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RESUMEN

El cultivo del ldpulo (Humulus lupulus L.) tiene gran importancia econdmica en la provincia de

Ledn, donde se produce casi el 95 % del lGpulo espafiol. Por este motivo es necesario centrar esfuerzos
en encontrar mejoras y soluciones a problemas del cultivo para conseguir aumentar su competitividad

y que sean sostenibles.

Si bien es cierto que las enfermedades mas importantes que afectan al [Upulo son el mildiu 'y
el oidio, la incidencia de Fusarium spp. también conlleva pérdidas de produccién y de calidad, sin

embargo no hay mucha informacién sobre este patdgeno en el cultivo del lupulo.

Un método de control para las enfermedades causadas por Fusarium spp. es mediante el
empleo de agentes de biocontrol como Trichoderma spp. obtenidos mediante muestreo de suelo en
parcelas de cultivo de lapulo afectadas de patégenos de suelo, y que por lo tanto estan adaptadas

tanto a las condiciones ambientales como al cultivo.

Este estudio se basa en evaluar la capacidad de inhibicién in vitro de diferentes aislados de
Trichoderma sobre el desarrollo de tres especies de Fusarium (F. culmorum, F. sambucinum y F.
oxysporum), con el fin de encontrar un método de control efectivo y sostenible. Para ello se evalud la
capacidad de inhibicidn in vitro de 11 aislados de Trichoderma frente a las tres especies de Fusarium
mediante ensayos de membranas de celofdn y ensayos duales, los aislados de Trichoderma inhibieron
el desarrollo de Fusarium encontrandose diferencias entre los diferentes aislados, de los que T. gamsii

(T327) fue el que mejores capacidades para el control del patégeno demostro.

Los ensayos realizados constituyen sélo un estudio preliminar, siendo necesario testarlos en
condiciones de invernadero y en campo para la seleccidn de aislados de Trichoderma que contribuyan

al control de Fusarium spp. en el cultivo del ldpulo.

Palabras clave: Humulus lupulus, Trichoderma, confrontacidn directa, cultivo con membranas.
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Figura 53. Porcentaje de inhibicién de los aislados de Trichoderma frente a F. sambucinum (FO79) en
el ensayo mediante el uso de membranas. Color naranja oscuro: porcentajes en el dia 5 del ensayo.
Color naranja claro: porcentajes en el dia 8 del ensayo. Los valores con letras diferentes presentan
diferencias significativas (test DMS, p<0,05). Las letras minusculas corresponden al analisis estadistico
del ensayo mediante el uso de membranas del dia 5 y las mayusculas al del dia 8.........cccceevvevennnenn. 46
Figura 54. Crecimiento de F. sambucinum (FO79) en ensayo de membranas. (a) FO79 con T. gamsii
(T327); (b) FO79 con T. rossicum (T316); (c) FO79 con T. rossicum (T328); (d) control de FO79. Foto:
(2] oJo o= ol o] g I e T o] o 1 - IS PRSP 47
Figura 55. Porcentaje de inhibicién de los aislados de Trichoderma frente a F. sambucinum (FO79) en
el ensayo mediante confrontacion directa. Color naranja: porcentaje en el dia 5 del ensayo. Los valores
con letras diferentes presentan diferencias significativas (test DMS, p< 0,05) .....cccceeeeecieeeeicieeeeenneen. 48
Figura 56. Crecimiento de F. sambucinum (FO79) (derecha) frente a Trichoderma (izquierda) en ensayo
dual. (a) FO79 con T. hamatum (T311); (b) FO79 con T. virens (T314); (c) FO79 con T. gamsii (T327); (d)
FO79 con T. rossicum (T328). Fotos: EIaboracion propia.......cccceeeeccueeeeecciieecciieee et et e e 48
Figura 57. . Porcentaje de inhibicidn de los aislados de Trichoderma frente a F. culmorum (FO76) en el
ensayo mediante el uso de membranas. Color verde oscuro: porcentajes en el dia 5 del ensayo. Color
verde claro: porcentajes en el dia 8 del ensayo. Los valores con letras diferentes presentan diferencias
significativas (test DMS, p<0,05). Las letras minusculas corresponden al andlisis estadistico del ensayo
mediante el uso de membranas del dia 5 y las mayUsculas al del dia 8. ......ccceevevcieeeiiiiiee e, 49
Figura 58. Crecimiento de F. culmorum (FO76) en ensayo de membranas. (a) FO76 con T. hamatum
(T311); (b) FO76 con T. brevicompactum (T323); (c) FO76 con T. hamatum (T324); (d) FO76 con T. gamsii
(T327); (e) FO76 con T. rossicum (T316) (f) FO76 con T. spirale (T319); (g) FO76 con T. rossicum (T328);
(h) FO76 con T. harzianum (T329); (i) control de FO76. Fotos: Elaboracion propia........cccceeeeeveeeenneen. 50
Figura 59. Porcentaje de inhibicion de los aislados de Trichoderma frente a F. culmorum (FO76) en el
ensayo mediante confrontacién directa. Color verde: porcentaje en el dia 5 del ensayo. Los valores con
letras diferentes presentan diferencias significativas (test DMS, p < 0,05)....ccccceeeciiiriieerieeeiieeeceeenns 50
Figura 60. Crecimiento de F. culmorum (FO76) (izquierda) frente a Trichoderma (derecha) en ensayo
dual. (a) FO76 con T. hamatum (T311); (b) FO76 con T. hamatum (T324); (c) FO76 con T. rossicum (T316);

(d) FO76 con T. rossicum (T328). Fotos: Elaboracion propia. .....ccccccueeeeeciieeeeciiee et 51
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1. INTRODUCCION

1.1. Evolucién del cultivo del lupulo

1.1.1. Ellupulo en el mundo

El ldpulo (Humulus lupulus L.) es un cultivo muy importante a nivel mundial para la produccion
de cerveza, ya que es una materia prima que le proporciona varias propiedades organolépticas como
puede ser su caracteristico amargor. También tiene uso como planta medicinal e incluso como

alimento humano (Magadan Marcos et al., 2011).

En los ultimos 20 afios la produccidon de ldpulo ha evolucionado de manera positiva. La
produccién mundial disminuyd hasta alcanzar 111.623 toneladas en el afio 2006. A partir de entonces,
con pequefias oscilaciones, ha ido aumentando hasta llegar a las 149.235 toneladas en 2018 (FAO,

2018).

La superficie dedicada a este cultivo se ha mantenido mds o menos estable hasta el ano 2009,
a partir del cual se ha producido un descenso llegando a las 75.465 ha en 2010. A partir del ano 2012

la superficie cultivada ha comenzado a aumentar hasta alcanzar las 91.730 ha en 2018 (FAO, 2018).

Como se puede observar en la Figura 1, hace 20 anos la superficie cultivada era mayor que la
produccién. En la actualidad, la situaciéon ha revertido y la produccién es mayor que la superficie
cultivada. Esto significa que de cada hectarea cultivada en la actualidad se obtiene mayor produccién
qgue hace 20 afios, es decir, han mejorado las técnicas de cultivo logrando una mayor eficiencia de las

producciones (FAO, 2018).
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Figura 1. Evolucion de la produccion (t) y de la superficie (ha) del lGpulo en el mundo entre los afios 1998-
2018 (FAO, 2018).
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Analizando por continentes, en el afio 2018, América y Europa han sido las regiones mas
productoras de lipulo en el mundo, seguidas de Africa (Figura 2). Estados Unidos ha tenido una
produccién de 48.492 toneladas, seguido de Etiopia (38.111 t) y de Alemania (32.527 t) (FAOQ,
2018).

QOceania
1,10%

Africa
25,80%

Europa
32,80%

Asia

7,50% América

32,80%

m Africa ®= América Asia = Europa = Oceania

Figura 2. Proporcién de la produccién de ldpulo en el mundo en 2018 (FAO,
2018).

En el caso de Europa, en 2018, se ha producido 48.963 t de Iupulo (32,8% de la produccién
mundial, Figura 2) con una superficie cultivada de 30.417 ha. Como se ha mencionado antes, Alemania
ha sido el pais europeo con la mayor produccién (32.527 t), seguido de Republica Checa (5.126 t) y
Eslovenia (3.078 t). Espafia es el sexto productor europeo de lipulo con una produccién de 915 t (FAO,

2018).

1.1.2. Ellupulo en Espafia

El cultivo del ldpulo en Espafia comenzé a tener importancia después de la Segunda Guerra
Mundial (1939-1945), cuando la dificultad de las cerveceras espafiolas para abastecerse de IGpulo
aleman hizo que el Ministerio de Agricultura autorizara en 1945 la creacidn una asociacién anénima
dedicada al apoyo de dicho cultivo. Esta asociacién fue la Sociedad Andnima Espaiola (S.A.E.) de
Fomento del Lapulo que tuvo su primera delegacion en Betanzos y estaba constituida

mayoritariamente por las cerveceras existentes en el pais en aquel momento (Figura 3).
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Figura 3. Instalaciones de la Sociedad Andnima Espafiola (S.A.E.) de Fomento del Lipulo en Betanzos. Foto: Lutega.

El resultado de la creacién de esta asociacidon fue un incremento del cultivo del ldpulo

lograndose el objetivo de abastecer de lUpulo al sector cervecero nacional (Breuer, 1985).

En un principio, el cultivo del [ipulo se centrd en la parte norte de Espafia, en las regiones de

Galicia, Asturias, Santander, Pais Vasco y Navarra (Breuer, 1985).

Sin embargo, en la actualidad, en Espaia no se cubre la demanda nacional. Es un sector muy
condicionado por las exigencias de la industria cervecera, a la que destina el 98% de la produccién. El

resto se dedica a la fabricacion de productos cosméticos y terapéuticos (MAPA, 2020b).

Segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion en el afio 2018 se cultivaron en Espafia
un total de 573 ha de ldpulo obteniendo una produccién de 915 t, distribuidas en las comunidades de

Castilla y Ledn, Catalufia, Navarra y La Rioja, (Tabla 1) (MAPA, 2018).

Tabla 1. Superficie (ha), rendimiento (kg/ha) y produccidn (t) de lipulo en Espafia en 2018 (MAPA, 2018).

Provincias y Superficie (ha) Rendimiento (kg/ha)
Comunidades Produccion (t)
TR Secano Regadio Total Secano Regadio
NAVARRA - 9 9 - 1.456 13
LA RIOJA - 7 7 - 124 1
Gerona 4 7 11 1.000 2.000 18
Lérida - 2 2 - 1.750 4
Tarragona - 8 8 - 1.800 14
CATALUNA 4 17 21 1.000 1.876 36
Ledn - 536 536 - 1.614 865
CAf:g:;IA Y - 536 536 - 1.614 865
ESPANA 4 569 573 1.000 1.601 915

A pesar de que en las dos ultimas décadas tanto la superficie como la produccion se ha

reducido a la mitad, en la actualidad la tendencia de la superficie es ligeramente positiva. En 2018 las
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hectdreas cultivadas (573 ha) se incrementaron entre un 0,35% y un 6% sobre el afo anterior y la

media de las Ultimas cinco campanias, respectivamente (MAPA, 2018).

El valor de la produccién de lupulo en 2014, segun datos del Anuario de Estadistica del MAPA,

fue de 3,93 M€ lo que representa un 0,02% de la produccion vegetal.

1.1.3. Ellupulo en Castilla y Leon

Castilla y Ledn con 865 t de lupulo en 2018 ha representado casi el 95% de la produccion

espanola, cultivdandose la mayoria en la provincia de Leén (Tabla 1) (MAPA, 2018).
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Figura 4. Variaciones de las hojas de lipulo (Neve, 1991).

1.2. Taxonomia y descripcidn botanica

En esta provincia, el cultivo se lleva
a cabo en la ribera del rio Orbigo. Se
introdujo al encontrarse una abundante
presencia de plantas silvestres de lupulo en
la zona y pensando que se podria adaptar
bien dadas sus caracteristicas climdticas y
edafolégicas. Tras la formacion de la S.A.E.
de Fomento del Lupulo, muchos agricultores
de la zona apostaron por este cultivo
produciéndose un incremento de 7 ha en el
1950 a unas 1.950 ha en 1983 (Breuer,
1985).

El éxito fue tal que, en 1952, la S.A.E
de Fomento del ldpulo construyd una
factoria central con secaderos de IUpulo en

el municipio de Carrizo de la Ribera (Ledn).

El lapulo (H. lupulus) es una planta que pertenece al orden Urticales, a la familia Cannabiaceas,

al género Humulus, el cual esta formado por tres especies: H. lupulus, H. japonicus y H. yunnaniensis.

Es una planta trepadora, dioica y perenne que no posee zarcillos. Su tallo es hueco, piloso, de

color verde o violeta de seccidn hexagonal y que crece en sentido dextroso, es decir trepan alrededor

del soporte en sentido horario, pudiendo alcanzar hasta 12 m de longitud (Neve, 1991).
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Las hojas son opuestas y nacen en pares a partir de las estipulas presentes en el tallo, tienen
el borde dentado, son pilosas y estan divididas en lébulos que normalmente van de 3 a 5 llegando a

tener hasta 7 I6bulos (Neve, 1991). (Figura 4).

Las flores de las plantas masculinas (Figura 5) se agrupan en paniculas, tienen un perianto de
cinco sépalos de color verde amarillento y cinco anteras de filamentos cortos. Las anteras tienen un
surco donde se almacenan las gldndulas de resina, que se abren al producir grandes cantidades de

polen que son transportadas por el viento (Neve, 1991).

Las flores de las plantas femeninas (Figura 6) se presentan en inflorescencias llamada cono que
tiene una forma de pifia ovoide. Se sitlan alrededor de un eje central llamado raquis. En este eje
central se encuentran una serie de nudos, en cada uno hay un par de brdcteas, con un par de bractéolas

y cada una tiene una flor (Neve, 1991).

La flor (Figura 7) esta formada por un ovario encerrado en el perianto con un par de estigmas
papilados. A medida que las inflorescencias maduran, el eje central se alarga y las bracteas y bractéolas

se engrosan formandose el cono que es el producto comercial de la planta (Neve, 1991)

Figura 5. (a) Brote joven; (b) Flores masculinas; (c) Flores masculinas y femeninas de una planta monoica; (d) Anteras con
glandulas de resina en los surcos (Neve, 1991).

En los conos de la flor femenina se encuentra una sustancia de color amarillo llamada lupulina
que representa el valor comercial del lupulo y estad formada por resinas, de las cuales los a-acidos son

las mas importantes aportando el amargor a la cerveza, y por aceites esenciales que aportan el aroma

(Neve, 1991).
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Figura 6. (a) Brotes de flores jovenes que se desarrollan en las axilas de las hojas; (b) Inflorescencia femenina joven con
estigmas papilados; (c) Cono maduro de "Fuggle"; (d) Cono maduro de "Wye Target"; (e) Cono maduro de "Yeoman"; (f) Eje
central del cono (raquis); (g) Bractea; (h) Bractéola con semilla; (i) Bractéola sin semilla; (j) Semilla (Neve, 1991).

Existen grandes variaciones entre los genotipos tanto en el nimero como en el tamaiio de las

glandulas en los conos siendo importantes desde el punto de vista comercial (Neve, 1991).

Al ser plantas dioicas la autopolinizacion es practicamente
imposible. Por ello son plantas genéticamente muy heterocigdticas,
lo que significa que la reproduccion a partir de semillas tiene como
consecuencia una progenie muy variable. Este tipo de reproduccion
mediante semillas es utilizado para la obtencion de nuevas
variedades. Para la produccion de un cultivo de caracteristicas
deseadas la reproduccion del lupulo es vegetativa a través de rizoma

0 en esquejes. La parte aérea de la planta muere cada afo. Sin

Figura 7. Conos de lipulo. Foto: embargo la parte subterranea es perenne y puede vivir varios afios,

Ldpulos de Ledn. ~
Hpuios de teon normalmente entre 12 y 15 afos (Neve, 1991).

El sistema radicular de una planta madura puede crecer hacia abajo hasta 1,5 my lateralmente
hasta 2-3 m (Neve, 1991). Consta de dos partes: una parte pivotante situada en la zona superior, donde
se asientan las yemas o brotes en estado de dormancia (cabeza o cepa), y otra parte profunda donde
estan el resto de raices verticales y es responsable del desarrollo de la raiz y del almacenamiento de

nutrientes (Magadan Marcos et al., 2011).
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1.3. Cultivo del ldpulo

El cultivo de H. lupulus requiere suelos permeables y profundos para que las raices puedan
desarrollarse adecuadamente. No es muy exigente en suelos, siendo la Unica limitacion si estos son
excesivamente arcillosos, ya que la impermeabilidad que se crea puede producir dificultades en el

adecuado desarrollo de las raices (Magadan Marcos et al., 2011; MAPA, 2020b).

Los suelos con pH neutro o ligeramente acido son los mas adecuados, con un pH entre 6y 6,5
(Magadan Marcos et al., 2011). Es una planta exigente en calcio por lo que prospera mejor en suelos

calizos (MAPA, 2020b).

El ldpulo necesita un periodo de dormancia invernal que comienza una vez que ha finalizado
el ciclo anual del cultivo, lo que ocurre al final del otofio. Se produce la muerte de la parte aéreay del
sistema radicular mas fino. La planta permanece asi hasta que se dan las condiciones que inducen al

inicio de la actividad vegetativa cuando termina el invierno (Magadan Marcos et al., 2011).

Al ser una planta que se reproduce vegetativamente, el rizoma se planta cuando los brotes
empiezan a salir al inicio del ciclo del cultivo, a mediados de marzo o principios de abril (Magadan

Marcos et al., 2011).

Debido a que de las raices surgen una gran cantidad de brotes se realiza una poda al inicio del
ciclo del cultivo, dejando parte de la cepa al descubierto, cortando los brotes que han surgido y volver
a cubrir la cabeza con tierra. Esta operacion se
realiza para retrasar el ciclo del cultivo y protegerlo
de las posibles bajadas de temperatura que puedan
dafar los brotes, asi como conseguir una
uniformidad de las plantaciones (Magadan Marcos

etal., 2011).

Al ser una planta trepadora para su cultivo
es necesario un sistema permanente de entutorado,
conocido coloquialmente como “alambrada” y que
estd formado por un enrejado reticular de alambre
galvanizado sujetado por postes de madera (Figura
8). A principios de mayo, se seleccionan aquellos
brotes que tienen un desarrollo intermedio y se les

coloca en el tutor enroscandolos en sentido

dextroso. Antes de seleccionar los brotes se

Figura 8. Sistema de alambrada de una plantacion de
[Upulo. Foto: Sara Mayo Prieto.
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colocaran los tutores de material plastico y se les denomina trepas (Magadan Marcos et al., 2011).

Una vez realizado el entutorado, las plantas de lipulo crecen rdpidamente hacia arriba
llegando a alcanzar su maximo crecimiento a finales de julio cuando las plantas alcanzan la parte de
arriba de las trepas. Después, las plantas comienzan el desarrollo de las ramas laterales lo que finaliza
al comienzo de la floracidon (mediados del mes de julio). Una vez iniciada la floracion, que dura
aproximadamente 10 dias, ocurre la maduracidn de las flores, momento en el cual se produce un

incremento de la lupulina (Magadan Marcos et al., 2011; Lapulos de Ledn SAT, 2020).

Generalmente el primer afo de la plantacion no se efectua riego favoreciendo el desarrollo
del sistema radicular. A partir del segundo afo se instala un sistema de riego que bien puede ser
mediante goteo o por inundacion. Normalmente el inicio del riego ocurre cuando las plantas han

alcanzado su maximo crecimiento vertical (a finales de junio) (Magadan Marcos et al., 2011).

El momento de la cosecha se produce cuando
los conos tienen entre un 75% y un 80% de humedad
(desde finales de agosto a finales de septiembre). La
cosecha consiste en cortar las plantas a unos 30 cm del
suelo. Después se realiza la operacion de pelado
introduciendo las plantas en una peladora que lo que
hara sera separar las flores del resto de la planta (Figura

9) (Magadan Marcos et al., 2011).

Con el fin de evitar procesos de fermentacién y

oxidacion que se pueden producir después de la

cosecha del lupulo, se separan las flores de las hojas y

Figura 9. Peladora de IUpulo en explotacién en La y - .
Milla del Rio (Le6n). Foto: Sara Mayo Prieto. tallos en las “peladoras” introduciendo las trepas

cosechadas. Una vez realizado el pelado se llevan los
conos de lUpulo a unos secaderos donde se deshidratan para facilitar su conservacion y transformacion
y evitar problemas derivados del deterioro de las flores. Los conos deshidratados se enfrian para
mantener su color, aceites esenciales y alfa-acidos. Posteriormente se envasan en balotes
semiprensados. Por Ultimo se realiza el procesado de las flores que consiste en triturar las flores,
peletizarlas y envasarlas al vacio, ya que la industria cervecera emplea el lUpulo en forma de pellets o

en forma de extracto (Magadan Marcos et al., 2011; Lipulos de Ledn SAT, 2020).
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1.4. Plagas y enfermedades

El cultivo del lipulo puede verse afectado por diferentes plagas y enfermedades que provocan
una reduccién de su desarrollo y como consecuencia de sus producciones, pudiendo causar pérdidas

econdmicas importantes (Lorenzana et al., 2005).

1.4.1. Plagas

Arafia roja
La arafia roja (Tetranychus urtiicae Koch, T. turkestani Ugarov & Nikolskii, T. evansi Baker &
Pritchard) es un acaro fitéfago de la familia Tetranychidae que es muy polifago y afecta a una gran

cantidad de especies de plantas entre ellas el lGpulo (Fauna Europaea, 2020) (Figura 10).

Este dcaro tiene un ciclo de vida
corto Las condiciones dptimas para
su desarrollo son temperaturas
elevadas y escasa humedad por lo
gue suele aparecer en el mes de
agosto, y tiene una alta capacidad

para dispersarse (Porteous Alvarez

Figura 10. Tetranychus urticae sobre hojas de ltpulo. Foto: Laboratoriode ¢t g, 2019).
Diagnostico de Plagas y Enfermedades Vegetales.

Se alimenta de los contenidos celulares de las hojas y suelen encontrarse en el envés de éstas,
normalmente de las hojas mas jévenes, aunque a medida que el ataque avanza se encuentran también

en las hojas de las partes altas de las plantas (Porteous Alvarez et al., 2019).

Figura 11. Efectos del ataque de T. urticae en una parcela de cultivo de lUpulo. Foto: Laboratorio de Diagnéstico de Plagas y
Enfermedades Vegetales.
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Los primeros sintomas son pequeiias manchas amarillentas en las hojas provocadas por la

picadura del acaro para alimentarse, las cuales se necrosan llegando a pardear la hoja e incluso

pudiendo llegar a la defoliacién en ataques mas severos (Figura 11). En las flores, en primer lugar,

aparecen manchas marrones y, posteriormente, se produce una decoloracidon de éstas (Figura 12).

Estos acaros protegen sus colonias mediante hilos de seda que se pueden encontrar también en el

envés de las hojas (Porteous Alvarez et al., 2019). Su ataque ocurre en zonas delimitadas por lo que es

muy importante la observacidn para evitar la expansion del ataque (Magadan Marcos et al., 2011).

Figura 12. Sintomas del ataque de T. urticae sobre hojas y conos de ltpulo. Foto: Laboratorio de Diagndstico de Plagas y
Enfermedades Vegetales.

Pulgon

Figura 13. Phorodon humuli. Foto: Alicia Lorenzana de la Varga.

ALEXIA FERNANDEZ MARCOS

El pulgdn del lapulo (Phorodon humuli
Schrank) (Fauna Europaea, 2020)es un afido
que tiene ciclo dioico, es decir, necesita un
hospedador primario y un hospedador
secundario (Figura 13). El hospedador primario
son plantas del género Prunus spp.,
normalmente el ciruelo (P. domestica), el
endrino (P. spinosa) y el ciruelo ornamental (P.
cerasifera var. pisardii), y el hospedador
secundario es el lupulo (Lorenzana de la Varga

et al., 2004; Porteous Alvarez et al., 2019).
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Pasa del hospedador primario al hospedador secundario normalmente a finales de mayo

instalandose en un primer momento en las partes bajas de las plantas. Realiza varios ciclos sobre el
cultivo y regresa a su hospedador primario en otofio donde pasa el invierno (Lorenzana de la Varga

et al., 2004; Porteous Alvarez et al., 2019).

Se localizan mayoritariamente en el envés de las hojas, pudiéndose encontrar también en el
haz cuando el ataque es severo. Las hojas presentan un color amarillento y se enrollan en los bordes
hacia abajo, volviéndose quebradizas e incluso marchitas (Lorenzana de la Varga et al., 2004; Porteous

Alvarez et al., 2019).

El pulgdn ataca los conos durante su maduracion tornandolos a un color marrén e incluso
llegando a atrofiarse (Lorenzana de la Varga et al., 2004; Porteous Alvarez et al., 2019) (Figura

14,Figura 15).

Figura 14. P. humuli en conos de lupulo. Foto: Alicia Lorenzana de la Varga.

El ataque del pulgdn tiene como consecuencia la deposicion de melazas sobre las hojas
atacadas sobre las que se instala el hongo fumagina o negrilla, ademads de la posible transmision de
virus como el Hop mosaic virus (HMV), Hop latent virus (HL1V), Hop american latent virus (HA.V), Plum
pox potyvirus (PPV). La presencia de las melazas y la fumagina en los conos de lUpulo provoca una

depreciacién del producto comercial (Lorenzana de la Varga et al., 2004; Porteous Alvarez et al., 2019).

Figura 15. Sintomas del ataque de P. humuli sobre hojas y
conos de lupulo. Foto: Alicia Lorenzana de la Varga.
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1.4.2. Enfermedades

Alternaria del cono

Figura 16. Vista al microscopio de Alternaria alternata. Foto:
Laboratorio de Diagndstico de Plagas y Enfermedades Vegetales.

La alternaria del cono (Figura 16)
(Alternaria alternata Keissl) es un hongo
patégeno, perteneciente al filo Ascomycota
y clase Dothideomycetes (International
Mycological Association, 2020), que
provoca que en las puntas de las bractéolas
se produzcan decoloraciones marrones-
rojizas. Es un patdgeno que invade plantas
dafiadas por lo que, si se han producido

dafios tanto mecdnicos como por la accion

del viento, el ataque es mds severo produciéndose estas decoloraciones también en las bracteas. El

tejido torna a marrdn oscuro lo que provoca que se puedan confundir los sintomas con oidio o mildiu

(Figura 17). También se pueden encontrar en el cono estas coloraciones marrén oscuro (Porteous

Alvarez et al., 2019).

Este patégeno puede sobrevivir entre tejidos de la planta en descomposicién (Lizotte et al.,

2019).

Figura 17. Coloraciones marrones en los conos de IUpulo provocadas por A. alternata. Foto: Laboratorio de Plagas y
Enfermedades Vegetales.

ALEXIA FERNANDEZ MARCOS
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Mildiu

Figura 18. Vista al microscopio de Peronospora humuli. Foto:
M2 Piedad Campelo Rodriguez

=
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El mildiu (Peronospora humuli Miyabe
& Takah) (sindnimo Pseudoperonospora humuli
GW Wilson) es un patégeno que solo se
desarrolla en el huésped vegetal, ademas al ser
muy especifico del huésped sélo se desarrollara
sobre el lUpulo. Se trata de un cromista del filo
Oomycota y de la clase Oomycetes
(International Mycological Association, 2020)

(Figura 18).

Afecta a la parte aérea de la planta y provoca un retraso en el crecimiento de los tallos

infectados. Las hojas estan curvadas hacia abajo, con un color verde-amarillento y aspecto aceitoso en

el haz. En el envés de las hojas, en condiciones de alta humedad ambiental, se encuentran masas de

esporangios de color marrén-violacea (Campelo Rodriguez et al., 2011) (Figura 19, Figura 20).

Con el avance de la
infeccidn, los tejidos afectados se
necrosan y aparece alrededor un
halo amarillo verdoso (Campelo

Rodriguez et al., 2011).

Los tallos de las flores se
secan pudiendo inhibir la
formacién de los conos. Si ya se

hubiesen formado éstos

Figura 19. Hojas de ltpulo con sintomas de ataque de P. humuli. Foto: M2 Piedad
Campelo Rodriguez

presentarian unas manchas

marrones e, incluso, podrian

llegar a secarse cayéndose (Campelo Rodriguez et al., 2011).

Se desarrolla sobre la planta cuando se dan temperaturas medias y alta humedad ambiental,

por lo que los meses de mayo y junio se debe vigilar el cultivo (Porteous Alvarez et al., 2019).

ALEXIA FERNANDEZ MARCOS
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Figura 20. Amarilleamiento de las hojas de lGpulo provocadas por P. humuli. Foto: Sara Mayo Prieto.

Oidio

El oidio (Sphaerotheca humuli
Burrill) es un hongo parasito obligado,
lo que significa que necesita a su
huésped para completar su desarrollo.
Pertenece al filo Ascomycota y a la clase
Letiomycetes (International

Mycological Association, 2020) (Figura

21).

Figura 21. Vista al microscopio de Sphaerotheca humuli visto al
microscopio. Foto: M2 Piedad Campelo Rodriguez.

Afecta a la parte aérea de la planta. Aparecen manchas blancas con esporulacién pulverulenta
en las hojas en primavera. Mds tarde invade los brotes, deforma las flores y atrofia los conos, a medida
que la infeccién avanza las manchas aumentan su tamafio (Figura 22). Cuando los conos maduros son
atacados presentan un color rojizo y son quebradizos incluso deshaciéndose en el proceso mecanico,

produciéndose asi importantes pérdidas (Campelo Rodriguez et al., 2004) (Figura 23).
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Figura 22. Manchas pulverulentas del micelio de S. humuli sobre hojas y conos de lipulo. Foto: Sara Mayo Prieto (derecha)
y Laboratorio de Diagndstico de Plagas y Enfermedades Vegetales (izquierda).

Se desarrolla rapido con temperaturas de 18 a 25 °C, al contrario que el mildiu P. humuli, este
hongo no le beneficia la humedad ambiental alta ya que se desarrolla mejor con sequia y viento.
Ademas la lluvia provoca que se limpie el micelio de la planta limitando asi su desarrollo y la dispersién

de sus esporas (Porteous Alvarez et al., 2019).

P

Figura 23. Sintomas en hojas y conos de ltpulo del ataque de S. humuli. Foto: Laboratorio de Diagndstico de Plagas y
Enfermedades Vegetales.

Podredumbre blanca

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary es un hongo
ascomiceto de la clase Letiomycetes (International
Mycological Association, 2020) que provoca |la
denominada podredumbre blanca sobre los tejidos
blandos de la planta huésped. Se producen manchas

blancas sobre las que se desarrollan los esclerocios de

Figura 24. Vista al microscopio de Sclerotinia color negro (Porteous Alvarez et al., 2019) (Figura 24).
sclerotiorum. Foto: Soraya Alvarez Vallejo.
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Figura 25. Micelio blanco algodonoso de S.

sclerotiorum en tallos de lupulo. Foto: M. L.

Putnam.

Podredumbre gris

=
*

Con temperaturas moderadas y alta humedad, los
esclerocios forman un micelio blanco algodonoso que penetra
en las plantas a través de heridas, desarrollandose asi el hongo

sobre la planta (Porteous Alvarez et al., 2019).

También sobre los esclerocios se desarrollan los
apotecios, forma sexual del hongo, dentro de los cuales se
encuentran las ascas que contienen las ascosporas. Estas se
dispersan facilmente con el viento depositandose sobre los
organos de las plantas, donde germinan y se desarrollan
formando un micelio blanco y algodonoso que dafa los érganos

de las plantas (Porteous Alvarez et al., 2019) (Figura 25).

Botrytis cinerea Pers. es un hongo
patégeno de gran numero de especies
vegetales entre ellas el ldpulo (filo
Ascomycota y clase Letiomycetes)

(International  Mycological  Association,

2020) (Figura 26).

Figura 26. Vista al microscopio de Botrytis cinerea. Foto:
Laboratorio de Diagndstico de Plagas y Enfermedades Vegetales.

Figura 27 Izquierda: crecimiento de hifas de color gris de B. cinerea sobre planta de lupulo. Foto: Laboratorio
de Diagndstico de Plagas y Enfermedades Vegetales. Derecha: oscurecimiento de la punta de un cono de
ltpulo provocada por B. cinerea. Foto: Sebastien Radisek.

ALEXIA FERNANDEZ MARCOS
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Esta enfermedad es mas frecuente con alta humedad relativa y las temperaturas moderadas

de entre 17-23 °C, favoreciendo la infeccidn si hay dafios en los conos y presencia de agua. Los sintomas

son similares a los de Alternaria spp. presentandose coloraciones marrones en las bracteas y

bractéolas que pueden parecer rayados, pero Botrytis, ademas, provoca el crecimiento de hifas de

color gris y aspecto mullido (Porteous Alvarez et al., 2019) (Figura 27).

Verticilosis

Figura 28. Vista al microscopio de Verticillum dahliae .Foto:
Laboratorio de Diagndstico de Plagas y Enfermedades Vegetales

La gravedad de la infeccién de
verticilosis causada por (Verticillium dahliae
Kleb.) (Figura 28) en ldpulo es variable
dependiendo de la letalidad de la cepa que
causa la infeccidon. Este hongo, del filo
Ascomycota y de la clase Sordariomycetes
(International Mycological Association, 2020)
sobrevive en el suelo y ataca a las plantas de
[Upulo a partir de la raiz, invadiendo asi el
sistema vascular de las plantas. El desarrollo
del hongo en la planta provoca una alteracion

del normal flujo de agua y nutrientes

provocando asi su marchitamiento (Porteous Alvarez et al., 2019) (Figura 29).

Figura 29. Sintomas de la invasion de raices y tallos de plantas de lipulo por V. dahliae. Foto: D. H. Gent
(derecha) y Laboratorio de Diagndstico de Plagas y Enfermedades Vegetales (izquierda).

ALEXIA FERNANDEZ MARCOS
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Los sintomas aparecen primero en las hojas bajas de la planta presentando un tejido

amarillento y la necrosis entre las venas principales, ademas de enrollarse hacia arriba. Los tallos se

hinchan y cuando se abren presentan un color café (Lizotte et al., 2019).

Fusariosis

Fusarium spp. Link. es un
género de hongos que causa una
amplia gama de enfermedades a un
grupo de plantas muy diverso, dentro
del cual se encuentra el lupulo
causando pérdidas importantes en
los cultivos. Las especies de Fusarium
producen una variedad de

micotoxinas de las cuales las mas

importantes son las fumosinas, los

Figura 30. Vista al microscopio de Fusarium spp. Foto: M2 Piedad Campelo

) tricotecenos y la zearalenona,
Rodriguez

aunque no todas las especies

producen todas las toxinas (Alves-Santos y Diez, 2011).

Fusarium spp. produce conidios en forma de canoa o media luna con una célula basal en forma
de pie (Figura 30). Pueden formar 3 tipos de esporas diferentes: macroconidias, microconidias y
clamidiosporas. Las macroconidias tienen diferentes formas y tamafios. Se producen en
esporodoquios, que en campo aparecen como grumos anaranjados o rosados en el sustrato sobre el
que crece el hongo. Los microconidios son mucho mas pequefios y en cultivos suelen producirse en el
micelio aéreo. Estos no son producidos por todas las especies de Fusarium y su presencia o ausencia
sirve para el diagnéstico. Pueden producirse en cadenas, y estar adaptadas para la dispersion aérea o
por insectos, y en los taxones que producen marchitez vascular para moverse a través de xilema. Las
clamidiosporas son esporas de supervivencia que son producidas por muchas especies de este hongo,
transmitidas por el suelo como medio para sobrevivir en aquellos periodos en los que no hay sustrato
disponible o en los que las condiciones ambientales no favorecen el crecimiento del hongo. Estas
esporas tienen paredes gruesas y pueden producirse individualmente, en grupos y en cadenas en el

micelio o en el macroconidio (Alves-Santos y Diez, 2011).

El hongo patégeno es Fusarium y su teleomorfo que es Gibberella Sacc. cuya clasificacion

taxondmica es la siguiente (International Mycological Association, 2020):
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e Reino: Fungi
e Subreino: Dikarya
o Divisiédn: Ascomycota
o Subdivisidn: Pezizomycotina
= (Clase: Sordariomycetes
=  Subclase: Hypocreomycetidae
e Orden: Hypocreales
o Familia: Nectriaceae

= Género: Fusarium Link

El género Fusarium causa marchitamientos vasculares ampliamente distribuidos (Figura 31).
Se manifiestan con un marchitamiento mas o menos rdpido, oscurecimiento y muerte de hojas y
vastagos suculentos de algunas plantas. Los marchitamientos se producen por la presencia y actividad
del patdégeno en los tejidos vasculares xilémicos de las plantas. En pocas semanas el patégeno puede
ocasionar la muerte de la planta o de las partes de la misma que estan por encima del punto de
invasion. El patégeno se propaga en forma de micelio o conidios a través del xilema y, cuando la planta
muere, se propaga hacia otros tejidos y esporula en la planta muerta o sobre su superficie (Agrios,

2002).

[

Figura 31. Sintomas en rizoma y tallos de IUpulo de la infeccidn Fusarium spp. Foto: Laboratorio de Diagndstico de
Plagas y Enfermedades Vegetales.

Las hojas de las plantas infectadas se debilitan y presentan una tonalidad de verde claro al
amarillo verdoso, decaen y se marchitan tornando a un color amarillo y finalmente pardean y mueren.
En los tallos y ramas infectados en cortes transversales presentan zonas color café dispuestas en un

anillo completo o interrumpido (Agrios, 2002).
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F. oxysporum Schltdl. es una especie anamorfa con considerable variacion morfoldgica y
fisiolégica que tiene la capacidad de causar enfermedades en plantas hospedantes econdmicamente

importantes (Alves-Santos et al., 1999).

El micelio aéreo es incoloro al principio, cuando madura torna a un color crema o amarillo
palido, y puede adquirir una tonalidad rosa palido o algo purpura (Figura 32). Produce tres tipos de
esporas asexuales. Las microconidias son las esporas que el hongo forma con mayor abundancia y
frecuencia y se forman en el interior de los vasos de las plantas hospedantes, tienen de una a dos
células. Las macroconidias que tienen de 3 a 5 células, se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia
ambos extremos, se encuentran generalmente en la superficie de las plantas que han sido destruidas
por el patégeno. Las clamidiosporas que estan formadas por una o dos células, con pared gruesa y
tienen forma redondeada (Agrios, 2002) y pueden ser individuales o estar agrupadas en cadenas cortas

(Melgarejo Nardiz et al., 2010).

A menudo los aislados de este patdgeno muestran un alto grado de especificidad en sus
huéspedes y puede subdividirse en formas especiales basadas en las especies de las que es patdgeno.
La reproduccion sexual en este hongo es poco frecuente llegando incluso a no darse (Alves-Santos

et al., 1999).

En el afio 2002 se comprobd que varias especies de Fusarium, entre las que se encuentra F.
oxysporum, eran las responsables de la clorosis foliar y el marchitamiento en plantaciones de ltpulo
en Yugoslavia. Se observo que las partes subterraneas de las plantas estaban cubiertas de un micelio
blanco. En primer lugar, los hongos colonizan las partes subterraneas de las plantas y la parte basal del
tallo, desde donde se dispersan y atacan los tejidos vasculares. Ademas, se interrumpe la circulacidn
de agua y nutrientes en la planta causando clorosis, necrosis y marchitamiento de las hojas apicales y
mas tarde de las hojas inferiores. Las trepas infectadas son mas finas y se desprenden facilmente de

las partes subterraneas (Sabo et al., 2002).

F. oxysporum produce sintomas aéreos que en primer lugar causan un amarilleamiento
progresivo de las hojas, a menudo unilateral en el inicio de la enfermedad, junto con una pérdida de
color en las nerviaciones que acaba provocando la necrosis total o parcial del limbo. El otro sintoma
aéreo que provoca es el marchitamiento de las hojas apareciendo estas secas y con un aspecto gris-

verdoso. También pueden aparecer oscurecimientos en el tejido lefioso e incluso en el parénquima
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cortical subyacente, presentando en ocasiones una estria pardo-marrén en el exterior de los tallos

sobre la que crece el cuerpo fructifero del hongo (Tello Marquina y La Casa Plasencia, 1990).

Figura 32. Fusarium oxysporum en medio de cultivo Patata-Dextrosa-Agar (PDA). Foto: Elaboracién propia.

Otra especie de Fusarium que afecta al lupulo es F. culmorum (Wm. G. Smith) Saccardo (Figura
33). Se trata de un hongo anamorfo que forma macroconidias curvadas, con 3-5 septos, fusoides y con
la célula apical constreiida en su centro. Miden 26-40 x 4-6 um y se producen en monofidlidas sobre
micelio de crecimiento muy rdpido de color amarillo-rojizo. No produce microconidias. Las
clamidiosporas, principalmente intercalares, son ovales y de color pardo. El hongo penetra en las
plantas muy jovenes a través del hipocotilo o las raices y las destruye. En las plantas adultas infecta la

base del tallo causando marchitez, pardeamientos y secas de la planta (Melgarejo Nardiz et al., 2010).

Este hongo patdgeno causa la pudricion del tallo y la raiz en las plantas provocando

decoloraciones marrones Yy su muerte.

Figura 33. Fusarium culmorum en medio de cultivo Patata-Dextrosa-Agar (PDA). Foto: Elaboracion propia
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También se encontrd en el afio 2002 en Yugoslavia que F. culmorum causaba clorosis foliar y
marchitamiento de las plantas de lipulo al igual que F. oxysporum. Si bien es cierto que se comprobé

gue éste era menos patdgeno (Sabo et al., 2002).

Otra especie de Fusarium que causa chancros en las plantas de lUpulo es F. sambucinum Fuckel
(Figura 34). Produce macroconidios cortos, robustos, de curvatura moderada a extrafia con paredes
celulares gruesas y una célula apical fuertemente curvada. Raramente produce microconidios. Las
clamidiosporas son abundantes y se forman rdpidamente en cadenas, grupos o individualmente. El
crecimiento del micelio es rdpido en medio de cultivo patata-dextrosa-agar y generalmente tiene un
micelio aéreo denso de color rosado, marrdn rojizo, blanco o tostado. Las esporodoquias son

cremosas, tostadas o anaranjadas cuando estan presentes (Ocamb y Bienapfl, 2009).

Figura 34. Fusarium sambucinum en medio de cultivo Patata-Dextrosa-Agar (PDA). Foto: Elaboracién
propia.

Las trepas afectadas por este patdégeno se marchitan rapidamente, siendo frecuente durante
la floracion o en condiciones de temperaturas elevadas. Las hojas pueden mostrar clorosis. Las bases
de las trepas afectadas suelen estar hinchadas debido a que se interrumpe el transporte de sustancias
fotosintéticas a través del floema (Figura 31). La hinchazén se contrae cerca de la corona y puede
consistir en solo unos pocos elementos vasculares. Las trepas afectadas se desprenden facilmente de
la corona y en ocasiones también tienen una division longitudinal en el drea cortical colonizada. Por lo
general se encuentra una decoloracidn marrdn en el tejido cortical afectado de las trepas infectadas.
También pueden formarse chancros en los rizomas de las plantas afectadas. Una corona infectada
puede morir por completo o presentar un crecimiento atrofiado y poco productivo. La enfermedad es
mas severa con suelos hiumedos o después de inviernos humedos (Ocamb y Bienapfl, 2009; Lizotte

etal., 2019)
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F. sambucinum también puede provocar necrosis en las bracteas y bractéolas, afectadas a

medida que el cono se acerca a la madurez completa, empezando por la punta del cono. La
enfermedad es mas severa, si durante la fase de desarrollo del cono, se dan condiciones de alta

humedad, rocio o lluvia (Ocamb y Bienapfl, 2009; Gent et al., 2010) (Figura 35).

Figura 35. Sintomas provocados por F. sambucinum en los conos de lipulo. Foto: D. H. Gent, S. J.
Pethybridge.

Fusarium spp. inverna en el suelo o en restos de plantas en forma de clamidiosporas. Es un
organismo saprofito y, una vez que se introduce en un terreno de cultivo, se establece por un tiempo
indefinido, aunque su poblacién varia considerablemente en funcidn de la susceptibilidad y el tiempo
de cultivo de la planta hospedante. La propagacion del hongo es en forma de micelio a través del agua
del suelo, equipos agricolas, transplantes, semillas, esquejes de plantas infectadas y en algunos casos

en forma de esporas transportadas por el viento (Agrios, 2002).

Las enfermedades producidas por este patdgeno
pertenecen al grupo de fitopatologias mas dificiles de controlar.
Debido a su forma de infeccion, ya que con una sola espora la
planta puede infectarse, es dificil la prevencion y el control con
un producto fungicida de contacto. Ademads, al ser un hongo
saproéfito, hace que la rotacién de cultivos y otras medidas
culturales no tengan eficacia para el control de este patégeno.
Una de las medidas mas eficaces para su control es la utilizacion
de variedades resistentes y también la aplicacion de fungicidas

sistémicos (Agrios, 2002). Es muy importante evitar o minimizar

las heridas en las plantas, utilizando la poda quimica cuando sea

Figura 36.Desarrollo de micelio de
Fusarium spp sobre el tallo de lGpulo. necesario (Lizotte et al., 2019).
Foto: D. H. Gent.
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1.5. Control de fitopatdgenos en el cultivo del lUpulo

Para la prevencién y la curacién de plantas que son atacadas por un fitopatégeno se pueden
llevar a cabo diferentes medidas. Se pueden emplear productos de sintesis quimica, organismos con
actividad antagdnica, métodos culturales y otros. Debido a la Reforma de la Politica Agraria Comun
(PAC) se ha reducido el nimero de productos fitosanitarios de sintesis quimica autorizados con el fin
de que prevalezca la seguridad alimentaria, asi como que sea sostenible a largo plazo. Por ello se
propone dar prioridad a los métodos no quimicos descritos en produccidn integrada, cultivos

ecolégicos, y otros.

Para el control de fitopatdgenos en lupulo son muy importantes medidas como la utilizacion
de cultivares resistentes, la aplicacion de medidas de saneamiento tales como la utilizacién de un
material vegetal sano y la eliminaciéon de las plantas muy afectadas, llevar a cabo medidas culturales
que reduzcan los periodos de humedad, la eliminacion de las hojas basales de las plantas y la aplicacién
de fungicidas en los momentos oportunos (Magadan Marcos et al., 2011). En ocasiones la aplicacién
de productos fungicidas en el ano de implantacidn del cultivo puede ayudar a reducir la infeccidn de
la corona vy los niveles de enfermedad en afios posteriores (Gent et al., 2010). Se debe tener en cuenta
la aparicion de resistencias a los fungicidas empleados, por lo que es recomendable realizar un buen

manejo de los mismos y evitar la repeticidon del uso de un producto fungicida (Ocamb y Bienapfl, 2009).

Para la prevencidon de las fitopatologias también es importante la seleccién éptima de
procedimientos agrondémicos tales como el riego y el manejo de fertilizantes para mejorar la
productividad de las plantas y reducir la susceptibilidad. La prevencion puede ser un método muy

eficaz, ademas de rentable (Gent et al., 2010).

Segln el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacidon actualmente estan autorizados 64
productos fitosanitarios para el control de fitopatologias en lipulo, de los cuales ningln producto esta

autorizado para el control de Fusarium spp. (MAPA, 2020c).

Es por ello que para el control de este hongo patdgeno en el cultivo del ldpulo son
fundamentales las medidas culturales tales como reducir la humedad en la corona, la eliminacién de
los tejidos enfermos para evitar la propagacion del hongo, aplicaciéon equilibrada de abonados
nitrogenados que pueden reducir la influencia del patégeno. Una labor importante es aplicar medidas
para favorecer el crecimiento de raices sanas, ya que al ser un hongo saprofito infecta a las plantas a
través de las raices. Se debe evitar cualquier lesién en las plantas tanto mecanicas producidas por el
manejo del cultivo como las lesiones provocadas por plagas, ya que al igual que las raices este es otro

medio de entrada de Fusarium spp. (Gent et al., 2010). Para evitar las lesiones se debe reducir el
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movimiento de las trepas mediante operaciones como el arqueamiento o la orientacién en hileras

(Ocamb y Bienapfl, 2009).

El uso de fungicidas peligrosos para el control de enfermedades en las plantas es cada vez mds
un motivo de preocupacién en muchos paises del mundo, lo que ha llevado a la investigacion sobre
métodos mas seguros y respetuosos con el medio ambiente. La utilizacién de productos bioldgicos
para disminuir las enfermedades, reduciendo asi la perdida de cultivos, es una alternativa que no

conlleva peligros (Chet y Inbar, 1994).

En el afio 2018 fueron comercializadas en Espafia 38.095 t de productos fitosanitarios
fungicidas y bactericidas, de los cuales los fungicidas inorganicos representan un 85,6 %. Sin embargo
solamente un 0,07 % de estos productos fueron productos biolégicos o agentes de control bioldgico,
si bien es cierto que la comercializacidon de estos productos ha ido en aumento en los ultimos afos
siendo en 2011 solamente un 0,003 % de los productos fungicidas y bactericidas comercializados

(MAPA, 2020a).

El control bioldgico consiste en el empleo de organismos beneficiosos o sus productos que se
alimentan o parasitan organismos patdgenos para las plantas o que compiten con éstos
desplazandolos. Estos organismos estan disponibles comercialmente para su liberacién en los cultivos
tanto para su incorporacién como para incrementar el numero de enemigos naturales o agentes de

biocontrol (Gent et al., 2010).

El empleo de agentes de control biolégico u organismos distintos al hombre con capacidad de
reducir la poblacion del agente causante de la enfermedad o evitar sus efectos podria ser una forma
sostenible para el control de fitopatdgenos en el cultivo del lUpulo (Hjeljord y Tronsmo, 1998). Dichos
agentes se pueden emplear solos o bien junto con dosis reducidas de fungicidas quimicos para poder
controlar a los patégenos que afecten a la planta y asi reducir al minimo el impacto sobre el medio
ambiente (Chet y Inbar, 1994). Existen formulaciones de agentes bioldgicos formados por bacterias,
como Agrobacterium, Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus, y por hongos, como Gliocladium,
Trichoderma, Ampelomyces, Candida y Coniothyrium. Se han patentado y comercializado diferentes
productos comerciales para el control de enfermedades vegetales con estas formulaciones de agentes

bioldgicos (Tabla 2).
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Tabla 2. Agentes de biocontrol autorizados para el control de hongos fitopatdgenos (MAPA, 2020c).

Materia activa

Nombre comercial

Control/ efectos

Casa comercial

Ampelomices AQ 10 Sphaerotheca spp. CBC IBERIAS.A.U.
quisqualis M10 (Espanfia)
Aureobasidium BOTECTOR Botrytis spp. BIO-FERM GMBH

pullulans DSM 14940 y (Austria)

DSM 14941 50%

A. pullulans DSM

BLOSSOM PROTECT

Botrytis spp.

BIO-FERM GMBH

14940 y DSM 14941 Penicilium spp. (Austria)
25% Pezicula spp.
Erwinia amylovora
Bacillus TAEGRO Pseudoperonospora NOVOZYMES FRANCE
amyloliquefaciens spp. S.A.S (Francia)
FZB24 Sphaerotheca spp.
Alternaria spp.
Botrytis spp.
Sclerotinia spp.
Botrytis cinerea
B. amyloliquefaciens SERIFEL B. cinerea BASF ESPANOLA S.L.U.
MBI 600 Trichoderma spp. (Espania)
Sclerotinia spp.
B. amyloliquefaciens AMYLO-X WG Sclerotinia spp. MITSUI AGRISCENCE
subesp. plantarum Sphaerotheca spp. INTERNATIONAL
Monilia spp. S.A./N.V
Pseudomona spp. (Bélgica)
Botrytis spp.
E. amylovora
Stemphylium spp.
B. pumilus QST 2808 SONATA Sphaerotheca spp. BAYER CROPSCIENCE
S.L. (Espafia)
B. subtilis SERENADE AS Botrytis spp. BAYER CROPSCIENCE

S.L. (Espafia)

B. subtilis QST 713

SERENADE ASO
SERENADE MAX

Monilia spp.
Colletotrichum spp.
Xanthomonas spp.

Botrytis spp.
Sphaerotheca spp.

Sclerotinia spp.

Rhizoctonia spp.
Alternaria spp.
Fusarium spp.

E. amylovora
Mycosphaerella spp.
Stemphylium spp.
Cercospora spp.

BAYER CROPSCIENCE
S.L. (Espafia)

Candida oleophila NEXY Botrytis spp. BIONEXT SPRL (Bélgica)
CEPA O
Coniothyrium minitans CONTANS WG Sclerotinia spp. BAYER CROPSCIENCE
S.L. (Espafia)
Gliocladium PRESTOP Phytium spp. DANSTAR FERMENT AG
catenulatum CEPA Phytophtora spp. (Suiza)
J1446

Rhizoctonia spp.
Fusarium spp.
Botrytis spp.
Didymella bryoniae
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Tabla 2. Agentes de biocontrol autorizados para el control de hongos fitopatdgenos (MAPA, 2020c) (continuacion).

Materia activa

Nombre comercial

Control/ efectos

Casa comercial

Pythium oligandrum POLYVERSUM Botrytis spp. AGRICHEM S.A.
Sclerotinia spp. (Espanfia)
Sphaerotheca spp.
Saccharoyces JULIETTA Monilia spp. AGRAUXINE S.A.
cerevisiae Botrytis spp. (Francia)
Trichoderma BLINDAR Sclerotinia spp. ISAGRO S.P.A. (ltalia)
asperellum+T. gamsii Phytophthora spp.
Rhizoctonia spp.
Verticilium spp.
Armillaria spp.
T. asperellum+T. BIOTEN Phytophthora spp. ISAGRO ESPANA S.L.
gamsii Pythium spp. (Espaiia)
Sclerotinia spp.
Verticilium spp.
T. asperellum+T. REMEDIER Phytophthora spp. ISAGRO S.P.A. (Italia)
gamsii Pythium spp.
Sclerotinia spp.
T. asperellum + T. TUSAL Phytophthora spp TIMAC AGRO ESPANA

atroviride Fusarium spp. S.A. (Espanfia)
Rhizoctonia spp.
Pythium spp.
Sclerotinia spp.
T. asperellum T34 BIOCONTROL Pythium BIOCONTROL
aphanidermatum TECHNOLOGIES S.L.
Fusarium oxysporum (Espania)
T. asperellum XEDAVIR Hongos de suelo XEDA ITALIA S.R.L.
(Italia)
T. atroviride VINTEC Botrytis spp. BIPA N.V. (Bélgica)
Sclerotinia spp.
Fomitiporia
mediterranea
T. atroviride (CEPA I- TRI-SOIL Fusarium spp. AGRAUXINE S.A.
1237) Rhizoctonia spp. (Francia)
Sclerotinia spp.
T. atroviride (CEPA |- ESQUIVE WP Fomitiporia AGRAUXINE S.A.
1237) mediterranea (Francia)
Eutypa lata
T. harzianum rifai TRIANUM P Pythium spp. KOPPERT B.V.
(CEPA T-22) TRIANUM G Enfermedades flngicas (Holanda)

1.6. Agentes de control biolégico: Trichoderma spp.

Trichoderma spp. es un género de ascomicetes filamentosos que se encuentra entre los
hongos saprofitos mas aislados. Aparecen con frecuencia en el suelo y crecen sobre madera, corteza,
otros hongos y muchos sustratos, teniendo un alto potencial oportunista y una gran adaptabilidad a

diversas condiciones ecolégicas (Kubicek y Harman, 2002).
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1.6.1. Taxonomia y morfologia de Trichoderma

El género Trichoderma fue definido en 1794 por Persoon, pero no fue hasta el siglo XX cuando
se empez6 a estudiar al llamar la atencion de los agricultores y comprobar que era capaz de controlar
hongos que causaban enfermedades en las plantas (Weindling, 1932, 1934; Mukherjee et al., 2013).

Se ha definido su taxonomia como (Samuels, 1996):

e Reino: Fungi
e Subreino: Dikarya
o Divisidn: Ascomycota
o Subdivisidn: Pezizomycotina
= Clase: Sordariomycetes
=  Subclase: Hypocreomycetidae
e Orden: Hypocreales
o Familia: Hypocreaceae

= Género: Trichoderma Persoon, Fries

En la actualidad se han definido 256 especies de este género (Bissett et al., 2015).

Figura 37. Diferentes aislados de Trichoderma en medio de cultivo Patata-Dextrosa-Agar (PDA).
Foto: Elaboracién propia (izquierda), Sara Mayo Prieto (derecha).

Trichoderma spp. es un hongo ascomicete de la familia Hypocreae cuyo teleomorfo es
Hypocrea spp. Es un hongo imperfecto, ya que no tiene etapa de reproduccion sexual conocida. Este
género de hongos se caracteriza por presentar un crecimiento rapido, la presencia de conidios de color
verde brillante principalmente (Figura 37), elevada produccidn de esporas y una estructura conidiofora
ramificada (Figura 38). Las clamidiosporas de Trichoderma tienden a ser globosas o subglobosas. Es un

hongo ubicuo y simbionte oportunista, que se encuentra principalmente en el suelo pero también en
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restos vegetales y en madera vieja (Samuels, 1996; Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Schmoll y

Schuster, 2010; Saba et al., 2012).

Figura 38. Vista al microscopio de Trichoderma spp. Foto: Elaboracion propia.

Trichoderma es un agente de biocontrol con la capacidad de establecerse en diferentes
patosistemas produciendo efectos moderados en el equilibrio del suelo y sin efectos negativos sobre

los organismos beneficiosos que contribuyen al control de patégenos.

Tiene cada vez mds importancia en la agricultura sostenible como agente de biocontrol debido
a su capacidad competitiva frente a otros hongos y sus efectos positivos sobre las plantas. Los
mecanismos utilizados por este hongo para el control biolégico son complejos y se producen sinergias
entre ellos para obtener como resultado un biocontrol eficiente. El éxito de Trichoderma como control
bioldgico se debe a su alta capacidad reproductiva y de supervivencia en condiciones desfavorables,
eficiencia en el aprovechamiento de nutrientes, capacidad para modificar la rizosfera, fuerte
agresividad frente a hongos fitopatdgenos y la induccion al crecimiento vegetal y los mecanismos de
defensa de las plantas. Entre los mecanismos que utiliza Trichoderma para el control bioldgico de
hongos patégenos destacan la produccidon de enzimas hidroliticas y antibidticos, el micoparasitismo,
la competencia por los nutrientes y por espacio y la produccidn de metabolitos. Controlan hongos
ascomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos que son principalmente patogenos de suelo (Benitez

et al., 2004; Saba et al., 2012).

Las especies de Trichoderma mas utilizadas como agentes de biocontrol son T. virens, T. viride
y sobre todo T. harzianum (Benitez et al., 2004). T. harzianum ha sido utilizado para el control de varias
enfermedades tanto solo como combinado con otras especies de Trichoderma o adyuvantes quimicos
(Samuels, 1996). El éxito de Trichoderma como agente de biocontrol se debe a la combinacion de
mecanismos micoparasitos muy activos con estrategias de defensa inducidas en las plantas (Saba et al.,

2012).
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Como simbionte oportunista, Trichoderma esta asociado a las raices de las plantas, y por ello
para que el control biolégico tenga lugar las raices tienen que ser colonizadas por el hongo y asi el
hongo penetra en la planta. Trichoderma crece facilmente con el sistema radicular de las plantas ya
sea cuando es aplicado directamente al suelo o mediante tratamientos a las semillas (Howell, 2003).
Los tratamientos a las semillas de las plantas pueden tener efectos positivos tanto a corto como a largo
plazo en las semillas y en el rendimiento de las plantas (Saba et al., 2012). Las plantas producen
metabolitos, tales como fitoalexinas, flavonoides y terpenoides, derivados fendlicos, agliconas y otros
compuestos antimicrobianos, ante la presencia de un organismo extrafo. Trichoderma es mas
resistente a estos metabolitos que otros hongos lo cual le aporta una ventaja para permanecer en la
planta. Trichoderma es resistente a muchos compuestos toxicos, incluyéndose herbicidas, fungicidas y
pesticidas, por lo que crecen rapidamente cuando se inoculan en el suelo (Benitez et al., 2004). El
hongo coloniza la rizosfera estableciéndose rapidamente en la comunidad microbioldgica que hay en
ella. También controla al patégeno y compite o reduce la microflora empleando distintos mecanismos.
Tiene efectos sobre las plantas que pueden contribuir a la resistencia de estas frente a enfermedades.
Estos efectos se traducen en el crecimiento de raices y brotes en las plantas, resistencia a estrés y

cambios en el estado nutricional de las plantas (Howell, 2003).

Otro de los mecanismos utilizados por Trichoderma es la competencia con otros hongos por el
espacio y los nutrientes, ya que coloniza el suelo y partes de la planta impidiendo asi que los patégenos
se desarrollen, ademads de reducir la disponibilidad de nutrientes necesarios para su desarrollo. La
escasez de nutrientes es una de las principales causas de la muerte de microorganismos, por lo que la
competicion por nutrientes es un mecanismo interesante para el control biolégico de patdgenos
flngicos. Nutrientes como el hierro son importantes para los hongos filamentosos, Trichoderma
produce siderdforos que quelan el hierro provocando que no esté disponible para los hongos
patdgenos y por lo tanto se detiene su crecimiento. La sensibilidad de muchos patégenos a la falta de
nutrientes junto con la eficacia de Trichoderma en el uso de los nutrientes disponibles, tiene como
consecuencia un buen resultado en el control de fitopatdgenos. A medida que disminuye la
concentracién de nutrientes necesarios para el desarrollo de los patégenos en el suelo, el biocontrol

es mas eficaz (Benitez et al., 2004).

Otra de las caracteristicas de este género de hongos es su capacidad para parasitar otros
hongos. El micoparasitismo conlleva el contacto fisico entre los organismos e implica cambios
morfoldgicos tales como enrollamiento y formacién de estructuras similares a un aprensorio que sirven
para penetrar en el huésped. Tiene como consecuencia la reduccidn del crecimiento y desarrollo de
los hongos patdgenos, llegando a provocar la muerte del hongo parasitado. Trichoderma sintetiza

enzimas como quitinasas y B-1,3- glucanasas que degradan polisacaridos, quitina y glucanos de la
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pared celular de los hongos, destruyéndola y facilitando la parasitacion (Howell, 2003; Benitez et al.,

2004; Saba et al., 2012).

La mayoria de especies de Trichoderma producen metabolitos tdxicos volatiles como el 4cido
harzianico, gliotoxina, tricholina, viridina, gliovirina y otros, que impiden la colonizacién de

microorganismos antagdnicos (Benitez et al., 2004).

En el control de S. sclerotiorum, Trichoderma no sélo inhibe el crecimiento del patégeno sino
gue también lo parasita colonizando las hifas e inhibiendo la germinacién de esclerocios demostrando

asi su potencial como agente de biocontrol (Mansour et al., 2008).

Por ejemplo, en el control de B. cinerea se ha demostrado que las proteasas producidas por T.
harzianum inactivan las enzimas hidroliticas del patégeno en las hojas de alubia. Se ha demostrado
que T. harzianum, produce proteasas, antagonistas efectivas frente a F. culmorumy Rhizoctonia solani.
El efecto de las enzimas junto con metabolitos secundarios sintetizados por el agente de biocontrol

inhibe la tasa de crecimiento de patdégenos como B. cinerea hasta en un 30% (Benitez et al., 2004)

Sivan y Chet (1993)comprobaron la capacidad de T. harzianum como agente de control frente

a F. oxysporum en tomate, incluso aumentando los rendimientos.

Aislados de F. culmorum de cultivos de arroz en Valencia fueron parasitados por T. harzianum.
Se comprobd que el agente de biocontrol provocaba una deformacion de las hifas del patégeno debido
a la secrecién de metabolitos con lo que inhibid el crecimiento del fitopatégeno (Sempere Ferre y
Santamarina, 2010). También han controlado enfermedad causada por Pythium spp. B. cinerea,

Rhizoctonia spp. y Fusarium spp. (Saba et al., 2012).

T. harzianum, T. viride, T. koningii, T. hamatum y T. longibrachiatum también han demostrado
su capacidad de biocontrol sobre el patégeno F. sambucinum en patata, siendo T. longibrachiatum el

gue tuvo mayor capacidad de inhibicion del patdégeno (Zhang y Wang, 2012).
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2. OBIJETIVOS

El cultivo del lupulo se ve afectado por varias enfermedades que causan importantes
reducciones de la produccién y la calidad de los conos, acarreando pérdidas econdmicas significativas.
Si bien es cierto que las enfermedades mas relevantes, y por lo tanto las mas estudiadas, son el mildiu
y el oidio, en los ultimos afios Fusarium spp. esta causando dafios importantes en especial en nuevas

variedades, que si bien son productivas y de gran calidad, presentan susceptibilidad a este patégeno.

En la actualidad el control de este patdgeno se basa fundamentalmente en medidas culturales
enfocadas en mayor medida a la prevencién de la enfermedad. Segun el Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacidén no hay ninguin producto fitosanitario autorizado para el control de Fusarium spp.
en el cultivo del ldpulo. Por este motivo se hace necesario el estudio de alternativas eficaces y

sostenibles, como el control bioldgico.

Numerosos estudios demuestran que el agente de biocontrol Trichoderma tiene capacidades
para el control del patégeno objeto de estudio en multitud de cultivos. Por ello se realizan ensayos in
vitro para evaluar la capacidad de inhibicidn de Trichoderma sobre tres especies de Fusarium que

provocan dafios en lupulo, F. culmorum, F. sambucinum y F. oxysporum.
Este trabajo tiene como objetivos:

e Recolectar e identificar los aislados de Fusarium que afectan al lipulo en Ledn.

e Recolectar e identificar los aislados de Trichoderma autdctonos de lupulo en Ledn.

e Evaluar la capacidad de inhibicidon in vitro de los aislamientos autdctonos de
Trichoderma sobre el desarrollo de los aislamientos de Fusarium con el fin de
establecer las bases de un método de control efectivo y sostenible para incrementar

el rendimiento del cultivo del lapulo.
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3. MATERIALY METODOS

3.1. Obtencion de aislados

Se realizé un muestreo de campo (Figura 39) donde se recogieron muestras de diferentes
puntos de la parcela tanto de suelo como de rizoma en cada una de las parcelas objeto de estudio

(Tabla 3). Las muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su procesado.

Figura 39. Recogida de muestras de suelo y rizoma en parcelas de cultivo de IUpulo. Foto: Sara Mayo Prieto.

Tabla 3. Parcelas seleccionadas para el muestreo.

Municipio Localidad Poligono Parcela  Variedad Tipo Observaciones
muestra
Santa Santa 806 379 Columbus Rizoma Marcas rosas en las raices
Marina del Marina Suelo - Posible presencia de
Rey del Rey Fusarium
Benavides Gavilanes 106 120 Columbus Rizoma Marcas rosas en las raices
de Orbigo del Suelo - Posible presencia de
Orbigo Fusarium
Benavides Gavilanes 106 123 Columbus Rizoma Marcas rosas en las raices
de Orbigo del Suelo - Posible presencia de
Orbigo Fusarium
San Justo de Nistal 102 62 Columbus Rizoma Origen de los plantones:
la Vega Suelo de las fincas de afectadas

de Fusarium. Plantas
sanas visiblemente.
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Tabla 3. Parcelas seleccionadas para el muestreo (continuacion).

Municipio Localidad Poligono Parcela Variedad Tipo Observaciones
muestra
San Justo de Nistal 103 50 Columbus Rizoma Origen de los plantones:
la Vega Suelo de las finca_s de afectadas
de Fusarium. Plantas
sanas visiblemente
Turcia Gavilanes 106 123 Columbus Rizoma Plantas con poco
de Orbigo Suelo desarrollo
San Justo de San 115 95 Apolo Rizoma Posible asfixia radicular.
la Vega Roman Plantas de 2 afios.
dela
Vega
San Justo de San 114 71-72- Columbus Rizoma Posibles dafios de
la Vega Roman 73 Suelo Fusarium o Verticillium.
dela Muchas faltas en la
Vega parcela. Escaso
desarrollo.
San Justo de San 115 95 Apolo Suelo Muchas faltas en la
la Vega Roman parcela. Escaso
dela desarrollo.
Vega
San Justo de Nistal 101 102 Columbus Rizoma Origen de los plantones:
la Vega Suelo de las fincas de afectadas
de Fusarium. Plantas
sanas visiblemente
San Seisdn de 137 78 Columbus Rizoma Sin sintomatologia
Cristobalde  laVega Suelo  Suelo de planta préxima a
la Polantera otra de Nugget, sin

sintomatologia

3.1.1. Muestra de suelo

Una vez en el laboratorio, se prepard una solucidn de hidroxietilcelulosa al 1%, con 990 ml de

agua destilada autoclavada y 10 g de hidroxietilcelulosa (Merck, Darmstadt, Alemania).

Figura 40. Muestra de suelo en bandeja y tamiz de 1 mm de didametro. Foto: Elaboracién propia.
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Las muestras de suelo se vertieron sobre bandejas metalicas y se dejaron secar a una

temperatura ambiente (22-24 °C) hasta que adquirieron una textura suelta durante 7 dias. Después se

tamizaron con un tamiz de 1 mm de didmetro (Figura 40).

5 g de suelo de cada muestra se vertieron en matraces Erlenmeyer de 250 ml y se afadieron
45 ml de la solucidn de hidroxietilcelulosa al 1 %. Se agitaron en el agitador magnético durante 1 hora

2300 rpm.

Figura 41. Matraces Erlenmeyer con las muestras de suelo en agitador a 300 rpm. Foto: Elaboracién propia.
En la campana de flujo se realizaron diluciones seriadas (10 2, 103y 10*) para lo cual fueron

necesarios 3 tubos de ensayo por dilucion con 9 ml de hidroxietilcelulosa al 1 % cada tubo para cada

muestra de suelo. Se repitié 2 veces por cada muestra de suelo (Figura 42).

Figura 42. Diluciones seriadas y siembra de las muestras de suelo en la campana de flujo laminar. Foto:
Elaboracion propia.
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Para cada dilucién se extrajo con una micropipeta 1 ml del matraz o del tubo y se vertié sobre

un tubo de ensayo con 9 ml de hidroxietilcelulosa al 1 % y se mezcld bien hasta tener una mezcla

homogénea.

Con una micropipeta se sembrd 100 ul en una placa Petri con medio de cultivo agar-rosa de
Bengala-cloranfenicol (Condalab, Madrid, Espafia). Con la ayuda de un asa de siembra en forma de L
se paso por toda la superficie de la placa repetidas veces para que toda la placa estuviera sembrada.
Se realizaron 3 repeticiones por cada dilucién, incluidas 3 repeticiones para la dilucion de 10 (mezcla

del matraz Erlenmeyer inicial) (Figura 43).

Figura 43. Siembra de las diluciones de la muestra de suelo en placas Petri con medio agar rosa de Bengala-cloranfenicol
con ayuda de un asa de siembra en forma de L. Foto: Elaboracion propia.

Se incubaron en estufa de cultivo (Selecta) a 25 °C durante 7-15 dias (Figura 44).

3.1.2. Muestras de rizoma
Para el procesado de material vegetal se realizé dos procedimientos para el aislamiento de

hongos: siembra en medio de cultivo y crecimiento en camara humeda.

En el primero, se lavd la muestra con agua del grifo, y después se desinfectd con una solucion
de hipoclorito sddico al 10 % durante 3 minutos y se lavd con agua destilada durante 6 minutos. A
continuacion, se dejé secar en cdmara de flujo laminar durante 1 hora. De cada muestra se realizaron

3 repeticiones y de cada una se sembraron 6 trozos pequefios. Se realizaron en placas Petri con medio
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agar-rosa de Bengala-cloranfenicol y medio patata-dextrosa-agar (PDA, Sigma Aldrich, Merck KGaA,

Darmstadt, Alemania). Se mantuvieron a 25 °C durante 7-15 dias.

En el caso del aislamiento de hongos mediante una cdmara humeda, se colocé el rizoma
directamente en una placa Petri con un papel estéril humedecido y se sellé con parafilm® para asegurar
una humedad interior superior al 90%. Se mantuvo durante 3-4 dias en condiciones de oscuridad a 22-
23 °C. Posteriormente se identificaron morfoldgica y visualmente con ayuda del microscopio y se
sembraron en placas Petri con medio agar-rosa de Bengala-cloranfenicol. Se mantuvieron a 25°

durante 7-15 dias (Figura 44).

3.2. ldentificacidn de los aislados

Se repicaron los hongos encontrados en medio PDA (Figura 44). Se realizd6 una primera
identificacion visual mediante microscopio dptico. Se conservaron mediante una solucién de glicerol

al 50 % las esporas de cada aislamiento a -20 °Cy -80 °C.

Figura 44. Aislados obtenidos en placas Petri con medio agar rosa de Bengala-cloranfenicol a partir de las muestras de suelo
y rizoma. Foto: Sara Mayo Prieto

Para una identificacién genética se enviaron los aislados al Laboratorio de Técnicas
Instrumentales (LTI) de la Universidad de Ledn. Se aislé el ADN de cada aislamiento y seguidamente se
procedid a amplificar la region de interés (fragmento ITS). Posteriormente se purificéd el amplicén y

finalmente se realizd su secuenciacion.
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Para la identificacion de los hongos, las secuencias de los fragmentos se introdujeron en la

base de datos del GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) con el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3.3. Conservacion de los aislados

Una vez identificados los aislados tanto los agentes de biocontrol como los patégenos, se
almacenaron en la coleccidn de “Patdgenos y Antagonistas del Laboratorio de Diagndstico de Plagas y
Enfermedades Vegetales” de la Escuela de Ingenieria Agraria y Forestal (EIAF) de la Universidad de

Ledn.

Para el almacenamiento de los aislados de Fusarium se empled papel de filtro autoclavado. En
la campana de flujo laminar, se recogié con ayuda de una aguja mangada un poco de micelio y se
sembré en una placa de Petri con medio PDA. Posteriormente se colocaron varios papeles de filtro
autoclavados (121 °C 20 min) distribuidos por toda la placa Petriy se incubaron a 25 °C durante 7 dias.
Posteriormente, en la campana de flujo se recogieron esos papeles con micelio del hongo con ayuda
de unas pinzas previamente desinfectadas guardandolos en sobres de papel autoclavados (121 °C 20
min). Estos sobres se depositaron en una bandeja con gel de silice para eliminar la humedad durante

7 dias. Por ultimo, se almacenaron a -20 °C.

Para el almacenamiento de Trichoderma se realizé una mezcla de glicerol al 50 % y las esporas
de Trichoderma en microtubos Eppendorf® de 1,5 ml. En primer lugar, en la campana de flujo con la
micropipeta se afiaden 5-10 ml de agua destilada autoclavada (121 °C 20 min) en la placa Petri con el
aislado de Trichoderma, y con ayuda de la misma punta se raspd toda la superficie para resuspender
las esporas en el agua. 1 ml de solucién de esporas obtenida tras su paso a través de un filtro, se vertié
con la ayuda de una micropipeta en un microtubo Eppendorf® de 1.5 ml, se centrifugd durante 10
minutos a 13.200 rpm. Se retird una parte del sobrenadante y se sustituyd por una solucion de glicerol
al 85 %, de tal forma que quedara una solucién final de glicerol al 50 %. Se mezclé bien para disolver

el pellet de esporas hasta obtener una solucién homogénea y se almacend a -20°C.

3.4. Ensayos antifungicos in vitro

3.4.1. Preparacion de aislados de estudio
Se realizd una siembra de los aislados seleccionados en placas Petri con medio PDA 15 dias

antes del comienzo de los ensayos.
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Para sembrar los aislados de Trichoderma, se mezcld el contenido del microtubo con ayuda de
una micropipeta hasta conseguir que el pellet de esporas se disolviera completamente. Se extrajo 30
ul de solucién de esporas y se vertid en el centro de placas de Petri de 60 mm de didmetro con medio
PDA. Con un asa de siembra se extendid la solucion por toda la superficie. En el caso de los aislados de
Fusarium, se cogio un pequefio pedazo de un papel de filtro donde se habian almacenado con la ayuda
de una pinza esterilizada y se deposito en el centro de la placa. Por ultimo, se almacenaron las placas
en una estufa de cultivo en condiciones de oscuridad y a una temperatura de 25°C hasta que el hongo

ocupara toda la superficie de la placa Petri.

3.4.2. Ensayo mediante el uso de membranas
Se realizd un ensayo antifungico en membranas cuyo objetivo fue evaluar la capacidad de los
diferentes aislados de Trichoderma para producir metabolitos que inhiban el crecimiento del

patdégeno.

Para este ensayo se cubrid la superficie de las placas Petri de 9 cm de didmetro, con medio de
cultivo PDA, con una membrana de celofan autoclavada (121 °C 20 min). Sobre ésta y en el centro de
la placa se colocaron discos de micelio de 6 mm de didmetro de Trichoderma spp. (Figura 45). Se
incubaron durante 48 horas a 25 °C. Después, se retiraron las membranas de celofan junto con el
micelio de Trichoderma que habia crecido sobre ellas y se colocaron, en el mismo lugar donde se colocé

el disco de micelio de Trichoderma, los discos de micelio de Fusarium spp.

Figura 45. Placa Petri con medio Patata-Dextrosa-Agar (PDA) con Trichoderma spp. sobre membrana de celofan. Foto: Sara
Mayo Prieto.

El crecimiento de Fusarium se midid a los 5 dias y a los 8 dias tras su siembra, realizando una

medicion del diametro del micelio horizontal y verticalmente (Figura 46). Se realizaron 4 repeticiones.
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Figura 46. Medicién del diametro de la colonia de F. oxysporum en el control del cultivo de membranas. Foto: Elaboracion
propia.

Para el control de desarrollo de los aislados de Fusarium se siguidé el mismo procedimiento

salvo que no se colocd ningun aislado de Trichoderma previamente en el medio de cultivo.

El porcentaje de inhibicion mediante el uso de membranas (IM) se calculé con la siguiente

formula:

C—T
IM (%) = x 100

Donde, IM es el porcentaje de inhibicion mediante el uso de membranas, C es el diametro del
control de Fusarium y T es el didametro del Fusarium después de haber estado expuesto a metabolitos

de Trichoderma.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) vy la
comparacion de medias (diferencia minima significativa o DMS) con un nivel de significacion p < 0,05
con el programa informatico IBM SPSS (IBM Statistics for Windows, Version 26.0. Amonk, NY:IBM

Corp).

3.4.3. Ensayo mediante confrontacion directa
En este ensayo se evalud la capacidad de biocontrol de Trichoderma spp., lo cual ocurre cuando

éste es capaz de crecer sobre el patégeno llegando incluso a destruirlo.

Se colocaron dos discos de micelio de 6 mm de didmetro, uno de un aislado de Trichoderma'y
otro de Fusarium, separados 5,5 cm de distancia en la misma placa Petri de 9 cm de didmetro con

medio PDA y se incubaron durante 5 dias a 25 °C (Figura 47).

Para cada aislado de Trichoderma se realizaron 4 repeticiones.

ALEXIA FERNANDEZ MARCOS 40



Figura 47. (a) Siembra de cultivo dual en placa Petri con medio de cultivo Patata-Dextrosa-Agar (PDA); (b)
Plantilla para siembra de cultivo dual. Foto: Elaboracion propia.

Transcurridos 5 dias desde la siembra, se midié la distancia entre el punto de siembra del
patégenoy el punto mas alejado de la colonia (rl1) y la distancia entre el punto de siembra del patégeno

y el borde de la colonia, donde Trichodermay el patégeno entraron en contacto (r2) (Figura 48).

Figura 48. Medicidn de las distancias rl1y r2 en cultivo dual de F. oxysporum (F103) y T. hamatum (T324). Foto: Elaboracién
propia.

Para calcular el porcentaje de inhibicion mediante cultivo dual (ID) se utilizdé la siguiente

formula:

rl—r2
ID (%) = Tx 100
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Donde, ID es el porcentaje de inhibicion mediante confrontacién directa, rl es la distancia

entre el punto de siembra del patdgeno y el punto mas alejado de la colonia; r2 es la distancia entre el

punto de siembra del patégeno y el borde de la colonia.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y la
comparacién de medias (DMS) con un nivel de significacion p < 0,05 con el programa informatico IBM

SPSS (IBM Statistics for Windows, Version 26.0. Amonk, NY: IBM Corp).
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4. RESULTADOS

4.1. Aislados obtenidos en las parcelas de estudio

Se obtuvieron 11 aislados de Trichoderma spp. y 24 aislados de Fusarium spp., obtenidos tanto
de suelo como de rizoma en diferentes parcelas de cultivo de ldpulo en la provincia de Leén. Sin
embargo, tras una revision bibliografica, se seleccionaron sélo 3 especies de Fusarium que causaban

dafios en lapulo (Tabla 4).

Tabla 4. Aislados de Trichoderma 'y de Fusarium utilizados en los ensayos in vitro-

LOCALIDAD TIPO MUESTRA ESPECIE ID
San Roman de la Vega Suelo Fusarium culmorum FO76
San Roman de la Vega Rizoma Fusarium sambucinum FO79
San Roman de la Vega Suelo Fusarium oxysporum F100
Gavilanes de Orbigo Suelo Trichoderma hamatum T311
Gavilanes de Orbigo Suelo Trichoderma virens T312
Nistal Suelo Trichoderma spirale T314
Gavilanes de Orbigo Rizoma Trichoderma rossicum T316
Nistal Rizoma Trichoderma virens T317
Nistal Rizoma Trichoderma spirale T319
San Roman de la Vega Suelo Trichoderma brevicompactum T323
San Roman de la Vega Rizoma Trichoderma hamatum T324
Seison de la Vega Suelo Trichoderma gamsii T327
Gavilanes de Orbigo Suelo Trichoderma rossicum T328
San Roman de la Vega Suelo Trichoderma harzianum T329

Con los aislados seleccionados, se han realizado los ensayos in vitro para comprobar su

capacidad de inhibicién de F. oxysporum, F. culmorum y F. sambucinum.

4.2. Ensayos in vitro.

Se realizé una comparacion de los aislados de Trichoderma para comprobar si la procedencia
podia afectar al porcentaje de inhibicién frente a Fusarium spp. Cuando se analizé la fuente de
extraccién de los aislamientos, no tuvo diferencias significativas entre los aislados de Trichoderma
obtenidos en suelo y los de rizoma. Por lo tanto, los distintos aislamientos se comportaron de igual

manera en condiciones in vitro independientemente si se aislaron del rizoma o del suelo.
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A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en ambos ensayos para los diferentes

aislados de Fusarium.

4.2.1. Fusarium oxysporum
ENSAYO MEMBRANA F103
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Figura 49. Porcentaje de inhibicion de los aislados de Trichoderma frente a F. oxysporum (F103) en el
ensayo mediante el uso de membranas. Color azul oscuro: porcentajes en el dia 5 del ensayo. Color azul
claro: porcentajes en el dia 8 del ensayo. Los valores con letras diferentes presentan diferencias
significativas (test DMS, p<0,05). Las letras minusculas corresponden al analisis estadistico del ensayo
mediante el uso de membranas del dia 5y las mayusculas al del dia 8.

En el ensayo para la determinacién de la capacidad de inhibicidn del desarrollo de F. oxysporum
mediante la produccién de metabolitos secundarios (Figura 49), los aislados T. virens (T312 y T317) y
T. brevicompactum (T323) fueron los que mayor porcentaje de inhibicién presentaron tanto en el dia
5 como en el dia 8. En el dia 5, el porcentaje de inhibiciédn rondaron el 50 %, siendo T317 el mayor con
un 52,05 %. Sin embargo, en el dia 8 fue T323 el aislado con mejor porcentaje de inhibicidn ha obtenido

con un 45,03 %.

T. rossicum (T316 y T328) y T. harzianum (T329) fueron los aislados con porcentajes mas bajos

de inhibicion tanto en el dia 5 como en el dia 8, siendo este menor a un 15% (Figura 50).

El resto de aislados, T. hamatum (T311 y T324) y T. spirale (T314 y T319) presentaron

porcentajes de inhibicidn entre un 35 % y un 20 %
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F. oxysporum (F103)

CONTROL

Figura 50. Crecimiento de F. oxysporum (F103) en ensayo de membranas. (a) F103 con T. virens (T312); (b) F103 con T.
virens (T317); (c) F103 con T. brevicompactum (T323); (d) F103 con T. rossicum (T316); (e) F103 con T. rossicum (T328);
(f) F103 con T. harzianum (T329); (f) control de F103. Fotos: Elaboracion propia.
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Figura 51. Porcentaje de inhibicién de los aislados de Trichoderma frente a F. oxysporum (F103) en el
ensayo mediante confrontacién directa. Color azul: porcentaje en el dia 5 del ensayo. Los valores con
letras diferentes presentan diferencias significativas (test DMS, p < 0,05)

En el ensayo de cultivo dual o de confrontacidon directa (Figura 51) T. hamatum (T324) fue el
gue mayor porcentaje de inhibicion presenté (50, 59 %) y T. rossicum (T328) y T. spirale (T314) los que
menor porcentaje con un 11,21 % y un 12,38 % respectivamente. El resto de aislados han obtuvieron

porcentajes de inhibicion entre un 47,50 % y un 29,98 % (Figura 52).
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F. oxysporum (F103)

Figura 52. Crecimiento de F. oxysporum (F103) (derecha) frente a Trichoderma
(izquierda) ensayo dual. (a) F103 con T. hamatum (T311); (b) F103 con T.
hamatum (T324); (c) F103 con T. gamsii (T327); (d) F103 con T. spirale (T314);
(e) F103 con T. rossicum (T328). Fotos: Elaboracidon propia.

4.2.2. Fusarium sambucinum
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Figura 53. Porcentaje de inhibicién de los aislados de Trichoderma frente a F. sambucinum (FO79) en el ensayo
mediante el uso de membranas. Color naranja oscuro: porcentajes en el dia 5 del ensayo. Color naranja claro:
porcentajes en el dia 8 del ensayo. Los valores con letras diferentes presentan diferencias significativas (test DMS,
p<0,05). Las letras minusculas corresponden al analisis estadistico del ensayo mediante el uso de membranas del
dia 5y las mayusculas al del dia 8.
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F. sambucinum (FO79) En el ensayo para la
determinacion de la

capacidad de inhibicién del
desarrollo de F.
sambucinum mediante la
produccion de metabolitos
secundarios (Figura 53), fue
el aislado T. gamsii (T327)
con el mejor porcentaje de
inhibicién tanto en el dia 5
como en el dia 8, siendo
superior a 70 %. T327
presentd unvalor en el dia 5
de 71,81 % y de 74,90 % en
el dia 8.

Figura 54. Crecimiento de F. sambucinum (FO79) en ensayo de membranas. (a) FO79
con T. gamsii (T327); (b) FO79 con T. rossicum (T316); (c) FO79 con T. rossicum (T328);
(d) control de FO79. Foto: Elaboracion propia.

T. hamatum (T311y T324), T. virens (T312 y T317) y T. brevicompactum (T323) mostraron una
inhibicion entre 50 % y 70 % en los dias 5 y 8 del ensayo. T. spirale (T314 y T319), T. rossicum (T316) y

T. harzianum (T329) obtuvieron porcentajes de inhibicién entre el 50 % y el 15 %.

Por el contrario, fue T. rossicum (T328) el que obtuvo el peor porcentaje en ambos dias con
valores de 13,84 % el dia 5y 12,25 % el dia 8. También en el dia 8, T. rossicum (T316) presentd un

porcentaje de inhibicién muy bajo sin diferencias significativas entre ellos (Figura 54).
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ENSAYO DE CONFRONTACION DIRECTA FO79
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Figura 55. Porcentaje de inhibicion de los aislados de Trichoderma frente a F. sambucinum (FO79) en el
ensayo mediante confrontacidn directa. Color naranja: porcentaje en el dia 5 del ensayo. Los valores con
letras diferentes presentan diferencias significativas (test DMS, p< 0,05)

F. sambucinum (FO79)

Figura 56. Crecimiento de F. sambucinum (FO79) (derecha) frente a
Trichoderma (izquierda) en ensayo dual. (a) FO79 con T. hamatum
(T311); (b) FO79 con T. virens (T314); (c) FO79 con T. gamsii (T327); (d)
FO79 con T. rossicum (T328). Fotos: Elaboracion propia.

En el cultivo dual o de
confrontaciéon directa (Figura 55) T.
hamatum (T311), T. spirale (T314) y T.
gamsii (T327) fueron los que mejores
porcentajes de inhibicién presentaron,
siendo 40,96 %, 40,74 % y 43,20 %
respectivamente (Figura 56). T. virens
(T317), T. brevicompactum (T323), T.
hamatum (T324), T. harzianum (T329)
presentaron porcentajes de inhibicion

entre 30 % y 40 %.

T. rossicum (T328) obtuvo un
porcentaje de 13,38 % representando el
porcentaje mas bajo de todos los

aislados.

El porcentaje de inhibicion del resto de aislados fue entre 15 %y 30 %.
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4.2.3. Fusarium culmorum
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Figura 57.. Porcentaje de inhibicion de los aislados de Trichoderma frente a F. culmorum (FO76) en el ensayo
mediante el uso de membranas. Color verde oscuro: porcentajes en el dia 5 del ensayo. Color verde claro:
porcentajes en el dia 8 del ensayo. Los valores con letras diferentes presentan diferencias significativas (test DMS,
p<0,05). Las letras minusculas corresponden al andlisis estadistico del ensayo mediante el uso de membranas del
dia 5y las mayusculas al del dia 8.

En el ensayo de cultivo de membranas (Figura 57), el dia 5 fue T. gamsii (T327) el que mayor
porcentaje de inhibicidn presentd con un 65,50 %, y el dia 8 de cultivo T. hamatum (T311) con un valor

de 53,33 %.

En el dia 5 de cultivo T. hamatum (T311 y T324), T. brevicompactum (T323) y T. virens (T312)
obtuvieron porcentajes entre el 65 % y el 50 %. Por otro lado, los aislados T. spirale (T314 y T319), T.
virens (T317), T rossicum (T316) y T. harzianum (T329) presentaron una inhibicién de entre el 50 % y el

10 %.

En el dia 8 T. gamsii (T327), T. hamatum (T324) y T. brevicompactum (T323) tuvieron
porcentajes entre el 50 % y el 40 %. Mientras que porcentajes entre el 40 % y el 10 % fueron obtenidos

por T. virens (T312 y T317) y T. spirale (T314).

T. rossicum (T328) fue el aislado que peor porcentaje de inhibicién ha presentdé en el dia 5 de
cultivo siendo este de 8,43 %. En el dia 8 de cultivo, T. rossicum (T316 y T328), T. spirale (T319) y T.
hamatum (T329) obtuvieron los porcentajes mas bajos, siendo el de T316 de un 6, 67% y el resto de

0% (Figura 58).
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F. culmorum (FO76)

CONTROE

Figura 58. Crecimiento de F. culmorum (FO76) en ensayo de membranas. (a) FO76 con T. hamatum (T311); (b)
FO76 con T. brevicompactum (T323); (c) FO76 con T. hamatum (T324); (d) FO76 con T. gamsii (T327); (e) FO76
con T. rossicum (T316) (f) FO76 con T. spirale (T319); (g) FO76 con T. rossicum (T328); (h) FO76 con T. harzianum
(T329); (i) control de FO76. Fotos: Elaboracidn propia.
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Figura 59. Porcentaje de inhibicidn de los aislados de Trichoderma frente a F. culmorum (FO76) en el ensayo
mediante confrontacién directa. Color verde: porcentaje en el dia 5 del ensayo. Los valores con letras diferentes
presentan diferencias significativas (test DMS, p < 0,05).
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En el cultivo dual o mediante confrontacién directa con F. culmorum (Figura 59) el mayor

porcentaje de inhibicion fue alcanzado por T. hamatum (T311 y T324) con valores superiores al 65 %.
Sin embargo T. rossicum (T316) obtuvo el porcentaje mas bajo de inhibicion. Mientras que el resto de

aislados mostraron una inhibicién de entre el 65 % y el 50 % (Figura 60).

F. culmorum (FO76)

Figura 60. Crecimiento de F. culmorum (FO76) (izquierda) frente a Trichoderma
(derecha) en ensayo dual. (a) FO76 con T. hamatum (T311); (b) FO76 con T.
hamatum (T324); (c) FO76 con T. rossicum (T316); (d) FO76 con T. rossicum (T328).
Fotos: Elaboracién propia.
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5. DISCUSION

Todos los ensayos realizados in vitro en el desarrollo de este trabajo se llevaron a cabo con
aislamientos obtenidos de muestras vegetales de lupulo y de muestras de suelo tomadas de parcelas
donde el cultivo de esta planta estaba instaurado. En total se trabajé con 3 aislamientos de Fusarium,
y con 11 aislamientos de Trichoderma. Los ensayos in vitro se realizaron para comprobar la capacidad
de inhibicién de los agentes de biocontrol en el crecimiento de Fusarium spp. que causan graves
pérdidas en el lupulo. Los ensayos in vitro resultan muy utiles para la identificacién de nuevos aislados
con potencial de biocontrol, que luego deben ser evaluadas mediante ensayos in vivo (Anees et al.,
2010; Diaz et al., 2013; Alvarez-Garcia et al., 2020). Para ello se llevaron a cabo dos ensayos, por

confrontacién directa o cultivo dual y mediante el uso de membranas.

El cultivo dual tiene como finalidad determinar el potencial antagdnico de cada aislado de
Trichoderma spp., donde los mecanismos mds importantes que se dan son la competencia tanto por
espacio como por nutrientes, la produccion de metabolitos antifingicos y el micoparasitismo
(Blaszczyk et al., 2017; Tamandegani et al., 2020). El crecimiento y desarrollo de Trichoderma se ve
favorecido en condiciones de competencia frente a otros hongos como Fusarium spp. debido a su

rapido crecimiento (Maciel et al., 2014).

En la confrontacién directa, todos los aislamientos de Trichoderma empleados fueron capaces
inhibir el crecimiento de F. oxysporum afectando al desarrollo del patégeno. Este resultado ya fue
obtenido en numerosos estudios en los que se demostré la capacidad inhibidora de Trichoderma ante
este fitopatdgeno evaluado en numerosos cultivos tales como el garbanzo, la alubia, el hibisco (Dubey
y Suresh, 2006; Fakhrunnisa et al., 2006; Maciel et al., 2014; Sdnchez-Garcia et al., 2017; Zehra et al.,
2017; Michel-Aceves et al., 2019; Tamandegani et al., 2020). El grado de inhibicidon varié de unas
especies del antagonista a otras, e incluso se encontraron diferencias significativas en aislados de la
misma especie, como ocurrié con T spirale (T314 y T319) y T. rossicum (T316 y T328), esto se podria
atribuir a la selectividad de Trichoderma en la produccidon de enzimas y sustancias antibidticas y
antifungicas (De Souza Ramos et al., 2008; Gonzalez et al., 2011; Hermosa et al., 2012). El aislado que
obtuvo el porcentaje de inhibicion de F. oxysporum mas bajo fue T. rossicum (T328) creciendo
practicamente en igual proporcién que el patégeno como en el estudio realizado por Tamandegani
et al. (2020) en el que el antagonista tuvo menor efecto inhibidor en patdgenos transmitidos por el
suelo como F. oxysporum. T. hamatum (T311 y T324) y T. gamsii (T327) presentaron un gran efecto
inhibidor sobre el patégeno reduciendo considerablemente el diametro de la colonia destacando sobre
el resto de aislados. Este resultado coincide con los resultados obtenidos en otro estudio en el que T.

hamatum mostré inhibicion en el crecimiento de F. oxysporum con un porcentaje incluso mas elevado
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que en el presente estudio siendo este de un 79,97 % (Fakhrunnisa et al., 2006) La produccidn de
enzimas y metabolitos de Trichoderma en el cultivo dual podria ser la responsable de la formacidon de
una zona de inhibicidn en el contacto entre este y el patdgeno (Zehra et al., 2017). Se ha encontrado
en diversos estudios que T. harzianum fue la especie que presentd mejores aptitudes para la inhibicidn
del crecimiento de F. oxysporum (Dubey y Suresh, 2006; Fakhrunnisa et al., 2006; Zehra et al., 2017).
Sin embargo, los resultados obtenidos de este estudio ponen de manifiesto que esta especie de
Trichoderma presentd el tercer porcentaje mads bajo de inhibicion de las especies estudiadas. Si bien
es cierto que, aunque esta especie no ha sido la mejor de las estudiadas, la capacidad de inhibicién
sobre el patégeno fue considerablemente buena, colonizando este gran parte del medio de cultivo e

impidiendo el desarrollo del patégeno.

En el caso de F. sambucinum, la mayoria de los aislados de Trichoderma consiguieron controlar
el crecimiento en cultivo dual. Se aprecié un importante desarrollo de T. hamatum (T311), T. spirali
(T314) y T. gamsii (T327) que fueron capaces de crecer sobre el patégeno frenando el desarrollo del
mismo. Cabe destacar también la buena aptitud de T. hamatum (T324) y T. harzianum (T329) en el
control de F. sambucinum. Ocurrié que al igual que con F. oxysporum, T. rossicum (T328) fue el
aislamiento con menor potencial de control sobre el patdgeno. En estudios realizados por Aydin (2018)
las cepas mas eficientes para el control de este patdgeno fueron T. atroviride, T. gamsii, T. hamatumy
T. viride que crecieron sobre el patégeno, inhibiendo la colonia. Algunos aislamientos de Trichoderma
de este estudio demostraron capacidades de hiperparasitismo fuertes o muy fuertes, cubriendo
completamente al patégeno. T. hamatum y T. gamsii fueron los mas rapidos y efectivos en el control
del patdégeno, provocado por el micoparasitismo y a la produccién de enzimas y antibiéticos (Maciel
et al., 2014; Aydin, 2018). En estudios realizados con Trichoderma spp. y Bacillus subtilis para el control
de F. sambucinum mediante confrontacion directa fueron efectivos en la inhibicidn del crecimiento del
patdgeno, aunque en el caso de Trichoderma spp fue mayor y en el caso de B. subtilis el patégeno
crecid hasta acercarse al agente donde se produjo una interrupcién del crecimiento, presentandose

un halo de inhibicidon entre ambos hongos (Maciel et al., 2014).

En el caso de otra especie de Fusarium, todas las cepas de Trichoderma redujeron
considerablemente el crecimiento de F. culmorum en el ensayo de confrontacién directa, inhibiendo
el crecimiento micelial y reduciendo el diametro de la colonia o bien presentando una zona de
inhibicién entre ambos hongos por el antagonista (Blaszczyk et al., 2017; Tamandegani et al., 2020).
En las tres especies de Fusarium analizadas en este estudio, fue F. culmorum donde se obtuvieron
porcentajes de inhibicién mas elevados. Cabe destacar que el aislado de Trichoderma que obtuvo el
porcentaje mas bajo en los otros aislados del patdgeno, fue significativamente superior a los mas bajos

obtenidos en los otros dos cultivos duales, siendo 35,94 % presentado por T. rossicum (T316). Los
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aislados de T. hamatum (T311 y T324) fueron los que mejores aptitudes demostraron en el control in
vitro de F. culmorum, como en el estudio realizado por Blaszczyk et al. (2017) que fueron las especies
T. viride, T. harzianum y T. hamatum las que mejor controlaron al patégeno. Si bien es cierto que

Trichoderma presentd valores mas bajos de inhibicion en especies del patdgeno transmitidas por el

suelo como F. culmorum (Tamandegani et al., 2020).

Como ya se menciond anteriormente, los porcentajes de inhibicion mas elevados en este
ensayo se obtuvieron con F. culmorum presentando valores medios de todos los aislados de
Trichoderma aproximadamente del 54 % frente al 32 % de F. sambucinum y el 33 % de F. oxysporum.
Casualmente F. culmorum fue la especie mas virulenta de las estudiadas, por lo que los altos
porcentajes de inhibicién frente a los de otras especies de Fusarium podrian deberse a que la actividad
antagonista in vitro de Trichoderma puede estar determinada por las diferentes interacciones
antagonista-patdgeno que serian Unicas y especificas para cada cepa y que también podrian estar

condicionadas por las condiciones experimentales (Blaszczyk et al., 2017).

Enzimas, metabolitos y proteinas producidas por Trichoderma en el medio de cultivo inhiben
el crecimiento de hongos fitopatdgenos, es por ello que se utilizé el ensayo de membranas para evaluar
la capacidad antifungica de los diferentes aislados de Trichoderma (Elad et al., 1982; Elad, 2000; Mayo-
Prieto et al., 2020).

En el ensayo de membranas realizado se demostré que la mayoria de los aislados de
Trichoderma consiguieron inhibir el crecimiento del patdgeno. Se apreciaron diferencias en la
inhibicidn entre las distintas especies Trichoderma e incluso entre cepas de la misma especie, asi como
entre las diferentes especies de Fusarium. Esto se puede deber a la capacidad de las distintas especies
de Trichoderma de producir enzimas, antibidticos y otros compuestos volatiles sobre la membrana y
también de la susceptibilidad del patdégeno (Quiroz-Sarmiento et al.,, 2008; Diaz etal., 2013).
Observando la inhibiciéon del patdégeno y que las membranas de celofan junto con los discos de
Trichoderma fueron retiradas a las 48 horas de su cultivo, se pone de manifiesto la rapidez de
desarrollo de Trichoderma spp. y su capacidad de producir metabolitos antifingicos en un corto
periodo de tiempo. Esta caracteristica ya fue descrita por Diaz et al. (2012) que observé la produccién
de metabolitos con efectividad inhibitoria del patégeno a los 3 dias de cultivo. Las caracteristicas de
los metabolitos producidos por Trichoderma dependen de la edad de la colonia, produciéndose un
pico a los 7-10 dias (Kundu et al., 2008; Diaz et al., 2013). Por lo que como ya apunté Diaz et al. (2012)
se podria aumentar la inhibicion del crecimiento del patégeno aumentando el tiempo de cultivo de
Trichoderma sobre la membrana de celofan. En los ensayos de membranas realizados en este trabajo,
T. gamsii (T327) fue el aislado que produjo mejores efectos inhibidores frente a las tres especies de

Fusarium estudiadas. En ensayos realizados por Alvarez-Garcia et al. (2020) y Mayo-Prieto et al. (2020),
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los metabolitos producidos por T. gamsii controlaron el desarrollo de Rhizoctonia solani y de F.
oxysporum. También coincide con lo obtenido por Anees et al. (2010), donde en los ensayos de
membrana con T. gamsii, las que inhibieron el crecimiento de R. solani en mas de un 50 % vy
representando la mayor inhibicién producida. En el ensayo de membranas realizado Mayo et al. (2015)
T. gamsii fue el segundo aislado de Trichoderma que mejor consiguid inhibir el crecimiento de R. solani.
Segln Anees et al. (2010) esta cepa de Trichoderma es un buen productor de metabolitos solubles en
agua que inhiben el crecimiento del patdégeno y ademas de estar relacionada con la induccién de la

resistencia a la enfermedad en las plantas.

En el caso de F. oxysporum, los aislados de Trichoderma que demostraron una mayor actividad
inhibidora del patdgeno fueron T. virens (T312 y T317) y T. brevicompactum (T323).En otros trabajos
se demostré la capacidad inhibidora in vitro de estas especies frente a Fusarium y otros patégenos
como R. solani, B. cinerea, S. sclerotiorum, etc (Campelo et al., 2010; Mayo, 2010; Mayo-Prieto et al.,
2020). En el caso de F. sambucinum se alcanzaron los mayores porcentajes de inhibicidn, superiores al
70 % alcanzado por T. gamsii (T327). Este patégeno tuvo dificultades para desarrollarse llegando
incluso a no crecer nada en algunas repeticiones. Y por ultimo, en el control de F. culmorum, los
mayores porcentajes de inhibicidn se alcanzaron por T. hamatum (T311y T324), T. gamsii (T327) y T.
brevicompactum (T323). Por el contrario, los peores porcentajes de inhibicién de Fusarium fueron
alcanzados por T. rossicum (T316 y T328) y T. harzianum (T329), incluyéndose T. spirale (T319) en el
caso de F. culmorum. T. harzianum es una especie con alta capacidades de inhibicién en otros ensayos
realizados por otros autores, lo que contrasta con los resultados obtenidos en este estudio, en el que
este aislado es uno de los que menos controla al patégeno llegando incluso a no tener efecto inhibidor
frente a F. culmorum (Ruano-Rosa et al., 2010; Diaz et al., 2013; Sanchez-Garcia et al., 2017; Alvarez-
Garcia et al., 2020). El patégeno F. culmorum presenté un fuerte crecimiento en las placas en las que
se sembrd T. rossicum (T328), T. harzianum (T329) y T. spirale (T319), donde se dieron porcentajes de
inhibicién de 0 % y donde el patdégeno ocupd toda la placa. Esto pone de manifiesto que los metabolitos
producidos por estos aislados no tuvieron ningun efecto inhibidor frente a este patégeno y por lo tanto

no serian opcion para el control biolégico del mismo.

Es posible que otras cepas de Trichoderma no incluidas en este estudio pudieran ser efectivas
en el control de F. culmorum, F. oxysporum y F. sambucinum, asi como en estudios como el realizado
por Sanchez-Garcia et al. (2017) donde comprobaron que T. asperellum inhibié el crecimiento de F.
solani y en otro estudio realizado por Diaz et al. (2012) donde T. atroviride tuvo efecto inhibidor

significativo contra Fusarium.

Las diferencias obtenidas entre los diferentes ensayos realizados se pueden deber a aspectos

esenciales como el crecimiento, la esporulacién y otros factores especificos como el biocontrol,
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determinados por la variabilidad de genotipos empleados que conlleva diferentes modos de accién de
las cepas evaluadas. La falta de contacto entre el patégeno y el antagonista que reduce la estimulacidn

de la actividad de control, puede ser responsable de las diferencias de inhibicidn de los antagonistas

entre el cultivo dual y el cultivo de membranas (Ruano-Rosa et al., 2010).

Se observd que ciertas cepas de Trichoderma tuvieron mayor esporulacién que otras. Una alta
esporulacion seria indicativo de la alta capacidad productiva que se traduciria en una alta colonizacién

del cultivo y por lo tanto un buen control del patégeno (Benitez et al., 2004; Ruano-Rosa et al., 2010).

Los ensayos realizados constituyen sélo un estudio preliminar, siendo necesario testarlos en
condiciones de invernadero y en campo para la seleccién de aislados de Trichoderma que contribuyan

al control de Fusarium spp en el cultivo del ldpulo.
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6. CONCLUSIONES

Los aislados autdctonos de Trichoderma inhiben el crecimiento de Fusarium spp.

T. gamsii (T327) es el aislado que mejores efectos inhibidores presenta tanto por el efecto de

sus metabolitos como por su competicidn directa frente a los aislamientos de Fusarium evaluados.

T. hamatum (T311 y T324) muestra buena capacidad de control, siendo capaz de sobrecrecer

al patdgeno cuando se enfrentan en competicién directa.

T rossicum (T316 y T328) y T harzianum (T329) presentan en general bajos porcentajes de
inhibicion.

F. culmorum es el patégeno con mayor velocidad de crecimiento que sélo es inhibido en

competicion directa con Trichoderma.

F. sambucinum es el patégeno mas controlado por el efecto de los metabolitos secretados por

Trichoderma siendo eficiente su control sin necesidad de la presencia del agente de biocontrol.

En cuanto a F. oxysporum, sin obtener los mejores porcentajes de inhibicién en los ensayos
realizados, Trichoderma fue capaz de inhibir su crecimiento con valores éptimos para un correcto

control biolégico.
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