintas
temperaturas para dejar incubar. Debe haber
disponibles al menos 3 estufas a las temperaturas de
20°C, 252Cy 30°C.

Figura 30. Introduccion de bandejas
en estufa

Figura 31. Estufas a las distintas temperaturas de 20°C, 25°C y 30°C.

E. Inoculacion de fitopatégenos

A las 24 horas siguientes, con ayuda de un sacabocados y una lanceta
previamente esterilizados, se procedid a la inoculaciéon de los fitopatégenos, colocando
un disco del patégeno correspondiente (Phytophthora capcisi, P. parasitica y
P.infestans.) en cada una de las placas de antagonismo en el otro extremo de la placay
placas control, donde solo se depositaba un disco de cada patdégeno para después
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comprobar las diferencias junto al antagonista que va con el hongo CDG-17. El micelio
del patégeno quedaba en contacto con el PDA de la placa.

Figura 32. Inoculacion de los fitopatogenos en placas control
y antagonistas

F. Sellado de placas

Finalmente, cerramos las placas con parafilm para evitar la contaminacién de
estas con otros microorganismos que puedan estar presentes en el propio ambiente y
las dejamos en las estufas a las temperaturas correspondientes.
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Figura 33. Sellado de las placas con parafilm

G. Medicion y toma de datos

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se fotografiaron las placas y
posteriormente, se midio el diametro del crecimiento micelial de forma manual. Para ir
midiendo de manera mas sencilla y rdpida se dibujé una linea en la placa pasando por el
punto o puntos marcados anteriormente hasta el extremo final de la placa. De esta
manera fuimos sefalando el crecimiento diario con la ayuda de una regla y un rotulador
(figura 34).

Esta etapa finaliza cuando el crecimiento micelial de los distintos controles
llegue al borde opuesto de las placas.

Fue entonces cuando se procedié a la medicion de cada una de esas marcas de
crecimiento diario, con una regla, partiendo del disco del patégeno depositado (figura
34). Estos datos fueron procesados a Excel para después obtener unos resultados con la
utilizacion de Statgraphics mediante analisis estadisticos y comparacién del crecimiento
del patéogeno en el cultivo dual y la placa control.
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Figura 34. Medicion del crecimiento

H- Anélisis de datos

Con los datos obtenidos se procedid a calcular el porcentaje (%) de inhibicidn
del crecimiento, comparando el didmetro micelial que ha crecido en las placas control
con el diametro micelial que ha crecido en las diferentes placas de antagonismo a las
distintas concentraciones. Se ha llevado acabo mediante la férmula descrita por Abd-El-
Khair & EI-Gamal-Nadia (2011):

_— (C-T)
Inhibicion (%) = —c X 100

C: promedio de la ultima lectura obtenida en la medicién de las placas control
a diferentes concentraciones

T: promedio de la ultima lectura obtenida en la medicion de las placas
antagonista a diferentes concentraciones
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2.3.2 Realizacion del ensayo in vivo:

El patégeno utilizado en este ensayo fue Botrytis cinerea, ademas del
hongo endéfito CDG-17, ambos en placas de Petri con medio PDA adquiridos del
departamento de fitopatologia.

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno responsable de la podredumbre gris
o también conocido como moho gris. Da lugar a infecciones caracterizadas por la

aparicién de necrosis y pudricion.

Este ensayo consta de 3 tratamientos (TO, T1y T2), con 24 repeticiones en cada
uno de ellos.

Tabla 5. Tratamientos ensayo in vivo.

T0 Testigo
T1 Botrytis
T2 Botrytis-CDG 17

TO se compone de 24 plantas de pepino (Cucumis sativus) para hacer de testigo.
Estas plantas sirven de referencia para comparar los sintomas de los demas
tratamientos. Fueron distribuidas en 3 bandejas, 8 plantas en cada bandeja.

T1 cuenta con 24 plantas de pepino inoculadas con Botrytis cinerea, distribuidas
en 3 bandejas, con 8 plantas en cada una.

Finalmente, T2 para el antagonismo. Este tratamiento engloba 24 plantas de
pepino inoculadas con Botrytis cinerea y CDG-17, distribuidas en 3 bandejas, con 8

plantas en cada bandeja.

Los tratamientos son separados por una bandeja con agua para generar mas
humedad como se puede observar en la figura 35.
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Figura 35. Distribucion en bandejas de
los tratamientos ensayo in vivo

2.3.2.1 Metodologia

Para determinar el efecto biocontrolador de CDG-17 sobre el patosistema
Botrytis cinerea en pepino, se procedid de la siguiente forma:

A-  Preparacion de maceteros

Se utilizaron maceteros de 500 ml en los 3 tratamientos. Estos fueron
rellenados por una mezcla de turba comercial.

B- Inoculacion de CDG-17

CDG-17 fue aplicado en el sustrato de los maceteros del tratamiento 2 (T2), de
tal manera que se colocaron dos discos de 1lcm de didmetro enterrados a una
profundidad aproximada de 1 cm sobre la superficie con la ayuda de un sacabocados y
lanceta.
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Figura 36. Aplicacion de CDG-17 en el sustrato

C- Desinfeccidon de las semillas

Un mes después de la inoculacién de CDG-17 en sustrato, se procedid a la
desinfeccion de las semillas de pepino. Se introdujeron en una disolucién al 2% de
hipoclorito durante 3 minutos y posteriormente fueron lavadas con agua del grifo para
la eliminacion de todos los residuos, asi como el resto de cloro, ya que puede afectar a
la germinacion.

D- Siembra de semillas

A continuacién, las semillas fueron sembradas en las macetas de los 3
tratamientos. Se deposité una semilla por planta.

Una vez ya crecidas las plantas de pepino se procedié a la:

E-  Inoculacién del patdogeno

La inoculacidn de Botrytis cinerea se llevo a cabo por el procedimiento de Chen
& Wang (2005) en las plantas de los tratamientos T1 y T2. Para ello se realizé la apertura
de una pequena herida en el tallo con una lanceta para facilitar la posterior entrada del
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patégeno. Con la ayuda de un sacabocados depositamos en la herida del tallo un disco
de micelio de Botrytis cinerea que se encontraba en una placa de Petri con PDA (Figuras
37y 38).

Figura 37. Corte en el tallo de la Figura 38. Introduccion del disco de
planta de pepino micelio de Botrytis en el corte del tallo

F-  Pulverizacién foliar

Para ensayar y estudiar la enfermedad en la parte aérea del cultivo en los
tratamientos T1 y T2 se realizd ademds una pulverizacidon foliar cuando la planta
presentaba cuatro hojas verdaderas.

Fue necesaria la ayuda de un pulverizador, con el que se humedecieron las
plantulas con una disolucién en agua junto con el micelio del patégeno, con una dosis
de 10* UFC (unidades formadoras de colonias) *mL™* por planta.
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Figura 39. Pulverizacion foliar

G - Toma vy analisis de datos

Los sintomas se midieron periédicamente 2 veces en semana
aproximadamente durante 2 meses, tiempo que durd el ensayo después de la
inoculacién. Posteriormente, se hizo un conteo, teniendo en cuenta la siguiente
valoracion:

Tabla 6. Escala de valoracion

Escalas de valoracidn
Escala Observacion
0 Planta sana (sin sintomas)
1 Sintomas moderados (25% hojas afectadas, tallo)
2 Planta afectada (50% hojas afectadas, tallo)
3 Planta afectada severamente (75% hojas afectadas, tallo)
4 Planta muerta (100% hojas afectadas, tallo)
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La planta es afectada por Botrytis cinerea pudiendo comenzar la infeccién por
una herida situada en la hoja y avanzando a través del peciolo de la hoja hasta llegar al
tallo, es por ello por lo que las ponderaciones que se han tenido en cuenta en la escala
de valoracidn se refieren al alcance que ha tenido dicha infeccion en la planta en cada
uno de los casos afectando a hojas, tallos, y, por lo tanto, el posible marchitamiento de
la planta.

Para determinar el efecto de CDG-17 sobre la planta se observé el nimero de
plantas afectadas y el nimero de hojas afectadas por planta.

H-  Analisis estadistico

Se ha hecho uso de el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV para la
realizacion del analisis estadistico.

Para todos los datos obtenidos, se ha realizado el test de normalidad segun el
criterio de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov (Chakravart et al., 1967) y la
evaluacién de homocedasticidad de varianzas segun Test de Levene (Levene, 1960)
sobre los datos.

Se ha realizado un analisis de la varianza ANOVA factorial, para proseguir con

un ANOVA y separacion de medias mediante el método LSD de Fisher (p<0,05) (Fisher,
1925).
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3.Resultados y discusion
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados y discusion ensayo in vitro

A continuacién, se muestra la representacién grafica y analisis estadistico de
los datos obtenidos en el estudio del crecimiento de cada uno de los tres patdgenos. El
objetivo de la misma es comprobar si existe influencia por la presencia de las distintas
concentraciones de sal (NaCl) en el crecimiento del patégeno a las distintas
temperaturas de 209C, 259C y 302C y posteriormente, plasmar los resultados de
inhibicién en el caso del antagonismo, mostrando algunas imdagenes fotografiadas de los
resultados de las placas de Petri, donde se puede apreciar la inhibicidn de crecimiento
micelial.

3.1.1 Phytophthora infestans
3.1.1.1 Crecimiento de P. infestans

Centrandonos en un primer factor, como es la concentracién de sal,
observamos en el grafico de la figura 40, que a medida que va aumentando la
concentracion de sal, el crecimiento de Phytophthora infestans a una temperatura de
202C permanece sin variaciones en su crecimiento. Por lo que, la presencia de sal no
influye en el crecimiento del patdgeno a esta temperatura.

Observando la grafica, se concluye que el crecimiento en el tratamiento TO (0
g/L, sin sal) es numéricamente igual que los demas tratamientos que si contienen
concentraciones salinas. Por lo que, si hay variaciones en el antagonismo con CDG-17,
no serda debido a que este patégeno varie su crecimiento por las diferentes
concentraciones de NaCl.
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Crecimiento de Phytophthora infestans a diferentes concentraciones de NaCl a 20°C
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Figura 40. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de
Phytophthora infestans en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion
salina, sometido a una temperatura de 20°C.

De igual forma ocurre cuando Phytophthora infestans es sometido a las
temperaturas de 252C y 309C, como se pueden ver en los graficos de las figuras 41y 42.

No hay diferencias significativas, ya que el valor calculado de p es mayor a 0.05 en todos
los casos.
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Crecimiento de Phytophthora infestans a diferentes concentraciones de NaCl a 25°C
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Figura 41. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de Phytophthora
infestans en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion salina sometido a una
temperatura de 25°C
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Figura 42. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de Phytophthora
infestans en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion salina, sometido a una
temperatura de 30°C
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En forma de conclusidn, la sal (NaCl) no inhibe el crecimiento micelial de P.
infestans a las temperaturas de 202C, 252C y 30°C.

3.1.1.2 Inhibicion en el antagonismo de P. infestans

En primer lugar, se ha realizado la representacidn grafica entre los distintos
ensayos a diferentes concentraciones para observar el porcentaje existente de
inhibicién en el antagonismo.

Inhibicién de crecimiento del patégeno Phytophthora infestans frente a CDG 17 a
distintas concentraciones de sal
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Figura 43. Representacion de inhibicion de crecimiento de P. infestans frente a
CDG 17 a distintas concentraciones de sal

Como se observa en la figura 43, se da un incremento del porcentaje de
inhibicion en los ensayos con una concentracion de 0 g/L, 1 g/Ly 2 g/L. Estos poseen el
mismo valor significativo, en comparacion con los ensayos realizados a 5 g/L, 10 g/L, 15
g/Ly 20 g/L. Aln asi, se dan porcentajes de inhibicidn superiores al 60%.

Cuando la concentracidn salina es de 0 g/L, se da un porcentaje de inhibicion
del 76,84%, por lo que el crecimiento micelial de P. infestans es retraido por la presencia
de su antagonista, CDG-17, como se muestra en la figura 44 en el caso del antagonismo
a una temperatura de 20°C.
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CDG-17

P. infestans

Figura 44. Antagonismo de CDG-17 y P. infestans a 20°C con una concentracion
de sal 0 g/L

Del mismo modo ocurre con los antagonismos ensayados a las concentraciones
delg/Ly2g/L:

Figura 45. Antagonismo de Figura 46. Antagonismo de CDG-
CDG-17 y P. infestans a 20°C 17 y P. infestans a 30°C con una
con una concentracion de sal 1 concentracion de sal 2 g/L

g/L

Los ensayos sometidos a una concentracion de 20 g/L presentan un menor
porcentaje de inhibicidn en comparacién con los demas a otras concentraciones, por
tanto, el crecimiento micelial de P. infestans no se ve tan retraido por la presencia de
CDG-17 a una concentracion de 20 g/L de sal.
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Figura 47. Antagonismo de CDG-17 y P. infestans con una concentracion
de 20 g/L a las temperaturas de A: 20°C, B: 25°C y C: 30°C.

En segundo lugar, se ha realizado una representacion grafica para observar
como varia su inhibicion de crecimiento en funcidon de nuestro segundo factor, la
temperatura.

Inhibicién de crecimiento del patégeno Phytophthora infestans frente a CDG 17 a
distintas temperaturas
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Figura 48. Representacion grdfica de los valores de inhibicion de crecimiento del
patogeno P. infestans frente a CDG-17 a distintas temperaturas.

Haciendo referencia a la grafica de la figura 48, se puede observar cémo el
porcentaje de inhibicién es mayor en los ensayos sometidos a la temperatura de 252C
en comparaciéon con los sometidos a las temperaturas de 302C y 202C. A valores mas
altos de temperatura, como es el caso de 302C, se produce un valor de inhibicién
inferior.

Sin embargo, no es tan notable la diferencia de inhibicidon entre temperaturas,
todas suponen un porcentaje entre 72-74%.

51



Biocontrol del hongo endéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

A continuacién, se muestran imdgenes del ensayo de antagonismo de P.

infestans y CDG-17 para confrontar los valores obtenidos en la representacion grafica y

lo observado en dichas imagenes.
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1/3 02

Figura 49. Placas de antagonismo P. infestans frente a CDG-17 a diferentes
concentraciones y temperatura

Por lo tanto, la inhibicidn que se produce a las distintas temperaturas no varia
significativamente.

Finalmente, se ha realizado un andlisis unifactorial para representar la
inhibicidn de crecimiento del patégeno frente a CDG-17 a las distintas concentraciones
de sal y temperaturas conjuntamente (figura 50). En él se da la interaccidn entre la sal y
la temperatura por presentar valores de p<0,05.

De color gris se ha representado el porcentaje de inhibicion a la temperatura
de 202C.

De color naranja se ha representado el porcentaje de inhibicion a la
temperatura de 252C.

De color morado se ha representado el porcentaje de inhibicion a la
temperatura de 302C.

Inhibicién de crecimiento del patégeno Phytophthora infestans frente a CDG 17 a distintas concentraciones de sal y
temperatura
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Figura 50. Representacion unifactorial ensayo antagonismo P. infestans y CDG17
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Como observamos, a medida que aumenta la concentracidn de sal, se produce
una disminucién en la inhibicidon del crecimiento del patégeno, de P. infestans, a las
temperaturas de 202C, 252C y 302C.

T2-P-17-20 presenta el mayor valor de porcentaje de inhibicién, por lo que en
el antagonismo a 209C a una concentracion de 2 g/L se produce un menor crecimiento
de P. infestans aumentando el crecimiento de CDG-17.

Estos resultados muestran que el hongo endéfito CDG-17 es potencialmente
util como bioplaguicida fungico para el control de P. infestans.

3.1.2 Phytophthora capsici
3.1.2.1 Crecimiento de P. capsici

En el caso de Phytophthora capsici, se aprecia en la figura 51 una diferencia
significativa: el analisis estadistico es variado. Por tanto, el crecimiento de este patédgeno
varia en funcién de la concentracién de sal, ddndose una mayor disminucién en su
crecimiento cuando es sometido a una concentracién de NaCl de 15 g/Ly 20 g/L a 20°C.

Por consiguiente, la presencia de sal a las concentraciones de 1 g/L, 2 g/L, 15
g/Ly 20 g/L va a disminuir el crecimiento de este patdgeno a la temperatura de 202C.

Crecimiento de Phytophthora capsici a diferentes concentraciones de NaCl a 20°C
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Figura 51. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de Phytophthora
capsici en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion salina, sometido a una
temperatura de 20°C
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Por otro lado, segun los resultados de los andlisis representados en los graficos
de las figuras 52 y 53 realizados a las temperaturas de 252C y 302C, hay variaciones
significativas, p< 0.05.

A la temperatura de 259C, el ensayo con una concentracion de 1 g/L va a
obtener un menor crecimiento del patégeno debido a la presencial de sal.

Crecimiento de Phytophthora capsicia diferentes concentraciones de NaCl
a 25°C
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Figura 52. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de
Phytophthora capsici en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion salina,
sometido a una temperatura de 25°C

A la temperatura de 302C, el ensayo con una concentracion de 15 g/L va a tener
un menor crecimiento del patdgeno debido a la presencia de sal.

El patdégeno va a presentar un mayor crecimiento cuando esté sometido a las
concentraciones de 10 g/Ly 0 g/L a una temperatura de 302C.
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Crecimiento de Phytophthora capsicia diferentes concentraciones de NaCl
a 30°C
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Figura 53. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de Phytophthora
capsici en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion salina, sometido a una
temperatura de 30°C

3.1.2.2 Inhibicion en el antagonismo de P.capsici

Se muestra primero una representacion grafica (figura 54), en la cual se observa
cémo varia el porcentaje de inhibicién en el crecimiento de P. capsici frente a CDG-17
por la presencia de distintas concentraciones de sal.

El porcentaje de inhibicion permanece constante a las concentraciones de 0
g/L,1g/L,2g/Ly5 g/L, provocandose una disminucidn del porcentaje de inhibicidn en
las concentraciones a 10 g/L y 20 g/L, y aun mas en la concentracién de 15 g/L. En
consecuencia, se produce un mayor crecimiento del patégeno cuando estd sometido a
una concentracion de 15 g/L.

En la figura 55, se muestran cdmo los ensayos antagonistas sometidos a las

concentraciones de 10 g/L, 20 g/L y 15 g/L presentan un mayor desarrollo en el
crecimiento de P. capsici al tener menos porcentaje de inhibicién.
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Aln asi, el porcentaje de inhibicion en todas las concentraciones es alto, mayor
del 60%, por lo que no va a resultar ser una gran diferencia.

Inhibicién de crecimiento del patégeno Phytophthora capsici frente a CDG 17 a
distintas concentraciones de sal
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Figura 54. Representacion de inhibicion de crecimiento de P. capsici frente a CDG 17 a
distintas concentraciones de sal

Figura 55. Antagonismos de P. capsici frente a CDG-17 a diferentes concentraciones. A:
10g/L. B: 20 g/L. C: 15 g/L.

Posteriormente, en la representacion grafica de la figura 56, se muestra cdmo
varia el porcentaje de inhibicidn del crecimiento de P. capsici en el antagonismo frente
a CDG-17 a las temperaturas de 202C, 252C y 302C.

57



Biocontrol del hongo endéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

Inhibicion de crecimiento del patégeno Phytophthora capsici frente a CDG 17 a
distintas temperaturas
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Figura 56. Representacion grafica de los valores de inhibicion de crecimiento del
patdgeno P. capsici frente a CDG-17 a distintas temperaturas.

Se observa que en comparacion con las temperaturas de 202C y 309C, se
produce un mayor porcentaje de inhibicién en el crecimiento del patdgeno a la
temperatura de 252C. De esta manera, se muestran a continuacién dos imdagenes
tomadas de los resultados del ensayo de antagonismo. En ellas se aprecia cémo varia el
crecimiento de P. capsici en funcidn de las temperaturas a 252C y 309C.

Figura 57. Antagonismo P. Figura 58. Antagonismo P. capsici a
capsici a 30°C 25°C
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P. capsici presenta un menor crecimiento en el antagonismo a 252C por tener
un mayor porcentaje de inhibicién (figura 58) que en el antagonismo a 309C (figura 57).

Finalmente, se ha realizado un analisis unifactorial en el que se muestra a través
de una representacion grafica (figura 59) los porcentajes de inhibicién de crecimiento
del patégeno Phytophthora capsici frente a CDG-17 a distintas concentraciones de sal y
temperatura.

De color gris se ha representado el porcentaje de inhibicion a la temperatura
de 202C.

De color naranja se ha representado el porcentaje de inhibicion a la
temperatura de 252C.

De color morado se ha representado el porcentaje de inhibicion a la
temperatura de 302C.

Inhibicidn de crecimiento del patdgeno Phytophthora capsici frente a CDG 17 a distintas concentraciones de sal y
temperatura
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Figura 59. Representacion unifactorial ensayo antagonismo P.capsici y CDGI17
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Se puede observar en la figura 59, que no hay un crecimiento o decrecimiento
uniforme a medida que se va aumentando la concentracion. Tanto es asi, que el
tratamiento que presenta un valor mas alto de inhibicidn (82,46%) es T1-P-17-25; es
decir, cuando el antagonismo estd sometido a una temperatura de 252C con una
concentracion de 1 g/L. Los demas tratamientos se van alejando de ese valor obteniendo
resultados de menor inhibicidn, por lo que el crecimiento del patdégeno sera mayor. Aun
asi, todos los valores del porcentaje de inhibicién estan por encima del 60%. Estos son
muy positivos y llegamos a la deduccion de que una vez mas, la presencia de CDG-17 es
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positiva para impedir el crecimiento de la enfermedad producida por el patégeno P.
capsici.

Desde otro punto de vista, el aumento de concentracion de sal no tiene nada
que ver con la reduccidn de inhibicidn. Tanto es asi que siguiendo observando la grafica
anterior, en el caso de antagonismo a 202C, se produce un aumento en el valor de
porcentaje de inhibicién cuando tiene una concentracién de 20 g/L y disminuye el
porcentaje de inhibicidn cuando tiene una concentracion menor del 15 g/L, y vuelve a
aumentar el valor de inhibicién a la concentracion de 10 g/L, por ello, como se decia
anteriormente, se dan valores muy variables en todo el ensayo.

3.1.3 Phytophthora parasitica
3.1.3.1 Crecimiento de P. parasitica

Como se observa en la figura 60, en el crecimiento de P. parasitica a diferentes
concentraciones de NaCl sometido a una temperatura de 202C, presenta diferencias
significativas con respecto al control, p<0,05.

Los valores marcados con la misma letra (b) no son estadisticamente diferentes
en P=0.0018, ya que pertenecen al mismo grupo homogéneo.

Por lo que, con respecto al control (0 g/L), cuando P. parasitica es sometido a
unas concentraciones salinas mayores de 1 g/L a una temperatura de 20°C, su valor
medio de crecimiento disminuird, pero no habrd ninguna diferencia de crecimiento
entre resto de concentraciones. Es decir, a las concentraciones 1 g/L, 2 g/L, 5 g/L, 10 g/L,
15 g/Ly 20 g/L de NaCl mantiene uniformemente la media de crecimiento.

60



Biocontrol del hongo endéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

Crecimiento de Phytophthora parasitica a diferentes concentraciones de NaCl a 20°C
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Figura 60. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de
Phytophthora parasitica en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion
salina, sometido a una temperatura de 20°C

De acuerdo con los resultados de Campanella et al. (2002), las sales de calcio
inhiben el crecimiento micelial y la produccidn de zoosporas de P. parasitica.

Sin embargo, a una temperatura de 25 2C no se aprecian diferencias
significativas en el crecimiento de P. parasitica, p>0,05 (Figura 61). El valor medio de
crecimiento de P. parasitica sin sal (TO) arroja los mismos resultados que cuando el
patdgeno posee mayores concentraciones de sal (1 g/L, 2 g/L, 5 g/L, 10 g/L, 15 g/Ly 20
g/L). Todo esto quiere decir que los tratamientos a distintas concentraciones pertenecen
al mismo grupo homogéneo.
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Crecimiento de Phytophthora parasitica a diferentes concentraciones de NaCl a 25°C
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Figura 61. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de Phytophthora
parasitica en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion salina, sometido a una
temperatura de 25°C

Finalmente, el crecimiento de P. parasitica a diferentes concentraciones
sometido a una temperatura de 309°C (figura 62), ha resultado tener diferencias
significativas (p<0.05). El tratamiento con una concentracion de 2 g/L obtiene un
crecimiento mayor que el resto de los tratamientos, de manera que se van alejando del
valor maximo, resultando ser T15 el que posee un menor crecimiento del patégeno.

Las concentraciones de 0 g/L, 1 g/L, 5 g/L, 10 g/L y 20 g/L forman parte del

mismo grupo homogéneo por la letra obtenida tras realizar el andlisis correspondiente
(ab).
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Crecimiento de Phytophthora parasitica a diferentes concentraciones de NaCl a 30°C
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Figura 62. Representacion grdfica del valor promedio de crecimiento de Phytophthora parasitica
en cada uno de los tratamientos a distinta concentracion salina, sometido a una temperatura de

30°C
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3.1.3.2 Inhibicion en el antagonismo de P. parasitica

En la representacion grafica de la figura 63, se analiza la variacion en el
porcentaje de inhibicion dependiendo de la concentracién de sal presente en los
distintos tratamientos dados durante el ensayo de antagonismo con P. parasitica frente
a CDG-17. Se muestra como a medida que aumenta la concentracidn de sal disminuye
el porcentaje de inhibicién, permaneciendo mas o menos uniforme en las
concentraciones 0 g/L, 1 g/L, 2 g/Ly 5 g/L. No obstante, el porcentaje en todos los
tratamientos es superior al 60%, valores que dan un buen resultado, ya que la presencia
de CDG-17 afecta positivamente a la retencién del crecimiento del patégeno P.
parasitica.

Inhibicién de crecimiento del patégeno Phytophthora parasitica frente a CDG 17 a
distintas concentraciones de sal
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Figura 63. Representacion de inhibicion de crecimiento de P. parasitica frente a CDG 17
a distintas concentraciones de sal.

La maxima inhibicidn se da a la concentracién de 1 g/L (figura 64) y a 5 g/L
(figura 65), perteneciendo ambos tratamientos a un mismo grupo homogéneo. Por otro
lado, las concentraciones de 0 g/Ly 2 g/L forman otro grupo homogéneo dando como
resultado un menor porcentaje de inhibicidon que los anteriores. Las concentraciones de
10 g/L y 15 g/L forman un tercer grupo homogéneo, siendo un cuarto grupo la
concentracién de 20 g/L.

Por tanto, las maximas inhibiciones se adquieren a las concentraciones salinas
de 1g/Ly5 g/L, viéndose reducidas a las concentraciones de 0 g/Ly 2 g/L, a partir de las

64



Biocontrol del hongo endéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

cuales el porcentaje de inhibicion empieza a descender notablemente, produciéndose
una menor inhibicion a la concentracién de 20 g/L respecto al valor maximo (figura 66).

Figura 64. Antagonismo P. parasitica
frente a CDG-17 a una concentracion de
1g/L

Figura 65. Antagonismo P. parasitica
frente a CDG-17 a una concentracion de
5g/L

Figura 66. Antagonismo P. parasitica frente
a CDG-17 a una concentracion de 20 g/L
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En una segunda gréfica, se estudia el andlisis del segundo factor que influye en
el antagonismo, la temperatura. Con el objetivo de ver cdmo afecta a cada uno de los
tratamientos y el porcentaje de inhibicion dado en cada caso.

Inhibicion de crecimiento del patégeno Phytophthora parasitica frente a CDG 17 a
distintas temperaturas
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Figura 67. Representacion grafica de los valores de inhibicion de crecimiento del
patogeno P. parasitica frente a CDG-17 a distintas temperaturas.

Respecto a la figura 67, se observa como la mdxima inhibicién se da a la
temperatura de 259C. Las temperaturas de 202C y 302C presentan porcentajes de
inhibicién inferiores pero similares, ya que los resultados del analisis estadistico
confieren la misma letra (b) para ambos tratamientos. Mientras que el tratamiento a
259C poseen la letra (a), lo cual significa que a esa temperatura se da el maximo valor
de inhibicidn, es decir, cuando el antagonismo es sometido a la temperatura de 252C se
produce un menor crecimiento del patédgeno P. parasitica. No obstante, se dan valores
de inhibicién bastante altos a todas las temperaturas, mayores al 70%.

Finalmente, se realizd un tercer analisis estadistico, pero esta vez unifactorial,
para comprobar si habia interacciéon entre ambos factores, concentracién de sal y
temperatura. Resultd no tener interacciones, siendo p>0.05.

Como se ha comentado anteriormente, al realizar los andlisis multifactoriales

de temperatura y concentraciéon salina, se ve cdmo se han obtenido unos valores de
inhibicidn homogéneos en los tratamientos.
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Segun los resultados obtenidos en cada uno de los antagonismos a diferentes
temperaturas y concentraciones, el uso del hongo endoéfito CDG-17 como agente de
biocontrol es potencialmente util, reduciendo e impidiendo el crecimiento micelial de
los patoégenos estudiados.

Como se ha podido observar anteriormente, la presencia de sal a las
concentraciones altas de 10 g/L, 15 g/L y 20 g/L en los antagonismos de P. parasitica e
infestans frente a CDG-17, se produce una disminucidon en cuanto al porcentaje de
inhibicién, por lo que el crecimiento micelial de los patdgenos es mayor a esas
concentraciones. Con esto llego a la conclusion, de que es mejor trabajar con CDG-17 a
concentraciones mas bajas de salinidad con estos dos patdgenos.

En comparacién con los resultados de otros autores, la sal redujo el crecimiento
micelial de Phytophthora pistaciae a las distintas concentraciones de 1'5,4,8 y 15 mM
de cloruro de calcio. El cloruro de calcio redujo el tamafio y el volumen de los
esporangios, anteridios y ovogonias. Por otro lado, concentraciones superiores a 15 mM
redujo la descarga de zoosporas e incitaron la germinacion del quiste (Mostowfizadeh
et al., 2018).

Un estudio realizado con los patogenos de la pudricion amarga de la manzana,

Colletotrichum gloeosporioides y C. acutatum, el cloruro de calcio inhibié el crecimiento
del tubo germinativo en un 41% en relacién con el control (Biggs, 1999).

67



Biocontrol del hongo endéfito CDG-17 sobre hongos causantes de podredumbres

3.2 Resultados y discusion ensayo in vivo

3.2.1 Resultados ensayo in vivo

Severidad de Botrytis cinerea en plantulas de pepino

T1-BOT T2-BOT-17

Figura 68. Representacion de la severidad de Botrytis cinerea en plantulas de pepino.

En la figura 68, se muestran los resultados de valores medios de severidad de
cada uno de los tratamientos.

Las plantas del tratamiento T1, inoculadas solamente con Botrytis cinerea,
presentaron unos sintomas que, con la ayuda de la escala de valoracién aportada en el
apartado anterior (Materiales y métodos), se han posicionado en una escala media de
severidad de 3, al tener en cuenta la media de todas las plantas de este tratamiento. Por
lo que, dichas plantas estdn afectadas severamente por podredumbre gris, cuyo agente
causal es Botrytis cinerea, presentando el 75% de afectacién en la planta.

Para ver si la capacidad de CDG-17 genera resistencia en la planta para que no
vaya a mas la enfermedad, se ha hecho también una valoracién con las plantulas de
pepino del tratamiento T2, donde se encontraban inoculadas con CDG-17 ademas de
Botrytis cinerea. La media de todas las plantas ha dado un resultado de 1,38 de
severidad, resultando poseer unos sintomas moderados.
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3.2.2 Discusion ensayo in vivo

Una vez estudiados los resultados de este ensayo, se puede confirmar que la
aplicacion de CDG-17 reduce la severidad de la enfermedad causada por Botrytis cinerea
en plantulas de pepino, dando lugar a un porcentaje de severidad de 54%
aproximadamente.

Se ha comparado con los resultados de otros autores la capacidad de CDG-17
de otorgar proteccion no solo en plantulas de pepino contra el ataque del patédgeno
Botrytis. En el estudio de Alonso M, comunicacidon personal, se ha argumentado la
actividad protectora que tiene CDG-17 en plantulas de pimiento infectadas por
Sclerotinia sclerotiorum, provocando una reduccién en la severidad de la enfermedad
causada por este patdgeno. Otro caso similar, es el que manifiesta Amate C,
comunicacidon personal, en plantulas de pepino infectadas por Pseudoperonospora
cubensis.

Se da también el caso de otro hongo endéfito que actua positivamente contra
el ataque de Botrytis cinerea, en el articulo de Oukala et al.,(2021), se ha defendido el
estudio de un ensayo in vivo en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) inoculadas
por el hongo endoéfito denominado “ALG258”. Estas estaban expuestas a Botrytis cinerea
bajo diferentes condiciones experimentales, el cual también ha resultado ser un ejemplo
de resistencia inducida por enddfitos, protegiendo a la planta de la infeccidn por este
patogeno.

La relacién del hongo enddfito con la planta huésped se considera beneficiosa.
El endodfito tiene la capacidad de producir metabolitos bioactivos que, a la vez el
huésped utiliza como mecanismo de defensa, lo que se da la supervivencia de ambos
organismos (Sanchez et al.,2013).
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4.Conclusiones y recomendaciones
técnicas
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES TECNICAS

1. La presencia de sal no influye en el crecimiento de P. infestans a las
temperaturas de 202C, 252C y 30 2C, pero si en el caso de P. parasitica y P.
capsici, provocando una disminucidn en su crecimiento conforme aumentan
las concentraciones de NacCl.

2. Los patogenos son capaces de desarrollarse en ambientes sometidos a
estreses salinos, asi como a diferentes temperaturas, aunque se observa un
decrecimiento a las dosis maximas ensayadas para P. infestans.

3. El hongo enddfito septado oscuro CDG17 ha dado lugar a la inhibicion del
crecimiento micelial de Phytophthora infestans, Phytophthora capsici y
Phytophthora parasitica, en las distintas condiciones de sal y temperatura.
La mayor inhibicién se ha observado a la temperatura de 252C en un rango
de 73,69%, 74,46% y 76,55% para Phytophthora infestans, Phytophthora
capsici 'y Phytophthora parasitica, respectivamente, a las distintas
condiciones de sal ensayadas.

4. El ensayo in vivo ha mostrado la capacidad de CDG17 de reducir la severidad
de la enfermedad de la podredumbre gris en pepino causado por el
patdégeno Botrytis cinerea en un 54%.

Como recomendacion técnica destacaria: usar el hongo endoéfito CDG-17 como
bioplaguicida fungico para el control de los diferentes patégenos estudiados (P.
infestans, P. capsici, P. parasitica y Botrytis cinerea), ya que, segun el andlisis de los
resultados, el uso de dicho hongo es una gran oportunidad como medida preventiva
para reducir las enfermedades causadas por estos patdgenos. Y lo mas importante, no
se hace uso de productos quimicos, sino mediante mecanismos no téxicos y de manera
ecoldgica. También seria de gran utilidad conocer como actia CDG-17 frente a otros
patdégenos y asi conocer mas ampliamente su comportamiento.
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5.Competencias integradas en el
proyecto
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5. COMPETENCIAS INTEGRADAS EN EL PROYECTO

De acuerdo con el anexo III de la normativa del TFG del Grado en Ingenieria
Agricola por la Universidad de Almeria, se han adquirido en gran medida de manera
directa e indirecta las siguientes competencias a lo largo del desarrollo del presente
proyecto:

E-CBO01- Capacidad para la resolucion de los problemas matematicos que
puedan plantearse en la ingenieria. Aptitud para aplicar los conocimientos sobre: algebra
lineal; geometria; geometria diferencial; calculo diferencial e integral; ecuaciones
diferenciales y en derivadas parciales; métodos numéricos, algoritmica numérica;
estadistica y optimizacion.

E-CB03- Conocimientos bdasicos sobre el uso y programaciéon de los
ordenadores, sistemas operativos, bases de datos y programas informaticos con aplicacion
en ingenieria.

Se han utilizado programas para realizar andlisis estadisticos como
StatGraphics, bases de datos de informacion online.

E-CB04— Conocimientos basicos de la quimica general, quimica orgéanica e
inorganica y sus aplicaciones en la ingenieria.

Lo he aplicado en el proyecto en los métodos de antagonismo en método dual en
el ensayo in vitro.

CTHO1 - Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de
Tecnologia de la Produccion Hortofruticola: Bases y tecnologia de la propagacion y
produccion horticola, fruticola y ornamental. Control de calidad de productos
hortofruticolas. Comercializacion. Genética y mejora vegetal.

Lo he aplicado en el proyecto en el ensayo in vivo.

CTHO0S - Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de
Material vegetal: produccion, uso y mantenimiento.

E-CB08- Conocimiento de las bases y fundamentos biologicos del ambito
vegetal y animal en la ingenieria.

E-CA01- Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de:
Identificacion y caracterizacion de especies vegetales.
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Resumen/Abstract

El uso de plaguicidas en la agricultura esta generando un gran impacto tanto a nivel
medioambiental, resultando ser toxico y perjudicial (Hashmi et al., 2019; Kafaei et al.,
2020). Es por ello, por lo que la agricultura se orienta hacia la reduccién de plaguicidas
guimicos y la introduccién de sistemas sostenibles con el uso de agentes de manejo
bioldgico.

El campo del control biolégico en la agricultura presenta un gran interés como medida
alternativa para controlar diferentes patdgenos vegetales, asi como plagas,
contribuyendo a generar un sistema de produccion de alimentos mads respetuoso con
el medio ambiente y con la salud humana (Ab Rahman et al.,2018; Haas & Défago,
2005).

La alternativa de usar hongos y bacterias endofiticas para el manejo de diferentes
patogenos que afectan a los cultivos puede ser una opcién bioldgica muy importante
hoy en dia, se da una amplia gama de efectos beneficiosos para las plantas a partir de
formulaciones, las cuales contienen mezclas de distintas especies (Khan & Mohiddin,
2018).

The use of pesticides in agriculture is generating a great impact both at an
environmental level, turning out to be toxic and harmful (Hashmi et al., 2019; Kafaei et
al., 2020). That is why agriculture is oriented towards the reduction of chemical
pesticides and the introduction of sustainable systems with the use of biological
management agents.

The field of biological control in agriculture is of great interest as an alternative
measure to control different plant pathogens as well as pests, helping to generate a
food production system that is more respectful of the environment and human health
(Ab Rahman et al.,2018; Haas & Défago, 2005).

The alternative of using endophytic fungi and bacteria for the management of
different pathogens that affect crops can be a very important biological option today,
it gives a wide range of beneficial effects for plants from formulations, which contain
mixtures of different species (Khan & Mohiddin, 2018).



