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Els nematodes del genere Meloidogyne spp. sén parasits vegetals que es distribueixen arreu del
mon i afecten un gran nombre d’espécies, provocant grans pérdues economiques en els cultius.
Existeixen sols supressius a Meloidogyne spp., és a dir, sols en qué els nematodes sén presents
i, en condicions favorables, la severitat de la malaltia i el desenvolupament de les poblacions sén
menors que en altres sols. Dels diferents factors biotics i abiotics d’aquests sols, la microbiota
del sol ha estat associada com a causa principal de la supressivitat, de la qual destaquen els fongs

nematofags.

En aquests sols, I'Us de certs organismes antagonistes per a combatre malalties del sol causades
per fongs podria afectar la supressivitat al nematode. En aquest context, I'objectiu d’aquest
treball va ser estudiar |'efecte de Trichoderma asperellum T34, sol o combinat amb un cultivar
resistent a Meloidogyne, sobre la supressivitat d’'un d’aquests sols. Per dur a terme |'assaig, la
meitat de plantes de tomaquet (Solanum lycopersicum) resistents (cv. Monika) i susceptibles (cv.
Durinta) a Meloidogyne van ser tractades dos cops amb T34 a la dosi comercial recomanada, el
primer al substrat del planter una setmana abans de trasplantar, i el segon just després de
trasplantar en testos de 3 L que contenien una mescla 1:1 (sol supressiu M10.55 : sorra de riera
esterilitzada). L’altra meitat de les plantes no va rebre cap tractament. Totes les plantes van ser
inoculades amb 1 juvenil de segon estadi de Meloidogyne javanica per cm?® de substrat just
després de trasplantar i es van mantenir en bancades en hivernacle. Passats dos mesos del
cultiu, es va determinar per cada planta el pes sec aeri (PSA), el pes fresc radicular (PFR), el
nombre d’ous del nematode, el percentatge de parasitisme fungic d’ous i les especies
implicades. Paral-lelament, es va estudiar la interaccid in-vitro entre T. asperellum i Pochonia
chlamydosporia, principal fong responsable de la supressivitat del sol. A més, es van utilitzar
eines de biologia molecular per a identificar T. asperellum. Els resultats de |’assaig van mostrar
una menor reproduccid del nematode en les plantes resistents tractades amb T. asperellum T34
respecte les no tractades. El percentatge de parasitisme d’ous va oscil-lar entre un 20 i 30%,
sense trobar diferencies entre plantes tractades o no. El principal fong aillat dels ous va ser P.
chlamydosporia, mentre que Trichoderma spp. només es va aillar d’'un dels ous parasitats. La
interaccio in-vitro entre aquests dos fongs no va evidenciar una inhibicié destacable durant els
5 dies de cultiu dual. Mitjangant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR), es va determinar
que utilitzant els encebadors tag83B es pot identificar T. asperellum. També van servir per a
identificar I'espécie de Trichoderma present en el sol M10.55 com a component de la microbiota

flngica.

Aixi doncs, es considera que I'aplicacio de la dosi comercial de T. asperellum T34 no afecta la
supressivitat del sol al nematode i, a més, redueix la reproduccié del nematode en el cultivar

resistent de tomaquet.
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RESUMEN

Los nematodos del género Meloidogyne spp. son parasitos vegetales que se distribuyen por todo
el mundo y afectan un gran nimero de especies, provocando grandes pérdidas econdmicas en
los cultivos. Existen suelos supresivos a Meloidogyne spp., es decir, suelos en los que los
nematodos estdn presentes y, en condiciones favorables, la severidad de la enfermedad y el
desarrollo de las poblaciones son menores que en otros suelos. De los diferentes factores
bidticos y abidticos, la microbiota del suelo ha sido asociada como causa principal de la

supresividad, en la que destacan los hongos nematdfagos.

En estos suelos, el uso de ciertos organismos antagonistas para combatir enfermedades del
suelo causadas por hongos podria afectar la supresividad al nematodo. En este contexto, el
objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de Trichoderma asperellum T34, solo o combinado
con un cultivar resistente a Meloidogyne, sobre la supresividad de uno de estos suelos. Para
llevar a cabo el ensayo, la mitad de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) resistentes (cv.
Monika) y susceptibles (cv. Durinta) a Meloidogyne fueron tratadas dos veces con T34 a la dosis
comercial recomendada, la primera al sustrato del semillero una semana antes de trasplantar, y
la segunda justo después de trasplantar en tiestos de 3 L que contenian una mezcla 1:1 (suelo
supresivo M10.55 : arena de riera esterilizada). La otra mitad de las plantas no recibieron ningtin
tratamiento. Todas las plantas fueron inoculadas con 1 juvenil de segundo estadio de
Meloidogyne javanica por cm?® de sustrato justo después de trasplantar, y se mantuvieron en
bancadas en invernadero. Pasados dos meses de cultivo, se determind para cada planta el peso
seco aéreo (PSA), el peso fresco radicular (PFR), el nimero de huevos del nematodo, el
porcentaje de parasitismo fungico de huevos y las especies implicadas. En paralelo, se estudio
la interaccion in-vitro entre T. asperellum y Pochonia chlamydosporia, principal hongo
responsable de la supresividad del suelo. Ademas, se utilizaron herramientas de biologia
molecular para identificar T. asperellum. Los resultados del ensayo mostraron una menor
reproduccion del nematodo en las plantas resistentes tratadas con T. asperellum T34 respecto
las no tratadas. El porcentaje de parasitismo de huevos oscilé entre un 20 y 30%, sin variar entre
plantas tratadas o no. El principal hongo aislado de los huevos fue P. chlamydosporia, mientras
que Trichoderma sélo se aislé de uno de los huevos parasitados. La interaccidn in-vitro entre
estos dos hongos no evidencié una inhibicién destacable durante los 5 dias de cultivo dual.
Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se determiné que usando los cebadores
tag83B se puede identificar T. asperellum. También sirvieron para identificar la especie de

Trichoderma presente en el suelo M10.55 como componente de la microbiota fungica.

Asi pues, se considera que la aplicacion de la dosis comercial de T. asperellum T34 no afecta la

supresividad del suelo al nematodo y, ademas, reduce su reproduccidon en tomate resistente.
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ABSTRACT

Nematodes of genus Meloidogyne spp. are vegetal parasites that distribute around the world
and affect a wide range of species, which causes great economic losses on crops. There are
suppressive soils to Meloidogyne spp., which means, soils where the nematodes are present
and, in favourable conditions, the disease severity and the population development are minor
than in other soils. Among different biotic and abiotic factors, soil microbiota is been associated

as the main cause of suppressiveness, in which stand out nematophagous fungi.

On these soils, the use of antagonist organisms to fight soil diseases produced by fungi may
affect nematode suppressiveness. In this context, the aim of this work was to study the effect of
Trichoderma asperellum T34, alone or combined with a Meloidogyne resistant cultivar on the
supressiveness of one of these soils. To carry out this assay, half of the tomato plants (Solanum
lycopersicum) resistant (cv. Monika) and susceptible (cv. Durinta) to Meloidogyne were treated
twice with T34 at recommended commercial dose, the first time a week before transplanting,
and the second one just after the transplant in 3 L pots which contained a 1:1 mixture
(suppressive soil M10.55 : sterilized river sand). The other half of plants did not receive any
treatment. All plants were inoculated with 1 second stage juvenile of Meloidogyne javanica per
cm? of substrate just after transplanting. Two months later, we determined the dry aerial weight
(PSA), fresh radicular weight (PFR), the number of nematode eggs, the fungal parasitism of the
eggs and the involved species. At the same time, we studied the in-vitro interaction between T.
asperellum and Pochonia chlamydosporia, main responsible fungus of soil suppressiveness. In
addition, we used molecular biology tools to indentify T. asperellum. The assay results showed
a lower reproduction on resistant plants treated with T. asperellum T34 regarding on non-
treated ones. The egg parasitism percentage oscillated between 20 and 30%, without varying
between treated and non-treated plants. The main isolated fungus from eggs was P.
chlamydosporia, while Trichoderma was only isolated from one parasited egg. The in-vitro
interaction between those fungi did not demonstrate a prominent inhibition between them on
5 days of dual culture. By polymerase chain reaction (PCR), we determined that using primers
tag83B, we could identify T. asperellum. They were also useful to identify the specie of

Trichoderma present on the soil M10.55 as a component of fungal microbiota.

Therefore, we consider that the commercial dose application of T. asperellum T34 does not
affect the nematode suppressiveness of the soil and, in addition, it involves a reduction of

reproduction on resistant tomato cultivar.
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1. Introduccid

Aquest treball de fi de grau s’"emmarca dins el projecte “Estrategias de gestion de germoplasma
vegetal resistente a Meloidogyne para evitar la seleccion de virulencia”, Ref. AGL2017-89785-R,

concedit pel Ministerio de Ciencia Innovacién y Universidades del Gobierno de Espafia.

S’ha dut a terme amb el grup d’investigaci6 GINEMQUAL (Gestid Integrada de Nematodes
Fitoparasits i dels Efectes sobre el Rendiment i Qualitat de la Collita) de I'ESAB (Escola Superior
d’Agricultura de Barcelona). L’assaig principal s’ha realitzat a I’hivernacle de vidre d’Agropolis,
a Viladecans, mentre que el processament de les mostres i la resta d’experiments s’han fet en

els laboratoris del DEAB (Departament d’Enginyeria Agroalimentaria i Biotecnologia), a 'ESAB.

1.1. Meloidogyne

La demanda d’aliments creix proporcionalment a la poblacié mundial, i cada cop sembla més
dificil d’assolir tenint en compte la capacitat productiva actual. Per aix0, cal que I'agricultura
evolucioni per permetre una produccié eficient i, alhora, sostenible. Davant aquest repte, es
presenta la necessitat de trobar resposta a les problematiques que limiten la produccid agricola.
Un dels principals condicionants del rendiment dels cultius son les plagues i els patogens
vegetals, que en alguns casos poden comportar la pérdua total de la collita. Un dels exemples
de més importancia sén els nematodes fitoparasits i, en concret, els nematodes agalladors o
formadors de noduls de les arrels, del
génere Meloidogyne (Perry, et al,

2009).

Els nematodes del genere Meloidogyne
(Figura 1) sén endoparasits sedentaris
obligats d’un ampli rang d’especies
vegetals i que es troben distribuits
arreu del mén. Aquests nematodes
redueixen tant el rendiment del cultiu
com la qualitat de la collita (Eisenback i
Triantaphyllou, 1991). Meloidogyne

spp. passa la major part del seu cicle

vital dins la planta. Els juvenils de segon
Figura 1. Cicle de vida de Meloidogyne (Eisenback, 1991).
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estadi (J2) que surten de I'ou penetren I'arrel i se situen en el cilindre vascular, on establiran el
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lloc d’alimentacié modificant un conjunt de cel-lules, les cél-lules gegants, al voltant del cap per
a proveir-se d’aliment. Els llocs d’infeccié seran I'inici de la formacié de I'agalla. Després de la
infeccid, el nematode patira tres mudes addicionals fins arribar a I'estadi adult. Les tres especies
més comunes arreu del mén, M. arenaria, M. incognita i M. javanica, es reprodueixen per
partenogenesi. Els ous es dipositen en una massa gelatinosa que pot localitzar-se a I'exterior de
I'arrel, quan I'atac no és sever, o dins, quan és sever i es formen agalles grosses o rosaris (Figura
1). Les plantes afectades tenen dificultats per absorbir aigua i nutrients, cosa que provoca una

pérdua de vigor i menor creixement, entre altres (Perry et al., 2009).

Les pérdues de produccio solen ser majors en climes tropicals que en temperats degut a factors
com la diversitat patogenica, les condicions ambientals, els recursos per combatre infeccions,
etc. (De Waele i Elsen, 2007). Dins el génere Meloidogyne, hi ha espécies ben adaptades a climes
tropicals i subtropicals, com és el cas de M. arenaria, M. incognita i M. javanica. Tot i que les
condicions a I'area mediterrania poden limitar el seu desenvolupament en cultius de seca, en
els cultius horticoles de regadiu es donen condicions favorables d’humitat i temperatura, i més

encara quan es cultiven en hivernacles (Llacer et al., 1996).
1.2. Control de nematodes fitoparasits

La gestio de nematodes fitoparasits té com a objectiu minimitzar les perdues economiques que
generen a través d’un conjunt d’actuacions destinades a reduir la densitat de nematodes
(Wesemael et al., 2011) i que sovint no contempla el manteniment de la biodiversitat (Perry et

al., 2009).

L'ds de nematicides segueix sent el metode més utilitzat en agricultura convencional i
probablement I’alternativa més economica i facil d’aplicar (Onkendi et al., 2014). Tot i que
alguns com el bromur de metil han estat prohibits per la contaminacid i els riscos per la salut
que generen, en alguns sistemes de produccid, I'aplicacié de nematicides sol ser essencial per a
una produccié de grans beneficis o per a exportar collites Iliures de nematodes (Wesemael et

al., 2011).

Dit aix0, I'agricultura integrada i ecologica restringeix o prohibeix, respectivament, I'Us d’aquests

productes quimics. Per la qual cosa, cal utilitzar métodes que incrementin o preservin la
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diversitat microbiana del sol, com poden ser I'Gs d’esmenes organiques, la resisténcia vegetal o

el control biologic.

La utilitzacid de resisténcia vegetal és segurament el metode de control més segur per al medi
ambient. Un dels exemples és el gen Mi del tomaquet, responsable de la resisténcia a
Meloidogyne arenaria, M. incognita i M. javanica (Wesemael et al., 2011). En cultius amb un alt
nivell d’infestacid de nematodes agalladors, la utilitzacié de varietats resistents comporta una
alta supressié de la plaga, a més d’un bon rendiment del cultiu. Tanmateix, el seu cultiu reiterat
afavoreix la seleccid de poblacions virulentes (Sorribas et al., 2005), per la qual cosa cal combinar
aquesta resisténcia vegetal amb altres métodes de gesti6 com pot ser el control biologic,
mitjangant I'aplicacié d’antagonistes que actuen directament sobre el nematode o a través de

la planta mitjangant la induccié de mecanismes de defensa vegetal.

1.2.1. Control biologic

La rizosfera és I’habitat de multiples microorganismes que, en alguns casos, poden protegir de
manera efectiva les plantes de patogens presents al sol. Fins i tot, algunes espécies vegetals han
desenvolupat estratégies de defensa basades en l'estimulacié de poblacions d’aquesta
microbiota antagonica a patogens (Weller et al., 2002). Tot i aixi, I’efecte d’aquestes poblacions

pot variar de ser negligible a supressiu totalment.

En el cas de Meloidogyne spp., destaguen entre aquests organismes antagonics els fongs
nematofags com Pochonia chlamydosporia, que parasita ous de nematodes de forma natural en
diferents sols agricoles (Giné et al., 2013). Aquest fong també s’ha detectat especificament en

el que es coneix com a sols supressius (Giné et al., 2016).

1.2.1.1. Sols supressius a Meloidogyne

Baker i Cook (1974) van definir els sols supressius com aquells en qué el patogen no s’estableix
ni persisteix, s’estableix perd causa poc o cap efecte negatiu, o s’estableix i infecta, pero la
malaltia no prospera. La supressivitat sol ser deguda a la combinacié de I’efecte de la microbiota
total del sol (supressivitat general), la qual competeix amb el patogen pels recursos o bé provoca
inhibicid, aixi com als efectes d’'un o més grups de microorganismes durant alguna etapa del

desenvolupament del patogen (supressivitat especifica) (Weller et al., 2002). Un sol pot tenir
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activitat supressiva immediata si és inoculat amb una dosi alta d’antagonistes, pero si es volen
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efectes a llarg termini aquests han de ser capacos d’establir-se i mantenir-se actius en el sol

(Collange et al., 2011).

En el cas de sols supressius a Meloidogyne spp., cal tenir en compte que aquests nematodes
passen la majoria de la seva vida protegits dins I’arrel (Figura 1). Per tant, els antagonistes poden
afectar-los directament si parasiten els ous quan estan a I'exterior en el cas que I'atac sigui poc
sever, ifo al J2 quan migra pel sol per penetrar altres arrels i, per tant, queda exposat als
microorganismes del sol, alguns dels quals queden adherits a la cuticula. Aixd comporta que
aquests parasits es transportin al lloc de la infeccid del nematode i puguin alterar la seva
reproduccio (Adam et al., 2014; Elhady et al., 2017). Cal afegir que la femella de Meloidogyne
diposita els ous en masses gelatinoses en la superficie de les arrels infectades, per la qual cosa
els ous queden exposats i poden ser degradats pels microorganismes de la rizosfera (Perry et al.,

2009).

1.2.1.2. Microorganismes antagonistes a Meloidogyne

Dins els bacteris antagonistes, destaquen Pasteuria penetrans i Pseudomonas fluorescens
(Collange et al., 2011). P. penetrans és un parasit de nematodes fitoparasits amb una particular
especificitat en la adhesié d’espores a juvenils de Meloidogyne, tot i que el seu potencial com a
agent de control biologic pot no ser suficient davant altes densitats de nematodes (Wesemael
et al., 2011). El fet de ser un parasit obligat és el principal limitant per a la seva produccid i
posterior aplicacié a gran escala, a més del limitat rang d’hostes de cada soca de P. penetrans

(Siddiqui i Mahmood, 1999).

Pel que fa als fongs nematofags, s’han identificat diferents géneres capagos d’atrapar, parasitar
els ous o els nematodes, o produir toxines. Dels primers, destaquen els generes Arthrobotrys i
Monacrosporium per la seva capacitat d’atrapar els nematodes en anells o xarxes. Els fongs
parasits d’ous probablement més efectius sén Purpureocyllium lilacinum i Pochonia
chlamydosporia, el primer més adaptat a climes tropicals i sols acids, mentre que el segon
prefereix condicions més suaus. Altres generes de fongs amb efectes negatius sobre
Meloidogyne sén Aspergillus, que mostra toxicitat en juvenils de M. incognita, i Trichoderma,
mitjancant enzims que degraden la coberta dels ous (Collange et al., 2011; Sharon et al., 2007).
Els fongs parasits d’ous també poden inhibir el creixement d’altres fongs fitopatogens (Monfort,

2004).
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El mecanisme d’accio de P. lilacinum consisteix en el creixement de la hifa en la matriu gelatinosa
on es troben els ous de nematodes fins que aquests es troben envoltats pel miceli. Aixi doncs,
el parasitisme del fong es produeix per penetracié de la cuticula dels ous mitjangant components

enzimatics com proteases, a més del factor mecanic (Siddiqui i Mahmood, 1996).

La distribucié i abundancia de fongs antagonistes de nematodes fitoparasits a I'Estat espanyol
s’ha dut a terme més intensament des de comengaments de segle. Olivares i Lopez-Llorca (2002)
van aillar fongs parasits d’ous en 9 de les 68 localitats mostrejades, sent el més abundant
Pochonia chlamydosporia. Giné et al.(2013), en canvi, van trobar aquest fong parasitant ous de
nematodes en un 100% de les parcel-les destinades a produccid ecologica i en un 73% de

parcel-les de produccié integrada.

Pochonia chlamydosporia

P. chlamydosporia té un mecanisme similar:
forma apressoris, que son estructures
especialitzades per a I'adhesié del fong als ous
de nematode. Un cop adherit a la coberta de
I'ou, la degradacié d’aquest es du a terme
mitjangant proteases i quitinases, enzims
necessaris per a la degradacié dels principals
components de la coberta, proteines i quitina
(Figura 2). Es troba en nombrosos sols supressius

a nematodes i pot viure com a saprofit en

absencia d’hostes (Manzanilla-Lopez et al.,

Figura 2. Hifa de P. chlamydosporia parasitant ous de
2013) Meloidogyne javanica després de 72 h d’incubacio in-
' vitro (100X).

A més, P. chlamydosporia és capag de colonitzar les arrels de certs cultius, possiblement com a
estratégia de supervivéncia, fet que provoca una resposta vegetal de defensa que promou
I'arrelament. A més, durant aquesta colonitzacid endofita, expressa enzims implicats en la

infeccié d’ous, encara que els nematodes no estiguin presents (Escudero i Lopez-Llorca, 2014).

En cultius com l'ordi, la colonitzacio de les arrels per P. chlamydosporia, a part d’incrementar la
longitud radicular i el seu pes fresc, també ho fan les activitats proteolitiques i, en menor

mesura, quitinases i glucanases (Monfort, 2004).
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Trichoderma

El mode de vida d’aquest genere de fongs es basa en tres tipus de nutricid: la saprotrofia, la
micotrofia i la dependeéncia de sucres i exsudats derivats de plantes. La majoria d’espécies son
capaces de degradar la cel-lulosa mitjangant cel-lulases. En horticultura, s’utilitzen diferents
especies per al control biologic de patogens flngics, principalment, com ara T. asperellum, T.

atrovidie, T. harzanium, T. virens i T. viride (Lopez-Bucio et al., 2015).

L'aplicacié de Trichoderma al sol, llavors o superficies de plantes augmenta la solubilitat de
nutrients i la capacitat de captacié de I'arrel, cosa que millora el creixement i desenvolupament
vegetal. Aix0 es deu a I'alteracié de I'arquitectura radicular induida pel fong i a I'exsudacié de
substancies que augmenten la disponibilitat de nutrients, com poden ser acids organics o
siderofors, que permeten la incorporacié de ferro a les cél-lules. A més, les plantes que han sigut
colonitzades mostren un augment de nivells endogens d’hormones (auxines, etile i
gibberel-lines), enzims, antioxidants i altres compostos que milloren la tolerancia a estressos

ambientals (Lépez-Bucio et al., 2015).

Més enlla d’estimular el desenvolupament vegetal, Trichoderma també indueix una resisténcia
sistémica a la invasié de patogens vegetals, és a dir, un estat de resisténcia o tolerancia que es
deu als efectes de reguladors del sistema immunitari vegetal com sén I'etile i I'acid jasmonic i
salicilic (Mukherjee et al., 2012). En tomaquet susceptible cv. Durinta, T. asperellum T34 i T.

harzanium T22 indueixen una resposta de la planta front a Meloidogyne (Pocurull, 2016).

A part d’aquestes propietats, ja fa temps que es
coneix la capacitat nematofaga de diferents
espécies de Trichoderma (Figura 3). Pel que fa al
control de Meloidogyne incognita, dues soques
comercials de Trichoderma han resultat
notablement efectives. En la utilitzacié de
soques natives de T. asperellum o T. harzanium,
entre d’altres, Affokpon et al. (2011) demostren

que l'aplicacié del fong en tomaquet abans de

plantar redueix significativament la densitat de f/gura 3. Hifa deT. asperellum T34 parasitant ous de
Meloidogyne javanica després de 72 h d’incubacid in-

juvenils J2, la produccié d’ous i, en menor Vvitro (100X).

mesura, l'agallament. Altres estudis també destaquen que els efectes estimulants de

Trichoderma sén acumulables a I'aplicacidé d’altres agents de control bioldgic de Meloidogyne,
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com Acremontium strictum i P. lilanicus (Goswami et al., 2008), o bé P. chlamydosporia i Globus

clarum (Puertas et al., 2006).

Trichoderma també és efectiu per al control de M. javanica (Sharon et al., 2001). En tomaquet
susceptible, la inoculacié del fong redueix la penetracié i alimentacié del nematode, a més de
I’eclosioé dels ous, probablement per accié de quitinases i proteases (Sahebani i Hadavi, 2008).
Sharon et al. (2007) suggereixen que la matriu gelatinosa de les masses d’ous, que es considera
una proteccié contra microorganismes, permet el desenvolupament d’algunes espécies de
Trichoderma en la seva superficie. També observen una relacié directa entre el parasitisme a

nematodes i activitat proteolitica dels aillats del fong.

1.3. Antecedents del treball

El sol que s’ha utilitzat en el present
treball (Figura 4), denominat M10.55,
va ser préviament caracteritzat com a
supressiu a Meloidogyne (Giné et al.,

2013, 2016).

En estudiar la presencia natural de

fongs parasits d’'ous de Meloidogyne
en diferents localitats (Giné et al., Figura4. Localitzacio del sol M10.55 (Alcanar, Tarragona).

2013), es van identificar una série d’espécies que parasitaven o eren antagonistes d’ous de
nematodes agalladors (Meloidogyne). La Unica espécie que es va poder relacionar directament
amb el parasitisme d’ous va ser P. chlamydosporia; que, en el sol M10.55, era aillada d’'un 61%

dels ous de Meloidogyne.

En un estudi posterior (Giné et al., 2016), es va determinar el seu nivell de supressivitat. En dur
a terme el mateix assaig en torreta amb sol esterilitzat i no esterilitzat, es va trobar que el
nombre d’ous per planta era significativament superior en el primer cas, la qual cosa destacava
el paper de la microbiota antagonista. L’Unic parasit d’ous identificat va ser P. chlamydosporia,
tant en experiments en camp com en torreta, en tots dos casos amb un alt percentatge de
parasitisme, tot i que en camp va anar decreixent degut a les variacions de poblacions per les

rotacions de cultius i certes practiques agronomiques. També és va determinar el parasitisme



in-vitro, que fluctuava entre 56’5 i 93'7%, Unicament amb aillats de P. chlamydosporia. Aixi
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doncs, es va determinar que el sol M10.55 era supressiu a Meloidogyne.

Recentment, en estudiar la microbiota d’aquest sol capac de colonitzar arrels de cogombre i de
tomaquet (Burgués, 2018), es va trobar Trichoderma spp. colonitzant la superficie d’arrels de

cogombre, pero no de tomaquet.

L’as d’agents de control biologic com T. asperellum T34 en agricultura ecologica i integrada és
fonamental per tal de combatre fongs fitopatogens. Al mateix temps, convé garantir que aquests
formulats biotics no afecten la microbiota del sol i, per tant, la supressivitat natural d’aquests

sols front a patogens com Meloidogyne.

Com s’ha explicat anteriorment, combinar I'Us de cultivars resistents amb agents de control
biologic pot reduir la seleccidé de poblacions virulentes de patogens a aquests cultivars (Sorribas,
et al. 2005). Per aix0, en aquest treball s’ha combinat I'aplicacié de T. asperellum T34 sol o amb
un cultivar resistent a Meloidogyne. El potencial efecte nematicida d’aquest fong, a banda del
de control de patogens fungics, podria contribuir a disminuir la seleccié de viruléncia en el

cultivar resistent.

En paral-lel a I'experiment principal, s’ha estudiat la interaccié de Trichoderma i P.
chlamydosporia en un cultiu in-vitro per a determinar si existeix inhibicié en algun dels fongs en

enfrontar-los i, d’aquesta manera, relacionar aquests resultats amb I’assaig in-vivo.

D’altra banda, existeix la necessitat de disposar d’eines de biologia molecular per tal de poder
identificar, en el present treball o en posteriors, la soca T34 de T. asperellum, per aixd s’han
buscat i utilitzat encebadors especifics per aquesta espécie, i s’ha dut a terme una reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR) amb diferents espécies de Trichoderma (T34 entre elles) per tal

de determinar que els encebadors permeten identificar T34 discriminant altres espécies.
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2. Objectius

L'objectiu d’aquest treball va ser determinar I'efecte de Trichoderma asperellum T34 sol o
combinat amb un cultivar de tomaquet resistent a Meloidogyne sobre la supressivitat del sol al

nematode.
Els objectius especifics van ser:

- Avaluar I'efecte de la soca T34 de Trichoderma asperellum sobre la supressivitat natural
del sol a Meloidogyne.

- Comprovar la capacitat de la soca T34 de T. asperellum de parasitar ous de Meloidogyne.

- Estudiar la interaccié in-vitro entre Trichoderma i Pochonia chlamydosporia.

- Utilitzar eines de biologia molecular per a identificar T34.
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3. Materials i metodes

3.1. Efecte de T34 sobre la supressivitat del sol a Meloidogyne

El sol M10.55, caracteritzat
préviament com a supressiu a
Meloidogyne (Giné et al., 2016), es
va utilitzar com a substrat per
I'assaig. El sol provenia de cultiu
ecologic en hivernacle situat a

Alcanar (Tarragona). Es van

prendre mostres per dur a terme

Figura 5. Inoculacid dels nematodes el dia del trasplantament.

I’extraccid de nematodes a partir
de dues submostres de 250 cm? de sol mitjancant el métode de centrifugacid-flotacio (Jenkins,
1964). Posteriorment, el sol es va mesclar amb sorra de riu esteril en proporcié 1:1 de volum i

es va distribuir 2’5 L per torreta.

L'inocul de nematodes per a I'assaig es va obtenir de diferents poblacions de Meloidogyne
javanica mantingudes a Agropolis pel grup de recerca en Patologia Vegetal de I'ESAB. Es van
extreure els ous mitjangant una maceracié de les mateixes en una solucié de lleixiu comercial al
5% (Hussey i Barker, 1973) i es van dipositar en safates de Baermann (Whitehead i Hemming,

1965) per fer-los eclosionar i, aixi, obtenir juvenils de segon estadi com a inocul.

L’assaig va constar de quatre tractaments producte de la combinacié del cultiu de plantes de
tomaquet (Solanum lycopersicum) resistents (cv Monika) o susceptibles (cv Durinta) al

nematode, amb o sense aplicacié de la soca T34 de T. asperellum.

La soca T34 de T. asperellum, proporcionada per la Dra. M2 Isabel Trillas de la Universitat de
Barcelona, es va aplicar a rad de 4 ml de suspensio fungica (0°01 g T34 - L) per planta una
setmana abans del trasplantament del planter al test i una altra el mateix dia del trasplantament.
Les plantes no tractades van rebre el mateix volum d’aigua. Un cop trasplantades les
tomaqueres, el sol va ser inoculat amb 1 J2 cm™ de sol (Figura 5), dipositats en dos forats oposats
a 2 cm de la tija i 3 cm de fondaria. Cada combinacié cultivar de tomaquet-tractament de T34 es

va repetir 15 vegades.
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Les plantes es van mantenir en bancades a I’hivernacle de vidre d’Agropolis des del 23 de marg
al 21 de maig de 2018. En finalitzar I’assaig, es va determinar el pes fresc de les arrels i el pes de

la part aéria assecada a 702C durant una setmana.

Per a determinar el percentatge de parasitisme d’ous, es van extreure 5 masses d’ou de cada
planta i es van dipositar en un tub Eppendorf amb 100 uL d’aigua destil-lada esteril. Es van
disgregar les masses amb un émbol i es va afegir aigua fins a arribar a 1 mL de suspensié d’ous,
de la qual es van prendre aliquotes de 333 L i es van dipositar en tres capsules de Petri amb
medi Rosa de Bengala (casa comercial Microkit; 5 g de peptona L, 10 g de glucosa L, 0’5 g de
sulfat de magnesi L%, 1 g de fosfat potassic L%, 0’06 g de rosa de bengala L, 0’2 g de cloranfenicol
L, 15 g d’agar bacteriologic L) amb els antibiotics clorotetraciclina (50 mg L) i estreptomicina
(50 mg L) per restringir el creixement Gnicament als fongs que haguessin colonitzat els ous, i es
van incubar a 25 2C i foscor. L'avaluacio del parasitisme es va fer al cap de 24 i 48 h d’incubacio.
Es va determinar el percentatge de parasitisme mitjancant el recompte d’ous parasitats respecte
el total d’ous sembrats a la placa de Petri. Una representacié d’ous parasitats que presentaven
caracteristiques semblants van ser transferits individualment en altres plagues amb el mateix
medi per aillar el fong i identificar-lo posteriorment segons les caracteristiques morfologiques
de la colonia. De la resta d’arrels, es van extreure els ous segons el métode anterior (Hussey i
Barker, 1973) i van ser recomptats. Del nombre total d’ous, es va descartar el percentatge d’ous

parasitats per obtenir el nombre d’ous viables.

Les dades es van analitzar amb el programari estadistic JMP 8.0 de SAS Institute. En considerar
qgue no presentaven una distribucié normal, es van sotmetre al test no parametric de Wilcoxon
(P > 0’05) per avaluar I'efecte de I'aplicacié de T34 per a cada varietat de tomaquet, o entre
varietats segons tractament, sobre la reproduccié del nematode, el percentatge de parasitisme

i la productivitat vegetal.

3.2. Interacci6 in-vitro entre Pochonia chlamydosporia i Trichoderma

Es va estudiar el creixement in-vitro de diferents aillats de P. chlamydosporia, com a principal
responsable de la supressivitat del sol, en preséncia de dues soques Trichoderma asperellum
(una soca aillada del sol (Burgués, 2018) i T34, per separat) en medis de cultiu PDA (“Potato
Dextrose Agar”, casa comercial Microkit; 4 g d’extracte de patata L%, 20 g de dextrosa L, 15 g

d’agar bacteriologic L) i CMA (“Corn Meal Agar”, casa comercial Microkit; 2 g d’extracte de blat
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de moro L}, 15 g d’agar bacteriologic L

1), seguint el métode de cultius duals de Hong
Monfort (2004) mitjangant el qual se 2em Vs
situarien els dos fongs enfrontats en —E‘Z—

una placa de Petri (Figura 6). Com el
creixement de P. chlamydosporia és
més lent que el de T. asperellum, es va 4,5 cm
afegir el segon tres dies més tard que el

primer. Les plaques van ser incubades

N

a 25 °C i foscor durant una setmana

. ) 2cm
des de la inoculaci6 de P

chlamydosporia i es va mesurar el radi

de creixement d’ambdés fongs cada

Figura 6. Disposicio de I'inocul dels fongs a la placa de Petri en

dia des de la inoculacié de T. asperellum. /.. .~ > i dual (Monfort, 2004).

Els controls es van dur a terme sense

inocular aquest ultim fong.

Es van fer 5 repeticions per aillat de P. chlamydosporia (4 aillats procedents del sol M10.55) i
Trichoderma (2 aillats): tres de cultiu dual i dues pel control del primer. Tot i mesurar les plaques
de CMA i PDA, només es van utilitzar els valors de les primeres, mentre que les de PDA es van

utilitzar per fer un analisi visual.

3.3. Identificacio de Trichoderma mitjancant PCR i validaciod dels encebadors

Es va realitzar un analisi a nivell de seqiéencia (BLAST) en la base de dades de I’'NCBI per observar
la coincidéncia amb els encebadors tag83B-F (5'-CACCCTACTACCAGCCAAATCC-3’) i tag83B-R (5'-
CAGAACTGCCGGAACAGGAG-3’), especifics per a un gen de Trichoderma asperellum (Marcello
et al., 2010).

Les mostres d’ADN es van obtenir de miceli dels tres aillats de Trichoderma disponibles (T.
harzanium T22, T. asperellum T34 i I'aillat del sol) cultivats en PDB (“Potato Dextrose Broth”,
casa comercial Scharlau; 4 g de peptona de patata L, 20 g de glucosa L) a 25 2C i foscor durant
una setmana. L’extraccio d’ADN es va dur a terme a partir del miceli liofilitzat seguint el protocol

descrit per Lopez-Llorca et al. (2010).
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Les condicions per a la PCR van ser: 95 2C durant 15 segons, 60 2C durant 1 min i 72 oC durant
15 s, per 40 cicles. Es va dur a terme la PCR en un volum total de 50 uL: 5 pL de Buffer (20 mM
de MgCly), 1 uL de dNTPs (10 mM), 0’5 uL de cada encebador (100 uM), 0’25 uL de Taq
Polimerasa (5 unitats pL?), 1 uL de la mostra d’ADN i 41’75 plL d’aigua.

El producte de la PCR es va visualitzar en un transiluminador després d’una electroforesi en gel
d’agarosa al 2% amb Gel Red com agent intercalant que s’uneix especificament a 'ADN i permet

observar-lo mitjancant llum UV.
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4. Resultats

4.1. Efecte de T34 sobre la supressivitat del sol a Meloidogyne

En el sol inicial es van identificar alguns nematodes fitoparasits dels géneres Tylenchorynchus,

Tetylenchus, Ditylenchus, Telotylenchus o Pratylenchus, pero cap exemplar de Meloidogyne.

La reproduccié del nematode en el cultivar resistent de tomaquet sense tractar va ser un 37% la
registrada en el cultivar susceptible sense tractar, mentre que en tractar amb T34 va ser del 23%.
L'aplicacié de T. asperellum T34 en el cultivar de tomaquet resistent va disminuir la reproduccio
del nematode en un 58% respecte el no tractat (P < 0’05), perd no es van detectar diferencies
significatives en el cultivar susceptible. L’aplicacié de la soca T34 de T. asperellum no va afectar
el percentatge de parasitisme d’ous, oscil-lant entre el 20 i 30% (Taula 1). Aquest valor va ser

inferior a I'obtingut en estudis anteriors (Giné et al. 2013, 2016).

La utilitzacié del cultivar resistent també va comportar una reduccié (P < 0'05) del nombre d’ous

respecte el susceptible, independentment de I'aplicacié o no de T34.

Taula 1. Pes sec aeri (PSA), pes fresc radicular (PFR), ous extrets de les arrels i parasitisme d’ous de les plantes
inoculades amb 1 J2 de M. javanica per cm? de sol i tractades o no amb T34. Mitjana * Error Estandard.

Ous no parasitats Parasitisme

Tractament PSA (g) PFR (g)
(-10°) (%)
Resistent 19,24 £ 0,78 13,12 +0,72* 24 + 4,3 *# 26,50 £ 2,49
Resistent + T34 19,99 +£0,79 12,55 +0,69* 10,2 £ 0,6 *# 27,47 £ 3,74
Susceptible 21,35+1,13 22,92 +1,18 64,8 + 8,7 25,37+ 3,18
Susceptible + T34 20,70+ 1,09 21,21+2,10 443 +7,5 28,87 + 1,80

S’indiquen les diferéncies significatives (P<0’05) entre cultivars (*) i entre aplicacié o no de T34 pel mateix cultivar

(#).

En les plantes sense aplicacio de T34, tots els fongs aillats (Figures 7 i 8) es van identificar com a
P. chlamydosporia. En el cultivar susceptible amb aplicacié de T34, de 20 fongs aillats es van
trobar 18 de P. chlamydosporia i 2 sense identificar. Pel que fa al resistent amb T34, també es
van aillar 18 de P. chlamydosporia, un sense identificar i un que va ser identificat com a

Trichoderma.
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No hiva haver diferéncies en quant a biomassa seca aéria entre cultivars, pero si respecte al pes
fresc radicular, sent major en el tomaquet susceptible cv. Durinta que en el resistent cv. Monika

a causa de les agalles causades pel nematode.

N

Figura 7. Sembra d'ous de Meloidogyne en medi Rosa
de Bengala.

Figura 8. Fongs aillats de la sembra dels ous de
nematode.
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4.2. Interaccio in-vitro entre Pochonia chlamydosporia i Trichoderma

Figura 9. Plaques del cultiu dual en medi PDA una setmana després del cultiu de P. chlamydosporia (cercle vermell) i
5 dies de Trichoderma. El nombre indica I'aillat de Trichoderma (1- T34, 2- provinent del sol M10.55) i la lletra I'aillat
de P. chlamydosporia.
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En la Figura 9, es pot observar com en tots els casos la colonitzacié de la placa de Petri per
Trichoderma és total, i en algun cas fins i tot per sobre de P. chlamydoporia. Tot i aixi, a simple
vista es veu com el desenvolupament dels dos aillats de Trichoderma no és uniforme: la
pigmentacié disminueix al voltant de P. chlamydoporia, en major mesura en la soca T34 (aillat
1, Figura 9), que passa d’un color verd al voltant de la inoculacié de Trichoderma al blanc a
mesura que el fong s’apropa a P. chlamydosporia. En la soca de Trichoderma aillada del sol
M10.55 (aillat 2, Figura 9) també s’observa una disminucié en pigmentacio, tot i que menys

progressiva que en |'altre cas.

Pel que fa al creixement temporal (Figura 10 i 11), no podem parlar d’inhibicié a curt termini de
P. chlamydosporia per part de Trichoderma, ja que I'evolucié dels controls és equiparable a la
dels cultius duals. A més, no s’observa cap canvi a partir del dia 3, quan s’afegeix Trichoderma a
la placa de cultiu. Tot i aixi, passats els 7 dies, els controls de P. chlamydosporia seguien creixent,
a diferéncia dels cultius duals, en qué aquest fong no va créixer més, ja fos degut al caracter
micotrof de Trichoderma, o per la competéncia d’aquest i I'esgotament progressiu dels

nutrients.
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Figura 10. Creixement temporal dels diferents aillats de P. chlamydosporia enfrontats o no (controls) amb T34 en medi CMA.
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Figura 11. Creixement temporal dels diferents aillats de P. chlamydosporia enfrontats o no (controls) amb Trichoderma aillada
del sol M10.55 en medi CMA.
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4.3. ldentificacio de Trichoderma mitjancant PCR i validacié dels encebadors

Els encebadors utilitzats sén especifics per a T. asperellum, tal i com mostren les Figures 12 i 13:
esvan cercar les seqliencies d’aquests a la base de dades de NCBI i es va obtenir una especificitat

del 100% en tots dos casos (“Forward” i “Reverse”) per a un gen d’aquesta especie.

Trichoderma asperellum beta 1,3 exoglucanase mRNA, complete cds
sequence I0: EU314718.1 Length: 3096 Number of Matches: 1

Range 1: 1946 to 1967 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
44.1 bits(22) 0.018 22/22(100%) 0/22(0%) Plus/FPlus
fuery 1 CRCCCTACTRCCRAGCCRRRTCC 22

FEEEELTEEE et
Jbjoct 1946 CACCCTACTACCAGCCRARATCC 1947

Figura 12. BLAST de I’encebador tag83B-F (“Forward”). Font: NCBI.

Trichoderma asperellum beta 1,3 exoglucanase mRMNA, complete cds
Sequence ID: EU314718.1 Length: 3096 Mumber of Matches: 1

Range 1: 2025 to 2044 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.29 20/200100%) 0/20{0%) Plus/Minus
Query 1 CAGRACTGCCGERACRGERE 20

FEEEEEETEE et d
Jbjoct 2044 CRAGRACTGCCGGRACAGGAG 2025

Figura 13. BLAST del “primer” tag83B-R (“Reverse”). Font: NCBI.

Abans d’utilitzar els encebadors tag83-B, es va provar amb els que hi havia disponibles per
identificar Trichoderma, que eren B-tub Th-F (5’-TTCTTGCATTGGTACACTAGCG-3’) i B-tub Th-R
(5’-ATCGTTCATGTTGGACTCAGCC-3’). Es va fer una PCR amb aquests encebadors i tres soques
de Trichoderma diferents: una aillada del sol M10.55 (Burgués, 2018), T34 (T. asperellum) i T22
(T. harzanium); pero va amplificar per a les tres i, per aixdo vam demanar els encebadors tag83-

B, amb els quals es va repetir la PCR i es va aconseguir amplificar només I'aillat del sol i T34,

discriminant T22 (Figura 14).
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Figura 14. Esquerra: gel d’electroforesi del producte de la PCR amb els primers beta-tub (carrils: 1- marcadors, 2- aillat
del sol, 3- T34,4- T22, 5- control negatiu). Dreta: gel de la PCR amb els primers tag83-B (carrils: 1- marcadors, 2- T34, 3-
T22, 4- dillat del sol, 5- control negatiuy).
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5. Discussio

En aquest treball de fi de grau, s’ha estudiat I'efecte de I'aplicacié de Trichoderma asperellum
T34 sol (amb un cultivar susceptible a Meloidogyne, cv. Durinta) o combinat amb un cultivar de
tomaquet resistent a Meloidogyne (cv. Monika) sobre la supressivitat del sol M10.55 a aquests

nematodes, demostrada en estudis anteriors (Giné et al. 2013; Giné et al. 2016).

Tot i que Trichoderma asperellum ja és present al sol M10.55 (Burgués, 2018), I'aplicacié de T34
al cultivar resistent redueix significativament la reproduccié de Meloidogyne javanica respecte
al no tractat, cosa que no passa en el cultivar susceptible, com es mostra a la Taula 1. D’aquest
fet es pot treure la conclusié que la concentracié de Trichoderma nativa és massa baixa com per
induir resposta a la planta. Amb el mateix raonament, podem afirmar que l'efecte de
Trichoderma depén, a la vegada, de la dosi aplicada i de la densitat de nematodes. Aixi doncs, la
dosi aplicada al cultivar susceptible podria ser insuficient per provocar una reduccid significativa
de la reproduccid. Puertas et al. (2006) van obtenir resultats semblants en estudiar la interaccio
de P. chlamydosporia amb agents de control biologic, com Trichoderma harzanium, en el control
de M. incognita en tomaquet en torreta, ja que van observar que la reproduccidé del nematode

era similar en tractaments amb P. chlamydosporia Unicament i combinada amb T. harzanium.

Pel que fa al parasitisme fungic d’ous de M. javanica, en estudis previs del sol M10.55 (Giné et
al. 2013; Giné et al. 2016) es va quantificar un percentatge de parasitisme superior al 50 %, fins
arribar al 90 % en algun cas, mentre que en aquest treball no ha superat el 30 % en cap cas, com
es mostra a la Taula 1. No obstant, aquests treballs si que coincideixen en qué el principal fong
aillat dels ous va ser Pochonia chlamydosporia, responsable de la supressivitat del sol. Sharon et
al.(2007) demostren que diferents soques de Trichoderma poden parasitar ous i juvenils de
segon estadi de M. javanica en assajos in-vitro, amb valors que arriben al 90% de parasitisme
per algunes soques de T. asperellum. En aquest treball, s’"ha observat que en condicions de semi-

camp Trichoderma és capag de parasitar els ous, tot i que només s’ha detectat en un cas.

En el cas de Trichoderma, no es pot diferenciar morfoldgicament si el fong aillat dels ous de
nematode era natiu o bé es corresponia a T34. El fet que només s’hagués trobat en un
tractament on es va aplicar T34 feia decantar-nos per la segona opcié. A més, I'absencia de
diferéncies significatives en el parasitisme fungic fa que la reduccié de la reproduccio del
nematode en el cultivar resistent per I'aplicacié de T. asperellum T34 s’hagi d’explicar en base a
una resistencia sistemica induida per aquest fong, com demostra Pocurull (2016) per a tomaquet

susceptible cv. Durinta.
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d’estimulacié del creixement, com es mostra a la Taula 1. Altres treballs destaquen que diferents
especies del génere si que promouen el creixement (Lépez-Bucio et al, 2015) i el
desenvolupament radicular, com ara T. harzanium T22 en cultius de blat de moro o soja

(Harman, 2000).

En els experiments in-vitro en qué es va estudiar la interacci6 de P. chlamydosporia i
Trichoderma asperellum (T34 i nativa del sol M10.55) es va determinar que el primer no es veia
inhibit pels aillats de Trichoderma. El fet que alguns fitopatogens radiculars poguessin inhibir el
primer (Monfort, 2004) i que Trichoderma spp. sigui capac de parasitar fongs (Lopez-Bucio et al.
2015) ens portava a pensar que P. chlamydosporia es podria veure inhibida per Trichoderma.
Aixi doncs, es considera que I'aplicacid de T. asperellum T34 no afecta la microbiota antagonica
del sol supressiu (P. chlamydosporia). Malgrat aix0, aquest fet no és extrapolable a la
supressivitat del sol, tant per les condicions fisico-quimiques que es donen en aquest com per

les interaccions amb la resta de microorganismes presents.

A nivell morfologic, és molt dificil distingir entre especies del genere Trichoderma, per aixo fan
falta eines de biologia molecular que les permetin identificar a nivell d’espécie. En aquest TFG,
es va realitzar una cerca d’encebadors especifics per a poder identificar T. asperellum (Marcello
et al. 2010). Es va determinar mitjangant eines de biologia molecular que I'aillat que es va
obtenir d’aquest sol correspon a I'espécie T. asperellum. El resultat de la PCR amb tag83B va
validar els encebadors per a identificar T34, a més de identificar I'espécie de Trichoderma natiu.
Gracies a aix0, podem afirmar que aquesta espécie pot parasitar ous de M. javanica, ja que,
malgrat no poder determinar si Trichoderma aillat d’'un ou de nematode és natiu o T34, sabem
gue ambdds sén de la mateixa especie. En treballs posteriors, es podran utilitzar els encebadors
tag83B per identificar fongs parasits d’ous, per exemple, amb la certesa que es pot identificar T.

asperellum i, per tant, T34

Aixi doncs, podem concloure que I'aplicacid de la dosi comercial de Trichoderma asperellum T34
no afecta la supressivitat del sol M10.55 ni la seva microbiota i, a més, contribueix a disminuir
la reproduccid de M. javanica en tomaquet resistent cv. Monika mitjancant una resposta vegetal

de resistencia al nematode, tot i ser capag¢ de parasitar-ne els ous.
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6. Conclusions

Les conclusions d’aquest treball, derivades dels objectius proposats anteriorment, sén les

seglents:

- L'aplicacié de la dosi comercial de Trichoderma asperellum T34 en un soOl supressiu a
Meloidogyne redueix la reproduccié del nematode en la tomaquera resistent cv.
Monika, perd no en la susceptible cv. Durinta, sense afectar el parasitisme natural per
Pochonia chlamydosporia, pel que es podria deure a una activacié de mecanismes de
defensa de la planta dependent de germoplasma.

- L'aplicacié de Trichoderma asperellum T34 en un sol supressiu a Meloidogyne no
provoca una estimulacio de la productivitat vegetal en cap germoplasma de tomaquet.

- En un cultiu in-vitro de Pochonia chlamydosporia amb T. asperellum, no hi ha inhibicid
destacable en el creixement de cap dels dos fongs a curt termini.

- Leseines de biologia molecular utilitzades permeten identificar T. asperellum i, per tant,
T34,

- La identificacid molecular a nivell d’especie de I'aillat de Trichoderma del sol M10.55

correspon a T. asperellum.
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