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csumen

El lapulo es una planta perenne de gran interés en la industria cervecera que se ve
seriamente afectada por oidio (Podosphaera macularis) y Fusarium spp. En los ultimos
anos se han retirado muchas materias activas del Registro de Productos fitosanitarios. Su
retirada afecta a la sanidad del cultivo y a su rendimiento econémico.

La presente tesis tiene como objetivos mejorar la sostenibilidad del cultivo del la-
pulo con aplicaciones que mejoren sanidad y fomenten la bioeconomia circular.

Se han ensayado los principales tratamientos para el control de oidio disponibles
en el mercado. Los tratamientos de residuo cero y de control biologico han sido capaces
de controlar el desarrollo de la enfermedad en hoja. Los tratamientos con hidrogenocar-
bonato de potasio, azufre y el agente de biocontrol Bacillus amylohiquefaciens han contro-
lado la enfermedad en hoja al nivel de tratamientos convencionales con productos de sin-
tesis quimica. El uso de la nanotecnologia ha conseguido controlar la enfermedad con una
reduccion del 30% de la dosis comercial del producto fitosanitario de sintesis quimica.
Estos resultados ofrecen una perspectiva positiva para desarrollar un sistema de control
sostenible de la enfermedad en condiciones de campo.

Se ha explorado la presencia de agentes autoctonos de biocontrol en parcelas de
lupulo. Se han evaluado once aislamientos autoctonos de 7richoderma en ensayos in vitro,
de confrontacion directa y de membrana, para evaluar su capacidad de antagonismo frente
a Fusarium spp. v en ensayos en planta para evaluar la promocion de crecimiento. Los
aislamientos de 7. hamatum 'T311 y 1324, T, virens T312 v T gamnsii 'T327 han mostrado
un control efectivo de los aislamientos de Fusarium evaluados y junto con 7. rossicum
1328 v 1. harzianum T329 han promovido el desarrollo de plantulas de lupulo.

Los residuos de cosecha del lipulo suponen hasta un 70% en peso de la produccion
total. Se han evaluado distintos residuos de este cultivo como moculantes para el desarrollo
de agentes de control bioldgico en recubrimiento de semilla. El uso de polvo de residuos
de cono ha favorecido el desarrollo del agente de biocontrol 7. harzianum T019 y el por-
centaje de germinacién y biomasa de las semillas evaluadas. Kl uso de este inoculante ha
servido para revalorizar los residuos del lupulo fomentando asi la bioeconomia circular del
cultivo.

Con esta tesis doctoral se inician dos lineas de trabajo, la exploracion de tratamien-
tos alternativos para el control de oidio y fusariosis, y la revalorizacion de residuos como
soporte de microrganismos para el control biologico.
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Abstract

Hops are a perennial plant of great interest in the brewing industry that 1s seriously
affected by powdery mildew (Podosphaera macularis) and Fusarium spp. Many active in-
gredients have been withdrawn from the Registry of phytosanitary products in the last few
years. Their withdrawal has a detrimental effect on the health and economic performance
of the crop.

The objective of this thesis 1s to improve the sustainability of hop cultivation with
applications that enhance crop health and promote the circular bioeconomy.

The main powdery mildew control treatments available on the market have been
tested. Zero residue and biological control treatments prevented the development of the
disease on leaves. Treatments with potassium hydrogen carbonate, sulfur, and the biocon-
trol agent Bacillus amyloliquefaciens controlled the leaf disease incidence similarly to con-
ventional products with chemical synthesis products. The use of nanotechnology managed
the disease with a 30% reduction in the commercial dose of the chemically synthesized
phytosanitary product. These results provide a positive perspective for developing a sus-
tainable alternative to control the disease under field conditions.

Hop fields were explored for the presence of autochthonous biocontrol agents.
Eleven autochthonous 1solates of 7richoderma were evaluated n vitro by direct confronta-
tion and membrane assays to assess their antagonism capacity against Fusarium spp. and
plant trials to evaluate growth promotion. The isolates of 7. hamatum T311 and T324, 7.
virens 1312, and 7. gamsi 'T327 showed effective control of the Fusarium isolates evalu-
ated and, together with 77 rossicum 1328 and 1. harzianum 'T329, promoted hop plantlet
growth.

Hop harvest residues account for up to 70% of total production. Different residues
were tested as inoculants for the development of biological control agents in seed coating.
Cone residue powder favored the development of the biocontrol agent 7. harzianum T019
and mcreased the percentage of germination and biomass of the evaluated seeds. The ap-
plication of this inoculant promotes the circular bioeconomy of the crop, revaluing its resi-
dues.

With this doctoral thesis, there are two lines of work begging: the exploration of
alternative treatments for the control of powdery mildew and fusariosis, and the revaluation
of residues that support microorganisms' development for biological control.
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ntroduccion

Lapulo (Humulus lupulus L.)

Origen y aprovechamientos

El lapulo (Humulus lupulus 1..) es una planta trepadora de la familia Cannabaceae
que se cultiva a nivel mundial por su produccion de compuestos quimicos con un interés
en las industrias cervecera y farmacéutica principalmente.

H. lupulus es nativo de Europa, Norteamérica y Asia y, en la actualidad, se cultiva
de forma habitual entre las latitudes 35° y 552 de ambos hemisferios. La domesticacion de
la planta se cita solo en el hemisferio norte (Murakami et al., 2006). Hasta el siglo IX, el
lupulo, y en particular los conos, se usaba como planta medicinal. Si se utilizaba para la
elaboracion de bebidas, su uso no estaba tan demandado como para cultivarlo y solo se
empleaba el que crecia de forma salvaje. Durante la Edad Media, la utilizacion del lapulo
en la cerveza comenzoé a popularizarse, expandiéndose en el siglo XVI en Inglaterra, Amé-
rica del Norte (siglo XVII) y en el hemisferio Sur, en Australia y Nueva Zelanda (siglo
XVIII). A mediados del siglo XIX, los alemanes mtrodujeron el cultivo de variedades eu-
ropeas de H. lupulus en regiones de China, Japon o Corea, desplazando a las variedades
Japonesas (Delyser and Kasper, 1994).

El Iipulo se empleaba para proteger las levaduras del pan y evitar que fuesen con-
taminadas por bacterias. Con ese mismo fin se introdujo en la elaboracion de la cerveza,
para preservar el producto, incluso en algunas elaboraciones especiales se introducia doble
cantidad de lapulo para proteger el producto durante viajes largos a la India, como es el
caso del tipo de cerveza “Indian Pale Ale” (Cornell, 2010). Actualmente se investiga la
realidad antimicrobiana del Iipulo para otras aplicaciones mas alla de la cervecera.

Se ha observado que los extractos de lupulo derivados de las glandulas de lupulina
tienen efectos antibioticos hacia las bacterias Gram-positivas pero no contra las Gram-ne-
gativas. Los -dcidos se utilizan en la industria azucarera o en la elaboracion de etanol para
controlar las fermentaciones alcoholicas (Pollach er al., 2002; Leite er al, 2013). En la 1n-
dustria farmacéutica, los B-acidos han demostrado ser efectivos para controlar Helicobacter
pviorr Marshall et al. 1985) Goodwin et al. 1989 (Cermdk er al., 2015) v los a- y B-dcidos
para controlar la enfermedad fungica de pie de atleta (Langezaal et al, 1992) o infecciones
bacterianas que causan acné y neurodermatitis (Biendl, 2009; Weber ef al., 2019).

En el siglo XVII se cita que las virtudes del lupulo se manifiestan en las cervezas
que lo incluyen frente a las que no lo llevan, éste hace que la bebida ayude a mantener el
cuerpo sano y no solo quitar la sed (Neve, 1991). De los compuestos que se han identifi-
cado se habla del Xanthohumol, del que se citan beneficios potenciales contra el cincer,
diabetes, hepatitis C o malaria (Biendl, 2009). Actualmente, en la industria farmacéutica el
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extracto seco de lapulo se utiliza en combinacion con valeriana para la produccion de far-
macos del grupo hipnoticos y sedantes, recomendados para combatir sintomas de estrés
mental y combatir problemas ocasionales del sueiio (Vidal Vademecum Spain, 2023). Se
dice que el lapulo puede tener influencia sobre la melatonina y la valeriana sobre la ade-
nosina y que su combinacion influye en los problemas de insomnio (Biendl, 2009).

Actualmente, aunque sus usos se estin diversificando, el mayor porcentaje de la-
pulo comercializado se hace para las industrias cerveceras pues, a partir de 1516 con la Ley
de Pureza (Remhertsgebol, se establece que la cerveza solo se puede elaborar con tres
ingredientes, agua, cebada malteada y Idpulo, aunque hoy en dia, este ingrediente no se
utiliza con la finalidad de preservante, sino que estd principalmente ligado al amargor y
aroma que le aportan sus resinas y aceites esenciales.

Producciones e importancia

Segan la altima reunion del comité econémico de IHGC (International Hop Gro-
wers ~ Convention) el 4 de noviembre de 2022 (IHGC, 2022), durante la campania del 2021
se cosecharon 60.466 ha de lapulo con una produccion total de 129.779 t de conos secos.
El comité establece ademas una distincién entre variedades amargas y aromaticas. En el
2021 se destind cast un 70% de la superficie de lupulo a cultivar variedades aromaticas y
mas de un 309% a las variedades amargas. Estiman que, en los ultimos 10 anos, la superficie
destinada a variedades aromaticas ha aumentado en 17.270 ha mientras que la superficie
destinada a variedades amargas se ha reducido en 1.959 ha.

En cuanto a la distribucion por paises, en la Figura 1se muestran los diez principales
paises productores mundiales de lapulo de 2021 segiin IHGC y el porcentaje correspon-
diente a variedades aromaticas y amargas dentro de cada pais. EE. UU. y Alemania son los
mayores productores con mas de un 77% de la produccion mundial. ElI 70% de la

Produccion (kg)
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China
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Nueva Zelanda ° 80% |1} 20% °©
. Vaned,afles o Variedades
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Figura 1 Produccién de lapulo seco de los diez paises con mayor produccion a nivel mundial y el porcentaje
de las variedades aromaticas y amargas en cada pais. Datos de IHGC (2022). Figura de elaboraciéon propia.
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produccion de EE. UU. se concentra en el estado de Washington en el noroeste del pais
en el valle de Yakima. En Alemania, el 83% de la superficie se concentra en la region de
Hallertau en Baviera. Segiin IHGC, en 2021 Espana era el 9° pais del mundo en produc-
c16n de lapulo con 960 t.

Segun la base de datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimen-
tacion y la Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations) (FAQO,
2021) se han localizado algunos errores en la informacién que proporciona. La FAO des-
taca a Etiopia como uno de los paises con mayor produccion de lupulo, al nivel de EE.
UU. y Alemania. Segun la bibliografia consultada (Berhanu, 2014; Zewdu and Tsehai,
2023), este error puede deberse a la nomenclatura que se da en Etiopia a la planta. En
Etiopia, “hops” o lupulo lo utilizan como nombre comin para la especie arbustiva
Rhamnus prinoides. Aqui, esta planta se utiliza de forma similar al lapulo (H. lupulus) en
la elaboracion de la cerveza (Berhanu, 2014), de ahi que compartan el nombre comin y
haya podido servir como error en la base de datos. Otras diferencias en los datos de esta
base de datos son debidas a la falta de informacion por parte del pais. La FAO, dentro de
los paises con mayor producciéon de lapulo, posiciona a la Republica Popular Democritica
de Corea, aunque por latitud es posible que tenga produccion de lupulo, tras una revision
de la informacion en la web y bases de datos no se ha encontrado informacion oficial que
corrobore dicha estimacion a tan alta produccion. La base de datos también estima que
Albania es un pais con mayores producciones que Espana, Reino Unido, Australia o Nueva
Zelanda, pero no hay informacion oficial que pueda corroborarlo, todo lo contrario, ya
que se considera que la produccion en este pais es minoritaria en comparacioén con los
productores medios. Por otro lado, hay paises que si que estan cultivando lapulo, pero no
se encuentran recogidos en la base de datos de la FAO. Es el caso de Canada, Chile, Bul-
garia o Brasil, que, aunque todavia a niveles muy por debajo de los medianos productores,
si hay datos de su produccion tanto en las webs gubernamentales como en la base de datos

de IHGC.

Segun la informacion del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion de Es-
pana (MAPA, 2021) en 2020 se produjeron 1.024 t de lupulo seco, ocupando el 9° puesto
de produccion mundial segin IHGC. En 2020, El 90% de la produccion del lupulo de
Espana se encontraba en la provincia de Leon con 921 t. En esta provincia tradicionalmente
se ha cultivado la mayor proporcion de lapulo. Hace 20 aios, en el 2003 se produjeron
1.312 t de lapulo seco en Espariia, de los cuales 1.305 t (999%) se produjeron en Leény 7 t
en La Rioja. En 2013, en Espana se produjeron 868 t, de las cuales 849 t (98%) se produ-
jeron en Leon, 3 t en Palencia, 12 t en La Rioja y 4 t en Navarra. En 2014 se introdujo el
cultivo en Lérida, pero Ledn seguia produciendo el 98% del lapulo nacional. En 2018,
hace 5 anos, el cultivo en Cataluia tenia mas presencia, produciendo 36 t (49%) de las 915
t nacionales y Leon paso a producir el 95% (865 t). En los altimos datos estadisticos publi-
cados hasta el momento la produccién nacional de lupulo sigue estando mayoritariamente
en Leon, en un 90%, pero hay mas provincias que se suman a la produccion de este cultivo.
Se representa en la Figura 2 la distribucion por provincias. Las grandes cerveceras favore-
cen el cultivo de lupulo de proximidad, Estrella de Levante en la region de Murcia y Estrella
de Galicia en la region de La Coruna.
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Figura 2 Distribucion de la produccion de lupulo en Espana en 2020 segtn los datos
estadisticos del MAPA (2021). Figura de claboracion propia.

Fl lupulo en Espana principalmente se comercializa a través de la empresa Hops-
temer. Se estima que en torno a un 10% del lupulo que se produce en Leon no lo hace por
esa via (mayormente las variedades distintas a Nugget). Segin los datos de un centro certi-
ficador que controla la emision de certificados de gran parte de lupulo que se comercializa
por otras vias, en 2022 se cosecharon en Leon 10 variedades distintas de Nugget. Del la-
pulo certificado en la campana de 2022, el 80% pertenecia a la variedad Nugget y del 20%
restante, las variedades mayoritarias eran Cascade (449%), Chinook (119) y Columbus (35%)
(Figura 3) (Datos no publicados).

Millenium 4,5%

Magnum 4,2%

Willamette

. | Aquila

'~ Golden Lion 1,3%
13
Centennial

Figura 3 Diversidad de variedades cultivadas en Leon. Datos del centro certificador 06. Figura de elaboracion
propia.

Segun el informe de IHGC 2022 (IHGC, 2022) el 99% de la produccion de lupulo
de Espana se hace de variedades amargas mientras que solo el 19% corresponde a variedades
aromaticas.
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Taxonomia y Morfologia

Kl género Hurmulus pertenece a la familia
Cannabaceae (Figura 4), en la que se pueden en-
contrar otros géneros como Cannabis, con espe-
cies de importancia comercial como Cannabis sa-
tiva L. Y dentro del orden Urticales, en la que se
encuentran especies como la ortiga, Urtica dioica
L. (Neve, 1991).

La planta del lapulo es dioica, perenne y
trepadora. Las plantas que se cultivan para su
aprovechamiento econémico son las plantas con
flores femeninas, ya que las masculinas quedan
reservadas para usar en metodologias de mejora-
miento genético y obtencion de nuevas varieda-

des.

Figura 4 Taxonomia de Humulus lupulus L. Fi-
gura de elaboracion propia.

Su aptitud trepadora la consigue con una superficie recubierta de tricomas simples
y bifurcados (Small, 1978; Catalan, 2006) que hace las funciones de velcro y sujecion. El
tallo gira en sentido de las agujas del reloj (Figura 5) en torno a elementos verticales para
desarrollarse en altura (Neve, 1991). La disposicion de las hojas suele ser pareada. Son de
borde aserrado y forma cordada con 1, 3 o 5 lobulos (Figura 5). El haz escabrida presenta
tricomas cristoliticos (Catalan, 2006). Las flores femeninas se disponen en inflorescencia
por pares alrededor del eje principal denominado raquis. En cada nudo se dispone una
flor protegida por dos bractéolas y a su vez éstas por dos bracteas (Neve, 1991; Catalan,
2006). Esta disposicion hace que la forma de la flor tenga un aspecto de estrébilo o pina

Figura 5 Hojas de la planta de lapulo con (a) 1, (b) 3y (¢) 5 lobulos. (d) planta de Iapulo con aptitud trepadora
y giro a derechas. Seccion de la flor del lapulo en la que se observa (e)el raquis, (f) las glandulas de lupulina
y (g) la bractea con una semilla. Imdgenes propias.
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denominado cominmente cono. En la madurez, contiene numerosas glindulas de lupulina
que producen resinas y aceites esenciales de interés (Figura 5) (Neve, 1991).

Las sustancias que producen las flores femeninas de las plantas de lupulo se clasifi-
can en tres grupos: resinas, aceites esenciales y polifenoles. Dentro de las resinas se dife-
rencian dos tipos, las resinas blandas, generalmente de color amarillo y viscosas y las resinas
duras que suelen tener un color mas oscuro. Las resinas blandas se dividen en a-acidos
(humulonas) y B-acidos (lupulonas) y a su vez en sus isomeros. Estas resinas, y en particular
los a-acidos, constituyen el componente del lapulo que aporta amargor a la cerveza. En las
resinas duras se encuentran algunos polifenoles de interés en otras aplicaciones mas alla de
la industria cervecera, por ejemplo, el Xanthohumol, con posible actividad contra el cancer
o la diabetes (Biendl, 2009).

Los aceites esenciales que se producen en las glindulas de lupulina de los conos,
son la fraccién de aromas volatiles. Segun la composicion de la variedad, esta fraccion es la
que aporta aromas a la cerveza. Por tanto, la seleccion de variedades para el empleo en la
mdustria cervecera se ve influenciada por la composicion de resinas y aceites esenciales
para seleccionar variedades amargas o aromaticas, respectivamente. Dentro de las varieda-
des amargas se encuentran cultivares como Magnum, Herkules, Nugget, Millennium, Co-
lumbus. Dentro de las variedades aromaticas estan Perle, Tradition, Saaz y Cascade (Al-
maguer et al., 2014).

Cultivo del lapulo

El lapulo es una planta herbdcea perenne y dioica. Para su explotacion se requiere
hacer una planificacion exhaustiva, teniendo en cuenta que la plantacion no va a entrar en
plena producciéon hasta al menos 3 anos desde su implantacion. Esto requiere, por tanto,
prever qué variedades o ecotipos de lipulo van a ser de interés para la industria pasado ese
tiempo. La mversion que supone una plantaciéon nueva de lapulo es alta, primero por ese
retardo en la recuperacion de la inversion y, por otra parte, la instalacion de los elementos
necesarios para el correcto desarrollo en altura de una planta de esta envergadura.

Los paises con mayor produccion de lupulo se han decantado por instalaciones
permanentes de entutorado formadas por postes y alambres que permiten a la planta al-
canzar alturas de 6 m de altura. Se disponen postes de forma vertical a lo largo de la parcela
en los cuales se anclan alambres que unen los postes de forma horizontal tanto arriba como
al nivel del suelo. Cuando la planta brota en primavera se atan entre los alambres cuerdas
verticales u oblicuas segun la disposicion de la plantacion que sirven de guia a la planta
(Figura 6). La distancia entre lineas suele ser entre 3 m y 3,2 m y la distancia entre plantas
de 1,1 m a 1,5 m, con densidades de plantacion en torno a 2.200 plantas/ha (Magadan et
al., 2011).

El lapulo es una planta exigente en cuanto a humedad, requiere que, al menos,
haya precipitaciones, y, si el agua de lluvia no es suficiente, suplementarlo con agua de riego.
En sistemas de riego por goteo se recomiendan 250 1/m? durante la temporada de desarro-
llo (Magadan e al., 2011). En cuanto a temperaturas, este cultivo se desarrolla adecuada-
mente en climas templados, con temperaturas que oscilan entre 13-25°C. Si la temperatura
del aire supera los 30°C con baja humedad relativa durante periodos continuados puede
suponer un estrés para la planta (Donner er al., 2020).
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Una vez se hace la plantacion, se puede mantener por lo menos 15 anos, y en algu-
nos casos superar ese periodo (Magadan ef al., 2011). La parte aérea de la planta decae
cuando los dias comienzan a acortarse, pero el rizoma o sistema radicular permanece pe-
renne. A partir de marzo, cuando los dias empiezan a alargarse, de las yemas latentes del
tallo vegetativo enterrado bajo suelo comienzan a brotar nuevos tallos trepadores. Si sale
un mayor nimero de tallos trepadores que los deseados, se debe realizar una poda, selec-
cionando entre tres o cinco tallos por trepa. Trepa es la denominacion comin que recibe
el crecimiento conjunto de tallos trepadores que se enredan en torno a una cuerda guia.

"{/

‘igura 6 (a) Plantacion de lupulo al inicio de la temporada con disposicion de dos trepas por planta, en V.
Figura 6 (a) Plant le lapulo al le lat 1 1 le dos t lant V
(b) 6rganos florales de plantas femeninas. (¢) Cono o inflorescencia femenina, (d) planta femenina con los
conos formados. Imdgenes pronias.
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Segun el diseno de la plantacion se pueden dejar una, dos o tres trepas por planta.
En la labor de poda se aprovecha para conducir los tallos en las guias y que sigan su creci-
miento girando en sentido de las agujas del reloj, facultad que adquieren cuando la planta
ha desplegado el segundo par de hojas (Enz et al., 1998). Antes de comenzar el crecimiento
longitudinal pueden empezar a desarrollar los brotes laterales que desencadenan en tallos
de segundo orden. Cuando la planta ha adquirido la longitud del tallo principal total, apa-
recen los brotes con 6rganos florales (Figura 6). Con el paso del iempo, éstas van desarro-
llindose en mflorescencias y por fin en los conos. Una vez adquirido el tamano del cono,
éste debe madurar hasta que las cabezuelas estén cerradas y se desarrollen por completo
las caracteristicas organolépticas del mismo. El cono se considera maduro cuando la lupu-
lina adquiere un tono amarillento y se han desarrollado los aromas propios de la variedad.
Es, entonces, momento de cosechar el producto. En Espana suele hacerse durante la dltima
quincena de agosto y la primera de septiembre, segun la variedad.

Para la cosecha de lapulo se emplea una maquinaria denominada comunmente
peladora. Consiste en una maquina que, por medio de dientes metdlicos, bandejas inclina-
das y ventiladores, separa los conos de flor de las hojas y tallos de la planta (Magadan et al.,
2011). De la peladora se extraen en varias fracciones, por un lateral los conos, por otro las
hojas y las bracteas y bractéolas que se han desprendido de los conos con menor peso y
por otro las trepas deshojadas.

En campo el cono de lupulo se recoge con aproximadamente un 709 de humedad.
Para que el producto sea apto para la comercializacion, el cono debe reducir su contenido
en humedad por debajo de 12% (Diario Oficial de la Union Europea, 2006). Para ello se
emplean secaderos. Actualmente el lupulo se seca de forma indirecta, en un secadero pasa
aire caliente con velocidad a través de una masa de conos lo que hace que al paso de unas
horas esa masa reduzca su humedad a los valores deseados. El lipulo seco se prepara para
la venta bien en formato de flor o bien en pellet.

Plagas y enfermedades del lipulo

La planta del lupulo, como muchos otros cultivos, se ve afectado por la presencia
de microorganismos, artropodos, virus y viroides que pueden causar enfermedades o pla-
gas, desencadenando problemas en el cultivo ya sea por una limitacion del desarrollo o por
pérdidas en la produccion o valor comercial del producto cosechado.

Dentro de los artropodos que pueden ser plaga del lapulo destacan la araia roja,
el pulgon, y lepidopteros defoliadores. La arana roja comian (7etranychus urticae Koch) es
una plaga polifaga (Neve, 1991; Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023). En
el lupulo, se alimenta del contenido celular de las hojas y conos, haciendo que pierdan su
color verde caracteristico y en su lugar se observan zonas blanquecinas. Los sintomas, que
se agravan con temperaturas medias mas altas, provocan una reduccion de la tasa fotosin-
tética en las hojas y una reduccion del valor comercial de los conos. Para el control de esta
plaga se puede emplear fitoseidos como métodos de control biologico (Neve, 1991; Mahat-
fee et al, 2009; Woods et al., 2021; Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023).

El pulgon del lapulo (Phorodon humuli Schrank) es otra plaga de gran importancia
de este cultivo. Los adultos y las ninfas se alimentan del contenido celular de las hojas y
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conos, que hace que las hojas se vuelvan amarillentas o los conos adquieran tonalidades
marrones (Mahaffee ef al, 2009; Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023).
Otro de los sintomas comunes causados por la presencia de pulgones es la presencia de
melaza sobre las superficies de la planta que puede llegar a devaluar por completo el valor
comercial de los conos (Lorenzana et al., 2010). Los pulgones, a su vez, con su forma de
alimentacién pueden ser vectores transmisores de virus (Lorenzana de la Varga and Ro-

mero Cuadrado, 2023).

Dentro de los lepidopteros defoliadores hay dos grupos, Xyvlena exsoleta L. y Aglais
10 L.y Polygonia c-album L. En el caso de X. exsoleta, es una especie polifaga, de cardcter
secundario, que puede tener trascendencia en primavera cuando la planta no ha terminado
de desarrollar, ya que puede alimentarse de la guia impidiendo su desarrollo vertical (Lo-
renzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023). A. 10y P. c-album se alimentan de
lupulo y ortiga, aunque se pueden encontrar en otros cultivos. Se alimentan de las hojas
adultas dejando solo las nervaduras y rodeiandolas con nidos sedosos en la que se alberga
larvas, mudas y deyecciones. En algunas zonas puede desencadenar danos de gran impor-
tancia (Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023), aunque en la provincia de
Leodn no es resenable su incidencia.

Dentro de los nematodos, el mas importante que puede afectar al lapulo es Hete-
rodera humuli Filipjev, el nematodo del quiste del Iltpulo. La sintomatologia caracteristica
es una proliferacion de raices en la que se pueden encontrar los quistes (hembras muertas
con huevos en su interior). Todo ello supone una reduccién del vigor de las plantas ha-
ciendo que sean mas sensibles al estrés abidtico y que, por consecuencia, se reduzca la
produccion y valor comercial de los conos (Mahaffee er al., 2009; Lorenzana de la Varga
and Romero Cuadrado, 2023).

Las principales enfermedades fungicas en Itipulo son el mildiu, oidio, verticilosis y
fusariosis (Figura 7). El mildiu en lupulo esta causado por Pseudoperonospora humuli (Mi-
yabe & Takah.) G.W. Wilson. Es la enfermedad que mayor incidencia causa a nivel global
(Purayannur et al., 2021; Barth Haas, 2022). Puede afectar a cualquier parte de la planta,
siendo mas notorio en primavera, con el primer desarrollo de la planta, cuando se observa
un crecimiento reducido de los brotes con acortamiento de entrenudos y clorosis en las
hojas. La infeccion en tallos jovenes puede suponer la detencion del crecimiento. Cuando
la enfermedad estd avanzada hay riesgos de infeccion secundaria, observandose en las hojas
una masa de esporangios. Si la infeccion secundaria es sistémica se observan manchas an-
gulares de color verde palido en las hojas y los pedanculos con un aspecto aceitoso (Lo-
renzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023). La infeccion podria detener la forma-
ci6n de conos vy si es posterior decolorarlos, devaluando en producto (Purayannur e al.,

2021).

La verticilosis puede estar causada por Verticillium dahliae Kleb. o V. nonalfalfac
Inderbitzin, H.W. Platt, Bostock, R.M. Davis & K.V. Subbarao (antes V. albo-atrum). Es
una enfermedad vascular que penetra en la planta bien por las raices o a través de heridas,
bloqueando el movimiento de agua y nutrientes a través de la planta y produciendo toxinas.
Los sintomas que se observan van desde un decaimiento de la planta, colapso de los tallos
laterales, con hojas amarillentas hasta la necrosis en los nervios (Stajner et al., 2013; Kunej
et al., 2021; Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023). Puede darse la enfer-
medad con cepas de hongo letales o no letales. Con las tiltimas, la plantacién podria recu-
perarse la campana siguiente (Radisek et al., 2006).
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Figura 7 (a) Tetranychus urticae, (b) Phorodon humull, (¢c) Aglios 10, y los sintomas causados por (d) Pseu-
doperonospora humull, (€) Podosphaera macularisy (f) Fusarium spp. (a, b, f) Iméagenes de (Lorenzana de la
Varga and Romero Cuadrado, 2023) v (c, d, ¢) propias.
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Otra de las enfermedades con importancia agronomica es el oidio, causado por
Podosphaera macularis (Wallr.) U. Braun & S. Takam (antes Sphacrotheca macularis). El
sintoma principal es el desarrollo de colonias blanquecinas de micelio en las hojas y conos
(Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023). El mayor impacto de la enfermedad
aparece cuando el inoculo alcanza las inflorescencias, la formacion del cono se puede ver
afectada bien solo en una decoloracion o bien en una deformacion completa en los casos
mas graves, causando la pérdida de la produccion (Royle, 1978; Alejandra J. Porteous-
Alvarez et al., 2021).

En cuanto a la Fusariosis, distintas especies pueden causar la enfermedad en lupulo
con distintas sintomatologias, aunque lo mas habitual es encontrarse la enfermedad afec-
tando a la base de la planta (Neve, 1991). Por lo general, Fusarium es un hongo que afecta
al sistema radical y causa enfermedades vasculares. En lupulo, el hongo penetra en la planta
a través de heridas, comtnmente en el rizoma o tallos al nivel del suelo. Este coloniza los
haces vasculares en la base provocando un bloqueo en el transporte de nutrientes, por lo
que se observa un marchitamiento en la parte vegetativa y un engrosamiento del tallo por
encima del punto de infeccion debido a la acumulacion de nutrientes bloqueados. En el
punto de infeccion se produce un estrechamiento del tallo, esa diferencia de diametros,
con viento o accion mecanica, puede provocar que la trepa se rompa (Neve, 1991; Grynd-
ler et al., 2008). Si la infeccion es muy severa se puede observar micelio blanquecino-rosado
alrededor del tallo y coloraciones rojizas en los haces vasculares (Lorenzana de la Varga
and Romero Cuadrado, 2023). Si, por el contrario, el hongo afecta al cono, se observa una
necrosis en la punta que avanza hacia el raquis (Pethybridge er al, 2001; Bienapfl et al.,

2005).

En apartados posteriores se desarrollara con mas detenimiento la Fusariosis y el
Oidio, dos de las enfermedades con las que se ha trabajado en la elaboracion de esta tesis.

En cuanto a los virus que pueden afectar al lupulo algunos son sintomaticos y otros
aun de forma asintomatica pueden afectar al normal desarrollo y produccion de la planta.
Entre ellos se han descrito el Virus del mosaico del manzano (ApMV) (Pethybridge et al.,
2002). La infeccion por ApMYV suele producirse por medio de material vegetal y dentro de
la parcela por medios mecanicos. Si la infeccion es sintomadtica, pueden aparecer manchas
cloréticas anulares o lineas sinuosas en las hojas haciendo la forma de una hoja de roble
(Pethybridge et al., 2008). El Virus del mosaico de Arabis (ArMV) puede transmitirse por
el nemdatodo Xiphinema diversicaudatum Micoletzky. La infeccion por ArMV se puede
manifestar con distintas sintomatologias, en primavera, con los primeros brotes pudiendo
crecer con coloracion oscura, débiles y mds tardios, con entrenudos cortos y sin la habilidad
de trepar por la guia. En las hojas se pueden observar manchas translucidas o de coloracion
amarilla en las regiones internerviales por donde, conforme crece la hoja, se rompen o
clorosis con una deformacion de su desarrollo en las hojas basales (Pethybridge er al., 2008).
El Virus de los anillos necroticos de los Prunus (PNRSV) (Bock, 1966), y el Complejo
Carlavirus que incluye el Virus americano latente del lupulo (AHLYV), el Virus latente del
lapulo (HpLV) y el Virus del mosaico del lupulo (HpMV) (Postman et al, 2005;
Pethybridge et al., 2008). El Complejo Carlavirus puede transmitirse por el pulgon P, hu-
muli (Pethybridge et al., 2008). Suele ser asintomatico, pero se puede manifestar con una
decoloracion de las nerviaciones principales o moteado clorotico de las hojas y una curva-
c16n de los bordes. Las plantas infectadas suelen presentar un desarrollo mds enano, re-
ducciéon en la produccion de conos y con tendencia a desprenderse de la guia y caerse
(Thresh, 2006; Pethybridge et al., 2008).



En cuanto a viroides, se han citado el Viroide latente del lipulo (HLLVd), Viroide
del enanismo del lapulo (HSVd) y el Viroide de la corteza agrietada de los citricos
(CBCVd). Su propagacion suele ser por el material vegetal infectado y, posteriormente,
dentro de la parcela por transmision mecanica. La presencia de viroides puede presentar
sintomas como una reduccién del tamano y desarrollo de las plantas, clorosis o coloracion
anomala de las hojas y reduccion del tamano, cantidad y calidad de los conos (Pethybridge

et al., 2008).

Fusarium spp. en ldapulo

Kl género Fusarium se describio en el si-
glo XIX por Link (Figura 8), pero su incidencia
y danos se citan desde el siglo V a.C. (Schoental,
1994). Puede causar enfermedades tanto en hu-
manos, animales como en plantas bien por su
accion directa o por producir micotoxinas o me-
tabolitos secundarios toxicos. Muchas especies
de este género suponen un gran impacto como
agentes causales de enfermedades vegetales que
conducen a grandes pérdidas de produccion y
economicas. La mayor parte de las plantas cult-
vadas tienen, al menos, una enfermedad aso-
ciada a la presencia de Fusarium (Leshe and
Summerell, 2006). La sintomatologia asociada a su presencia puede ser muy variada, inclu-
yendo pudriciéon de raices, tallos, frutos y semillas, chancros, marchitamientos, o enferme-
dades foliares (Leslie and Summerell, 2006).

Figura 8 Taxonomia del género Fusarrum. Fi-
gura de elaboracion propia.

Los caracteres morfologicos de Fusarium spp. son una limitaciéon a la hora de su
1dentificaciéon, pues carece de muchos que se puedan usar para diferenciar las especies.
Generalmente se utiliza la forma de las macroconidias para su identificacion morfolédgica a
nivel de especie, pero son caracteres subjetivos que se pueden ver modificados bajo condi-
ciones ambientales diferentes. Con los avances en la filogenética, la 1dentificacion taxoné-
mica de las especies se puede hacer por técnicas moleculares. En la actualidad, para la
1dentificacién taxonoémica de Fusarrum spp. se suelen emplear secuencias genémicas de
los genes responsables de la B-tubulina (ub-2), del factor de elongacion 1-a (tef-1), de la
histona H3 o regiones codificadoras de RN A mitocondrial ribosomal. Aunque puede llegar
a ser un problema en la identificacién y taxonomia de algunos aislados, por lo general, en
muchas especies de importancia agronomica, la identificacion de aislados basado en carac-

teres morfologicos y alguna de las regiones genémicas puede ser suficiente (Leslie and
Summerell, 2006).

Fusarium es un hongo que habita naturalmente en muchos ambientes incluyendo
el suelo agricola o sus cultivos. En plantas enfermas se pueden encontrar distintos aislados
del mismo género actuando como fitopatogenos primarios o secundarios, o como saprofi-
tos o endofitos. Son hongos de reproduccion asexual y, en muchos casos, no se ha descrito
ningan teleomorfo.

Las especies dentro del género Fusarium que pueden afectar al lapulo son distintas
y estan citadas por varios autores, incluyendo a F. avenaceum, F. crookwellense, F. culmo-
rum, I oxysporum, F. proliferatum, F. sambucinum, F. verticilloides, (Pethybridge et al.,
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2001; Bienapfl et al., 2005; Levic et al., 2009; Pscheidt and Ocamb, 2021). En la elabora-
c16n de esta tesis se ha trabajado con tres de estas especies, F. culmorum, F. oxysporum'y
F. sambucinum. Se han aislado de parcelas y muestras vegetativas sintomaticas de lupulo
en la provincia de Leon.

F. culmorum (Wm.G. Sm.) Sacc. puede confundirse con F. sambucinum, puesto
que crece en regiones y cultivos similares, también se puede encontrar en cereales. No se
ha detectado teleomorfo, aunque se sospecha que pueda ser una especie heterotalica, para
completar la fase sexual necesita estar en contacto con una pareja compatible. Puede pro-
ducir micotoxinas como las moniliforminas, que son toxicas en animales, o bien tricotece-
nos y fusarina C, toxicos para los animales y las plantas. En su identificacion morfologica,
en medio de cultivo patata-dextrosa-agar (PDA) crece tinendo el medio de cultivo de rojo
y su desarrollo es naranja palido oscureciendo con su desarrollo. Produce abundantes ma-
croconidias con 3 o 4 septos y la forma caracteristica de medialuna siendo las células api-
cales redondeadas. En cambio, no se ha demostrado que produzca microconidias (Leslie
and Summerell, 2006). En Itpulo se cita como agente causal del chancro o marchitamiento

(Sabo et al., 2002).

F. oxysporum Schltdl. es la especie mas cosmopolita del género. En la mayoria de
los cultivos provoca una enfermedad vascular asociada a su presencia. La especie suele
subdividirse en formae speciales al ser agentes patogenos de un hospedador especifico. No
se ha descrito teleomorfo. Para su identificacion morfolédgica, en cultivo en medio PDA
desarrolla pigmentos violetas que colorean el medio. Produce abundantes microconidias,
y de forma menos abundante, macroconidias. F. oxysporum generalmente produce meta-
bolitos secundarios, aunque no estan descritos como micotoxinas. Dentro de la especie F.
oxysporum algunos aislados se han propuesto como agentes de control biologico ya que
pueden ser fitopatdogenos de plantas (Lobulu et al, 2021), componentes importantes de
suelos supresivos capaces de reducir o eliminar la enfermedad diana (Forsyth et al., 2006)
o inducir la resistencia sistémica en las plantas diana (Porteous-Alvarez et al., 2020). Se ha
aislado de Iupulo causando una sintomatologia de marchitamiento.

F. sambucinum Fuckel es una especie que pertenece al complejo de especies de
Fusarium sambucinum (Fusarium sambucinum species complex FSAMSC) que incluye
varias especies relacionadas biolégica y taxonémicamente, entre los que se encuentran £,
redolens o F. avenaceum. Se asocia con el teleomorfo Grbberella pulicaris (Fries) Saccardo
var. pulicaris. Puede ser huésped de distintas especies vegetales. Produce micotoxinas, en-
tre las que destaca la produccion de tricotecenos, fusarina C y dcido fusarico, toxico para
plantas y animales (Bacon ef al., 1996; Leslie and Summerell, 2006). En medio de cultivo
PDA crece de forma irregular con una pigmentacion del medio generalmente amarilla,
naranja o roja. Si la colonia crece de forma circular, podria indicar una degradacion del
aislado. Produce abundantes macroconidias con entre 3 y 5 septos con la forma caracteris-
tica de medialuna cuyas células apicales terminan en punta. La formacién de microconidias
es escasa (Leslie and Summerell, 2006). En lapulo, la presencia de F. sambucinum se aso-
cia a la enfermedad del chancro del Iupulo y la necrosis de la punta del cono (Bienapfl et

al., 2005).

Los efectos negativos de la produccion de micotoxinas por las especies de Fusarium
pueden suponer un problema no solo para el cultivo, sino también para la seguridad ali-
mentaria y humana. Al desarrollarse sobre la planta, el hongo puede producir micotoxinas
que pueden afectar a su desarrollo o almacenarse en el producto y trasmitirlo a eslabones



sigutentes. El consumo de cereales infectados con Fusarium ha desencadenado en enfer-
medades en animales de granja, atribuidas a las micotoxinas (Morgavi and Riley, 2007). En
muestras de lipulo se han identificado micotoxinas de Aspergillus spp., no se han realizado
analisis para evaluar la presencia de micotoxinas en conos producidas por Fusarium (Mor-

gavi and Riley, 2007).

Hasta el momento, la influencia y danos causados por Fusarium en lupulo se basan
en el impedimento del normal desarrollo de la planta o nfluencia sobre la cosecha. La
sintomatologia en lipulo causada por estas especies puede incluir chancro en el rizoma,
marchitamiento de la planta o necrosis en la punta del cono.

Bienapfl et al. (2005) demostraron, mediante los postulados de Koch, que F. sam-
bucinumy F. avenaceum causaban necrosis apical en los conos de lupulo. Pethybridge et
al. (2001) cita a F. crookwellense también como agente causal de la necrosis apical del cono.
En la punta del cono formado, se observan cambios de coloracion que pasan de verde a
colores marrones hasta que se necrosa. La enfermedad avanza de la punta hacia el interior
del cono. La necrosis se aprecia también en el raquis. Tiende a afectar mas en parcelas con
alta humedad o con exceso de riego, pero en general, la incidencia de esta enfermedad en
las parcelas cultivadas de Iipulo es baja. Por este motivo, se no se han desarrollado métodos
de control especificos para esta infeccion y se recomiendan métodos usados para el control

del chancro del lupulo (O “Neal er al., 201)5).

El chancro del Iupulo también esta asociado a F. sambucinum. La deteccion de esta
enfermedad suele ser tardia ya que la planta se marchita de forma stbita ya que sus danos
suelen estar asociados a enfermedades vasculares. Se ha identificado a F. sambucinum, F.
culmorum, F. oxysporum, F. proliferatumy F. meridionale como agentes causales del mar-
chitamiento o chancro del lupulo (Sabo er al., 2002; Pscheidt and Ocamb, 2021; Pinto et
al., 2022). El sintoma principal del chancro es un estrechamiento en el punto de union
entre el tallo y la corona del rizoma que causa en la parte superior inmediata un engrosa-
miento del tallo por la acumulacion de nutrientes. La enfermedad no se presenta de forma
homogénea en toda la parcela, ni todos los anos con la misma intensidad. Sin embargo,
suele estar asociada a periodos himedos o exceso de humedad. Se puede llegar a observar
micelio blanco-rosado sobre el tejido vegetativo al que esta afectando y en los haces vascu-
lares una coloracion rojiza. La incidencia de esta enfermedad en las plantaciones de lupulo
en general es baja, pero pueden surgir presiones mas altas si existe una combinacion de
factores, por ejemplo, con material infectado con viroides, HSVd (O "Neal et al., 2015). El
hongo esta presente en los suelos e infecta a las plantas por medio de heridas y aperturas
naturales al nivel del suelo(Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023).

Se recomienda adoptar una serie de medidas para reducir la propagacion de la
enfermedad en plantaciones de ltipulo, tales como minimizar las posibles heridas ocasio-
nadas durante las labores mecanicas y proteger la planta de roturas causadas por el viento,
ademas de utilizar material vegetal libre de viroides. En la actualidad, en Espana, el MAPA
solo permite la aplicacion de 77 asperellum T34 mediante “Uso menor autorizado por
procedimiento nacional”. Dicha autorizacion no garantiza la posible interaccion entre el
agente de biocontrol y la planta. Hasta la fecha no se ha trabajado previamente con la in-
teraccion entre 7richodermay H. lupulus, aunque s1 hay estudios previos que ofrecen re-
sultados positivos para el control de Fusarrum con Trichoderma en distintos cultivos (Blaya
et al., 2013; Martinez-Medina ef al., 2014; Blaszczyk et al., 2017, Alvarez-Garcia et al., 2020;
J1, Liu, eral., 2021; Mironenka er al., 2021).



Oidio (Podosphaera macularis) en lipulo

Podosphacra macularis (Wallr.) U.
Braun & S. Takam. (antes Sphaerotheca macu-
Jarzs (Wallr.) W.B. Cooke) es un hongo de la
famihia Erysiphaceae (Figura 9), en la que hay
diferentes géneros y especies que provocan las
enfermedades comunmente llamadas oidios
(Powdery mildew en inglés), enfermedad muy
comun en muchas plantas cultivadas. Todos
ellos presentan una sintomatologia similar, lo
que ha llevado a que se les denomine de una
forma comun. Producen micelio y conidios en
la superficie de las hojas que tienen un aspecto  Figura 9 Taxonomia de Podosphaera macularis.
de polvo blanco, de ahi su nombre en inglés Figura de claboracion propia.
powdery mildew. Son patogenos obligados, es
decir, que necesitan crecer sobre material vegetal vivo (Glawe, 2008).

La enfermedad por oidio, aunque de forma colectiva es muy comin en una amplha
variedad de plantas, las especies, de forma individual, suelen serlo de una unica especie
vegetal (Weldon et al,, 2021). Durante un tiempo se consideré que P. macularis podia
mvernar en material vegetal proximo a la parcela, pero se ha demostrado que es especifico
del género Humulus (Salmon, 1907; Blodgett, 1913). Weldon et al. (2020) determiné que
P. macularis, que afecta a H. lupulus también podia infectar a Cannabis spp. ambas de la
misma familia Cannabaceae.

De la biologia de este hongo se conocen la fase imperfecta o asexual y la fase per-
fecta o sexual. La reproduccion durante la fase asexual consiste en la produccion de coni-
dios en cadena con forma elipsoidal o cilindrica que se observan facilmente en las muestras
con sintomatologia de polvo blanco sobre el material vegetal. En la fase sexual, la repro-
duccion se lleva a cabo mediante la produccion de chasmotecios que se pueden observar
sobre el material infectado cuando se encuentran ya maduros con una coloracion oscura.
Son estructuras de resistencia que albergan en su interior las esporas sexuales o ascosporas
que pueden permanecer en el suelo durante periodos de tiempo largos sin necesidad de
estar ligado a material vivo (Weldon et al.,, 2021).

Con condiciones 6ptimas de humedad y temperatura y cuando la planta comienza
a estar activa, comienzan los primeros ciclos de infecciéon por oidio. Si se han formado en
la temporada anterior, con humedad 6ptima, los chasmotecios se engrosan hasta que ex-
pulsan las ascosporas y se depositan sobre la superficie de las hojas de H. lupulus. Si la
reproduccion es asexual, el hongo sobrevive el invierno en las yemas de los tallos enterra-
dos de la planta y al crecer ésta, el hongo se expande con ella. Los conidios de oidio no
pueden desplazarse largas distancias (2008). Segtin Periest (1962), el 90% de las ascosporas
de P. macularis expulsados por los chasmotecios viajaron 1,5 m desde la planta hospeda-
dora, las distancias mas largas podrian recorrerse con ayuda del viento. Al entrar en con-
tacto con la planta, las ascosporas o las conidias, segun la fase reproductiva, emiten el tubo
de germinacién que se alarga y penetra en las hojas. Una vez dentro de una célula superfi-
cial, este tubo se engrosa y forma lo que se denomina haustorio, que es una estructura en
forma de saco. Esta se engrosa dentro de la célula cumpliendo dos funciones, por un lado,
ejercer de ancla para sujetar al hongo a la superficie de la hoja y, por otro lado, absorber el
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contenido celular. El tubo de germinacion emite mas ramificaciones o micelio que cubren
la hoja tanto en superficie como en altura. Las hifas del micelio que crecen en altura co-
mienzan a formar septos, dividiendo la hifa en segmentos rectangulares que entre todos
ellos forman los conidioforos. Los segmentos exteriores van engrosando su pared y adqui-
riendo una forma mads redondeada hasta que consiguen desprenderse. Estas estructuras
son los conidios o esporas de la reproduccion asexual. Una vez se desprenden, éstas pue-
den viajar, con ayuda del viento, a infectar nuevos tejidos vegetales y repetir el ciclo de
infeccion (Blodgett, 1913). Es un microorganismo heterotilico por lo que para completar
la fase sexual necesita estar en contacto con una pareja compatible. Cuando el micelio de
dos individuos compatibles se superpone, cada uno de los individuos desarrolla estructuras
de reproduccion compatibles y se produce la fertilizacion (Weldon et al., 2021). Una capa
de micelio recubre el cuerpo formado en la reproducciéon sexual. Se forman dos capas de
células, la mterior se encarga de conformar las ascosporas y la exterior se engrosa para que,
al finalizar la maduracién, esta estructura, llamada chasmotecio, sea resistente al invierno
(Blodgett, 1913). Las dos parejas complementarias descritas hasta el momento son MAT'1-
1 y MATI1-2. En Reino Unido y Europa del Este se han encontrado los dos mating type,
mientras que en EE. UU. no se ha observado la fase perfecta del hongo (Weldon et al.,

2021).

La sintomatologia de esta enfermedad cubre con un micelio blanco la superficie de
la planta (Figura 10 Danos causados por Podosphaera macularis en (a) las hojas del lapulo,
(b) antes de que se forme la flor, (¢ y d) en los conos. () conos de Iipulo sanos y (f) conos
de lupulo infectados. Imdagenes propias.). Prefiere colonizar hojas jévenes, en las que la
superficie esta menos engrosada, por lo que los sintomas comienzan a verse primero en las
zonas mas bajas de la planta. En los puntos donde se ha desarrollado el micelio, conforme
pasa el iempo, éste deja unas manchas necrosadas (Blodgett, 1913; Lorenzana de la Varga
and Romero Cuadrado, 2023). Si el hongo coloniza las hojas, podria tener un efecto en la
tasa de fotosintesis, pero la colonizacion foliar no tiene un mmpacto sobre la produccion o
rendimiento. No obstante, la infecciéon de las hojas de forma severa puede ser un foco de
moéculo para las infecciones siguientes sobre conos teniendo un impacto importante sobre
la produccién y calidad de la cosecha (Block et al., 2021). La sintomatologia que se observa
en los conos colonizados puede variar en funcion de la presion de la enfermedad en la
parcela y el momento de colonizacion. Si la infeccion es tardia, cuando el cono ya esta
formado, la infeccion puede ser solo superficial, observandose un micelio blanco sobre la
superficie del cono sin que este pierda la forma o el color de las partes no afectadas. Por el
contrario, si la infeccion es temprana, antes de que se forme la flor, el cono se desarrolla
deformado y compacto y cambia su verde caracteristico por un marrén (Lorenzana de la
Varga and Romero Cuadrado, 2023). Al presentar esta sintomatologia, los conos pierden
todo su valor comercial (O “Neal ef al., 2015), pudiendo ser retirado el lote.

Hasta ahora, el control de esta enfermedad se ha llevado a cabo por medios quimi-
cos o culturales o usando material vegetal resistente. Dado que este cultivo se reproduce
vegetativamente y en una parcela hay una uniformidad genética, una presion de enferme-
dad intensa hace que la resistencia de la variedad no sea un caracter duradero. Se conocen
siete genes asociados a la resistencia al oidio del lapulo, Rb, R1-R6. En EE. UU., se observo
que los aislados de oidio que mas se 1dentificaban en las parcelas eran virulentos a las plan-
tas con los genes de resistencia Rb, R3 y RS (Block er al., 2021). Por ello, se comenzaron
a plantar variedades de Iipulo con genes de resistencia R6, lo que provocé la aparicion de
aislados virulentos sobre R6 denominados como V6.



Figura 10 Danos causados por Podosphaera macularis en (a) las hojas del Iapulo, (b) antes de que se forme
la flor, (¢ y d) en los conos. (e) conos de lupulo sanos y (f) conos de Iupulo infectados. Imdgenes propias.
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La susceptibilidad al oidio varia en funcién del cultivar de lupulo. Los aislados de
P. macularis son capaces de infectar cultivares con uno o mas genes de resistencia, pero
todavia no se ha identificado un aislado que sea virulento para todos los genes de resistencia
(Wolfenbarger et al., 2016). El cultivar de Nugget tiene resistencia R6 frente a oidio. Se
cree que ésta, asociada a R6, se debe mas a la ausencia de un gen de susceptibilidad que a
la presencia de un gen de resistencia (Henning ef al., 2011).

Otras formas de control de la enfermedad en las parcelas con incidencia de P. ma-
cularis se basan en el uso de practicas culturales o en la aplicacién de productos fitosanita-
r1o0s. Dentro de las medidas culturales se recomienda reducir el follaje basal de las plantas
una vez que éstas han alcanzado la mitad de su desarrollo en altura, controlar el riego y
fertilizacion, o podar al comienzo de la temporada para reducir el in6éculo de los primeros
brotes (O “Neal et al,, 2015; Lorenzana de la Varga and Romero Cuadrado, 2023). Entre
los productos fitosanitarios autorizados para la campana de 2023 en Espana se incluyen las
materias activas de azufre, aceite de naranja o Bacillus amyloliquefaciens (MAPA, 2023).
En los ultimos anos, se han retirado los productos de sintesis quimica con accién sobre el
hongo, por lo que es vital encontrar nuevas formas eficientes de controlar la enfermedad
con medios no daninos para el medio ambiente.

Agricultura sostenible

La agricultura sostenible es un sistema de produccién que garantiza la satisfaccion
de las necesidades presentes y futuras y, al mismo tiempo, la rentabilidad, salud ambiental
y equidad social (FAO, 2018). En la actualidad, hay diversos desatios que afectan a la pro-
duccion agricola y ganadera. Por un lado, el aumento de la poblacion mundial que se prevé
en los proximos anos, y, por otro, las consecuencias que el cambio climatico puede tener
en la alteracion de los ecosistemas tal cual se conocen ahora. En 1992, en la Cumbre para
la Tierra de las Naciones Unidas, se hacia mencion a la gestion sostenible de la Tierra, que
se define como “el uso de los recursos de la Tierra, incluyendo suelos, agua, animales y
plantas, para la produccion de bienes para cubrir las necesidades humanas que cambian,
mientras, simultineamente, se asegura el potencial productivo a largo plazo de estos recur-
sos y el mantenimiento de sus funciones medioambientales” (ONU, 1992; FAO, 2023).
En términos generales, entre los cinco principios fundamentales de sostenibilidad para la
alimentacion y la agricultura, la FAO defiende aumentar la productividad en los sistemas
de alimentacion y proteger e impulsar los recursos naturales (FAO, 2018).

La agricultura, actualmente se enfrenta a dos retos. Por una parte, debido al au-
mento de la poblacion mundial hay mas demanda de alimentos, pero la situacion de los
terrenos se esta degradando por un uso mapropiado como el monocultivo o el uso excesivo
de productos fitosanitarios. Esa degradacion de los suelos esta ligada a una menor disponi-
bilidad de nutrientes para las plantas. Por otra parte, la planta puede verse sometida a otros
tipos de estrés como bioticos y/o abidticos. En el caso del estrés bidtico, debido a un des-
equilibrio del suelo, en muchas ocasiones causada por la propia accion de la agricultura se
fomenta el desarrollo de microorganismos fitopatogenos que ifluyen en los cultivos. Hasta
ahora, la forma de controlar ese desequilibrio ha sido la aplicacion de productos fitosani-
tarios, pero esta soluciéon aun siendo efectiva y el método convencional, supone un pro-
blema medioambiental, su uso habitual contribuye a la contaminacion del suelo, agua y
aire, incluso afecta a la biodiversidad del ecosistema. En el caso del estrés abidtico, cada
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vez mas con el cambio climatico, los cultivos se enfrentan a situaciones distintas a las que
estan habituados, como situaciones de calor o frio extremos, sequia, y otras situaciones
como salinidad o contaminacion de suelos por metales pesados. Para enfrentarse a esos
cambios, hasta ahora, se ha aplicado la biotecnologia para desarrollar variedades con capa-
cidad de resistencia a distintas situaciones de estrés abiotico. Este enfoque tiene muchas
ventajas, pero también el inconveniente del iempo que requiere hasta obtener productos
finales con buenos resultados. Estos retos hacen que en la agricultura se busque un enfoque
mas sostenible que, en la medida de lo posible, consiga superar los retos a los que se en-
frenta sin influir negativamente sobre los recursos naturales de la Tierra.

Uno de los desafios que se han descrito es el control de estrés biotico de un cultivo,
causado por un desequilibrio en la biodiversidad de un ecosistema. El control de plagas y
enfermedades en la agricultura requiere de innovacion pues, hasta el momento, la solucion
mas utilizada ha sido el uso de productos fitosanitarios de sintesis quimica, con las conse-
cuencias ambientales que conlleva. Para el manejo de plagas y enfermedades de los cultivos,
desde la Politica Agraria Comtn (PAC) se apuesta por una produccion integrada en la que
se reduce el namero de productos de sintesis quimica autorizados en agricultura y, en com-
pensacion, se da prioridad al uso de métodos no quimicos descritos en la produccién inte-
grada, como el uso de agentes de control biologico. Con estas medidas que mmpulsa la
agricultura sostenible se buscan soluciones y alternativas al control de plagas y enfermeda-
des menos agresivas con el medio ambiente. La lucha biologica contra plagas y enfermeda-
des es una forma de utilizar los recursos naturales para enfrentarse a un desequilibrio en
un ecosistema en un momento puntual.

Control biolégico

El control biolégico es una forma de reducir la incidencia de plagas, enfermedades
o vegetacion adventicia que puede afectar a un cultivo, introduciendo enemigos naturales
vivos, capaces de limitar la expansion del agente patdgeno y reequilibrar el ecosistema del
cultivo.

Un agente de control biolégico (en inglés biocontrol agent, BCA) es un organismo
vivo distinto al hombre que es capaz de controlar el desarrollo de otros organismos. Los
BCA pueden ser artropodos, hongos, bacterias, virus o nematodos. Hay numerosos traba-
jos publicados en los que se comprueba la efectividad del uso de BCA para el control
biologico de plagas o enfermedades. Para el control bioldgico de plagas es mas habitual el
uso de artropodos y nematodos. Las larvas de mariquita (Coccinella septempunctata) son
un depredador conocido contra pulgones (Singh et al., 2004). Algunos acaros de la familia
de los fitoseidos se suelen usar para el control de arana roja (7etranychus urticae) (Escu-
dero and Ferragut, 2005). Los nematodos entomopatogenos de los géneros Steinernema
spp. vy Heterorhabditis spp. se utilizan para el control de distintos insectos como el picudo
rojo de las palmeras Rhynchophorus ferrugimeus (Garcia del Pino and Morton, 2015). Los
hongos y bacterias beneficiosos pueden emplearse en el control tanto de plagas como en-
fermedades y en algunos casos para controlar vegetacion adventicia. La bacteria Bacillus
thuringiensis se utiliza en el control de insectos con su capacidad de producir proteinas cry,
con caracter insecticida contra Acanthoscelides obtectusy Xylotrechus arvicola, entre otros
msectos (Rodriguez-Gonzdlez et al., 2020, 2022). Otras especies de Bacillus se pueden em-
plear para el control de enfermedades fangicas (Fira er al,, 2018). El hongo Beauveria bas-
siana se ha empleado de forma efectiva contra insectos (Rodriguez-Gonzilez et al., 2017;



A. Rodriguez-Gonzilez et al., 2018). Trichoderma spp. contra hongos como Rhizoctonia
solani en alubia (Mayo et al., 2015, 2016), hongos de madera de vid, como Phacoacremo-
mium munmum (Carro-Huerga et al., 2020) o contra insectos como A. obtectusy X. arvi-
cola (Rodriguez-Gonzilez et al., 2017, A. Rodriguez-Gonzilez et al., 2018).

Tabla 1 Productos a base de agentes de control biologico (BCA) autorizados en el Registro de productos

fitosanitarios (MAPA, 2023) segiin su accion.

Accién Organismo

Nombre

Acaricida Hongo

Metarhizium brunneum

Bactericida
ongo

Aureobasidium pullulans

Candida oleophila

Fungicida

Bacteria

Bacillus amylohquefaciens

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Pseudomonas chlororaphis

Hongo

Ampelomyces quisqualis

Aureobasidium pullulans

Candida oleophila

Gliocladium catenulatum

Pythium oligandrum

Saccharomyces cerevisiae

1richoderma asperellum (antes 1. harzianum) cepa T25

1Trichoderma atroviride (antes 1. harzianum) cepa T'11

1richoderma gamsi

Trichoderma harzianum rifar

Insecticida

Bacteria

Bacillus amylohquefaciens

Bacillus thuringiensis israelensis

Bacillus thuringiensis subsp. aizawai

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

Hongo

Beauveria bassiana

Isaria fumosorosea

Lecanicillium muscarium

Metarhizium brunneum

Paecilomyces fumosoroseus

Virus

Granulovirus de Cydia pomonella

Virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera

Virus granulosis de la Carpocapsa

Nematicida  Bacteria

Bacillus firmus

Hongo

Purpureocillium lilacimum

Inductor de
mecanismos
de defensa

Virus

Virus atenuado del mosaico del pepino

Virus del mosaico del pepino
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Actualmente en el mercado se encuentran distintos productos comerciales prepa-
rados a base de BCA, en la Tabla 1 se muestra la lista de BCA autorizados en el registro
de productos fitosanitarios (MAPA, 2023) clasificados segin su uso. Para que una aplica-
c16n de BCA tenga buenos resultados, es importante conocer la biologia y los mecanismos
de accion del microorganismo que se estudia. Que el BCA funcione depende en gran me-
dida de las condiciones ambientales en las que se mtroduce.

Bacillus amyloliquefaciens (ex Fukomoto) Priest et al. es una bacteria gram-positiva
y aerobica del suelo que forma endosporas. Esta autorizada como fungicida e insecticida
en el registro de productos fitosanitarios (MAPA, 2023). Es capaz de colonizar la rizosfera
y crece bajo situaciones de estrés, cualidades que hacen que sea un buen BCA. Diversos
estudios han 1dentificado en esta especie, capacidades de control biologico como la pro-
mocion de crecimiento y el control de fitopatdégenos, ademas de mejorar la adaptacion de
la planta a distintas situaciones de estrés abidtico (Luo et al., 2022). Tiene la capacidad de
formar biopeliculas y reducir la presencia de fitopatdégenos, aunque se considera que el
mecanismo de accion principal es la induccion de resistencia sistémica en las plantas
(Chowdhury et al., 2015). Actualmente B. amyloliquefaciens subsp. plantarum esta permi-
tido como uso menor autorizado por procedimiento nacional para el control de P. macu-
laris y Botrytis spp. en lupulo (MAPA, 2023). En el capitulo 1 se evalia su capacidad de
biocontrol en campo en comparacion con otros métodos de control.

Trichoderma spp.

Kl género Trichoderma Persoon es un
grupo de hongos cosmopolitas que se encuen-
tran en suelos agricolas y sobre algunos sustratos
vegetales. Son hongos filamentosos de color
claro y de crecimiento rapido que se reproduce
asexualmente. A algunas especies se asocia un
teleomorfo del género Hypocrea, pero en mu-
chas especies con mterés como BCA no se co-
noce estado sexual (Harman er al, 2004). Su ta-
xonomia se esquematiza en la Figura 11.

Las caracteristicas especificas varfan se- Figura 11 Taxonomia del género Trichoderma.
gun la especie, pero a rasgos generales, son hon-  Figura de claboracion propia.
gos filamentosos donde las hifas suelen ser alar-
gadas, con septos y ramificadas de color transparente o claro con un diametro en torno a
2-4 pm. Son hongos de desarrollo rapido, aspecto importante para el éxito de este hongo
frente a otros. En el extremo de la hifa se pueden formar conidiéforos, las estructuras de
reproduccion asexual de 7richoderma. En estas estructuras se forman los conidios, las es-
poras de reproduccion asexual del hongo, que suelen presentar una coloracion verde claro
o verde oliva con unas dimensiones aproximadas de entre 2-3 pum de diametro. Los coni-
dios juegan un papel importante a la hora de la preparacion de este hongo en formulados
de control biologico, donde habitualmente se hacen disoluciones de esas esporas.

Trichoderma generalmente se describe como un hongo endofito, de rapido creci-
miento, oportunista y simbionte para las plantas (Harman er al., 2004; Saba et al., 2012).
Fl género incluye a muchas especies con gran importancia agronoémica. Hasta hace un
tiempo, su importancia radicaba en la competencia directa hacia algunos fitopatogenos
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como los de los géneros Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotinia, y Alternaria (Alabouvette et
al., 1998; Mayo et al., 2015; Alvarez-Garcia et al., 2020; Ji, Liu, et al., 2021). Pero sus be-
neficios agronomicos incluyen mas métodos de accion, como promocion de crecimiento
de plantas (Contreras-Cornejo et al., 2009; Chowdappa et al., 2013; Martinez-Medina et al.,
20145 Mayo et al., 2015, 2016; Kakabouki er al., 2021), producciéon de sustancias antibiot-
cas (Vinale et al., 2012), induccion de resistencias (Shoresh ef al., 2010) y mejora de absor-
c16n de nutrientes (Sivan and Chet, 1993; Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Pandya et al.,
2011). A continuacion, se describen los mecanismos de accion descritos para 7richoderma
que hacen de este microorganismo un agente de beneficio para la agricultura.

Trichoderma spp. presenta diversos mecanismos de acciéon que pueden suponer
un beneficio agricola con la interaccion entre otros microorganismos o artropodos o con
las plantas, fomentando el equilibrio del ecosistema agricola en el que se encuentra.

Competencia por nutrientes y espacio con otros microorganismos. s un hongo
capaz de competir con otros microorganismos del suelo por los nutrientes y espacio, lo que
puede mmpedir el crecimiento y desarrollo de otros hongos fitopatogenos (Howell, 2003;
Harman et al., 2004). Trichoderma spp. ha demostrado ser un hongo de rapido desarrollo
facilitado por el exudado del sistema radicular de las plantas (Hermosa et al., 2012; Poveda

et al., 2020).

Micoparasiismo El micoparasitismo es un conjunto de actividades complejo que
lleva a la muerte y utilizacion de nutrientes del hongo patdégeno (Lumsden, 1992). Tricho-
derma es capaz de detectar el hongo sin estar en contacto con él. Una vez lo detecta co-
mienza su desarrollo en su direccion y desencadena la sintesis de enzimas que degradan la
pared celular del hongo, formada principalmente por -1,3-glucano y quitina. Una vez en-
tran en contacto, 7richoderma se adhiere a las hifas del hongo formando apresoria y pro-
duciendo enzimas, -1,3-glucanasas entre otras, que degradan la pared celular de los hon-
gos fitopatdgenos proximos (Sivan and Chet, 1989; Menéndez, 1996). Para algunas espe-
cies de Trichoderma el micoparasitismo es su principal mecanismo de accion (Papavizas,

1985; Chet, 1987; Howell, 2003; Elamathi ez al., 2018).

Antiobiosis. La produccion de sustancias de bajo peso molecular y metabolitos con
actividad antimicrobiana es otro de los mecanismos de accion mas estudiados de 7richo-
derma spp. Estas sustancias antibioticas son capaces de inhibir el desarrollo del patogeno
y, en algunos casos, impiden que éste colonice la planta hospedadora. Algunos de estos
productos son pironas como el 6 pentyl-a-pyrone (6PP), isonitrilos, sesquiterpenos, viridina,
gliotoxinas o dcido harzianico (Howell, 1998; Benitez et al., 2004; Mukherjee et al., 2012),
responsables del control sobre distintos aislamientos fungicos (Scarselletti and Faull, 1994
Vinale et al.,, 2008), aunque la eficacia de estos compuestos no es similar ante todos los
fitopatdgenos. En algunos casos los mecanismos de accion de micoparasitismo y antibiosis
en combinacién resultan en mejores resultados de biocontrol (Howell, 1998; Asad, 2022).

Induccién de resistencia sistémica o localizada. Otro de los mecanismos de accion
es la induccion de resistencia en la planta después de tratarla con el BCA. La resistencia
inducida o sistémica ocurre en muchas plantas en respuesta a un estrés biotico. En muchos
casos se producen compuestos que actian como sefnales que activan o participan en rutas
bioquimicas fundamentales para los mecanismos de defensa de la planta (Mayo et al., 2015,
2016; Mayo-Prieto er al., 2019). Sustancias como el acido jasmoénico, el dcido salicilico o el
etileno son ejemplos de esas sustancias elicitadoras (Shoresh er al., 2005). La respuesta
sistémica se caracteriza porque el BCA con esta capacidad se encuentra en otra localizacion
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distinta a donde suceden los danos. 7richoderma puede producir estas sustancias antes de
que la planta lo haga y, por tanto, activar las rutas bioquimicas en las que participan acti-
vando genes de defensa de la planta como proteinas PR o fitoalexinas (Mayo et al., 2016).
Segun el tipo de patdgeno, la planta puede responder mejor con un elicitor u otro. Ejem-
plos de la induccion de resistencia fue descrito por De Meyer et al. (1998) que observaron
que tratando el suelo con 7richoderma reducia los danos causados por B. cinerea en la
parte aérea de distintos cultivos. La competencia de 7richoderma sp. con B. cinerea es
mas efectiva que el uso de componentes quimicos dada la alta variabilidad genética del
patdgeno, que puede desarrollar cepas resistentes con mas facilidad (Latorre et al, 2001).

Bioestimulante. 771choderma puede beneficiar el desarrollo de las plantas con las
que nteracciona. Puede promover el desarrollo de las raices, aumentar la absorcion de
nutrientes (Saba et al., 2012), favorecer la producciéon de fitohormonas o reguladores del
crecimiento (en inglés plant growth regulators PGR) ademds de mejorar la resistencia a
estrés abiotico (Contreras-Cornejo et al., 2009; Hoyos-Carvajal et al., 2009; Chowdappa et
al., 2013; Martinez-Medina et al., 2014). Algunos aislados de 7richoderma producen side-
roforos, moléculas sintetizadas para captar 1ones de hierro del suelo, mmovilizaindolo y
disminuyendo su disponibilidad para los hongos fitopatdégenos (Chet and Inbar, 1994), lo
que favorece su captacion por la planta (Vinale er al, 2013). El incremento de la biomasa
de una planta se ha asociado con la sintesis de compuestos derivados de las auxinas como
el acido mdole-3-acetico (IAA) u otros PGR como el dcido giberélico (GAs) (Contreras-
Cornejo et al., 2009; Garnica-Vergara et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017; Singh et al.,
2019; Bader et al., 2020).

En conclusion, los mecanismos de accion de 7richoderma son variados y comple-
jos y pueden variar en funciéon de la planta hospedadora, el patogeno diana o las condicio-
nes ambientales en las que se encuentra (Howell, 2003). La eficacia de Trichoderma como
BCA puede deberse al uso de varios mecanismos de accion sinérgicos (Howell, 2003; Be-
nitez et al., 2004). En el capitulo 2 se evaluan distintos mecanismos de accion de algunos
aislados de 7richoderma para identificar su posible uso como BCA en lupulo.

Bioeconomia circular

Segun la estrategia espanola de bioeconomia dentro del horizonte 2030 (Mineco,
2015), la bioeconomia es el conjunto de las actividades econémicas que obtienen productos
y servicios, generando valor econémico, utilizando, como elementos fundamentales, los
recursos de origen biologico, de manera eficiente y sostenible. La bioeconomia circular
incluye ademas el concepto de reutilizacion o reciclaje de productos existentes para otor-
garle un valor anadido.

Como se ha visto anteriormente, mas del 909% de la produccion de lupulo se destina
a la industria cervecera, en la cual el inico producto de valor comercial son los conos de
lupulo. De esa produccion se desechan las trepas, hojas y bracteas y bractéolas desprendi-
das de los conos. La proporcion de desechos que se generan es muy alta respecto a la
producciéon de conos, ya que, en una planta de 5 kg, el 309% corresponde al peso fresco de
los conos y cerca del 709 son desechos sin aprovechamiento para la industria cervecera.
Desde el punto de vista de la bioeconomia circular, ese 70% de restos vegetales son recur-
sos de origen biologico de los que se pueden obtener productos con valor anadido. Algunos
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grupos de nvestigacion y colectivos buscan encontrar aplicaciones diversas a esos recursos
bioldgicos rechazados por la industria. A continuacion, se citan algunos de ellos.

La aplicacion inmediata podria pensarse en el compostaje, que es una de las formas
mas eficientes de reciclar residuos organicos (Pergola 2018). Las hojas, bracteas y bractéolas
que se desligan de la trepa se pueden utilizar para la realizacién de compost y re-emplearlo
en la fertilizacién de campos de cultivo. Otra de las aplicaciones posibles puede ser la ob-
tencién de fibras para la produccion de tejidos o envases biodegradables. Y, por ultimo, se
puede usar como fuente de carbono para el desarrollo de microorganismos beneficiosos
para la agricultura. En los proximos parrafos se habla de los avances y actualidad de cada
una de estas aplicaciones.

El compostaje, como se veia en el parrafo anterior, es el ejemplo mas eficiente de
bioeconomia circular para restos de cosecha. Es un proceso controlado de degradacion
acrobia del material vegetal que lo descompone en materia organica estable para su asimi-
lacion por las plantas. Una vez elaborado el compost se puede utilizar para fertilizar los
cultivos. Uno de los inconvenientes que presenta el lupulo es la cuerda que se utiliza de
guia, en muchos casos se utiliza de polipropileno o alambre. El proyecto BioTHOP (Bio'T-
HOP, 2019) tiene como uno de sus objetivos el reemplazo de las guias de polipropileno
por guias biodegradables. Existen actualmente en el mercado cuerdas biodegradables de
materiales como sisal, fibra de coco o acido polilactico (Ceh et al., 2023) que sustituyen a
las de plastico para cumplir la finalidad de guia del lapulo.

Luskar et al. (2022) obtuvieron un compost de restos de cosecha del lupulo con
mas de un 2% de nitrogeno, sin efectos de fitotoxicidad sobre la germinaciéon y desarrollo
de plantulas. Para aquellos casos en los que no se utilizan guias biodegradables se reco-
mienda triturar las trepas con mas de 30 cm para poder quitar con facihidad el plastico
posteriormente (Ceh et al., 2023). Afonso et al. (2021) observaron que las hojas de lapulo
compostadas con estiércol de vaca en una proporcion 1:1 o con paja en proporciones su-
periores a 2:1 podian ser una buena solucion para la utilizacion de residuos agricolas sin
fitotoxicidad para cultivos horticolas como la lechuga.

El biogas es un combustible a base de metano y diéxido de carbono, obtenido a
partir de productos organicos por medio de una degradacion anaerobia. Para la produccion
de biogas se pueden utilizar restos de cosecha como las trepas de lapulo. El uso de éstas
en la produccion de metano es en torno a un 509% menos eficiente que el uso de maiz
(Hagemann et al., 2021) pero es una forma de dar utilidad a la cantidad de desechos que
se generan tras la cosecha. Gebhardt et al. (2022) resaltan una tercera reutilizacion de las
trepas de lipulo después de ser procesadas en la planta de biomasa, dado su alto contenido
en fibra, el subproducto generado se puede emplear en la produccion de materiales com-
puestos con una matriz de plastico para utilizar en mteriores de automoviles.

Las empresas Zelfo Technology (Zelfo Technology GmbH, Brandenburgo, Ale-
mania) y TRIDAS (TRIDAS Technology s.r.o., Valasské Mezifici, Reptblica Checa) han
desarrollado una tecnologia para utilizar los desechos de cosecha del lupulo y transformar-
los en pulpa para ser moldeada en envases protectores biodegradables. Las empresas
Tecnopackaging (Tecnopackaging, Zaragoza, Espana) y TECOS (TECOS, Celje, Eslove-
nia) han desarrollado otra aplicacién con las fibras de lupulo. Las fibras de Itpulo junto
con acido polilactico sirven como elementos que conforman un material compuesto
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resistente apto para fabricar envases biodegradables como macetas o bandejas de uso ali-
mentario.

Ademas de las aplicaciones como fertilizante o fibra, los residuos de la cosecha del
lupulo pueden servir para favorecer el desarrollo de microorganismos beneficiosos. Al
1igual que para realizar el compost, el contenido en carbono es importante, pues los micro-
organismos requieren de este elemento como componente y su fuente principal de energia
(Danielson and Davey, 1973; Afonso et al., 2021). Para el desarrollo de 7Trichoderma,
hongo usado en control biolégico, es importante garantizar una fuente de carbono, para
que pueda desempenar sus funciones de proteccion frente a la semilla y posteriormente a
la planta. En horticultura y agricultura es una practica habitual el recubrimiento de semillas
con distintos fines como mejorar las condiciones de siembra, combatir plagas o enferme-
dades, mejorar su resistencia a estrés abiotico o facilitar su manejo. En la actualidad existen
recubrimientos de semillas con agentes de control biologico, pero la actividad de estos mi-
croorganismos depende de la cantidad de carbono y materia organica que presente el suelo.
En el capitulo 3 se describe la patente concedida por la que se ofrece una alternativa soste-
nible para la reutilizacion y revalorizacion de desechos de la cosecha de lupulo. La alterna-
tiva consiste en un sustrato a base de los restos de conos, bracteas y bractéolas no aprove-
chables por la industria cervecera, empleado para recubrir semillas y, de este modo, fo-
mentar el desarrollo del agente de biocontrol inoculado y la germinacion y biomasa de las
plantulas.
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ustificacion y Objetivos

La produccién agricola y ganadera actual tiene diversos desafios. Por un lado, el
aumento de la poblacion mundial que se prevé en los proximos aiios, y por otro, las con-
secuencias que el cambio climatico puede tener en la alteracion de los ecosistemas tal cual
se conocen en la actualidad. La Politica Agraria Comun (PAC) apuesta por una produccion
mtegrada para el manejo de plagas y enfermedades de los cultivos, en la que se reduce el
numero de productos de sintesis quimica autorizados en agricultura y, en compensacion,
se da prioridad al uso de métodos no quimicos descritos en la produccion integrada, como
el uso de agentes de control biolégico. De acuerdo con la estrategia de bioeconomia circu-
lar, se debe generar valor en residuos de origen vegetal obteniendo productos revalorizados
de forma eficiente y sostenible.

El lapulo se ve afectado por plagas y enfermedades que causan pérdidas economi-
cas importantes. Las principales enfermedades y plagas que afectan a este cultivo son el
mildiu, el oidio, Vertcillium, Fusarium, el pulgon y la arana roja. Hasta ahora, se ha estu-
diado con detalle al pulgén del lupulo, desarrollando programas de muestreo y evaluando
sus danos. Teniendo en cuenta la escasez de productos fitosanitarios autorizados y eco-
compatibles desarrollados para la defensa en el cultivo del lupulo y la alta demanda del
producto por su importancia en la industria cervecera, hace que la obtencion de produc-
c16n sana sea un reto para los agricultores.

Con el empleo de agentes de biocontrol como 7richoderma se podrian controlar
los principales problemas fitosanitarios del cultivo de lupulo. Este microorganismo compite
de forma directa con fitopatdégenos y hace que se activen los genes de defensa de la planta,
de tal forma que ésta es capaz de resistir su ataque. Asimismo, 7richoderma podria pro-
mover el desarrollo y la calidad del lupulo, sin interferir con la fauna auxiliar y sin dejar
residuos en la planta. Por tanto, se lograria un cultivo sostenible a largo plazo sin contami-
naciéon ambiental.

La presente tesis es un paso mas en el objetivo de mejorar y anadir nuevas estrate-
gias de control de plagas y enfermedades en el cultivo del lapulo (Humulus lupulus 1..)
fomentando la bioeconomia circular de los desechos generados durante su cultivo. Los
objetivos especificos se enumeran a continuacion.

e Lvaluar los productos autorizados y el uso de la nanotecnologia para un control eficiente
del oidio en la hoja y el cono del lapulo.

e Recolectar e 1dentificar microorganismos autoctonos del género 7richoderma adapta-
dos al cultivo de lapulo.

e Lvaluar la capacidad de biocontrol de los aislados autoctonos de 7richoderma frente a
hongos patogenos del lapulo.



e Lvaluar la capacidad de los aislamientos autoctonos de 7richoderma para la promocion
de crecimiento de plantulas de Iipulo.

e Lvaluar residuos del lipulo como fuente de carbono para elaborar inoculantes basados
€n miCroorganismos autoctonos.
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Resumen

Abstract: Humulus lupulus L. 1s a long-lived, perennial, herbaceous, and dioecious
climbing plant. The foremost producers in the European Union are Germany, the Czech
Republic, Poland, Slovenia, and Spain. The Spanish cultivated area 1s concentrated in the
province of Leon. Powdery mildew, caused by Podosphaera macularis, menaces hop pro-
duction and quality in all hop growing regions located i the Northern hemisphere, colo-
nizing leaves, petioles, inflorescences, and finally cones. In this work, powdery mildew con-
trol was monitored, comparing nine fungicide strategies: five organics, two integrated dis-
ease management (IDM)-based, with and without Nutragreen® nanoscale carrier, and two
conventional treatments (CON) with and without Nutragreen® nanoscale carrier. The or-
ganic treatments were able to diminish P. macularis on leaves, but no effect was observed
i cones. CON treatments reduced the mfection on leaves and cones and increased the
cone quantity and quality. Likewise, IDM-based treatments provided satisfactory results as
they dimimished powdery mildew on leaves and cones. Fially, dose reduction using a
Nutragreen® nanoscale carrier showed beneficial eftects in the control of powderymildew
compared to the commercial dose. Hence, the use of nanoscale carries permits a 309 re-
duction in pesticide dose, which optimizes yield and hop quality, reduces risks linked to
pesticides, and aids in compliance with public and international policy demands.

Keywords: Humulus lupulus, Podosphaera macularis; yield index; a-acids yield; na-
noscale carriers; fungicides; Nugget cultivar; integrated disease management
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Resumen

Abstract: Fusarium genus 1s a wide host phytopathogen causing significant losses in
multiple crops, including hops. There 1s limited information on the sustainable manage-
ment of Fusarium spp. in hop fields. Trichoderma is an endophytic fungus used in agricul-
ture as a biological control agent (BCA) and as a plant growth promoter. It has been used
to antagonize Fusariumn spp. in other crops. The objective of the current study was to 1den-
tify indigenous hop field 7richoderma isolates with biocontrol and hop growth promotion
capabilities. Three 1solates of Fusarium and eleven autochthonous 7richoderma isolates
collected from sustainable hop fields were evaluated in this work. Direct confrontation tests
(the physical interaction between the pathogen and BCA and their competition for space
and nutrient resources) and membrane tests (the capacity of the BCA to produce metabo-
lites or enzymes through a cellophane film and inhibit the development of the pathogen)
assessed the antagonism of these 7richodermaisolates against Fusarium culmorum, F. sam-
bucinum, and F. oxysporum. A bioassay with hop plantlets inoculated with a spore suspen-
sion of Trichoderma was performed to assess its hop growth enhancement. 7. hamatum
(T311 and 1'324), 1. virens 1312, and 1. gamsi 'T327 showed high growth inhibition of
Fusarium spp. phytopathogens and high plant growth promotion. Native 7richodermaiso-
lates from sustainable hop-producing soils have great potential as BCAs and hop growth
promoters.

Keywords: hops; biological control; antifungal activity; plant-growth promotion; soil
microorganisms; sustainable agriculture; direct confrontation; dual culture; membrane as-
say
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Para la identificacién de Trichoderma spp. del Capitulo 2, se amplificé un frag-
mento de la region I'TS usando los oligonucleotidos

I'TS5 (’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) v,
I'TS4 (- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)

Las secuencias obtenidas para cada uno de los aislamientos de 7richoderma se
recogen a continuacion:

T. hamatum T311

GCTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCC-
CAAACCCAATGTGAACGT-
TACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTAAAAGCCCC
GGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAA-
ACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCG-
GACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA-
ATGCGA-
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTT-
CAACCCTCGAAC-
CCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCACCGGGETGCCGGC
CCTGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTT-
GCACAACTCGCAC-
CGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTIGAAATGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA-
TAAACGGAGAGAGA

T. virens T312

GTCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAA-
TGTGAACGTTACCAAACTGTT-
GCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCG
CCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATAC-
CCCCTCGCGGGTTTTTTACTA-
TCTGAGCCATCTCGGCGCCCCTCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA-
ATGCGA-
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
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CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTT-
CAACCCTCGAAC-
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGGGCCGGCCCC
GAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCA-
CACTCGCATCGG-
GAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA-
TAAGCGGGAGGA

T. spirale T314

CGTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCC-
CAAACCCAATGTGAACGT-
TACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCC
CGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTGTATAC-
CCCCTCGCGGGTTTT-
TATATCTGAGCCATCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA-
GCGAAATGCGA-
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTT-
CAACCCTCGAAC-
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGGGCCGGCCCC
GAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCA-
CACTCGCATCGG-
GAGCGCGGCGCGTCCATTGCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG-
GAGGA

T. rossicum T316

TGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAAC-
CCAATGTGAACGTTAC-
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGG
ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCCAAAACTCTTTTTGTATAC-
CCCCTCGCGGGTTTTT-
TACTTCTGAGAATTTCTCGGCGCCCCTAGTGGGCGTTTCGAAAATGAATC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA-
GCGAAATGCGA-
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTT-
CAACCCTCGAAC-
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTCACCGGGTGCCGGCC
CCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCATGCGCAGTAGTTT-
GCACACTCGCAC-
CGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCCAACTTCTGAAATGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA-
TAAGCGGAGGA
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T. virens 'T317

GGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC-
CAATGTGAACGTTAC-
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGG
ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATAC-
CCCCTCGCGGGTTTTT-
TACTATCTGAGCCATCTCGGCGCCCCTCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA-
GCGAAATGCGA-
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTT-
CAACCCTCGAAC-
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGGGCCGGCCCC
GAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCA-
CACTCGCATCGG-
GAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA-
AAAAGGGGGAGAGAGAAAA

T. spirale T319

CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCC-
CAAACCCAATGTGAACGT-
TACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCC
CGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTGTATAC-
CCCCTCGCGGGTTTT-
TATATCTGAGCCATCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCITGGCATCGATGAAGAACGCA-
GCGAAATGCGA-
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTT-
CAACCCTCGAAC-
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGGGLCCGGCCCC
GAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCA-
CACTCGCATCGG-
GAGCGCGGCGCGTCCATTGCCGTTAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG-
GAGG

T. brevicompactum T323

GCCTTTTGGTGTACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAA-
CTCCCAAACCCCTA-
TGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATTTCTGCCCCGGGCGCG
TCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAATTTACAA-
ACTCTITTTGTATATCC-
CATCGCGGATTCTTTACATTCTGAGCTTTCTCGGCGCTCCTAGCGAGCGT



TTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT-
GGTTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA-
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGT-
CATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCACT
TACCTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCA-
GCCTCTCCTGCGCAGTAGTTT-
GCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGGCCGTAAAACAACCCAA
ACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT-
TAAGCATATCATAGGCGCGGAAAGGAA

T. hamatum T324

GGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC-
CAATGTGAACGTTAC-
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTAAAAGCCCCGGA
ACCAGGCGCCCGCCGGTGGAACCAACCAA-
ACTCTTTCTIGTAGTCCCCTCGCGGTCGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAA
ATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT-
GGTTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA-
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGT-
CATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACC
CCTCACCGGGTGCCGGCCCTGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCA-
GCCTCTCCTGCGCA-
GTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAA
CACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC-
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAAAGGGGGAGAGAGAAAAA

T. harzianum T327

TGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAAC-
CCAATGTGAACCATAC-
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA
ACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAA-
ACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGT-
TATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA-
TAAGTAATGTGAATT-
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
TATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAAC-
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTAAGACGGGATCCC
GGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCA-
GTAGTTTGCACAA-
CTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTG
AAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT-
CAATAAGGGGGGAGAGAG
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T. rossicum T328

TGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAAC-
CCAATGTGAACGTTAC-
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGG
ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCCAAAACTCTTTTTGTATAC-
CCCCTCGCGGGTTTTTTTTACTTCTGAGAACTTCTCGGCGCCCCTAGCGG
GCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT-
GGTTCTGGCATCGATGAA-
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA-
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGT-
CATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCT
TTCACCGGGTGCCGGCCCCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCT-
CATGCGCA-
GTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAAC
ACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC-
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAAAGGGGGGAGAGAGAAA

T. harzianum T329
TGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAAC-
CCAATGTGAACGTTAC-
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGG
ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCTAAAACTCTITATTGTATAC-
CCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTTCTCGGCGCCTCTCGTAG
GCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT-
GGTTCTGGCATCGATGAA-
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA-
GTATTCITGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGT-
CATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCT
CCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCA-
GCCTCTCCTGCGCA-
GTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAAC
ACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAA-
CTTAAGCATATCAAAAGGGGGGGGGAGAAAAAA

Para la identificacion de Fusarrum spp. se amplifico un fragmento interno del gen
tef1 usando los oligonucle6tidos

EF1-728F (0’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3)) v,
EF1-986R (O-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3)

Las secuencias obtenidas se recogen a continuacioén para cada uno de los aislamien-
tos de Fusarium.
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F. culmorum F076

TCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAGTCGACCACTGTGAGTAC-
CACTGCATCCCAAC-
CCCGCCGATACTTGGCGGGGTAGTTTCAAATTTCCAATGTGCTGACATAC
TTTGATAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAA-
GCGAACCATCGAGAA-
GTTCGAGAAGGTTGGTCTCATTTTCCTCGATCGCGCGCCCTTTTCCCTTT
CGAAACATCATTCGAATCGCCCTCACACGACGACTCGATACGCGCCTGT-
TAC-
CCCGCTCGAGGTCAAAAATTTTGCGGCTTTGTCGTAATTTTTCTGGTGGG
GCTCATACCCCGCCACTCGAGCGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAC-
CATTCCCTAGGCGCGCACCATCACGTGTCAATCAGTTACTAACCACCTGTC
AATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAA-
GTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCT-
CAAAGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGT
TCGAGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCAC-
TACTGCTGTCATCA-
CATTCTCATACTAACACGACTATCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCAT
CAAGAACATGATCCGGGGTTTCCTTCCCAA

F. sambucinum F079
ATCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACTGTAAGTT-
GACCCAA-
ATCTAAGCTCGCCTACAATTGGCGGGGTAGCCTCAAGATACGCTTGTGCT
GACATACATCATAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGA-
CAAGCGAAC-
CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTCTCATTTTCCTCGATCGCGCGCCCT
ACTTTCCATCGATCCATCATTCGAATCGCTCTGATACGACTCGACA-
CACGCCTGCTAC-
CCCGCTCGAGTTCAAAAATTTTACGACTTTGTCGTAATTTTTTTGGTGGG
GCTCATACCCCGCCACTTGAGCGACATGCCCTTCCTCTAAAGC-
CACGGGCGCGCATCAT-
CACGTGTTGATCAGTTACTAACAACCTGTCAATAGGAAGCCGCCGAGCTC
GGTAAGGGTTCTTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAA-
AGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATCGCTCTCTGGAAGTTCG
AGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCACTACCAC-
CTCCATCA-
CATTCCCGCACTAACTCACCTATCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCAT
CAAGAACATGATCATGTGTGTATTACCCCACAA
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F. oxysporum F103

TCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAAGTCGAC-
CACTGTGAGTACTCTCCTCGACAA-
TGAGCATATCTGCCATCGTCAATCCCGACCAAGACCTGGCGGGGTATTTC
TCAAAGTCAACATACTGACATCGTTTCACAGACCGGTCACTTGATCTAC-
CA-
GTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTAGTC
ACTTTCCCTTCAATCGCGCGTCCTTTGCC-
CATCGATTTCCCCTACGACTCGAA-
ACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAAT
TTTTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGAGCGTTT-
GCCCTCTTAC-
CATTCTCAGAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTCACTAA
CCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAA-
GTACGCCTGGGTTCTT-
GACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCT
CTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTT-
GTCGCTCATGCTT-
CATTCTACTTCTICTTCGTACTAACATATCACTCAGACGCTCCCGGTCACCG
TGATTTCATCAAGAACATGATCATGTGGTTTTACTCTAACA

69






apitulo

Patente: “Recubrimiento de semilla que comprende un
agente de biocontrol y conos de lapulo”

Pedro A. Casquero, Sara Mayo-Prieto, Alvaro Rodriguez-Gonzilez, Guzman Carro-
Huerga, Samuel Alvarez-Garcia, Alejandra J. Porteous-Alvarez, Sara del Ser-Herrero

N°® SOLICITUD: P202030362

N¢ PUBLICACION: ES 2 872 599



72



ES 2 872 599 B2

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS

ESPANA @ Namero de publicacion: 2 872 599
@Numero de solicitud: 202030362
G)int. Cl.:
AO01N 63/38 (2010.01)
AO01N 63/30 (2010.01)
AO01N 63/20 (2010.01)
AO01N 6327 (2010.01)
AO01N 63/28 (2010.01)

@ PATENTE DE INVENCION CON EXAMEN

B2

@ Fecha de presentacion:
28.04.2020

Fecha de publicacion de la solicitud:
02.11.2021

Fecha de concesion:
25.02.2022

Fecha de publicacion de la concesion:
04.03.2022

@ Titular/es:

UNIVERSIDAD DE LEON (100.0%)
Avda. de la Facultad 25
24071 Leon (Leon) ES

@ Inventor/es:

CASQUERO LUELMO, Pedro A.;
MAYO PRIETO, Sara;

RODRIGUEZ GONZALEZ, Alvaro;
CARRO HUERGA, Guzman;
ALVAREZ GARCIA, Samuel;
PORTEOUS ALVAREZ, Alejandra J. y
DEL SER HERRERO, Sara

Agente/Representante:
CARVAJAL Y URQUIJO, Isabel

Tl'tulo: RECUBRIMIENTO DE SEMILLA QUE COMPRENDE UN AGENTE DE BIOCONTROL Y CONOS

DE LUPULO

@Resumen:

Recubrimiento de semilla que comprende un agente
de biocontrol y conos de lGpulo.

La presente invencién es un recubrimiento de semilla
que comprende un agente de biocontrol y conos de
lpulo como fuente de carbono, y opcionalmente un
agente de fijacién. La invencién también comprende
la semilla recubierta y el procedimiento de fijacion.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 41 LP 24/2015.
Dentro de los seis meses siguientes a la publicacion de la concesion en el Boletin Oficial de
la Propiedad Industrial cualquier persona podra oponerse a la concesion. La oposicién
debera dirigirse a la OEPM en escrito motivado y previo pago de la tasa correspondiente

(art. 43 LP 24/2015).




74



wo 20217219915 A 1| I 000 0 00 TS0 T O 00

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

Organizacién Mundial de 1 N
w Propicdad Intclectual > AV 0 00U 0O

Oficina internacional (10) Niimero de publicacion internacional

(43) Fecha de publicacién internacional 2 WO 2021/219915 A1l
04 de noviembre de 2021 (04.11.2021) WIPQO | PCT

(51) Clasificacion internacional de patentes: DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, [E, IS, IT, LT,
AOIN 63/38 (2020.01) AOIN 63/27 (2020,01) LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI,
AOIN 63/30 (2020.01) AOIN 63/28 (2020.01) SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, GN,
AOIN 63720 (2020.01) GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

(21) Nimero de la solicitud internacional:

PCT/ES2021/070288 Declaracidnes segiin la Regla 4.17:

—  sobre el derecho del solicitante para solicitar y que le sea
(22) Fecha de presentacion internacional: concedida una patente (Regla 4.17(ii))
28 de abril de 2021 (28.04.2021) .
Publicada:

(25) Idioma de presentaci6n: espaiiol  —  con informe de biisqueda internacional (Art. 21(3))
(26) Idioma de publicacion: espaifiol

(30) Datos relativos a la prioridad:
P202030362 28 de abril de 2020 (28.04.2020) ES

(71) Solicitante: UNIVERSIDAD DE LEON [ES/ES]; Avda.
dc la Facultad 25, 24071 Leon (ES).

(72) Inventores: CASQUERO LUELMO, Pedro A.; Avda. dc
la Facultad 25, 24071 Leén (ES). MAYO PRIETO, Sa-
ra; Avda, de la Facultad 25, 24071 Leén (ES). RODRi-
GUEZ GONZALEZ, Alvaro; Avda. de la Facultad 25,
24071 Leon (ES). CARRO HUERGA, Guzman; Avda. de
la Facultad 25, 24071 Leon (ES). ALVAREZ GARCIA,
Samuel; Avda. de la Facultad 25, 24071 Le¢én (ES). POR-
TEOQUS ALVAREZ, Alejandra J.; Avda. de la Facultad
25,24071 Leon (ES). DEL SER HERRERQO, Sara, Avda.
de la Facultad 25, 24071 Leon (ES).

(74) Mandatario: CARVAJAL Y URQUIJO, Isabel et al.; C/
Suero de Quifiones, 34-36, 28002 Madrid (ES).

(81) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
paratoda clase de proteccion nacional admisible); AE, AG,
AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,
BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DJ, DK,
DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,
GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, IT, JO, JP, KE, KG,
KH, KN, KP, KR, KW,KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY,
MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA,
NG, NI, NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO,
RS, RU, RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, ST, SV, SY, TH,
TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, WS,
ZA,7ZM, ZW.

(84) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion regional admisible): ARIPO
(BW. GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL,
ST, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasidtica (AM, AZ, BY, KG,
KZ, RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ,

(54) Title: SEED COATING COMPRISING A BIOCONTROL AGENT AND HOP CONES
(54) Titulo: RECUBRIMIENTO DE SEMILLA QUE COMPRENDE UN AGENTE DE BIOCONTROL Y CONOS DE LUPULO

(57) Abstract: The present invention is a seed coating comprising a biocontrol agent and hop cones as carbon source, and optionally
a fixation agent. The invention also comprises the coated seed and the fixation process.

(57) Resumen: La presente invencion es un recubrimiento de semilla que comprende un agente de biocontrol y conos de lipulo como
fuente de carbono, y opcionalmente un agente de fijacion. La invencion también comprende la semilla recubierta y el procedimiento
de fijacién.



76



10

15

20

25

30

35

ES 2 872 599 B2

DESCRIPCION
RECUBRIMIENTO DE SEMILLA QUE COMPRENDE UN AGENTE DE BIOCONTROL Y
CONOS DE LUPULO

Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la horticultura. En particular, al tratamiento de
semillas vegetales para promover la germinacion y el desarrollo de la planta en los primeros

estadios de crecimiento.

Antecedentes de la invencion

El tratamiento de semillas utilizando recubrimientos es una practica comdn en horticultura.
Los recubrimientos se aplican en la superficie de la semilla para protegerla y mejorar las
condiciones de siembra; por ejemplo, a través del tratamiento de superficie con pesticidas
para combatir enfermedades e insectos plaga, o el recubrimiento con agentes para retrasar la
germinacion de las semillas o para mejorar su capacidad para resistir a la sequia, calor,
salinidad del suelo u otros factores externos. Otro objetivo de los recubrimientos es

incrementar el peso de la semilla para facilitar su manejo.

Cuando el recubrimiento modifica claramente el tamafo y la forma de la semilla, el tipo de

tratamiento se conoce como pildoracion.

Hasta ahora el recubrimiento de semillas pildoradas ha comprendido ingredientes como arcilla
roja, arcilla, perlita, harina fosil, carbonato célcico, talco, hidroxido célcico, hidroxido de
aluminio o caolin, con o sin la adicion de un aglutinante. El recubrimiento de semillas
pildoradas suele ademas comprender sustancias como nutrientes y pesticidas para favorecer
el desarrollo de la semilla. En estos casos, las semillas se recubren con un agente activo
triturado o en forma de mezcla en polvo, o bien disuelto en una disolucién o suspensién con

la que se trata la superficie de las semillas.

Aunque el uso de sustancias de sintesis quimica suele ser eficaz y econdmico, presenta
también grandes inconvenientes ambientales y sanitarios. Con mayor frecuencia, el consumo
de alimentos esta dirigido por aspectos no solo relacionados con la seguridad del producto,
sino con aspectos sanitarios, nutricionales y ambientales. Se buscan por ello técnicas de

produccion mas naturales que reduzcan el uso de sustancias de sintesis quimica.
2
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Una forma sostenible a largo plazo para el control de fitopatégenos es el empleo de agentes
bioldgicos o de biocontrol.

Existen formulaciones de agentes biolégicos formados por bacterias como Agrobacterium,
Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus, y por hongos como Gliocladium, Trichoderma,
Ampelomyces, Candida y Coniothyrium. Sin embargo, la accion de dichos agentes de
biocontrol depende de la cantidad de carbono y/o materia organica disponible en el medio, de
la temperatura y de otros factores.

Los agentes de biocontrol necesitan una fuente de carbono para poder desarrollarse
adecuadamente y asi poder proteger a las plantas. Sin embargo, los recursos bioldgicos
usados como fuente de carbono son finitos y extraerlos directamente del ecosistema puede
resultar insostenible. Ademas, los agentes de biocontrol pueden responder de forma distinta
a diferentes fuentes de carbono, sobre todo cuando son parte de mezclas complejas de
material organico. Es posible ademas que la fuente de carbono interfiera con el crecimiento
de la planta.

La solicitud EP 1051075 A2 describe un agente protector de las plantas basado en una
preparacion de distintas plantas. La EP 0538091 A1 emplea compuestos extraidos de algas
marinas para recubrir la semilla. La solicitud WO 03071855 A2 describe una semilla recubierta
con un polvo fino seco de un micronutriente mezclado con un agente dispersante. Ninguno de

estos documentos describe ni sugiere el uso de agentes de biocontrol.

La patente CN 103039439 B si incorpora Trichoderma, que es es un hongo beneficioso para
las plantas utilizado como agente de control biolégico contra diversos patégenos vegetales.
La composicién incluye polietilenglicol y un adhesivo para formar el recubrimiento, sin

embargo no utiliza ningdn sustrato organico.

La solicitud WO 1991007869 A1 se considera como el documento més cercado de la técnica.
Describe una semilla recubierta con Trichoderma y un material particulado carbonaceo, en
particular, turba, esquisto lignoso, lignita de Sphagnum, carbdn activado o mezclas de los
mismos. En embargo, estos componentes de suelos humicos no resultan los més adecuados

como fuente de carbono para Trichoderma o para cualquier otro agente de biocontrol.



10

15

20

25

30

35

ES 2 872 599 B2

Por otra parte, el lupulo, Humulus lupulus, es una planta de la que se aprovechan las flores,
también conocidas como “conos”, para la industria cervecera y farmacéutica. Solo los conos
de las flores femeninas pueden secretar lupulina que es donde se acumulan los principales
principios activos del lupulo. En el mejor conocimiento de los inventores nunca se ha descrito
el uso de conos de lupulo como fuente de carbono de un agente de biocontrol.

El problema de la técnica puede plantearse como la obtencién de una fuente de carbono de
mejor disponibilidad para un agente de biocontrol en un recubrimiento de semilla. La solucién

de la presente invencion es el uso de conos de lupulo en dicho recubrimiento.

Descripcion

La presente invencidn se refiere a un recubrimiento de semillas que comprende al menos un
agente de biocontrol y conos de lupulo como fuente de carbono. Dicho recubrimiento
promueve el crecimiento del agente de biocontrol y mejora las caracteristicas de crecimiento

de la planta.

En la presente invencion, se entiende por “agente de biocontrol” o agente biolégico un
microorganismo con capacidad para reducir la poblacion de un eventual agente patdégeno o
para evitar sus efectos.

El recubrimiento de semillas de la presente invenciéon puede encontrarse en una cantidad de
3 a 200 kg por cada kg de semilla, es decir, en un porcentaje en peso de 300 a 2.000%, con
respecto al peso de la semilla. Por tanto, el recubrimiento de la presente invencion se
considera un tipo de pildorado de semillas. La cantidad de recubrimiento varia en funcion del

tamano y forma de la semilla en el mejor conocimiento del experto.

En la presente invencién se entiende por “conos de lapulo”, la flor femenina de la planta
Humulus lupulus, ya sea la flor entera o cualquier parte o combinacién de partes la misma, o

bien polvo de conos de lupulo.

Los conos de lupulo de la invencién tienen un tamano de particula que puede variar segun la

superficie a recubrir, pero en un aspecto preferible sera menor de 500 pm.

En otro aspecto preferible, el recubrimiento de la presente invencidon comprende polvo de
conos de lupulo, mas preferiblemente con un tamario de particula entre 150 y 500 um. El polvo
de conos de lupulo es obtenible por trituracion, molienda, o cualquier método conocido en la
técnica para la formacién de polvos.
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En otro aspecto de la invencion, los conos de lupulo se utilizan en el recubrimiento en forma

seca.

Los conos de lupulo a utilizar en el recubrimiento de la presente invencién pueden provenir de
cualquier fuente, por ejemplo, directamente de la cosecha de la planta, de restos de cosecha
de la planta o de desechos o subproductos de la industria.

Los conos de lupulo pueden representar entre el 5 y 99,5% en peso del peso total del
recubrimiento. Por ejemplo, los conos de lUpulo pueden encontrarse en una cantidad de 5%
a 10%, de 10% a 20%, de 20% a 30%, de 30% a 40%, de 40% a 50%, de 50% a 60%, de
70% a 80%, de 80% a 90%, o de 90% a 99,5%, en peso, con base en el peso total del
recubrimiento. El porcentaje de conos de lupulo a utilizar varia de acuerdo con el tamaro de
la semilla; por ejemplo, puede ser de entre 60% y 90% para semillas pequefas, de 20% y
60% para semillas medianas, y de entre 5% y 20% para semillas grandes, con respecto al
peso de las semillas.

De acuerdo con la presente invencion, el recubrimiento de la semilla comprende al menos un
agente de biocontrol. En un aspecto preferible, el agente de control bioldégico es una bacteria.
En otro aspecto es un hongo que forma esporas. Preferiblemente, el agente de biocontrol
tiene la capacidad de colonizar el sistema de raices de la planta a la cual se aplica. Mas
preferiblemente, los agentes de biocontrol se seleccionan entre al menos una bacteria del
género de Agrobacterium, Pseudomonas, Streptomyces o Bacillus, y al menos un hongo del
género Gliocladium, Trichoderma, Ampelomyces, Candida o Coniothyrium. Es posible utilizar
combinaciones de dos 0 mas agentes de biocontrol conforme a la presente invencion. En un
aspecto preferido, el agente de biocontrol es Trichoderma spp., y preferiblemente se

selecciona de T. harzianum, T. velutinum, o combinaciones de los mismos.

La concentracién de agente de biocontrol en el recubrimiento varia de acuerdo con factores
como el tipo, propiedades y dimensiones de la semilla. El agente de biocontrol debe estar en
una cantidad suficiente para proporcionar un efecto protector o promotor del crecimiento. UN
aspecto preferible de la invencion es utilizar de 10° a 10" unidades formadoras de colonia
(CFU) por gramo de peso de la semilla.

En otro aspecto preferible, el recubrimiento de semillas comprende ademas al menos un

agente de fijacion. El agente de fijacion puede necesitarse para fijar el agente de biocontrol y
5
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los conos de lupulo a la superficie de la semilla. En la presente invencion se puede utilizar
cualquier tipo de agente de fijacion siempre que no sea dafino para la semilla o el agente de
biocontrol. Por esta razon, un aspecto muy preferible es un agente de fijacion acuoso. En otro
aspecto mas preferible, el agente de fijacion esté presente en una cantidad de entre 0,5y 90%
en peso con base en el peso total del recubrimiento.

El agente de fijacion se puede seleccionar de una sustancia seleccionada de melaza, azucar
granulada, alginatos, goma guar, goma arabiga, goma xantana, goma karaya, mucilago, o
combinaciones de los mismos. En otro aspecto, el agente de fijacibn puede ademas
comprender acetatos de polivinilo, copolimeros de acetato de polivinilo, alcoholes polivinilicos,
copolimeros de alcohol de polivinilo, celulosas, incluyendo etilcelulosas y metilcelulosas,
celulosas hidroximetilo, hidroxipropilcelulosas, hidroximetilpropil-celulosas,
polivinilpirrolidonas, dextrinas, maltodextrinas, polisacaridos, grasas, aceites, proteinas,
gomas lacas, copolimeros de cloruro de vinilideno, copolimeros de cloruro de vinilideno,
lignosulfonatos de calcio, copolimeros acrilicos, almidones, polivinilacrilatos, zeinas, gelatina,
carboximetilcelulosa, quitosano, éxido de polietileno, polimeros y copolimeros de acrilamida,
acrilato de polihidroxietilo, metilacrilimida, mondémeros de etiloceno, alimina, alginatos,
poliacrilato de metilo, polimeros y copolimeros de acetato de vinilo, metilcelulosa, celulosa,

polivinilpirrolidona, o combinaciones de los mismos.

En otro aspecto preferible, la composicién de recubrimiento consiste en un agente de
biocontrol y conos de lupulo como fuente de hidratos de carbono. En otro aspecto mas
preferible, incluye ademas un agente de fijacion.

Los conos de lupulo presentan la ventaja técnica de proporcionar un mayor crecimiento del
agente de biocontrol y, por tanto, de mejorar de las caracteristicas de crecimiento de la semilla
y proteger contra fitopatdgenos, con respecto a la turba.

La presente invencion es util para mejorar las caracteristicas de crecimiento de las semillas,
promover la germinacion y el desarrollo de la planta en los primeros estadios de crecimiento
y proteger cultivos agricolas frente dafios de enfermedades y plagas. Debido a que el
recubrimiento y las semillas recubiertas conforme a la presente invencion se pueden valer
Unicamente de agentes de biocontrol y lUpulo como sustrato, tienen la ventaja de que evita la
utilizacion de compuestos de sintesis quimica.
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Mas aun, la invencién aprovecha el potencial del lUpulo, pues la industria genera una cantidad
importante de desechos de conos de lupulo. De este modo, la presente invencién representa
una alternativa ecoldgica y sostenible para mejorar el crecimiento de las semillas y proteger
los cultivos agricolas.

En otro aspecto preferible mas, el recubrimiento de la presente invencion incluye un relleno
de bentonita, caolin, arcilla, talco, perlita, silices, polvo de cuarzo, montmorillonita, carbén
activado, carbohidratos, almidones, harinas, tierra de diatomeas, o combinaciones de los

mismos.

La presente invencion también se refiere a una semilla recubierta con el recubrimiento de
semillas descrito. Por tanto, otro aspecto preferible mas es una semilla recubierta, cuyo

recubrimiento comprende conos de lupulo y al menos un agente de biocontrol.

La semilla de la presente invencion puede ser cualquier semilla vegetal sin importar su forma
o tamano. Preferiblemente, la semilla en cuestion pertenece a una planta de interés
agrondémico, por ejemplo una planta horticola como tomate, calabacin o pimiento; una planta
forrajera como alfalfa o trébol; un cereal como avena, maiz o trigo; una leguminosa como soja,
judia, guisante o altramuz, una planta oleaginosa como colza o girasol, una planta de
aprovechamiento industrial como algoddn, remolacha o tabaco, o de cualquier planta

ornamental o silvestre.

En otro aspecto preferible, la semilla a recubrir tiene un tamaro de 1 a 20 mm. En otro aspecto
mas, es una semilla pequefa, con un tamafno menor a 3 mm, tal como una semilla de brécoli,
colza o alfalfa. En otro aspecto mas, la semilla a recubrir es una semilla mediana, que tiene
un tamano de 3 mm hasta 10 mm, tal como una semilla de lenteja o trigo. En otro aspecto
mas, es una semilla grande, con un tamafno mayor que 10 mm, tal como una semilla de maiz,

judia, garbanzo, girasol o melén.

Un aspecto preferible de la presente invencién es una semilla recubierta en al menos un 50%
de su superficie, preferiblemente en al menos el 80% o en al menos el 90% de la superficie
de las semillas, lo mas preferible recubierta en el 100% de su superficie.

Otra realizacion preferible mas es un método de recubrimiento de una semilla con el
recubrimiento de la invencion. Para recubrir la semilla es necesario poner en contacto los

componentes del recubrimiento de semillas con la superficie de la semilla. Para fijar el agente
7
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de biocontrol y los conos de lupulo a la superficie de la semilla puede necesitarse un agente
de fijacion. La puesta en contacto de cada uno de los componentes del recubrimiento de
semillas, incluyendo lUpulo, agente de biocontrol, y, en su caso, agente de fijacion y/o

cualquier otro componente opcional o adicional, puede ocurrir simultanea o secuencialmente.

En un aspecto preferible més, el recubrimiento de las semillas se realiza en una sola etapa,
poniéndola en contacto con una mezcla de todos los componentes del recubrimiento de la
invencion. También es posible afadir secuencialmente los componentes del recubrimiento
hasta formar la semilla recubierta de la presente invencion. Por ejemplo, tratandose de un
recubrimiento de la invencién que utiliza agente de fijacién, el método puede realizarse en dos
etapas: primero, se pone en contacto con la superficie de las semillas una mezcla de agente
de fijacién y ya sea el agente de biocontrol o los conos de lUpulo; y posteriormente, se pone
en contacto la semilla con el componente restante. En un aspecto adicional, la puesta en
contacto se acompana de agitacidon mecanica con el fin de mejorar la eficiencia y/o velocidad

del recubrimiento.

El método de la presente invencion puede comprender, ademas, una etapa de secado de la
semilla recubierta, con el fin de promover o acelerar la fijacién del recubrimiento y la

manipulacién de las semillas recubiertas.

El recubrimiento de las semillas puede llevarse a cabo en cualquier aparato adecuado para el
tratamiento de las mismas, incluyendo en una mezcladora concreta o un tambor rotatorio o

lecho fluidizado. El recubrimiento se puede realizar por lotes 0 en un proceso continuo.

Ejemplos
Ejemplo 1: Desarrollo de aislamientos del agente de biocontrol Trichoderma spp. en

restos de cosecha de lupulo.

Se estudio el efecto que tienen los restos de cosecha de lupulo en el desarrollo de un agente
de biocontrol de la especie Trichoderma spp. Para ello se emplearon dos aislamientos de T.
harzianum y uno de T. velutinum que han demostrado su capacidad de biocontrol. que se
identificaron con los nombres de T. harzianum T019, T. harzianum T059 y T. velutinum T029.
Como sustratos, se utilizé hojas y conos de lUpulo.

Se molieron todos los sustratos hasta obtener un tamano de particula inferior a 500 uym, y se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 min para eliminar cualquier organismo que

pudieran tener. En placas Petri de 60 mm de didmetro se pesaron 5 g de cada sustrato. Se
8
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anadieron 5 ml de agua destilada autoclavada a 121°C 20 min. Se prepard una soluciéon de
esporas de T. harzianum y otra de T. velutinum, cada una con una concentracion de 2*10”
esporas/ml y se afadié 1 ml de esa solucion a cada placa Petri. Se sellaron las placas con
Parafilm y se incubaron durante 15 dias a 25 °C. Se hicieron 3 repeticiones por tratamiento.
Trascurrido este periodo se conservaron a -80°C hasta su procesado.

Para la obtencién de la cantidad de Trichoderma desarrollado en los sustratos se extrajo el
ADN de cada placa con FavorPrep Soil DNA Isolation Kit (Favorgen Biotech Corporation)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé gPCR de cada extraccion usando Step
One Plus™ (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se empleé el gen a-actina como referencia

para el analisis.

Tabla 1. Concentracion de ADN obtenida en los distintos sustratos.

Sustrato Concentracion
ADN (pg/ ml)
T. harzianum T019 | T. harzianum T059 | T. velutinum T029
Restos de hojas 5,274 10,947 0,003
Conos o flores 3.358,989 73,386 2,492

Los resultados, mostrados en la Tabla 1, muestran que los conos de lupulo en donde ha
estado desarrollandose los aislamientos de Trichoderma es mucho mayor en conos de lUpulo
que en restos de hojas. Con estos resultados se demuestra que los conos de lupulo
promueven el desarrollo de los agentes de biocontrol.

Ejemplo 2: Desarrollo de aislamientos del agente de biocontrol Trichoderma spp. en
turba

Se cultivé Trichoderma bajo las mismas condiciones del Ejemplo 1, pero utilizando turba y
turba con harina de maiz como sustratos. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentracion de ADN obtenida en turba y turba con harina de maiz.

Sustrato Concentracion de
ADN (ug/ ml)
Trichoderma T019
Turba 90,14
Turba + harina de maiz 29,23
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En consecuencia, el uso de conos o flores de lupulo para el desarrollo de Trichoderma spp.
ha sido muy superior en comparacién con la turba o la turba con harina de maiz.

Ejemplo 3: Efecto del pildorado de semillas con lupulo en la germinacién
Se emplearon distintos tipos de semillas para la evaluacion del pildorado. Se pretendio
comprobar el efecto del pildorado realizado antes de la siembra en la germinacion. Por ello se

evaluaron semillas de distintas formas y tamanos:

- Semillas pequenas, < 3 mm: brécoli, colza, alfalfa
- Semillas medianas, 3 — 10 mm: lenteja, trigo

- Semillas grandes, > 10 mm: maiz, judia, garbanzo, girasol, melén

Se realizé una prueba de germinacién en el laboratorio. Las semillas se desinfectaron con un
ciclo de limpieza de 20 minutos en solucion de hipoclorito de sodio al 10% y 3 lavados en agua
destilada autoclavada para destruir los patdgenos presentes en la cubierta de la semilla y
evitar el crecimiento de hongos. Las semillas se dejaron secar en campana de flujo laminar

durante 20 min.

Posteriormente se realiz6 el pildorado siguiendo el siguiente procedimiento: 1) las semillas a
recubrir se colocaron en un aparato adecuado para el recubrimiento de semillas; 2) se afadi
un porcentaje del peso de las semillas de un agente de fijacidén, que incluye goma arabiga; 3)
se agité hasta que las semillas quedaron recubiertas; 4) se afiadié un porcentaje del peso de
las semillas del polvo de conos de lupulo, H. lupulus; 5) se agitd hasta que las semillas
quedaron recubiertas.

Para semillas pequenas (< 3 mm), se utilizé 60 % de S. muticum y 30% de agente de fijacion
del peso de semillas. Para semillas medianas (3-10 mm), 20 % de S. muticum 'y 15% de
agente de fijacion del peso de semillas. Para semillas grandes (> 10 mm), 7% de S. muticum
y 3% de agente de fijacién del peso de semillas.

Posteriormente, se recogieron las semillas y se dejaron secar para su manipulacién. Como

control, se utiliz6 la semilla sin pildorar.

Se realizaron 3 repeticiones de 10 semillas para melén y 20 semillas para el resto, de tamafno

similar sin dafo observable, que se distribuyeron homogéneamente en placas de Petri (80-
10
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100 mm de diametro en funcion del tamafo de la semilla) sobre dos papeles de filtro
anadiendo 1-15 ml de agua destilada autoclavada segun el tipo de semilla. Las placas se
sellaron con Parafilm para evitar pérdidas de humedad y se mantuvieron en la oscuridad
durante 12 dias a 22 + 1 °C, revisando la germinacién diariamente.

Se consideré que las semillas estaban germinadas cuando las radiculas tenian mas de 3 mm.
Se tomaron los datos de germinacién de la semilla (porcentaje del nimero de semillas
agregadas), la longitud de la raiz de las plantulas emergidas, asi como el peso fresco de las
radiculas emergidas se midié cuando se habia alcanzado el 95 % de las semillas germinadas
o bien durante 3 dias consecutivos no se habian producido nuevas germinaciones. También

se calcularon los siguientes indices:

Semillas germinadas (tratamiento)

X 100

(1) Germinacion relativa (%) = - - _
- Semillas germinadas (control)

Peso fresco medio (tratamiento)

x 100

(2) Biomasa relativa (%) = . X
- Peso fresco medio (control)

Longitud media raiz (tratamiento) .

» 100

' ; . va raiz () =
(3) Longitud relativa raiz (%) Longitud media raiz (control)

Germinacion (Tratamiento) Longitud raiz (tratamiento) % 100
Germinacion (control) Longitud raiz (control)

(4) indice germinacién =

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Germinacidn de las distintas semillas recubiertas con lupulo y sus controles cuando
han sido pildoradas y sembradas en el mismo dia.

Germinacion GR!' Biomasa BR? Longitud LRR?
Semilla ) IG*
(%) (%) (mg) (%) raiz (mm) (%)
Tamaho pequeio
C 5833%3,33a 2,49+0,14 a 24,72 £ 1,81
5 b
Alfalfa 105,71 114,62 134,05 141,71
T 61,67 + 10,93 286+0,17 a 33,14 £ 2,82
a a
C 65,00+5,00a 3,67+0,23b 36,73 + 3,03
a
Brocoli 43,59 269,48 47,70 43,59
T 28,33+3,33b 9,89+ 3,53 a 17,52 + 2,93
b
C 90,00 + 10,00 413 +£0,24 a 54,79 £ 3,93
a a
Colza 55,56 97,66 77,65 55,56
T 50,00£2,89b 4,03 +£0,26 a 4255 * 4,07
b

11
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C 8833+441a 7,47 +0,13 a 13,60 £ 0,61
a
Lenteja 94,34 99,17 84,94 9434
83,33+7,26 a 7411017 a 11,55 + 0,54
b
C 100,00 = 0,00 7,29+0,16 a 17,43 + 0,63
a a
Trigo 96,67 91,64 85,54 96,67
T 96,67+1,67a 6,68+0,16 b 14,91 £ 0,86
b
Tamafo grande
C 9833%1,67a 74,84 + 0,78 13,96 + 0,67
a a
Garbanzo 77,97 97,64 37,49 77,97
76,67 £3,33b 73,07 + 0,77 5,23+0,28b
a
C 95,00+£0,00a 17,91 £ 0,32 21,16 + 1,02
a a
Girasol 85,96 98,92 66,82 85,96
81,67 +6,01 a 17,71 £ 0,40 14,14 £ 1,27
a b
C 9833%1,67a 114,72 * 43,07 + 3,44
i 2,63 a a
Judia 94,92 99,13 73,53 94,92
93,33+3,33a 113,72 * 31,67 + 2,59
2,80 a b
C 95,00+0,00a 48,80 + 0,96 21,12 + 1,40
a
Maiz 94,74 100,07 81,19 94,74
90,00 +2,89 a 48,83 + 1,13 17,15 + 1,38
a b
C 73,33+ 14,53 12,68 £ 0,53 41,77 £ 4,50
a b
Melon 54,55 118,19 139,81 54,55
40,00 £ 5,77 a 14,99 + 0,66 58,39 + 5,75
a a

' Germinacion relativa

2 Biomasa relativa

3 Longitud relativa de la raiz
4 indice de germinacion

5 Control

& Tratamiento con ltipulo

Observando los resultados, la germinacién no fue inhibida en la mayoria de las semillas, a
excepcion de brocoli, colza y melén que hubo una menor germinacion respecto al control. En

cuanto a la produccién de biomasa, ninguna semilla presentdé una reduccién, destacando el
12



10

15

20

25

30

35

ES 2 872 599 B2

brocoli en que el desarrollo fue mayor respecto al control. En cuanto a la longitud de la
radicula, la aplicacion del pildorado caus6 en algunas semillas que se incrementara como en
el caso de la alfalfa y el meldn. En cuanto al indice de germinacion las semillas presentaron
unos valores altos a excepcion de brécoli y melén, que fueron bajos.

Con estos resultados se demuestra que los conos de Itpulo no resultan un agente inhibidor
de la germinacion de las semillas que han sido pildoradas y sembradas en el mismo dia,
llegando incluso a favorecerla en algunas de ellas.

Ejemplo 4: Efecto del pildorado de semillas con polvo de conos de lupulo en la
germinacion trascurrido un mes desde el pildorado

Se emplearon distintos tipos de semillas para la evaluacién del pildorado realizado con un
mes de antelacion a la siembra, teniendo en cuenta su forma y tamafo. Se pretendio
comprobar el efecto del pildorado realizado mucho tiempo antes de la siembra por si pudiera
endurecerse e impedir la germinacion. Por ello se evaluaron semillas de la misma variedad

de tamarnos usada en el Ejemplo 3.

Se realizé una prueba de germinacién en el laboratorio. Las semillas se desinfectaron con un
ciclo de limpieza de 20 minutos en solucion de hipoclorito de sodio al 10% y 3 lavados en agua
destilada autoclavada para destruir los patdgenos presentes en la cubierta de la semilla y
evitar el crecimiento de hongos. Las semillas se dejaron secar en campana de flujo laminar
durante 20 minutos. Posteriormente se realiz6 el pildorado siguiendo el procedimiento descrito
en el Ejemplo 3.

Se realizaron 3 repeticiones de 10 semillas, de tamafo similar sin dafio observable que se
distribuyeron homogéneamente en placas de Petri (80-100 mm de diametro en funcién del
tamano de la semilla) sobre dos papeles de filtro afiadiendo 1-15 ml segun el tipo de semillas
agua destilada autoclavada. Las placas se sellaron con Parafilm para evitar pérdidas de
humedad y se mantuvieron en la oscuridad durante 12 dias a 22 + 1 °C, comprobando la

germinacion diariamente.

Se consideré que las semillas estaban germinadas cuando las radiculas tenian mas de 3 mm.
Se tomaron los datos de germinacion de la semilla (porcentaje del nUmero de semillas
agregadas), la longitud de la raiz de las plantulas emergidas, asi como el peso fresco de las
radiculas emergidas se midi6 cuando se habia alcanzado el 95 % de las semillas germinadas

o bien durante 3 dias consecutivos no se habian producido nuevas germinaciones. También
13
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se calcularon los indices de germinacion relativa (%), biomasa relativa (%), longitud relativa

raiz (%) e indice germinacion (%) conforme se indica en el Ejemplo 3.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Germinacion de las distintas semillas recubiertas con Ilupulo y sus controles cuando

han sido pildoradas y sembradas un mes tras el recubrimiento.

. Germinacion GR' . BR? Longitud raiz LRR?®
Semilla Biomasa (mg) 4
(%) (%) (%) (mm) (%)
Tamano pequeio
C® 36,67+882a 4,71 £0,69 a 45,94 +6,97 a
Alfalfa 145,45 67,25 98,19 142,82
T6 53,33+16,67 a 3,17+0,36 b 4511 +5,97 a
L 73,33+6,67 a 3,05+0,37 a 28,44 £552 a
Brocoli 90,91 82,32 95,57 86,89
66,67 £6,67 a 2,51+0,35a 27,18 +4,76 a
63,33+17,64 a 3,21+0,37 a 56,98 £+ 13,76 a 112,6
Colza 68,42 87,05 77,06
43,33+8,82a 2,80+0,46 a 64,17 £13,93a 3
Tamafo medio
C 7926+0,74a 10,73 +0,39 a 18,69+1,454a
Lenteja 113,55 88,28 71,10 80,73
90,00 £ 10,00 a 9,47 +£0,32b 13,29+1,00b
. C 93,33+3,33a 9,88+0,41 a 2297 +1,63a 101,0
Trigo 100,00 93,73 101,08
T 93,33+3,33a 9,26 +0,31 a 2322+129a 8
Tamano grande
83,33+3,33b 86,34 +1,90 a 14,44 +1,77 a
Garbanzo 120,00 94,42 88,66 106,39
100,00 £ 0,00 a 81,52+1,24b 12,80 +1,27 a
. C 80,00+10,00a 34,14+121a 28,03+2,57a 1357
Girasol 66,67 108,34 90,53
T 5333+12,02a 36,99 +3,93 a 38,06 +6,13a 9
. C 93,33+3,33a 113,64 +7,00 a 25,13+3,41a
Judia 85,71 104,12 82,13 70,39
T 80,00£0,00b 118,32 +5,97 a 20,64 +£2,40 a
] C 100,00 £0,00 a 52,46 +1,27 a 29,91 +247 a
Maiz 90,00 104,12 68,11 61,29
T 90,00+5,77a 54,62 +1,55a 20,37 +1,89b
i C 20,00£10,00b 2412+£091 a 28,74+£790b 172,5
Meldn 250,00 74,77 431,40
T 50,00+0,00a 18,04 £1,05b 4959+447a 6

1 Germinacion relativa

2 Biomasa relativa

3 Longitud relativa de la raiz
% indice de germinacion

5 Control

& Tratamiento con lupulo

Analizando la germinacién, el pildorado con lUpulo no inhibié la germinacién en las semillas

de estudio, siendo favorecida significativamente en el caso del garbanzo y el melén. En cuanto
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a la biomasa, fue algo inferior en algunas semillas como alfalfa, lenteja y melén, pero en el
resto, no se produjo ninguna reduccién de la misma. En el caso de la longitud de la raiz, las
semillas no presentaron una disminucién del desarrollo radicular, a excepcion de lenteja, maiz
y melon. En el caso del indice de germinacion, cabe destacar la semilla de melén que se

produjo un incremento notable en dicho valor.

Con estos resultados se demuestra que los conos de Itpulo no resultan un agente inhibidor
del crecimiento de la planta a partir de semillas que han sido pildoradas y sembradas en el

mismo dia, llegando incluso a favorecerla en algunas de ellas.

Ejemplo 5: Efecto del pildorado de semillas con el agente de biocontrol Trichodermay
con polvo de conos de lupulo en la germinacion

Se emplearon distintos tipos de semillas para la evaluacion del pildorado, teniendo en cuenta
su forma y tamafno. Se pretendié comprobar el efecto del pildorado realizado antes de la
siembra en la germinacion. Por ello se evaluaron las siguientes semillas: semilla pequefa (<

3 mm): colza; semilla mediana 3 — 10 mm: trigo; semilla grande (>10 mm): judia.

Las semillas se desinfectaron con un ciclo de limpieza de 20 minutos en solucién de hipoclorito
de sodio al 10% y 3 lavados en agua destilada autoclavada para destruir los patégenos
presentes en la cubierta de la semilla y evitar el crecimiento de hongos. Las semillas se
dejaron secar en campana de flujo laminar durante 20 min. Posteriormente las semillas se
impregnaron con una solucién formada por 75 % v/v de agente de fijacién y 25 % v/v solucion
de esporas de Trichoderma (8*10”esporas/ml). Después fueron recubiertas con polvo de

conos de lupulo. Las semillas control no tenian recubrimiento.

Se realizaron 3 repeticiones de 10 semillas, de tamafo similar sin dafio observable que se
distribuyeron homogéneamente en macetas de polipropileno de 250 ml de capacidad con
sustrato (80% turba rubia, 20% turba negra y pH 5.5). Se regaron cada maceta previamente
a la siembra hasta que lleg6 a capacidad de campo. Se mantuvieron en camara de cultivo a
22 +1 °C y se regaron cada 2 dias con 25 ml de agua.

Se consideré que las semillas estaban germinadas cuando las radiculas tenian mas de 3 mm.
Se tomaron los datos de germinacion de la semilla (porcentaje del nUmero de semillas
agregadas), la longitud de la raiz de las plantulas emergidas, asi como el peso fresco de las
radiculas emergidas se midi6 cuando se habia alcanzado el 95 % de las semillas germinadas

o bien durante 3 dias consecutivos no se habian producido nuevas germinaciones. También
15
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se calcularon los indices de germinacion relativa (%), biomasa relativa (%), longitud relativa

raiz (%) e indice de germinacién, conforme se indica en el Ejemplo 2. Los resultados se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Germinacidn de las distintas semillas recubiertas con lupulo y el agente de biocontrol.

GR! BR? . LRR?
Semilla Germinacion Biomasa (mg) Longitud raiz IG*
(%) (%) (%)
Tamafho pequeno
C 23,33+3,33a 34,76 £ 7,53 a 46,11 £9,00 a
271, 176,0
Colza 5 43 99,47 64,86 4
T6 63,33+17,64a 34,57 £10,27 a 29,91 +9,38 a
23,33+12,02b 130,84 £ 12,55 100,43 +£8,07 b
414, 159,4 157,2 651,3
Trigo b
29 7 1 1
T 96,67+333a 208,65 +£9,99 a 157,89 £3,14 a
1.990,51 * 117,93 +£8,19b
C 90,00 +£10,00 a
103, 136,04b 152,6 137,0 1421
Judia
70 3.037,73 + 1 161,62+t420a 4 2
T 93,33%£3,33a
158,27 a

1 Germinacion relativa
2 Biomasa relativa

3 Longitud relativa raiz
4 indice de germinacion
5 Control

6 Tratamiento con restos de lapulo y Trichoderma sp.

Observando los resultados del efecto del pildorado de semillas con el agente de biocontrol

Trichoderma y lUpulo en las tres semillas de estudio, la germinacién presenté unos valores

muy altos en las tres semillas, destacando el trigo con un valor superior al 600 %, al igual que

la produccion de biomasa y en la longitud del sistema radicular.

Con estos resultados se demuestra que los conos de lupulo en combinacién con un agente

de biocontrol favorecen el desarrollo de las semillas respecto al control.
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REIVINDICACIONES

Un recubrimiento de semilla caracterizado por que comprende al menos un agente de
biocontrol y conos de lipulo como fuente de carbono.

El recubrimiento de semilla segun la reivindicacién 1, caracterizado por que dichos

conos de lupulo son conos de lupulo en polvo.

El recubrimiento de semilla segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que dichos
conos de lupulo estan presentes en una cantidad del 5 al 99,5% en peso respecto al
peso total del recubrimiento.

El recubrimiento de semilla segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado por que el al menos un agente de biocontrol es una bacteria o un hongo,

0 mezclas de los mismos.

El recubrimiento de semilla segun la reivindicacion 4, caracterizado por que dicha
bacteria se selecciona del grupo que consiste en Agrobacterium, Pseudomonas,
Streptomyces 'y Bacillus.

El recubrimiento de semilla segln la reivindicacion 4, caracterizado por que dicho
hongo se selecciona del grupo que consiste en Gliocladium, Trichoderma,
Ampelomyces, Candida'y Coniothyrium.

El recubrimiento de semilla segln la reivindicacion 6, caracterizado por que dicho
hongo es Trichoderma spp.

El recubrimiento de semilla segln la reivindicacion 7, caracterizado por que dicho

hongo es T. harzianum y/o T. velutinum.

El recubrimiento de semilla segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
caracterizado por que el al menos un agente de biocontrol estd presente en una

cantidad de 10° a 10'° CFU por gramo de peso de la semilla.

El recubrimiento de semilla segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,

caracterizado por que comprende al menos un agente de fijacion.
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ES 2 872 599 B2

Una semilla caracterizada por que presenta un recubrimiento de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

La semilla segun la reivindicacién 11, caracterizada porque dicho recubrimiento cubre
al menos el 50%, o al menos el 80% o al menos el 90%, o el 100% de la superficie de
dicha semilla.

La semilla segun la reivindicacién 11 o 12, caracterizada por que dicha semilla es de
una planta seleccionada del grupo que consiste en brocoli, colza, alfalfa, lenteja, trigo,
maiz, judia, garbanzo, girasol, melén, tomate, calabacin, pimiento, trébol, avena, soja,

guisante, altramuz, algodén, remolacha y tabaco.

Un método de recubrimiento de una semilla, caracterizado porque comprende poner
en contacto conos de lipulo y al menos un agente de biocontrol con la superficie de
dicha semilla.

El método segun la reivindicacion 14, caracterizado porque dichos conos de lupulo y

dicho al menos un agente de biocontrol se ponen en contacto con la superficie de la

semilla de forma secuencial.
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1scusion

La presente tesis pretende mejorar la sostenibilidad del cultivo del lapulo y buscar
nuevas aplicaciones que mejoren la sanidad del cultivo y fomenten la bioeconomia circular
de sus subproductos.

Evaluacién de materias activas y nanotransportadores para
el control sostenible de oidio en lipulo

Una de las enfermedades comunes en lupulo es el oidio causado por Podosphacra
macularzs. En los ultimos anos, en Espana, es la enfermedad que mas problemas ha pre-
sentado a la hora de su manejo. Se han retirado muchos de los productos fitosanitarios
autorizados para su control en el Registro de Productos fitosanitarios (MAPA, 2023). Ac-
tualmente, para la campana de lupulo de 2023 hay cinco materias activas autorizadas, hi-
drogenocarbonato de potasio, azufre, aceite de naranja, Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum D747 y la combinacion de los aceites esenciales Fugenol, Geraniol y Timol.
Hasta 2022 se podia emplear el producto de sintesis quimica metrafenona, que controlaba
la enfermedad de manera eficaz. Durante la campana de 2020 se llevaron a cabo ensayos
para evaluar en campo estrategias sostenibles en el control de enfermedades de lupulo. Se
estudiaron distintas alternativas sostenibles autorizadas para el control de P. macularis, con
el fin de evaluarlas en comparacion con los productos de sintesis quimica autorizados en
el momento. Se evaluaron alternativas sostenibles como productos de residuo cero, agentes
de control biologico (BCA), productos fitosanitarios permitidos en agricultura ecoldgica
como el azufre y nanotransportadores.

El uso de nanotransportadores en agricultura puede tener beneficios agroambien-
tales ya que es una tecnologia biocompatible que mejora el transporte de compuestos den-
tro de la planta. Una de las ventajas principales es la posibilidad de reducir la dosis de
producto fitosanitario en los tratamientos, ya que se aumenta la eficiencia de su transporte
(Wang et al., 2022). En este trabajo se utilizo el nanotransportador Nutragreen® para eva-
luar coémo influia en la reduccion de dosis de aplicacion en aquellos tratamientos con pro-
ductos fitosanitarios de sintesis quimica. En la Tabla 2 se especifican los tratamientos apli-
cados. En los ensayos se evaluo la incidencia de la enfermedad en hoja y tras la cosecha su
mcidencia en los conos y rendimiento.

Por lo general, se observo que, a mayor incidencia de la enfermedad en conos y
hojas, el indice de cosecha y el contenido en o-icidos se redujeron. En mayor o menor
medida, todos los tratamientos controlaron la incidencia de la enfermedad en hoja, en
comparacion con las plantas no tratadas. Por el contrario, la enfermedad no se controlo
con tanta eficacia en los conos. Los tratamientos con productos fitosanitarios de sintesis
quimica fueron mas eficaces que los tratamientos con productos de residuo cero y control
biologico. Los tratamientos con el nanotransportador Nutragreen® y una reduccién de
dosis del 30% resultaron ser un control eficiente de la enfermedad.

97



Tabla 2 Lista de tratamientos, nombre comercial del producto y materia activa aplicados en los ensayos de

campo para el control de Podosphacra macularis descritos en el Capitulo 1

Tratamiento

Nombre del producto

Materia activa

LECO

AGR

IDA

SIP

CER

GIP
(IDM)

GIP+
(IDM+)

CON MR

CON+ MR

CON EIAF
(CON SAFE-
ULE)

CON+ EIAF
(CON SAFE-
ULE")

LECTUM

ACTILEAF
HELIOSUFRE
VITISAN

NELA
S-SYSTEM

ARAW

ARMICARB
AMYLO-X

HELIOSUFRE
VITISAN
VIVANDO
BELLIS

GIP + Nutragreen®

SYSTHANE FORTE
VIVANDO
LUNA SENSATION

CON MR + Nutragreen®

NIMROD Quattro
SULFUR 809

CON EIAF + Nutra-
green®

Lecitina de soja (No-OGM) +
Extracto de Equisetum arvense [EC] W/W

Cerevisane 94,1% (wp] w/w
Azufre 72% [+ Pinolene] [sc] w/v
Hidrogenocarbonato de potasio 99,99% [SP| W/W

Extracto de canela [EC] ww
Azufre bioasimilable 329% + Mn + Zn [EC] W/W

Fugenol 3,3% + Geraniol y Timol 6,6% [CS] w/v

Hidrogenocarbonato de potasio 859% w/w
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum
(cepa D747) 25% WGl W/w

Azufre 729% [+ Pinolene] [sc] w/v
Hidrogenocarbonato de potasio 99,99% [sP] W/w
Metrafenona 509% [sCl w/v

Boscalid 25,29% + Piraclostrobin 12,8% WG]
W/W

GIP + Nutragreen® (1:10% vyv

Myclobutanil 249 [EC] w/v

Metrafenona 509% [sCl w/v

Fluopyram 25% + Trifloxystrobin 25% [scl w/v
CON MR + Nutragreen® (1:10% vv

Bupirimato 259% [£C] w/v
Azufre 809% [wp] w/w

CON EIAF + Nutragreen® (1:10") v/v

No-OGM: Organismo no modificado genéticamente; GIP: Gestion Integrada de Plagas; [ECI:
Concentrado emulsionable; [SC]: Suspension concentrada; [WP]: Polvo mojable; [SP]: Polvo
soluble; [CS]: Suspension encapsulada; [WG]: Granulos dispersables en agua; W/W:

Peso/Peso; W/V: Peso/Volumen; V/V: Volumen/Volumen
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La respuesta a los tratamientos no present6 el mismo comportamiento en las dos
parcelas, ya que la incidencia media en las plantas control diferia de una parcela a otra. Los
tratamientos evaluados en la parcela con mayor incidencia en las plantas control (EIAF-
ULL)), apenas presentaban diferencias significativas respecto a las plantas control, mientras
que en la parcela con menor incidencia (MR) algunos tratamientos de las alternativas sos-
tenibles presentaban diferencias significativas con las plantas no tratadas. Lo cual dico
que la eficacia de los productos de residuo cero puede estar influenciado por el grado de
mcidencia de la enfermedad. En cualquier caso, los tratamientos ECO, AGR y CER, de
residuo cero y control biologico, fueron los tratamientos que bajo las dos condiciones re-
dujeron significativamente el drea bajo la curva de infeccién en hoja respecto a las plantas
no tratadas y sin diferencias significativas con los tratamientos CON y CON+.

El tratamiento ECO estaba formulado con extracto de Equisetumn arvense y lecitina
de soja. Este extracto con actividad antimicrobiana (Radulovi¢ et al., 2006), esta autorizado
por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (en inglés European Food Safety
Authority, EFSA) como materia activa fungicida para el control de oidio en vinedo entre
otros cultivos (EFSA, 2020). En trabajos previos, el uso de . arvense tuvo buenos resulta-
dos de control para oidio en viiiedo (Pike, 2014). No hay datos previos sobre su control de
oidio en lipulo y con este trabajo se pretendia evaluar la actividad del producto en el cultivo.
Segin los resultados, el uso de este producto fitosanitario de residuo cero, tuvo un control
efectivo en hoja, mmimizando el progreso de la infecciéon en la parte foliar de la planta.

El tratamiento AGR entre sus materias activas incluia azufre e hidrogenocarbonato
de potasio. El uso de azufre como fungicida estd muy expandido, es de contacto y detiene
el desarrollo del patdégeno (Jiang, 2019). Actualmente, el control de oidio en lupulo se basa
principalmente en su aplicacion al estar el resto de materias activas desautorizadas. El tra-
tamiento IDA también contenia azufre en su formulado. Una de las razones por la cual
IDA fuese menos efectivo pudo ser el menor porcentaje de azufre de la formulacion.

El tratamiento CER estaba formulado con hidrogenocarbonato de potasio y el
agente de biocontrol (BCA) Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum. Trabajos previos
comprobaron que este BCA reducia la incidencia de oidio en tabaco (Jiao et al., 2020) e
inducia el sistema de defensa contra esta enfermedad en pepino (Li et al., 2015). El uso de
hidrogenocarbonato de potasio se emple6 en cuatro tratamientos, AGR, CER, GIP (IDM)
y GIP+ (IDM+), que mostraron unos resultados de control de la enfermedad en hoja sig-
nificativamente mejores a las plantas no tratadas. Puede ser una materia activa efectiva con-
tra esta enfermedad como se ha demostrado en otros cultivos, su uso ha resultado en con-
trol efectivo del oidio en cucurbiticeas (Ziv and Zitter, 1992; Abdel-Kader et al., 2012).

En cuanto al grado de mcidencia de los conos, solo los tratamientos con productos
de sintesis quimica lograron tener diferencias respecto a las plantas no tratadas, excepto
SIP, que en la parcela con menor presion de la enfermedad consigue mostrar una reduc-
c16n de la incidencia en conos.

El uso de nanotransportadores en los tratamientos CON+ e GIP+ presento resulta-
dos de mcidencia en algunos casos menores que los tratamientos con dosis completa sin
nanotransportador. CON+ obtuvo valores significativamente distintos a las plantas control
para indice de calidad en las dos parcelas. GIP+ present6 valores de incidencia en cono
mas bajos sin diferencias significativas con los tratamientos CON y CON+. Los resultados
obtenidos de los tratamientos con nanotransportador y reduccion de dosis del 309% pueden
deberse al incremento de la eficiencia en el transporte de los compuestos dentro de la
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planta ejercido por la nanotecnologia (Wang et al,, 2022). Observaciones similares obtu-
vieron Carro-Huerga et al. (2018) en el que la reduccion de dosis de plaguicida y fertilizan-
tes en plantaciones de peral llevo a un manejo eficiente ademas de un aumento de la can-
tidad de solidos solubles totales en el producto cosechado. El uso de la nanotecnologia en
la agricultura, ya sean nanoplaguicidas, nanofertilizantes o nanotransportadores puede ser
de gran impacto en los objetivos hacia la obtencion de cultivos mas sostenibles y saludables

(Wang et al., 2022).

Por lo general, en las dos parcelas de ensayo, los tratamientos con productos de
sintesis quimica mostraron resultados con menor incidencia de P. macularis en hojay cono.
No obstante, los resultados no siempre fueron significativamente distintos a los resultados
de las plantas sin tratar. En algunos casos, el uso de productos de residuo cero y BCA
redujo la incidencia de P. macularis al nivel de los tratamientos quimicos. Los efectos del
uso de B. amyloliquefaciens en el tratamiento CER podrian estar relacionados con la re-
duccion de la enfermedad en hoja. Fl uso de nanotrasportadores podria ser un recurso util
para el control de enfermedades con productos fitosanitarios de sintesis quimica con una
reduccion de su dosis, aunque actualmente, no hay productos autorizados para tal fin. Los
resultados de los tratamientos de residuo cero y control biologico abren la posibilidad de
explorar otros medios de control mas eficaces para el control de enfermedades en el Iipulo
y buscar microorganismos nativos adaptados a las condiciones medioambientales y al cul-
tivo del lupulo que puedan ejercer control biologico contra las enfermedades descritas en
lupulo.

Prospeccion y evaluacién de microorganismos de suelo y
planta con capacidad de biocontrol

Los resultados obtenidos con los ensayos preliminares de campo se detectaron re-
sultados positivos de control empleando microorganismos. El uso de estos organismos be-
neficiosos adaptados a un determinado cultivo puede ser determinante para garantizar su
eficacia (Cook, 1993). En los ensayos previos se observo un comportamiento beneficioso
del BCA B. amyloliquefaciens, pero hay estudios que senialan que el lupulo puede tener
propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram-positivas (Pollach et al., 2002; Leite et
al., 2013). Resulta interesante explorar otros microorganismos presentes en las parcelas de
cultivo sostenible de lupulo que puedan tener habilidades de biocontrol y que estén adap-
tados a las condiciones medioambientales del cultivo. Con ese fin se llevé a cabo una pros-
peccion en suelos de las parcelas de lupulo de la provincia de Leon. Se identificaron once
aislamientos diferentes de 7richoderma de especies descritas previamente en bibliografia
como posibles BCA (Tabla 8). Para evaluar la capacidad de esos aislamientos como posi-
bles BCA se llevaron a cabo dos ensayos i1 vitro en placas Petri. Se realizaron ensayos de
confrontacion directa y de membrana contra tres aislamientos del patogeno del lapulo Fu-
sariurm.

Fusarium spp. es un hongo de suelo que presenta inconvenientes a la hora de su
control por su naturaleza y el cardcter perenne de las plantaciones de Iipulo. Puede per-
manecer en el suelo durante largos periodos de tiempo con un desarrollo y crecimiento
saprofito lo que hace que los métodos de control recomendados para otras enfermedades
en este caso no sean efectivos. Kn muchos cultivos, para remediar esta limitacién, se ha
optado por el uso de BCA. En control de Fusarium, su utilizacion ha demostrado ser una
posibilidad, bien con aislamientos no patogénicos de Fusarium spp. (Aimé et al., 2008;
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Porteous-Alvarez et al, 2020), o con otros microorganismos beneficiosos como 7richo-
derma spp. (Blaya et al., 2013; Martinez-Medina et al., 2014 Blaszczyk et al., 2017, Alva-
rez-Garcia et al., 2020; J1, An, et al., 2021; Mironenka e al., 2021). En Espaiia, la cepa de
1. asperellum T34 esta registrada como uso menor autorizado por procedimiento nacional
para el control de Fusarium en Iapulo (MAPA, 2023). El uso de cepas autdctonas tiene
beneficios agronémicos al haber co-evolucionado con el cultivo y estar adaptados a las con-
diciones climaticas y ambientales del bioecosistema. Los aislamientos adaptados a un cul-
tivo en particular pueden ser mas efectivos que otros aislados de cultivos diferentes (Cook,
1993). Por lo tanto, uno de los objetivos que se plantearon en este trabajo fue buscar nuevas
alternativas sostenibles basadas en el control biol6gico que permitan mejorar las perspecti-
vas de samdad vegetal del cultivo del lupulo.

Tabla 3 Aislamientos de 7richodermay Fusariumrecolectados de parcelas de lapulo de la provincia de Leén
descritos en el Capitulo 2.

Cédigo Especie Origen Localizacion
T311 1. hamatum Suelo Gavilanes de Orbigo
T324 1. hamatum Rizoma San Romin de la Vega
T312 1. virens Suelo Gavilanes de Orbigo
T317 1. virens Rizoma Nistal
T327 1. gamsii Suelo Seison de la Vega
T316 1. rossicum Rizoma Gavilanes de Orbigo
T328 1. rossicum Suelo Gavilanes de Orbigo
T329 1. harzianum Suelo San Romain de la Vega
T314 1. spirale Suelo Nistal
T319 1. spirale Rizoma Nistal
T323 1. brevicompactum Suelo San Romin de la Vega
F076 F. culmorum Suelo San Romin de la Vega
F103 I oxysporum Suelo San Roman de la Vega
F079 F. sambucinum Rizoma San Romain de la Vega
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Para la realizacion de los ensayos n vitro de esta tesis se hizo una prospeccion en
parcelas de cultivo de lapulo de la provincia de Leon (AJ. Porteous-Alvarez et al., 2021).
Los hongos aislados se 1dentificaron mediante técnicas moleculares y se recogen en el ca-
pitulo 2. En la recoleccion de muestras de suelo y planta se identificaron distintas especies
de Trichoderma, que, segun la bibliogratia consultada, ya se habian descrito como posibles
especies con capacidades de control bioldgico. En una parcela en San Romén de la Vega
con sintomas asoclados a las enfermedades causadas por Fusarium se recogieron tres ais-
lados de Fusarium spp. En condiciones controladas de laboratorio, se evaluaron dos de los
mecanismos de accion posibles de Trichoderma, la competencia por nutrientes y espacio,
mediante ensayo en placa Petri de confrontacion directa y la antibiosis, mediante ensayo
en placa Petr1 utihizando membrana de celofan (Mayo et al., 201)5).

Figura 12 Esquema de los pasos consecutivos del ensayo de confrontacién directa. El disco de color verde
representa al agente de control biologico (BCA) y el disco de color morado al patogeno. “R” y “r” representan

las medidas tomadas en la evaluacion de mhibicion.

En los ensayos de confrontacion directa, la interaccion entre los dos microorganis-
mos puede deberse a dos mecanismos de accion, a la competencia por espacio y al mico-
parasitismo. Este ensayo mostré una vision de como puede interaccionar el posible BCA
en contacto directo con el patogeno (Campelo et al., 2010). En los ensayos de membrana,
la interaccion entre el patogeno y el BCA se produce sin contacto fisico los dos microorga-
nismos. kEn este caso, el mecanismo de accion evaluado es la capacidad del BCA, bajo
condiciones de laboratorio, de producir metabolitos secundarios que controlen o mhiban
el crecimiento del patogeno (Mayo et al., 2015).

En general, todos los aislamientos de 7richoderma en confrontacion directa fueron
capaces de mhibir el desarrollo de todos los aislamientos de Fusarium evaluados en este
trabajo, por encima del 109% en F. oxysporumy F. sambucinumy de 35% en F. culmorum.
Los aislamientos de 7. hamatum 1311 y 'T324 mostraron, por lo general, la mayor capa-
cidad inhibidora frente a todos los aislamientos de Fusarium. Presentaron mas del 35% en
F. sambucinum, por encima del 45% en F. oxysporum y por encima del 659% de inhibicion
del crecimiento en F. culmorum.

En los ensayos de membrana, F. sambucinum se mostré mas sensible a los meta-
bolitos secundarios producidos por 7. hamatum T311 y 1324, T. virens T312 y T317 y
1. gamsi'T'327, los cuales inhibieron su desarrollo por encima del 60%. Frente a F. oxyspo-
rum los aislamientos de 77 virens T312 y 1317 y 1. brevicompactum T323 produjeron
metabolitos secundarios que mhibieron su desarrollo en mas de un 40%. En F. culmorumn,
los compuestos producidos por 7. hamatum T311 y 1324, T, gamsii'T'327 v I brevicom-
pactum 'T323 mhibieron su desarrollo en mas de un 40%. Los aislamientos, 7. rossicum
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Figura 13 Ensayo de membrana a) Esquema de los pasos consecutivos del ensayo de membrana. El disco de
color beige representa el medio de cultivo, el de color azul la membrana de celofin, el de color verde repre-
senta al agente de control biologico (BCA) y el de color morado al patogeno; b) Trichoderma spp. sobre la
membrana de celofan; desarrollo de Fusarium sambucinum sobre ¢) una placa control y d) tras retirar la
membana con desarrollo de 7Trichoderma spp.

1328, 1. harzianum '1'329 y 1. spirale T319 no redujeron el desarrollo de F. culmorum
(09%) en el ensayo de membrana. Esos mismos aislamientos frente al mismo patogeno, en
confrontacion directa presentaban porcentajes de inhibicion de aproximadamente el 50%,
lo que indico que el principal mecanismo de accion de estos aislados frente a este patdgeno
pudo ser por competencia en el nicho.

Para el control de F. sambucinum, en confrontacion directa la inhibicion no superé
el 50%, en cambio, en el ensayo de membrana, algunos aislados consiguieron superar ese
porcentaje, incluso alcanzando un 75% en el caso de 7. gamsi 'T327. La inhibicién de
fitopatodgenos por los metabolitos secundarios producidos por 7. gamsii ya se ha descrito
con anterioridad. Anees et al. (2010) demostraron que, en ensayos de membrana, 7. gamsi
presentaba los mejores resultados de inhibicion frente a R. solani, seguido de 1. harzianum
y 1. hamatum. Mayo-Prieto et al. (2020) observaron como la produccion de metabolitos
secundarios de sus aislamientos de 7. gamsii causaban mas de un 80% de inhibicion en R.
solani. Matarese et al. (2012) observaron que los aislamientos de 7. gamsii presentaban
mejores resultados de control frente a F. gramunearum y F. culmorum aislados de cereal.
A partir de estos resultados se puede suponer que el mecanismo de accién principal de 7.
gamsii 'T327 es la antibiosis.

En ausencia del patégeno, algunos microorganismos no son capaces de producir
metabolitos secundarios, es decir, que necesitan recibir senales derivadas del patdgeno,
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como detectar componentes de la pared celular o metabolitos secretados por el patogeno
para poder producir los metabolitos con actividad antibidtica (Alfiky and Weisskopf, 2021).
Kullnig et al. (2000) proponen un ensayo con dos membranas en el que crece 7richoderma
antes y después del patdégeno. De esa forma, si el patogeno emite senales al medio las puede
detectar Trichodermay desencadenar la produccion de compuestos antibioticos.

En resumen, los aislamientos de las especies 7. hamatum, 1. virensy 1. gamsi
destacan por su habilidad de biocontrol, en confrontacion directa (interaccién fisica entre
el patogeno y el BCA y competicion por espacio y nutrientes) y en ensayos de membrana
(la capacidad del BCA de producir metabolitos secundarios antagénicos a través de una
membrana de celofdn), por sus altos porcentajes de inhibicion de F. sambucinum, F.
oxysporumy F. culmorum m vitro.

Esta tesis representa las etapas preliminares para el estudio de la aplicacion de este
BCA en un cultivo con gran iterés en grandes industrias como la cervecera y la farmacéu-
tica y en el que cada vez hay menos productos autorizados para el control de sus plagas y
enfermedades. Este trabajo identifica aislamientos de 7richoderma con potencial como
BCA para poder ofrecer una nueva alternativa de control biolégico eficiente en las parcelas
de lupulo en el futuro.

Promocion de crecimiento de 7richoderma en plantulas de
lapulo

Otro de los mecanismos de accion de 7Trichoderma descritos en la bibliografia es
la promocién de crecimiento de las plantas. Es capaz de promover el crecimiento de plan-
tas por diferentes mecanismos, aumentando el desarrollo radicular o la biomasa, el nimero
de nudos o la longitud de los entrenudos, mejorando su adaptacion a situaciones de estrés
abiotico. El incremento de la biomasa de las plantas se ha asociado a la sintesis de com-
puestos derivados de las auxinas, como el dacido indole-3-acético (IAA) u otras fitohormo-
nas como acido giberélico (Contreras-Cornejo et al., 2009; Hoyos-Carvajal et al., 2009;
Garnica-Vergara et al., 2016; Bader ef al., 2020). El aumento de la capacidad de absorcion
de nutrientes por la planta esta asociado a la solubilizacion de fosfatos y micronutrientes
como el hierro, magnesio o manganeso (Altomare and Tringovska, 2011; Vinale er al.,
2012). En este trabajo se evalué la capacidad de los aislamientos de 7richoderma para
promover el desarrollo de plantulas de Iipulo (Figura 14) en camara de cultivo bajo condi-
ciones controladas de humedad y temperatura.

Los efectos de la inoculaciéon del BCA fueron mas notables en el segundo mes
después de la inoculaciéon, aunque ya en el primer mes los aislamientos de las especies 7.
rossicum 1328 y 1" virens T312 mostraron un mayor nimero de nudos por planta y nu-
mero de nudos por tallo trepador, respectivamente. Iin el segundo mes el desarrollo de las
plantas tratadas con 7. hamatum T311 y 1324, T. virens 1312, T. gamsiu 1327, T. ros-
sicum 1328 y T, harzianum T329 incrementaron su desarrollo tanto en namero de tallos
trepadores como en namero total de nudos respecto al primer mes y significativamente
mas que las plantas que no fueron tratadas.
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Figura 14 a-e) Pasos consecutivos para obtener planta nueva a partir de material vegetal de la parte aérea por
reproduccion vegetativa; f) Crecimiento en camara de cultivo de plantula de Iupulo; g) Fjemplo de plantula

de Itpulo al inicio de los ensayos de promocion de crecimiento con un tallo de cinco-seis nudos.

Como destacan otros trabajos previos, el uso de 7richoderma como bioestimulante
puede ser un beneficio para acelerar el establecimiento del cultivo y posiblemente mejorar
la produccion. En cultivos ornamentales con rizoma, el pretratamiento, antes de brotar en
primavera, con 7. asperellum mejoro el desarrollo, el nimero de hojas y la altura de la
planta respecto a las plantas no tratadas (Zsilané-André et al., 2019). El desarrollo de Ara-
bidopsis fue mayor con 7. virens (Contreras-Cornejo et al., 2009) o 1. atroviride (Garnica-
Vergara et al., 2016) que sin tratamiento. Usando 7. harzianum se aument6 el nimero de
los entrenudos de la cana de azicar (Singh er al., 2010), el desarrollo de plantas de tomate
(Bader et al., 2020) y el nimero de inflorescencias en Cannabis sativa (Kakabouki et al.,

2021).

El uso de aislamientos autdéctonos de 7richoderma como promotor del crecimiento
ha sido evaluado por primera vez en este trabajo. Los resultados obtenidos son promete-
dores para ser aplicados en nuevas plantaciones de lapulo con manejo sostenible para ace-
lerar el establecimiento del cultivo, promover una rapida entrada en produccion y alcanzar
rendimientos que permitan a los productores amortizar las elevadas inversiones.

Bioeconomia de residuos del lapulo como fuente de car-
bono para el desarrollo de 7Trichoderma

Como objetivo de este trabajo, ademas de mejorar la sanidad vegetal del Iapulo con
estrateglas ecosostenibles, se persiguié reutilizar parte de los residuos que se generan tras
la cosecha. En la cosecha del lupulo se producen tres grupos de residuos, los tallos trepa-
dores, las hojas y restos de conos. Estos restos de conos son bracteas y bractéolas que se
desprenden del raquis y que la industria no acepta. La propuesta de trabajo fue evaluar si
los residuos generados se podian aprovechar como fuente de carbono para el desarrollo
de BCA en recubrimientos de semilla.
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En la actualidad, el recubrimiento de semuillas suele incluir compuestos como nu-
trientes o plaguicidas para favorecer el desarrollo de éstas. Trichoderma puede ejercer be-
neficios agronémicos mejorando la disponibilidad de nutrientes o protegiendo a la planta
frente a fitopatdégenos con distintos mecanismos de accion. Existen recubrimientos de se-
millas con distintos BCA, en los cuales, su accion depende de la disponibilidad de materia
organica o carbono que haya en el medio. Los microorganismos necesitan tener una fuente
de este elemento para poder desarrollarse (Afonso et al., 2021), y por consecuencia, llevar
a cabo las funciones por las que han sido seleccionados. La fuente de carbono suele ser un
recurso bioldgico y su obtencion puede ser un limitante. Con esta tecnologia se busca este
recurso, que no tiene un valor comercial, pero que se produce inevitablemente en la cose-
cha de lapulo y de esta forma revalorizarlo.

En particular, 7richoderma es un microorganismo saprofito y micoparasito, por lo
que para su correcto desarrollo necesita disponer de fuentes de carbono y nitrogeno (Da-
nielson and Davey, 1973). Los residuos de origen vegetal contienen celulosa que puede
degradarse por las enzimas celuloliticas que sintetiza 7richoderma. Un recubrimiento de
semillas con restos biologicos de la cosecha del lupulo puede tener beneficios en la estimu-
lacion del desarrollo del BCA y por lo tanto facilitar su desempeiio beneficioso para la
semilla. Esta solucion representa una alternativa sostenible y ejemplo de bioeconomia cir-
cular ya que, con los residuos de una industria se puede mejorar y aportar materias primas
con valor anadido a otra.

Como BCA, Trichoderma se ha preparado en distintos formulados para su aplica-
ci6n en campo que pasan por formulados liquidos, solidos o recubrimiento de semillas.
En formulaciones solidas se han utilizado fuentes de nutricion para 7richoderma como
paja, arroz u otros residuos agricolas. En formulados de semillas, Dubey et al. (2011) eva-
luaron distintas formulaciones de pildorado combinando 7richoderma y carboximetilce-
lulosa (CMC) para el tratamiento de semillas de mungo, Dal Bello et al. (2002) lo realizaron
con semillas de trigo. La obtencion de carboximetil-celulosa se realiza mediante modifica-
c16n quimica de la celulosa por procedimientos industriales (Rahman er al., 2021). En el
meta-analisis realizado por Lamichhane (2022) se obtuvo que, de los mas de 300 trabajos
analizados, sélo los tratamientos de semilla tratados con 7richoderma incrementaron sig-
nificativamente el rendimiento de cosecha. El objetivo fue evaluar el uso de residuos de
lupulo ricos en celulosa como fuente de carbono para el desarrollo de 7richoderma y uti-
lizarlo como recubrimiento eficaz de distintas semillas.

El desarrollo de esta tecnologia, propone una aplicacion de valor anadido para to-
dos aquellos residuos del lapulo que no se pueden aprovechar. En una plantacion estandar
de lupulo, la produccion de conos supone cerca de un 309% del peso total, es decir, que un
70% son residuos. Se han llevado a cabo investigaciones por otros grupos de investigacion
para dar una reutilizaciéon a ese alto porcentaje de residuos. En muchas ocasiones esa solu-
c16n ha sido el compostaje (Luskar et al., 2022), que es la forma mas eficiente de reutilizar
material vegetal (Pergola er al, 2018). En algunas de esas investigaciones se ha visto el be-
neficio de usar hojas y las trepas para tal fin (Afonso et al,, 2021). Se han encontrado otras
aplicaciones para las trepas como materia prima para la fabricacion de bandejas y macetas
(BioTHOP, 2019). En la tecnologia propuesta en este trabajo se ofrece la posibilidad de
reducir los residuos de cosecha de Iipulo y reinvertirlos en el ecosistema favoreciendo el
desarrollo de BCA en pildorados de semillas con aplicaciones beneficiosas y sostenibles
para otros cultivos.
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En este trabajo se evalu6 el comportamiento de dos tipos de residuos, las hojas y
los restos de conos, con el objetivo de favorecer el desarrollo del BCA Trichoderma spp.
Se comparé el desarrollo de Trichoderma sobre un sustrato de turba frente a su desarrollo
en los residuos elegidos. Tras 15 dias de incubacion se extrajo el ADN total de cada mues-
tra para evaluar la cantidad de 7richoderma desarrollado en cada sustrato. El desarrollo de
1. harzianum 'T019 se vio favorecido por el sustrato de restos de conos, mas que por las
hojas. Este éxito puede estar influenciado por el contenido en fenoles. Las hojas de Iapulo
presentan concentracién mas baja de fenoles totales en comparacion con la composicion
de los conos (Abram et al., 2015). Segin Arrieta-Escobar y Belin (1982), los cuales pueden
favorecer el desarrollo de 7. viride y la produccion de celulasas, permitiendo a 7richo-
derma una mejor asimilaciéon de carbono y, en consecuencia, mejor desarrollo. Langezaal
et al (1992) observaron que los aceites esenciales de H. lupulus tenian actividad contra
bacterias Gram-positivas y el hongo 7richophyton mentagrophytes var. interdigitale, pero
no contra la bacteria Gram-negativa Fscherichia coli y €l hongo Candida albicans. En el
presente trabajo se observo que los conos de lupulo no afectaban al desarrollo de 7' harzia-
num 'T019.

Se evalu6 el pildorado de semillas con el recubrimiento a base de restos de conos.
El recubrimiento de éstas no afecto al porcentaje de germinacion en las semillas de alfalfa,
lenteja, trigo, girasol, judia, maiz y melén, incluso aumento la biomasa de las plantulas de
brocoli en un 270% y del melén en un 118%. El recubrimiento de las semillas pasado un
mes no afectd al porcentaje de germinacion de todas las semillas evaluadas, excepto para
judia que lo redujo en un 15% y para garbanzo y melon que lo aumenté en un 120% y
2509, respectivamente. Por lo general, el pildorado de las semillas se mantuvo estable en
el tempo.

Se evaluo6 el pildorado de semillas con el recubrimiento de restos de conos y el
BCA Trichoderma en sustrato. Kl pildorado con Trichoderma mejoré el porcentaje de
germinacion de todas las semillas evaluadas, asi como la biomasa y longitud del sistema
radicular con diferencias significativas respecto a las semillas de trigo y judia no tratadas.
Destaca la promocion en la germinacion del trigo con cuatro veces mas semillas germinadas
y un incremento de la biomasa y de la longitud del sistema radicular del 1609, respecto al
control.

La presente tecnologia permite revalorizar un desecho vegetal rico en celulosa y
polifenoles y transformarlo en una fuente de carbono para microorganismos en el recubri-
miento de semillas. De este modo, aportar una solucion sostenible para la promocion del
desarrollo de plantulas en los primeros estadios, en los que la planta puede ser mas débil
ante posibles limitaciones bibticas o abidticas y fomentar la bioeconomia circular del cultivo
del lupulo.
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El uso de tratamientos organicos, de residuo cero y de control biologico realiza un
control efectivo de la incidencia del oidio en hojas, pero no en conos.

El uso de la nanotecnologia con nanotransportadores permite reducir la dosis comer-
cial de productos de sintesis quimica manteniendo un control efectivo de la mciden-
cia de la enfermedad tanto en hoja como en cono.

La presencia de oidio en conos reduce el indice de cosecha y la produccion de alfa-
acidos. Un control efectivo de la enfermedad es fundamental para optimizar estos
parametros.

Se han aislado e 1dentificado once aislamientos autoctonos de 7richoderma suscep-
tibles de ser empleadas como agentes de control biologico.

Los aislamientos autoctonos T311 y T324 identificados como 7' hamatum compiten
por el espacio y los nutrientes, inhibiendo eficazmente el desarrollo de los aislamien-
tos de Fusarium.

Los aislamientos autoctonos T311 (77 hamatum) y 'T327 (1. gamsi) producen me-
tabolitos secundarios eficaces para el control de F. culmorumy F. sambucimum.

Los aislamientos autdctonos 1311 and 1324 (7. hamatum), 1312 (1. virens), 1327
(1" gamsn), 'T328 (1. rossicum) y 'T329 (1. harzianum) tienen capacidad para pro-
mover el crecimiento de plantulas de lupulo.

Los aislamientos autoctonos 1311 y 1324 (1. hamatum), T312 (1. virens), 1327
(7> gamsmn), 1328 (1. rossicum) y 1329 (1. harzianum) son candidatos para desarro-
llar una solucién sostenible para el control biologico de enfermedades y/o la promo-
c16n del crecimiento en lupulo.

Los restos de conos de Iipulo son una fuente de carbono eficiente para la elabora-
c16n de moculantes con aislamientos de Trichoderma autdctonos basados en una
bioeconomia circular.
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onclusions

The use of zero residue and biocontrol treatments efectively managed the powdery
mildew disease incidence on leaves but not on cones.

The use of nanotechnology with nanocarriers allows the reduction of the commercial
dose of chemically synthesized products maintaining effective control of the disease
mcidence on leaves and cones.

The incidence of powdery mildew on cones reduces the yield index and Alpha-acid
production. Effective disease control is crucial to optimize these parameters.

Eleven Trichoderma autochthonous isolates have been collected capable of being
used as biocontrol agents.

The autochthonous 1solates T311 and 1324, 1dentified as 7. harnatum, compete ef-
fectively for space and nutrients, inhibiting the development of the Fusariumisolates.

The autochthonous 1solates T311 (77 harnatum) and T327 (1. gamsn) produce sec-
ondary metabolites active against F. culmorumy F. sambucinum.

The autochthonous 1solates 1311 and 1324 (7. hamatum), T312 (1. virens), 1327
(T. gamsn), 1328 (7. rossicum), and 1329 (1. harzianum) can promote hop plantlet
growth.

The autochthonous isolates T311 y 1324 (1. hamatum), T312 (1. virens), T327 (7.
gamsi)), 1328 (1. rossicum) y 1329 (1. harzianum) are candidates to develop a sus-
tainable solution for the biological control of diseases and/or promote hop growth.

The hop harvest by-products are an efficient carbon source for the elaboration of
ioculants with autochthonous 7richodermaisolates based on a circular bioeconomy.
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erspectivas de futuro

Durante los anos de la elaboracion de esta tesis doctoral, el trabajo ha dado resul-
tados que no estan contemplados es este documento. Se ha progresado en las lineas de
mvestigacion abiertas tras los ensayos publicados en la linea de busqueda de nuevas alter-
nativas sostenibles para el control de enfermedades fungicas del lipulo. Tras la identifica-
c16n de los aislamientos de 7richoderma con capacidad antagonica contra Fusarium spp.
y su capacidad de promocion del crecimiento del lapulo, se han desarrollado varias lineas
de trabajo realizindose en la actualidad el procesamiento de los datos:

Influencia de la inoculacién de Trichoderma autéctono en el microbioma
del suelo en funcién de sus caracteristicas edafol6gicas

Se ha evaluado cémo influye la inoculacion de 7richoderma en el suelo de
parcelas de lupulo. Un aislamiento de 7richoderma derivado del trabajo de
esta tesis (7. hamaturn T311) se ha empleado para el desarrollo del pro-
yecto 1richoBIOme, enmarcado dentro de la accién internacional Fields-
forever de la compania estadounidense Biome Makers Inc. En este pro-
yecto se ha estudiado la influencia en la microbiota del suelo y los factores
edaficos de parcelas de lapulo de la provincia de Leon.

Control biolégico de oidio con aislamientos de 7richoderma autéctonos

Se ha evaluado Trichoderma como posible agente de control bioldgico con-
tra Podosphaera macularis en ensayos de campo sobre planta viva. Dos ais-
lamientos de 7Trichoderma derivados del trabajo de esta tesis (7. hamatum
T311 y 7. virens T312) se han evaluado en condiciones de campo para
determinar su capacidad de control.

Compuestos para elaboracién de un moculante que tiene como base a ais-
lamientos autéctonos de Trichoderma para aplicar en la parte aérea de las
plantas

Se ha realizado un estudio in vitro para elaborar un formulado de 7richo-
derma. Se ha evaluado la influencia de distintos compuestos en el desarrollo
de Trichoderma en placa Petri. Los compuestos evaluados con mejor ren-
dimiento formaran parte de un formulado completo: nutrientes, adherentes
y fotoprotectores, para garantizar una mayor supervivencia de 7richoderma
en la parte aérea.
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Influencia de las caracteristicas de la plantacién y su manejo en la cahdad
del lapulo

Se ha colaborado con la SA'T Lupulos de Leén en el andlisis del lapulo para
su comercializacion. Con los datos recopilados, se pretende ofrecer una in-
formacion agrupada de la situacion actual de las parcelas y variedades cultiva-
das en la provincia de Leon y como influyen los diferentes parametros eva-
luados entre los que se encuentra la influencia del manejo, los tratamientos
fitosanitarios, las variedades, la edad de la plantacion, el tamano de la parcela,
los parametros de calidad y la produccion de alfa-acidos.

Si bien los resultados presentados en esta tesis son prometedores, es preliminar y
aun queda mucho trabajo en este campo de mvestigacion. Los trabajos derivados de esta
tesis anteriormente citados seran publicados para contribuir a la amphacion del conoci-
miento del lipulo y su manejo sostenible en la provincia de Leén. En conjunto, todas estas
mvestigaciones descritas en la tesis y en las perspectivas de futuro tienen el potencial de
contribuir al desarrollo del cultivo sostenible y de la bioeconomia del lupulo.
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