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DESCRIPCION
SC1 de Trichoderma atroviride para el biocontrol de enfermedades fungicas en plantas
Campo de la invencion

[0001] EI campo de la presente invencién es el control biolégico de enfermedades de las plantas producidas por
hongos patdgenos por un agente de biocontrol, representado por una novedosa cepa de Trichoderma atroviride.

Antecedentes de la invencion

[0002] Se ha conseguido la sustitucién o reduccién de fungicidas quimicos mediante el uso de fungicidas en base
biolégica, un enfoque que se encuentra dentro de la definicion de control biolégico como se ha propuesto por Cook y
Baker (1983): “Control biolégico es la reduccién de la cantidad de inéculo o actividad producida por la enfermedad
de un patégeno realizado por o mediante uno o mas organismos distintos del hombre”. Esta amplia definicion incluye
el uso de variantes menos virulentas del patdégeno, cultivares mas resistentes del huésped y antagonistas
microbianos “que interfieren con la supervivencia o actividades productoras de enfermedad del patégeno”.

[0003] Se requiere una evaluacion mas compleja de las interacciones medioambientales para usar tales agentes
de biocontrol (ABC). De hecho, las condiciones medioambientales afectan no solo a la supervivencia de los ABC,
sino también a su eficacia contra los patdégenos (Paulitz, 2000). Los ABC que son mas flexibles en términos de
adaptacion medioambiental pueden desarrollarse mas facilmente en productos comerciales, ya que sus aplicaciones
y mercados diana pueden ser mas amplios que aquellos de ABC que requieren condiciones medioambientales
especificas.

[0004] La seleccion de cepas antagonistas de Trichoderma con tolerancia potenciada a condiciones
medioambientales desfavorables puede aumentar la fiabilidad de los programas de biocontrol basados en
Trichoderma (Kredics y col., 2000). También es importante observar que los ABC mas eficaces para su uso contra
patégenos de las plantas son aquellos que tienen mejor tolerancia al estrés que los patégenos diana (Kredics y col.,
2000; 2004).

[0005] Trichoderma es un género cosmopolita, que puede colonizar tierras, rizoesferas y filoesferas. Las especies
de Trichoderma se encuentran frecuentemente en madera en descomposicién y material vegetal. Varias cepas de
Trichoderma son productores econémicamente importantes de enzimas industriales.

[0006] Ya se han usado cepas de Trichoderma como agentes de biocontrol contra numerosos patdégenos de las
plantas y se han desarrollado algunos para su uso como productos de biocontrol comercial (es decir, Trichoderma
harzianum, conocido como Trichodex®) para cultivos de campo y de invernadero (Elad, 2000; Harman, 2000).

[0007] Sin embargo, existe una gran variabilidad en términos de actividad de biocontrol, especificidad, mecanismo
de accion, produccion de metabolitos y supervivencia en tierra o sobre la planta entre especies de Trichoderma, que
afectan su uso como ABC (Benitez y col., 2004). Ademas, todavia hay varias patologias importantes, tales como
aquellas producidas por el género Armillaria sobre la vid para las que ni se han aislado ni caracterizado agentes de
biocontrol completamente eficaces.

Breve descripcion de los dibujos
[0008]

Figura 1. Crecimiento radial de SC1 de Trichoderma atroviride a diferentes temperaturas. Se cultivé SC1
de Trichoderma atroviride sobre agar de dextrosa de patata (PDA) y se incub6 a diferentes temperaturas: 10
(©), 15 (@), 20 (m), 25 (A) y 30 °C (x). No se observo crecimiento a -1, 5, 37 6 40 °C. Los puntos de datos son
medias de diez duplicados. Los valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (P <
0,05) segun la prueba de Tukey. El periodo antes del inicio del crecimiento (periodo de latencia) fue 1 dia a 20,
25y 30°C, 2diasa 15°C y 3diasa 10 °C.

Figura 2. Efecto del pH en el crecimiento radial de SC1 de Trichoderma atroviride. E| crecimiento se llevo
a cabo sobre agar de dextrosa de patata (PDA) a diferentes niveles de pH. pH 3 (A), 4 (0), 5 (A), 6 (+), 7 (e), 8
(©), 9 (x) y 10 (m). Los puntos de datos son medias de diez duplicados. Valores seguidos de la misma letra no
son significativamente diferentes (P < 0,05) segun la prueba de Tukey.

Figura 3. Efecto de la actividad del agua sobre la tasa de crecimiento de SC1 de Trichoderma atroviride.
Se cultivd SC1 de Trichoderma atroviride sobre agar de dextrosa de patata modificado con glicerol a los niveles
de actividad del agua de 0,998 (A), 0,990 (m), 0,980 (A), 0,960 (x), 0,940 (e) y 0,910 (o). Los puntos de datos
son medias de diez duplicados. Valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (P<
0,05) segln la prueba de Tukey. El periodo antes del inicio del crecimiento (periodo de desfase) fue 1 dia a
0,998, 0,990 y 0,980, 2 dias a 0,940 y 4 dias a 0,910.

Figura 4. Amplificacion multiplex de ech42 y tga3. La amplificaciéon se llevé a cabo usando la sonda
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especifica ech42 (m) y la sonda general tga3 (o) de ADN puro de SC1 de Trichoderma atroviride. Las dos
curvas de dilucion se solapan y tienen la misma eficiencia, coeficiente de determinacion (R?) y pendiente.
Figura 5. Recuperacion de ADN de SC1 de Trichoderma atroviride por PCR en tiempo real. La cantidad
de acido nucleico se expresa como el nimero de copias del genoma haploide en un gramo de tierra inoculada
con una cantidad conocida de conidios. La desviacion estandar (%) se calcul6 a partir de seis cuantificaciones
independientes.

Figura 6. Supervivencia de SC1 de Trichoderma atroviride sobre hoja de fresa evaluada como unidades
formadoras de colonias (UFC). Se inocularon hojas en el dia 0 pulverizando una suspension de conidios-
agua (10° UFC-ml"). Los puntos de datos representan los promedios de diez duplicados. Los datos se
transformaron por log (x). Las barras de error representan las desviaciones estandar de las medias.

Figura 7. Supervivencia de SC1 de Trichoderma atroviride en microcosmos de tierra estatica. El hongo
se aplicé a una tasa de 10° UFC-g' de tierra en el dia 0 a tres tierras estériles (a) y no estériles (b) diferentes:
Tierra 1 (o), Tierra 2 (o) y Tierra 3 (A), los puntos de datos representan los promedios de cinco duplicados y se
transformaron por log (x). Diferentes letras para cada dia indican valores que son significativamente diferentes
(P < 0,05) segun la prueba de Tukey.

Figura 8. Efecto de SC1 de Trichoderma atroviride sobre la gravedad de la infeccion por el oidio. Se
inocularon artificialmente plantas de pepino (panel A) y calabacin (panel B) con conidios de Podosphaera
xanthii y comparacion con patrones no tratados, de azufre y dos de biocontrol (T39 de Trichoderma harzianum -
nombre comercial Trichodex® - y F122 de T. atroviride). Las evaluaciones se hicieron dos semanas después
de la gravedad de la puntuacién de la inoculacién (porcentaje de tejido de hoja infectado). Se evaluaron cinco
duplicados (plantas) por tratamiento. Las columnas con la misma letra no son significativamente diferentes
segun HSD de Tukey (P <0,05). Para la inoculacion artificial, se pulverizaron aproximadamente 5 ml de una
suspensién acuosa de conidios (107 conidios ml'1) sobre cada planta. Las aplicaciones diarias empezaron 12
horas después de la inoculacién.

Figura 9. Eficacia de SC1 de Trichoderma atroviride sobre el crecimiento de los tres principales agentes
causales de la enfermedad de Esca (Phaeomoniella chlamydospora: panel A; Phaeoacremonium aleophilum,
panel B; Fomitiporia mediterranea, panel C). La eficacia del control se calcul6é segun la férmula: [(C-T)/C]x100,
en la que C es el crecimiento del patdgeno sin el tratamiento y T es el crecimiento con el tratamiento de SC1 de
Trichoderma atroviride. La inoculacion de los agentes causales de Esca y SC1 de T. atroviride se hicieron
sobre agar de dextrosa de patata en placas de petri. Las graficas representan el promedio de cinco duplicados
(placas de petri).

Figura 10. Crecimiento micelar de Armillaria mellea y Armillaria gallica (agentes causales de la
podredumbre de la raiz) en presencia de SC1 de Trichoderma atroviride y sin (no tratados). El efecto del
experimento de T39 de Trichoderma harzianum - Trichodex® - se presenta en el presente documento como
comparacioén estandar. El crecimiento se expresa como promedio del didmetro de cinco duplicados cultivados
sobre trozos de madera sobre PDA sobre placas de petri a 20 °C.

Figura 11. Porcentaje de plantas de fresa infectadas por Armillaria melleay A. gallica (muertas) después
del tratamiento de la tierra. Se comparo6 el efecto de SC1 de Trichoderma atroviride con el efecto sin tratar.
Se us6 T39 de Trichoderma harzianum - Trichodex® - como comparacién para A. gallicay se usa F122 de T.
atroviride como comparacion para A. mellea. Los valores son porcentajes calculados sobre 10 plantas
duplicadas.

Resumen de la invencion

[0009] Una realizacion de la presente invencion es SC1 de Trichoderma atroviride, CBS n®122089, como agente
de biocontrol, es decir, para tratar enfermedades flngicas de plantas.

[0010] La segunda realizaciéon de la presente invencion es una composicién agricola que comprende SC1 de
Trichoderma atroviride como principio activo en una cantidad eficaz. Las composiciones de la presente invencion
pueden comprender ademas un segundo agente de biocontrol y/o un aditivo, un emulsionante, un nutriente para las
plantas, un agente humectante, un micronutriente para las plantas o un sustrato, en el que dicho sustrato se
selecciona del grupo que consiste en: un medio de cultivo nutriente, un cereal o un derivado de los mismos, un
abono, un vegetal o una parte del mismo, turba, madera o un trozo de la misma, arcilla o cortezas.

[0011] Otra realizacion es un procedimiento de tratamiento o prevencién de una enfermedad de las plantas
producida por un hongo patégeno seleccionado del grupo de aquellos que causan: enfermedades de la madera
(Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum y Fomitiporia mediterranea), enfermedades foliares
(el agente causante del oidio Podosphaera xanthii), enfermedades de las frutas y las flores (Botrytis cinerea) y
enfermedades de la raiz producidas por el género Armillaria (Armillaria melleay A. gallica).

[0012] EI tratamiento puede llevarse a cabo directamente sobre la planta o sobre una parte de la planta, o
indirectamente aplicando sustrato enriquecido en SC1 de Trichoderma atroviride, CBS n® 122089 en la tierra o sobre
ella, en estrecha proximidad de la planta. Las plantas que se benefician de este tratamiento estan seleccionadas
preferentemente del grupo que consiste en: Cucurbitaceae, Rosaceae, Vitaceae, Crucifereae, Compositae,
Ubelliferae, Solanaceae 'y Liliaceae. Otras realizaciones de la presente invencion son sustratos que comprenden una
cantidad eficaz del microorganismo SC1 de Trichoderma atroviride o tratado con composiciones que comprenden
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una cantidad eficaz de dicha cepa. Un sustrato preferido se representa por corteza o arroz hervido.

[0013] Otra realizacién se representa por un procedimiento molecular para la deteccion especifica de SC1 de
Trichoderma atroviride en la que la amplificacion en paralelo del gen de endoquitinasa 42 (ech42), n® de acceso
GenBank AB041753.1 y de un gen de la subunidad alfa de la proteina G (tga3), n® de acceso GenBank AF452097.1
se logra con conjuntos de cebadores adecuados y en el que en una muestra que comprende dicha SC1 de
Trichoderma atroviride se observan dos nucle6tidos polimérficos en la posicion 185 y 196 del gen de endoquitinasa
42.

Descripcion detallada de la invencion

[0014] Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un agente de biocontrol que pertenece a la especie
Trichoderma atroviride, cepa SC1, para la supresiéon del desarrollo de enfermedades fungicas sobre la parte aérea
de las plantas y sobre las raices.

[0015] Segun una realizacion preferida, la cepa SC1 de Trichoderma atroviride se depositd el 27 de noviembre de
2007, bajo el Tratado de Budapest en CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) bajo CBS n? 122089.

[0016] Segun el principal aspecto de la presente invencion, la cepa SC1 de Trichoderma atroviride se propone
para suprimir y para prevenir el desarrollo de patégenos de las plantas, en particular: podredumbres de las frutos y
de la raiz, tales como aquellas producidas por Botrytis cinerea'y Armillaria spp., oidios, enfermedades de la madera
(enfermedad de Esca). Segun una realizacién preferida, la invencién proporciona un procedimiento de supresion o
prevencion del desarrollo de enfermedades flngicas sobre plantas caracterizado por usar composiciones que
comprenden una cantidad eficaz de SC1 de Trichoderma atroviride en una cantidad de al menos 10%-10° conidios mI
' 0 g™ cuando se usa composicién sdlida.

[0017] SC1 de Trichoderma atroviride es un hongo mesofilo como la mayoria de Trichoderma spp. (Klein y
Eveleingh, 1998). Puede utilizar un amplio intervalo de compuestos como Unicas fuentes de carbono y de nitrégeno.
El crecimiento fingico en medios de cultivo es superior con algunas fuentes de nitrégeno tales como extracto de
levadura, nitrito, triptona, peptona, glutamina y asparagina o algunas fuentes de carbono tales como manosa,
galactosa, sacarosa, extracto de malta, celobiosa, glucosa y trehalosa.

[0018] SC1 de T. atroviride sobrevive en un intervalo de temperatura comprendido de -1 a 35 °C y crece en un
intervalo de temperaturas comprendido de 5 a 30 °C. La temperatura 6ptima para el crecimiento es 25 °C £ 1 °C,
aunque el crecimiento radial fungico a 20 °C no es significativamente diferente del crecimiento observado a 25 °C. La
temperatura maxima para la supervivencia de SC1 de T. atroviride (30 °C) es inferior a la temperatura del cuerpo
humano, que es una buena indicacién de que este hongo no es patégeno para los seres humanos.

[0019] Los niveles de tolerancia del pH de SC1 de T. atroviride se encuentran dentro del intervalo comun para las
cepas de Trichoderma, es decir, un intervalo de pH comprendido de 3 a 10. El limite minimo de la tolerancia de la
actividad del agua (aw) de SC1 de T. atroviride es 0,910. El valor preferido de actividad del agua es 0,998, que se
corresponde con valores de condiciones de alta humedad relativa preferidas por la mayoria de los patégenos de las
plantas fungicos (90-100 %).

[0020] SC1 de Trichoderma atroviride se caracteriza por las siguientes propiedades:

- es particularmente activo contra enfermedades producidas por Armillaria spp. y contra los agentes causales de
la “enfermedad de Esca” para la que no se conocen pesticidas quimicos eficaces. Segun la invencion, el término
Armillaria spp. cubre en particular Armillaria mellea y Armillaria gallica, el término “enfermedad de Esca” cubre
los patégenos mas importantes que causan la enfermedad de Esca, en particular Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium aleophilum y Fomitiporia mediterranea. Armillaria spp. afecta a mas de 400 especies de
plantas (cultivos y arboles forestales). Los patégenos de la “enfermedad de Esca” afectan la vid.

- es mas eficaz contra oidio (producido por Podosphaera xanthii) que otras cepas conocidas de Trichoderma, tales
como T39 de Trichoderma harzianum (nombre comercial Trichodex®) o F122 de T. atroviride (Longa, 2007). Los
oidios son enfermedades fungicas producidas por muchas especies diferentes de hongos en el orden
Erysiphales (Spencer, 1978) y producen dafos econémicamente importantes en particular a la uva, manzana,
fresa, cultivos horticolas y floricolas;

- persiste en tierra a niveles eficaces durante periodos prolongados (méas de un afno)

- puede dispersarse facilmente sobre partes vegetales o de madera, en las que sobrevive como agente antifingico
durante mas de un afo.

[0021] Varias pruebas llevadas a cabo con SC1 de T. atroviride, que se detallaran mejor en la parte experimental,
permiten que se proponga como agente de biocontrol éptimo para la supresion de enfermedades fungicas sobre
plantas.

[0022] Segun una realizacion preferida, la preparacién de composiciones agricolas de SC1 de T. atroviride se lleva
a cabo inoculando SC1 de T. atroviride (algunas esporas lavadas de las placas de cultivo son normalmente
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suficientes) sobre un sustrato nutritivo comun en suspensién liquida o sobre sustrato sélido para obtener al menos
10%-10° conidios/ml” 0 g de sustrato (concentracion activa).

[0023] EI medio liquido o semisélido mas cominmente usado comprende: caldo nutritivo, agar nutritivo de dextrosa
de patata (PDA), agar de extracto de malta, agar de malta, caldo de LB y similares conocidos para aquellos
expertos, en el que los hongos se cultivan bajo agitacion continua, durante al menos 48, preferentemente 72 horas o
hasta que se producen conidios, a una temperatura de crecimiento éptima comprendida de 20 a 30 °C o
preferentemente de 22 a 26 °C o a aproximadamente 25 °C £ 1 °C, durante al menos 48 h. En estas condiciones los
primeros conidios se producen después de al menos 48 h.

[0024] Un sustrato solido preferido comprende un cereal esterilizado (tal como arroz hervido o trigo), harina o
cereales molidos, o un sustrato rico en hidratos de carbono similar, en el que SC1 de T. atroviride se inocula y se
incuba durante al menos una semana de 20 a 30 °C o preferentemente de 22 a 26 °C o aproximadamente 25 °C * 1
9C. También son adecuados los derivados de cereales tales como harina o cereales molidos.

[0025] EI tratamiento y/o la prevencion de plantas se lleva a cabo usando cultivos de SC1 de T. atroviride
cultivados en medios liquidos o semisélidos o sobre un sustrato sélido y aplicando tal suspension de SC1 de T.
atroviride sobre partes de la planta o aplicando el sustrato enriquecido en SC1 sobre o en la tierra en estrecha
proximidad de la planta en necesidad de un tratamiento tal.

[0026] EI tratamiento puede llevarse a cabo aplicando composiciones agricolas a plantas, sobre las hojas de
plantas, sobre heridas producidas durante el corte o poda, o0 a la tierra para suprimir el desarrollo de enfermedades
fungicas sobre las raices. Los tratamientos se aplican por pulverizacién sobre plantas como fungicida comun, con
una eleccién del momento oportuno que debe adaptarse a la enfermedad especifica (es decir, antes de la infeccion,
en una etapa fenologica especifica de plantas tales como trasplante, florecimiento, post-cosecha). Los tratamientos
también pueden pulverizarse o inyectarse en la tierra, mezclarse con la tierra sobre varios sustratos y diferentes
formulaciones (es decir, granulos, mezclados con arcilla o productos similares, cortezas, materia vegetal u otra
materia organica o similares o derivados). Los tratamientos pueden aplicarse durante el periodo vegetativo de la
planta o durante la dormancia. El tratamiento puede pulverizarse después de la poda o aplicarse directamente a las
heridas de la poda para prevenir infecciones. Los tratamientos pueden aplicarse semanalmente o mas
frecuentemente, ademas de una vez al afno. El tratamiento puede aplicarse una vez (es decir, en el momento de la
siembra en la tierra) o repetirse segun se necesite.

[0027] Una alta persistencia en la tierra y la facilidad de dispersion sobre soportes sélidos tales como cortezas
convierte el presente microorganismo particularmente adecuado para tratar plantas y/o areas que comprenden
plantas, minimizando el nimero de tratamientos.

[0028] Por sustrato de cultivo se indica un soporte de cultivo organico que puede ser tanto liquido, soélido,
semisolido (gelatina) como que puede ser organico tal como arroz, corteza o trozos de madera o abonos vegetales,
tales como turba, o inorganicos (es decir, mineral) tales como arcilla. Los sustratos pueden tener tanto un nutriente
como una funcidon de matriz, 0 ambos. Los trozos de madera, cortezas 0 sustratos inorganicos se pre-tratan
preferentemente con un nutriente antes de la inoculacion de SC1.

[0029] Digno de mencién, el crecimiento sobre trozos de corteza no es posible con otras cepas de T. atroviride,
tales como la cepa 122F. Por tanto, esta realizacion representa otra caracteristica distintiva de la cepa SC1 segun la
presente invencion.

[0030] También pueden recogerse conidios de SC1 de T. atroviride (es decir, por un flujo de aire o lavando un
sustrato de cultivo) y dispersarse en un liquido o un nutriente liquido. Tal suspension, o composiciéon agricola, se
aplica directamente a la planta o a la tierra en estrecha proximidad a la planta. Se aplica preferentemente en
combinacién con nutrientes tales como una fuente de carbono (es decir, un azlcar) y una fuente de nitrégeno, tal
como aminoacidos, péptidos, factores nutritivos o micronutrientes de las plantas para un mejor mantenimiento del
microorganismo in situ.

[0031] La composicion puede comprender ademas emulsionantes, tales como lecitina, saponinas, agentes
humectantes, tales como Tween 80, o similares, protectores de UV, antioxidantes con emulsionantes, diluyentes,
agentes humectantes, adyuvantes de pulverizacion. Para los fines de la presente invencion, cualquier sustrato de
cultivo tanto sélido como liquido, que comprende una cantidad eficaz de 10? -10° conidios mI" 0 g de SC1 de T.
atroviride, se considera una composicion agricola.

[0032] Suspensiones o composiciones que comprenden al menos 102 - 10° ml" o g’1 de conidios se aplican
directamente sobre la planta o partes de la planta, tales como raices, hojas, semillas o fruto, o indirectamente a la
tierra, preferentemente sobre los anteriores soportes sélidos.

[0033] En las composiciones agricolas anteriores, la cepa SC1 puede mezclarse opcionalmente con un segundo
agente de biocontrol o adicional, suplementos, fertilizantes, minerales, hormonas vegetales, abonos para el
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crecimiento de las plantas, pesticidas quimicos no téxicos para SC1 de T. atroviride o ceras para proteger las
heridas de poda en el agua de irrigacion.

[0034] Uno de los procedimientos mas preferidos para tratar tierra con SC1 de T. atroviride es permitir que ésta
crezca sobre un sustrato tal como un cereal (es decir, arroz hervido), o corteza o trozos de madera o abonos
vegetales tales como turba y distribuir dichos soportes sobre 0 en la tierra en estrecha vecindad a la planta/plantas
que van a tratarse.

[0035] EI crecimiento de una cantidad eficaz de cultivo de SC1 de T. atroviride (102-103 conidios'ml™ o g'1) sobre
tal sustrato sélido (es decir, trozos de corteza) se lleva a cabo preferentemente pretratdndolo con un medio
microbiologico (tal como caldo de dextrosa de patata, extracto de malta, caldo nutritivo o similares) o cualquier
sustancia nutritiva que contenga un carbono y una fuente de nitrégeno (tal como extracto de carne, peptona,
cereales molidos, extracto de levadura, sacarosa o similares), inocular tal sustrato con SC1 de T. atroviride e
incubarlo en la condicion descrita anteriormente durante al menos una semana o hasta que se obtenga la
colonizacion.

[0036] La composicion también puede prepararse lavando conidios fuera de las placas infectadas o sustratos de
cultivo y pulverizando tales suspensiones sobre las partes aéreas de la planta antes de la infeccidn patdgena,
semanalmente, en alguna etapa fenolégica de la planta especifica o después de algunas practicas agricolas tales
como poda, corte, siembra.

[0037] Las plantas a las que la se aplica satisfactoriamente estan preferentemente seleccionadas del grupo que
consiste en: Cucurbitaceae, Rosaceae, Vitaceae, Crucifereae, Compositae, Ubelliferae, Solanaceae y Liliaceae.
Plantas particularmente preferidas son Cucurbitaceae, Rosaceae, Vitaceae.

[0038] El tratamiento, tanto por un sustrato sélido inoculado (es decir, cortezas o abonos vegetales) como por otros
medios tales como pulverizacién, se lleva a cabo en cualquier momento del cultivo de la planta para proporcionar el
control de patégenos transmitidos por la tierra existentes o para prevenir nuevas infecciones.

[0039] Un procedimiento preferido de tratamiento de la rizoesfera con el agente de biocontrol de la presente
invencion se logra cultivando SC1 de T. atroviride en arroz hervido esterilizado (u otro cereal) durante algunos dias
(minimo una semana, normalmente 15 dias) a una temperatura comprendida dentro del intervalo éptimo,
preferentemente a aproximadamente 25 °C + 1 °C, hasta que se obtiene una dosis de in6culo éptima en el intervalo
de 107-10® conidios/100 g de arroz hervido o 1 x 10° UFC-g"' de tierra. Segin esta realizacién, el agente de
biocontrol se aplica directamente como matriz de arroz enriquecida en hongos.

[0040] Con el fin de monitorizar el destino y comportamiento de un microorganismo liberado en el entorno, que es
de maxima importancia para el control de ABC, se ha desarrollado un enfoque molecular (PCR en tiempo real) y
representa otra realizacion de la presente invencion.

[0041] Este procedimiento permite seguir y cuantificar SC1 de T. atroviride en el entorno, especificamente
identificar la cepa liberada, diferenciandola de la comunidad microbiana nativa y siguiendo su poblaciéon dinamica
con el tiempo.

[0042] En realidad, el registro de un agente de biocontrol (ABC) especifico como pesticida en Europa requiere una
evaluacion del riesgo basada en la persistencia y multiplicacién de ABC en el entorno, ademas de una evaluacion de
cualquier posible contaminacion (residuos de ABC viables y no viables) de alimentos.

[0043] La prueba molecular desarrollada segun otra realizaciéon de la presente invencién se basa en el gen de
endoquitinasa (ech42) de SC1 de T. atroviride (Carsolio y col., 1994). Por tanto, los cebadores de PCR en tiempo
real y el conjunto de sondas TagMan especifico de cepa (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) se disefiaron
basandose en dos desapareamientos de nucleétidos sobre la hebra de 3' del gen ech42, en la posicion 185 y 196
segun la numeracién de la secuencia de acceso del GenBank AB041753.1. Se disefiaron un segundo conjunto de
cebadores y sonda TagMan para el gen tga3, que codifica la subunidad o de la proteina G (Tabla 1).

[0044] La PCR usando los cebadores para ech42y tga3 produjo productos de amplificacion especificos a partir de
todo el ADN de cepas de Trichoderma spp., pero no otros hongos de muestras de tierra (es decir, Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Cladosporium spp.). Los productos dieron un Unico punto de fusién para cada gen, que indica que
los cebadores solo amplificaron productos de ech42y tga3.

[0045] En cambio, cuando la PCR en tiempo real se lleva a cabo también en presencia de una sonda TagMan de
ech42 que contiene las dos mutaciones puntuales especificas de SC1 de la secuencia del gen ech42
(preferentemente SEC ID N? 3), solo SC1 de T. atroviride produce una Unica sefial y no se produce la hibridacién de
productos de amplificacion de sondas para los otros hongos (cepa F122 y SB18 incluidas) en muestras de vid y
tierra, confirmando la alta especificidad de la sonda de ech42.
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[0046] La amplificacién del duplex de la sonda TagMan para ech42 y tga3 para la serie de concentraciones de
ADN de SC1 de T. atroviride se produjo al mismo umbral para cada concentracion dada. Esto demuestra que hay
una unica copia del amplicon de ech42 en el genoma y una Unica copia del gen Tga3, y que estas dos secuencias
tienen curvas patrén similares de manera que representan conjuntos de cebadores de amplificacion adecuados,
como se confirma por el hecho de que las reacciones de PCR para cada una de estas dos secuencias avanz6 con
niveles similares de eficiencia (Figura 4).

[0047] Este procedimiento da un limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) de 5 copias del
genoma por reaccion de PCR. Para las muestras de tierra, el LOD calculado aumenté a 35 copias por mezcla de
reaccion, equivalente a 6,2 x 10° conidios por g de tierra, y LOQ oscilé de 2 x 10% a 3 x 10% g de tierra™. La exactitud
del procedimiento es muy alta a los cinco niveles de concentracién de conidios probados como se muestra en la
Parte experimental. El experto a partir de las variaciones alélicas en Ech42 P identificado en el presente
procedimiento puede identificar facilmente conjuntos de cebadores alternativos y diferentes sondas que todavia
comprenden los dos desapareamientos identificados especificos para la cepa SC1. Por tanto, diferentes sondas
moleculares estan posiblemente ligadas a la sonda y/o cebador.

[0048] En la siguiente tabla se muestran cebadores de PCR en tiempo real y sondas disefiados para la deteccion y
cuantificacion de SC1 de T. atroviride. Los desapareamientos de bases en la sonda TagMan para ech42 estan en
negrita.

Cebadores y sondas  Secuencia (5'-3') Producto amplificado
(pb)
Gen de endoquitinasa 42 (ech42)
Ech42 Dir GTTCTGAGGCTGGAAGTTGC SEC ID N2 1
Ech42 Inv ACGCCGTCTACTTCACCAAC SECIDN®2 112
Ech42 P 6FAM-TACCCCTTCAATCACCAATTGTTAG-TAMRA SEC ID N2 3
Gen de la subunidad a de la proteina G (fga3)
Tga3 Dir TGTTGAAGCATTGGGTTTGA SEC ID N2 4
Tga3 Inv TGATTGAGGTGACGTTCTCG SEC ID N2 5 132
Tga3 P HEX-AAGGAGTGAACGAAAGAAGTGGA-TAMRA SEC ID N2 6

[0049] Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan para ilustrar adicionalmente la presente invencion.
PARTE EXPERIMENTAL
Ejemplo 1. Aislamiento y crecimiento de SC1 de Trichoderma atroviride

[0050] Se aisl6 la cepa fungica SC1 de T. atroviride en ltalia del norte de la madera de avellano en descomposicion
y se obtuvo en cultivo puro por el procedimiento de una Unica espora. Se mantuvo sobre agar de dextrosa de patata
(PDA; Oxoid, Cambridge, RU) inclinado a 4 °C en la Coleccién de Microorganismos SafeCrop (lstituto Agrario di San
Michele all'Adige) y se depositdé en la coleccién CBS bajo el Tratado de Budapest (CBS 122089). La cepa se
identificd morfolégicamente como Trichoderma atroviride P. Karst. y su identidad se confirm6 mediante andlisis de
secuencias de ITS usando la herramienta de identificacion TrichOKEY, versién 2.0 (www.isth.info).

[0051] SC1 de T. atroviride es capaz de utilizar un amplio intervalo de compuestos como Unicas fuentes de
carbono y de nitrégeno. El crecimiento fingico en medio fue significativamente superior cuando se suministré con
algunas fuentes de nitrégeno tales como extracto de levadura, nitrito, triptona, peptona, glutamina y asparagina o
algunas fuentes de carbono tales como manosa, galactosa, sacarosa, extracto de malta, celobiosa, glucosa y
trehalosa.

[0052] Sorbitol, lactosa, maltosa fructosa, arabinosa, xilosa y NHsNOs, KNOs, NH4ClI, serina, arginina y glutamina
no promovieron el crecimiento de micelio.

[0053] Se probaron los efectos de las fuentes de nitrdgeno (FN), NHsNOs, NH4Cl, KNOs, NaNOs, NaNOg, serina,
arginina, glutamina, asparagina, triptona y peptona (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) y las fuentes de carbono (FC),
sorbitol, lactosa, maltosa, fructosa, arabinosa, xilosa, trehalosa, glucosa, celobiosa, extracto de malta, sacarosa,
galactosa y manosa (Sigma), sobre el peso seco micelial de SC1 de T. atroviride. Las FN y las FC se esterilizaron
por filtracién y se afnadieron a una tasa de 2 g-l'1 (FN) y 20 g-l'1 (FC), a medio liquido Czapek Dox esterilizado en
autoclave (Oxoid) modificado con glucosa (10 g-I"') (Sigma) o glicina (1 g-I") (Sigma), cuando se prueban FN y FC,
respectivamente. Los matraces que contienen 100 ml de cada medio nutritivo se inocularon cada uno con un tapén
de agar de un cultivo de SC1 de T. atroviride de siete dias de antigliedad. Después de una incubacion de 13 dias,
los micelios se recogieron a través de un papel de filtro y se secaron, y sus pesos secos se midieron usando una
balanza de humedad AMB110 (Adam Equipment, RU). Se inocularon cinco duplicados para cada tratamiento y se
estudié el factor. El experimento se repitié dos veces.
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[0054] Fue capaz de cultivarse SC1 de T. atroviride a temperaturas entre 10 °C y 30 °C. La temperatura optima
para el crecimiento fue 25 °C. A esta temperatura, la tasa de crecimiento fue significativamente mayor (P < 0,05) que
a las otras temperaturas (Figura 1). Por tanto, el crecimiento 6ptimo se logré a 25 °C. Los primeros conidios se
produjeron el tercer dia después de la inoculacion. El crecimiento radial fingico a 20 °C no fue significativamente
diferente del crecimiento observado a 25 °C. SC1 de T. atroviride no crecié a temperaturas de 35 °C o superiores.
Después de treinta dias de incubacién a 35 °C, el hongo se consideré muerto debido a que no fue capaz de crecer,
incluso después de que la temperatura se redujera a la temperatura 6ptima de 25 °C. Temperaturas de -1 y 5 °C
también inhibieron el crecimiento micelial. Sin embargo, después de 30 dias a -1 °C y 5 °C, el hongo todavia fue
capaz de crecer cuando se incubd de nuevo a 25 °C. La fase de latencia, con poco o ningln crecimiento observable,
fue mas larga a 10 °C (2 dias) y 15 °C (3 dias).

[0055] SC1 de T. atroviride es tolerante a un amplio intervalo de niveles de pH (Figura 2), con crecimiento 6ptimo
observado sobre medio acido (pH 4-6). El crecimiento micelar de SC1 de T. atroviride se redujo significativamente (P
< 0,05) sobre medio alcalino (pH =8) y la esporulacién se redujo a pH 3, ademas de valores de pH de 8 y por
encima. La fase de latencia fue la misma (1 dia) para todos los niveles de pH probados.

[0056] Las tasas de crecimiento también se influyeron por cambios en la actividad del agua (aw), que es una
medicion del estado de energia del agua en un sistema, concretamente la presiéon de vapor del agua dividida entre la
del agua pura a la misma temperatura (Figura 3). El mayor nivel de ay probado (0,998) fue el nivel 6ptimo para el
crecimiento fungico. Cuando este parametro disminuy6é por debajo de 0,990, la tasa de crecimiento se redujo
significativamente (P < 0,05) en comparacion con la del medio de PDA no modificado (aw = 0,998). Se observo
crecimiento limitado a 0,910. La fase de latencia fue mas larga cuando a, disminuyé por debajo de 0,940 (2 dias) y
0,910 (4 dias).

Condiciones experimentales

[0057] Los efectos de la temperatura, pH y actividad del agua (aw) sobre SC1 de T. atroviride se probaron en
cultivos cultivados sobre placas de Petri de 90 mm que contenian PDA. Cada placa se inocul6 con un disco de agar
(5 mm de diametro) recogido del borde de un cultivo de siete dias de antigliedad. El disco del inéculo se colocé en el
centro de cada placa. El crecimiento micelial se evalué diariamente. Se inocularon diez placas por duplicado para
cada nivel de los parametros estudiados.

[0058] En el ensayo de temperatura, las placas se incubaron en la oscuridad a -1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 y 40 °C,
con un pH del medio de 5. En el ensayo de pH, los niveles de pH de los medios se ajustarona 3,4,5,6,7,8,9y 10
después de esterilizar en autoclave anadiendo disoluciones estériles de HCI 1 N o NaOH 2 N. Para probar el efecto
de aw, los medios se modificaron anadiendo cantidades crecientes de glicerol para obtener niveles de aw de 0,990,
0,980, 0,960, 0,940 y 0,910. El pH del medio se ajustd a 4,5 con HCl 1 N o NaOH 2 N antes de esterilizar en
autoclave. Los valores de aw de todos los medios se midieron con un instrumento Aqualab serie 3 (Decagon,
Pullman, Washington, EE.UU.). Para los ensayos de pH y aw, las placas se incubaron en la oscuridad a 25 °C. Se
evalud el crecimiento radial el tercer dia de incubacion, que es aproximadamente el tiempo que necesita el hongo
para colonizar completamente una placa de Petri de este tamarfio bajo condiciones 6ptimas.

Ejemplo 2. Deteccion y cuantificacion de SC1 de T. atroviride

[0059] La PCR en tiempo real usando los cebadores de ech42 y tga3 produjo productos de amplificaciéon de todo
el ADN de cepas de Trichoderma spp., otros hongos y muestras de tierra. Los productos dieron un Unico pico de
fusién para cada gen, que indica que los cebadores solo amplificaron productos de ech42 y tga3. En cambio, en
presencia de la sonda TagMan para ech42 que contiene las dos mutaciones puntuales especificas de SC1 de la
secuencia del gen ech42, solo SC1 de T. atroviride produjo una sefal Unica y no se produjo hibridacién de los
productos de amplificacion de sondas para otros hongos (incluidos la cepa F122 y SB18), muestras de vid y de
tierra, confirmando la alta especificidad de la sonda para ech42. Un control interno (reaccion de duplex), que
consiste en la sonda tga3, confirmd la exactitud del procedimiento produciendo una sefial en los examenes de PCR
en tiempo real de todas las muestras de Trichoderma spp.

[0060] La amplificacién del duplex de la sonda TagMan para ech42 y tga3 para la serie de concentraciones de
ADN de SC1 de T. atroviride se produjo en el mismo umbral para cada concentracion dada. Esto demostr6 que hay
una Unica copia del amplicon de ech42 en el genoma y una Unica copia del gen Tga3, y que estas dos secuencias
tienen curvas patrén similares. Los resultados de los presentes inventores también mostraron que las reacciones de
PCR para cada una de estas dos secuencias avanzaron con niveles de eficiencia similares (Figura 4).

[0061] Este procedimiento da un LOD de 5 copias del genoma por reaccién de PCR. Para las muestras de tierra, el
LOD calculado aument6 a 35 copias por mezcla de reaccion, equivalente a 6,2 x 10° conidios por g de tierra, y LOQ
oscilé de 2 x 10*a 3 x 10* g de tierra”’, el ultimo delineado en la serie de tierras diferencialmente inoculadas (Tabla
2). EI LOD absoluto oscila de 8,5 x 10%a 1,2 x 10* copias por reaccion de PCR (Tabla 2).
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[0062] La exactitud del procedimiento es muy alta a los cinco niveles de concentracién de conidios probados
(Figura 5) produciendo la cuantificacion de SC1 de T. atroviride por el procedimiento molecular en cantidades
comprendidas de 10%a 10" conidios-g™.

Condiciones experimentales

[0063] Cebadores de PCR en tiempo real y sonda: Se amplificé el gen endoquitinasa de SC1 de T. atroviride
(ech42) (Carsolio y col., 1994) usando cebadores consenso basados en secuencias ya presentes en NCBI
GeneBank. La secuencia completa obtenida se comparé y se alined con 34 secuencias de la misma base de datos
usando el programa BLAST (Altschul y col., 1997) y el programa ClustalW (disponible en el Instituto Europeo de
Bioinformatica, Laboratorio Europeo de Biologia Molecular [http://www.ebi.ac.uk/clustalw/]), respectivamente. Se
observaron varias diferencias en las secuencias de nucleétidos (en particular, se observaron dos desapareamientos
de nucleotidos en el primer intron de un cierto gen) y solo una secuencia en la base de datos (nimero de acceso
GenBank NCBI AB041753.1 con referencia a SK-55 de T. harzianum aislado en Japén) fue idéntica a la cepa
aislada de los presentes inventores. Por tanto, los cebadores de PCR en tiempo real y el conjunto de sondas
TagMan especifico de la cepa (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) se disefiaron basandose en estos dos
desapareamientos de nucleétidos sobre la hebra de 3' del gen ech42, usando el software Primer Express v2.0 (PE
Applied Biosystems, Foster City, California) (Tabla 1). Se disefiaron un segundo conjunto de cebadores y la sonda
TagMan para el gen tga3, que codifica la subunidad o de la proteina G (Tabla 1).

[0064] PCR en tiempo real: Se realizaron reacciones en 20 pl de volumen final que contiene: tampén 1Q Multiplex
Power Mix (Bio-Rad, Hercules; California), 0,3 pM de cada uno de los cebadores de ech42 y la sonda, sonda para
tga3 0,4 uM y 0,6 pM de cada uno de los cebadores para tga3. Se realiz6 la PCR en tiempo real en un ciclador
térmico MJ Chromo4 (MJ Research, Waltham, Massachusetts) usando el siguiente programa estandar: 2 min 30 s a
95 °C para el desnaturalizante inicial, 40 ciclos de 15 s a 95 2C y 1 min a 61 °C para una etapa de extension en la
que la sefal de fluorescencia se midié y analizd por el software Opticon2 (MJ Research, Waltham, Massachusetts).
Cuando las muestras se analizaron por quimica de SYBR Green |, se usé SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, California), junto con 0,3 uM del conjunto de cebadores para ech42 y 0,3 uM del conjunto
de cebadores para tga3. Las condiciones de amplificacién se cambiaron entonces a: un inicio caliente de 10 min a
95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 61 °C para la extensién, con una curva de fusién final de 40° a 90 °C,
durante la cual las muestras se calentaron lentamente (0,5 °C cada 10 s).

[0065] La cuantificacion de las muestras de ADN se hizo interpolando los valores del ciclo umbral (Ct) de la
muestra con los valores de Ct de una curva de regresion estandar de concentraciones conocidas de ADN de SC1 de
T. atroviride purificado previamente cuantificado usando el fluorimetro Qubit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
California). La curva patrén se basé en ocho diluciones sucesivas de 1:3 de ADN genémico de SC1 y se incluyeron
en cada ejecucion de PCR. Las curvas resultantes tuvieron pendientes que oscilaron de 3,0 a 3,5, coeficientes de
determinacion superiores a 0,9 y 100 % de eficiencia de PCR. La cuantificacion por SC1 se expres6 como nimero
de copias haploides del genoma, considerando que el tamaro del genoma de una Unica copia de Trichoderma es
0,034 pg.

[0066] Especificidad: La especificidad del procedimiento se probd sobre 50 cepas aisladas de Trichoderma spp. de
colecciones de cultivos (26 cepas aisladas de CBS, una de ATCC, 13 de la Universidad de Pavia y dos de SafeCrop,
concretamente F122 y SB18), dos cepas aisladas se usaron como biofungicidas comerciales (T39 de T. harzianumy
T22 de T. harzianum) y seis cepas aisladas de Trichoderma de tierra recogida de un vifiedo comercial en ltalia del
norte (coordenadas GIS: N46° 10,897' y OE112 06,983'). Siete de las cepas aisladas examinadas se identificaron
como T. atroviride. También se probd la especificidad sobre géneros fungicos comunmente presentes en tierras:
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Fusarium, Aureobasidium, Mucor, Gliocladium, Rhizopus, Acremonium,
Coelomycetes, Geotricum, Plasmoparay Armillaria de las colecciones SafeCrop (21) o CBS (1), o se aislaron (7) de
tierras.

[0067] Todas las cepas aisladas fungicas se cultivaron sobre agar de dextrosa de patata (PDA, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido). Se extrajo ADN directamente de 50-100 mg de micelios usando el minikit de plantas
DNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemania). La especificidad del procedimiento para SC1 de T. atroviride se probd
comparando los productos de amplificacion y las curvas de fusion obtenidas con las pruebas de SYBR Green | con
aquellas obtenidas usando las sondas TagMan especificas para ech42y tga3.

[0068] También se incluyeron diez muestras de tierras, cuatro de Trentino y seis de otras regiones italianas
(Marche, Valle d'Aosta, Emilia-Romagna y Calabria) en la prueba de especificidad. EI ADN, si no se indica de otro
modo, se extrajo siempre de muestras de tierra de 200 mg secadas durante la noche, segun el protocolo prescrito
para el kit de aislamiento de ADN PowerSoil (Mo Bio, Carlsbad, California).

[0069] Se incluyé ADN de Vitis vinifera cv. Cabernet en la prueba de especificidad para controlar la amplificacion
de ADN a partir del material de raiz presente en tierras tratadas con SC1 de T. atroviride. Se extrajo ADN de plantas
usando el minikit de plantas DNeasy (QIAGEN, ltalia). En el andlisis por RT-PCR del ADN gendmico de SC1 de T.
atroviride, los otros hongos y el ADN de vid usados como controles se cargaron a aproximadamente 0,2-1 ng,
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mientras que 1-5 ng de ADN (la cantidad total extraida de cada muestra de tierra de 4 mg) se cargbé en cada
reaccion de PCR.

[0070] Repetibilidad, precision y sensibilidad: La repetibilidad del procedimiento de PCR en tiempo real se estimé
para una suspension de ADN puro de SC1 de T. atroviride y se extrajo ADN total de 7,5 g de tierra previamente
inoculada con el hongo (107 conidios-g'1) y se eluy6 en 4 ml, siguiendo las instrucciones del fabricante para el kit de
aislamiento de ADN PowerSoil Mega Prep (Mo Bio, Carlsbad, California). La precision del procedimiento se estimé
usando tierras que contenian diferentes concentraciones de SC1 de T. atroviride. Para esta estimacion, lotes de 50 g
de tierra arenosa estéril tamizada se mezclaron con 10 ml de suspensiones de conidios de SC1 de T. atroviride para
alcanzar concentraciones finales de 107, 10%, 10" y 10° conidios'g” de tierra. Se extrajo ADN de tres muestras
independientes para cada tratamiento de concentracion, después de que las tierras se hubieran secado durante la
noche a 60 °C (200 mg) y sus concentraciones de conidios respectivas se hubieran cuantificado en dos ejecuciones
de PCR en tiempo real independientes.

[0071] La exactitud del procedimiento de cuantificacién se calculd6 comparando copias del genoma estimadas con
la concentracion de conidios esperada.

[0072] Sensibilidad: La sensibilidad del procedimiento de PCR en tiempo real se definid por el limite de deteccion
(LOD) y el limite de cuantificacién (LOQ). EI LOD se corresponde con el menor numero de copias en la muestra para
el que la desviacién estandar bajo condiciones de repetibilidad es el 33 % o inferior. EI LOQ se corresponde con el
menor nimero de copias en la muestra para el que la desviacién estandar bajo condiciones de repetibilidad es el 25
% o inferior. EI LOD absoluto del procedimiento se calcul6 como el menor nimero de copias que deben estar
presentes en la muestra para garantizar al menos el 95 % de exactitud.

Tabla 1 Cebadores y sondas de PCR en tiempo real disefiados para la deteccién y cuantificacion de SC1 de
Trichoderma atroviride. Los desapareamientos de bases en la sonda TagMan para ech42 estan en negrita.

Cebadores y sondas  Secuencia (5'-3") Producto amplificado (pb)
Gen de endoquitinasa 42 (ech42)
Ech42 Dir GTTCTGAGGCTGGAAGTTGC SEC ID N@: 1 112
Ech42 Inv ACGCCGTCTACTTCACCAAC SEC ID N%: 2
Ech42 P 6FAM-TACCCCTTCAATCACCAATTGTTAG-TAMRA
SEC ID N2: 3
Gen de la subunidad a de la proteina G (fga3)
Tga3 Dir TGTTGAAGCATTGGGTTTGA SEC ID N2: 4 132
Tga3 Inv TGATTGAGGTGACGTTCTCG SEC ID N2: 5
Tga3 P HEX-AAGGAGTGAACGAAAGAAGTGGA-TAMRA SEC
ID N%: 6

Tabla 2. El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se determinaron usando la desviacion
estandar relativa (DEr) del nimero de copias (NC) del genoma determinado a partir de las dos series de dilucién de
ADN puro de SC1 de T. atroviride, dos series de dilucion de ADN total extraido de una muestra de tierra inoculada
con Iog107 conidios g de tierra™ y analisis del ADN total extraido de una serie de tierras inoculadas con cantidades

decrecientes de conidios. EI LOD y el LOQ se fijaron al 33 % y 25 % de la desviacion estandar relativa (DEr),

respectivamente. El LOD absoluto se corresponde con un nivel de deteccién de ADN del 95 %.

DEr de la curva de regresion LOD - LOQ LOD absoluto

ADN Ecuacion Coeficiente de  NC PCR" NC gdetierra’ NCPCR' NC gde tierra”
determinacién

SC1 1 Y=0,4304x"">" 0,9874 5-31 - 8 nd
SC12 Y=0,369x "% 0,9475 3-17 - 15 nd
SC1 + tierra 1 Y=0,8811x"2%% 0,9711 38-106 0,7x10*1,9x10* 60 1,1x10*
SC1 + tierra 2 Y=0,6821x"2%%° 0,9459 32-122  0,6x10%2,2x10* 35 0,6x10*
Series de SC1 Y=313,01x %"’ 0,9929 26-130 0,7x10*3,4x10" 48 1,2x10*

en tierra’

* Curva de regresion de DEr calculada basandose en cuatro concentraciones de conidios.

Ejemplo 3. Procedimientos para la produccion y para el tratamiento

[0073] Se cultivé satisfactoriamente SC1 de T. atroviride sobre varios medios de laboratorio comunes como agar
de dextrosa de patata, caldo nutritivo, agar de extracto de malta.

[0074] Se aplicé con uno de los tres siguientes procedimientos conocidos: crecimiento en caldo de cultivo, sobre
arroz o sobre cortezas/turba.

[0075] Los tres procedimientos proporcionaron el 99 % de propagulos viables de SC1 de T. atroviride.
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[0076] SC1 de T. atroviride producida sobre arroz o cultivado sobre cortezas sobrevive durante al menos un afno a
15 °C al 98 % de HR. SC1 de T. atroviride se cultivd sobre abonos vegetales o cortezas. Se observaron diferencias
con otras cepas de T. atroviride, en particular F122 de T. atroviride no sobrevivié sobre cortezas o turba a las
condiciones anteriormente mencionadas.

Condiciones experimentales
[0077] La preparacion de la composicion agricola se llevé a cabo segun uno de los siguientes procedimientos:

a) La inoculacion con micelio de SC1 de T. atroviride o conidios (al menos 10? conidios/l) de caldo de cultivo
(caldo nutritivo o caldo de extracto de malta) e incubacién bajo agitacién continua se llevd a cabo a una
temperatura entre 20 y 25 °C, durante al menos 48 h. El caldo de cultivo filtrado o no filtrado se pulverizo a las
plantas o se incorpor6 en la tierra.

b) Se inocul6 arroz herwdo esterilizado (o cereal equivalente) con conidios, micelio de SC1 de T. atroviride o
conidios (al menos 107 conidios/100 g) y se incub6 durante 21 dias a 25 °C. Para tratamientos de tierra, se
mezclé SC1 de T. atroviride de arroz a la tierra para tener una dosis de inéculo de 1 x 10° UFC- g " de tierra en
los primeros 3 cm de tierra. Para los tratamientos foliares, se recogieron conidios de SC1 de T. atroviride de
arroz lavando con agua y se aplicaron con o sin la adicion de otros adyuvantes de pulverizacion (agentes
humectantes, emulsionantes, etc.);

c) Se cultivd SC1 de T. atroviride sobre trozos de corteza preventivamente tratados o no con un medio
microbioldgico de crecimiento (caldo nutritivo) o sustancias nutritivas que contenian fuentes de carbono y de
nitrégeno (arroz molido). Las cortezas se inocularon con SC1 de T. atroviride (al menos 10° conidios/100 g), s
incubaron durante al menos dos dias o hasta la colonizacioén a 20-25 °C. Pueden usarse cortezas |noculadas
como abono en cualquier momento del cultivo de plantas que proporciona control del patégeno transmitido por
la tierra existente o para prevenir nuevas infecciones. Se inocularon abonos vegetales (turba) sin sustancias
nutritivas como se hizo para cortezas.

Ejemplo 4. Supervivencia de SC1 de T. atroviride sobre el filoplano de fresa

[0078] Las densidades de poblacion de conidios de SC1 de T. atroviride viables sobre el filoplano de la fresa
disminuyeron rapidamente durante la primera semana después de la inoculaciéon. La poblacion fingica mostré una
disminuciéon continua hasta el 15° dia después de la aplicacién, después de lo cual se mantuvo una baja
concentracién de UFC hasta el dia 45° cuando el experimento se concluyé (Figura 6). SC1 de T. atroviride no
produjo fitotoxicidad ni es patdégeno para las hojas, flores o frutos de la fresa y sobrevivié durante mas de un mes
sobre las hojas de la fresa.

Condiciones experimentales

[0079] Se obtuvieron suspensiones de conidio de SC1 de T. atroviride lavando cultivos de 21 dias de antigliedad
cultivados sobre arroz hervido con 0,01 % de Tween 80 (Sigma) en agua destilada estéril (SDW). La suspensién
conidial se filiré6 a través de tres capas de tejido de lente estéril para eliminar los fragmentos micelares. La
concentramon conidial se determiné usando un hemocitémetro Thomas y se ajusté a una concentracién de 10°
conidios-ml™". La concentracion de conidios viables en el indculo se determiné contando las unidades formadoras de
colonias (UFC) en una dilucién sucesiva sobre PDA modificado con 2 ml-I" de Triton X-100 (Sigma). Las colonias se
contaron tras la incubacion de los cultivos a 25 °C durante siete dias.

[0080] Hojas de 10 plantas de fresa mantenidas bajo condiciones de invernadero controladas (25 + 2 °C, HR = 60
+ 10 %) se pulverizaron uniformemente con el inéculo de SC1 de T. atroviride usando un pulverizador manual. Se
arranco aleatoriamente una hoja seleccionada de cada planta 0, 1, 3, 7, 15, 30 y 45 dias después de la inoculacién.
Se cortd un disco de hoja (25 mm de diametro) de cada hoja usando un sacabocados estéril. Los discos se
transfirieron a tubos Falcon que contenian 5 ml de Tween 80 (0,01 %), se agitaron durante 4 min y luego se dejaron
reposar durante 1 min. Se sembrd una serie de dilucion en SDW en placa sobre un medio semi-selectivo que
consisti6 en PDA modificado con rosa de Bengala (100 ppm), estreptomicina (100 ppm) y cloranfenicol (50 ppm)
para minimizar la presenma de bacterias. Se contaron UFC sobre las diluciones apropiadas y los resultados se
expresaron como UFC-mm’ 2 de hoja. Las cifras de UFC de las placas de dilucién se convirtieron en UFC por mm2
de hoja. Este experimento se realiz6 dos veces y no se observo diferencia experimental significativa entre los dos
experimentos.

Ejemplo 5. Supervivencia de SC1 de T. atroviride en tierra

[0081] SC1 de T. atroviride fue capaz de sobrevivir en al menos tres tipos diferentes de tierras. Después de su
introduccion en las tierras, SC1 de T. atroviride sobrevivid hasta el final del experimento (45 dias), como se indica
por su recuperacién sobre placas de dilucion de las tierras estériles y no estériles como se muestra en la Figura 7.
Las diferentes caracteristicas de la tierra también influyeron en la supervivencia fungica. Los resultados obtenidos
para las tierras de marga arenosas (2 y 3) con altos niveles de materia organica fueron similares entre si, pero
diferentes de los resultados obtenidos para la marga de arcilla (Tierra 1), que también tuvo menos materia organica.
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[0082] La esterilizacion de la tierra en autoclave se asocié a mayor supervivencia de SC1 de T. atroviride. En las
tierras estériles, la concentracién ft’mgica aumenté casi un orden de magnitud en el tercer dia, alcanzando una
concentracion maxima de 10’ UFC-g™' de tierra seca en la Tierra 1 estéril, y un poco menos en las Tierras 2 y 3.
Después de eso, la concentracion de T. atroviride permaneci6 entre 10° y 10’ UFC-g” de tierra seca hasta 45 dias
después de la inoculacion (Figura 7a) en todos los tipos de tierra. Las concentraciones fungicas finales en la tierra
esterilizada fueron significativamente mayores (P < 0,05) para las Tierras 2 y 3 que para la Tierra 1. Hubo diferencias
significativas entre los valores de UFC para los tratamientos estériles y no estériles para cada tipo de tierra en cada
fecha de evaluacion, excepto para la Tierra 1 30 dias después de la inoculacién. Los valores de UFC de SC1 de T.
atroviride aumentaron en tierra esterilizada. Los valores de UFC en Tierra 2 no estériles fueron similares a aquellos
de Tierra 3 no estériles. En la Tierra 1 no tratada, hubo un pequefio aumento en el nimero de UFC un dia después
de la inoculacion, pero la concentracion de conidios al final del experimento en todos los tipos de tierra fue inferior a
la del in6culo inicial. La concentracién de conidios final (UFC) en tierras no tratadas fue significativamente mayor (P
< 0,05) para la Tierra 1 que las Tierras 2 y 3. El efecto de la esterilizacién de la tierra sobre la supervivencia de SC1
de T. atroviride fue mas pronunciado en las Tierras 2 y 3 que en la Tierra 1.

[0083] En el microcosmos no tratado 1(no inoculado) usado como control, se detectdé un nivel muy bajo de
Trichoderma spp. nativa (1 a 3-10° UFC-g '), pero ninguna de las UFC se identificaron como T. atroviride.

Condiciones experimentales

[0084] EIl ensayo de supervivencia en la tierra se baso en el procedimiento descrito por Bennett y col. (2003), con
algunas modificaciones. Se usaron tres tipos de tierra de ltalia del norte (regién de Trentino) con diferentes
caracteristicas fisicas y quimicas (Tabla 1). La tierra se secé a temperatura ambiente y se tamiz6 (malla < 2 mm). La
tierra tamizada (100 g) se colocé en botellas de polipropileno de 500 ml y las muestras se dejaron sin tratar (no
estériles) a temperatura ambiente o se esterilizaron en autoclave (121 °C durante 30 min) dos veces en dias
consecutivos (estériles).

[0085] El indculo se preparé como se ha descrito antes. El experimento se realiz6 bajo condiciones estériles. Se
anadieron conidios a la tierra para conseguir una concentracion final de 10 conidios-g™” de tierra y se mezclaron con
una espatula estéril. Las botellas se incubaron a temperatura ambiente. Se establecieron cinco duplicados para cada
combinacion de tipo de tierra X tratamiento de la tierra (no estéril y estéril).

[0086] Se sacd asépticamente una submuestra de tierra (1 g) de cada botella de muestra usando una cuchara de
muestra estéril (PBI International, Whitstable, RU) y se coloc6é en 10 ml de 0,01 % de Tween 80, se agité durante 4
min y se dejo reposar durante 1 min. Se establecié una serie de diluciéon y se sembrd sobre el medio semi-selectivo
como se ha descrito anteriormente. Las UFC se contaron sobre las placas de dilucién apropiadas después de siete
dias de incubacién a 25 °C y se expresaron como UFC-g” de tierra seca. Las evaluaciones de UFC en las muestras
de tierra se llevaron a cabo inmediatamente después de la inoculacién y 1, 5, 10, 20, 30 y 45 dias después de la
i1noculacién. Las cifras de UFC de las placas de dilucién se expresaron como UFC por gramo de tierra seca (UFC-g’
).

Ejemplo 6. Supervivencia de SC1 de T. atroviride en una tierra de viiiedo

[0087] También se comprobd la supervivencia en tierra en un vifiedo comercial durante un afo entero. El
experimento se repitié dos veces.

[0088] SC1 de T. atroviride pudo sobrevivir a alta concentracion de conidios (108 UFC-g de tierra seca™) sobre la
primera capa de tierra (superficie de la tierra) durante un largo tiempo (al menos 18 semanas después del
tratamiento) en ambos afios. SC1 de T. atroviride migra verticalmente en la tierra muy rapidamente después del
tratamiento (una semana) alcanzando una profundidad de 0,4 m. Entonces, la concentracion de UFC mantuvo
valores estables durante dos afos hasta la evaluacion en la 182 semana. Estuvo presente un gradiente en
densidades de poblacién en ambos anos de las capas de tierra de la superficie a las profundas. El mayor numero de
UFC detectadas fue 10° UFC-g de tierra seca” a 0,1 m de profundidad de la tierra, aproximadamente 10*a 0,2 my
10° UFC-g de tierra seca' a 0,3 y 0,4 m. Diferencias en la dinamica de poblacion entre los dos afios estuvieron
presentes solo en la concentracion de UFC en la superficie de la tierra cinco y nueve semanas después del
tratamiento significativamente diferente (prueba de Tukey; a = 0,05). En particular, después de 9 semanas, las UFC
de SC1 de T. atroviride sobre la superficie de la tierra aumentaron incluso mas de la concentracion inicial de indculo
(109 UFC-g de tierra seca'1), después de una disminucién inicial en la 52 semana. Un afo después de la inoculacién
de la tierra, se detecté SC1 de T. atroviride a una concentracion de 10%-10° UFC-g de tierra seca” para ambos
experimentos a concentracion comparable a Trichoderma spp. indigena sobre el area tratada. El procedimiento de
PCR en tiempo real confirmé la ausencia de la cepa antes de su introduccién en la tierra y la persistencia de la cepa
en las capas de tierra.

[0089] La relacion lineal (y = 0,8472x + 0,1105, R2 = 0,6794) entre los resultados obtenidos con los dos

procedimientos (recuento de UFC y procedimiento molecular) confirma la eficiencia de la deteccion molecular de
SC1 de T. atroviride.
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[0090] Después de 9 semanas de su liberacién en la tierra, se encontré6 SC1 de T. atroviride a una distancia de 0,5
y 2 m de los hoyos tratados en la superficie de la tierra, a 0,1 m y 0,3 m de profundidad de la tierra. La UFC fue
significativamente mayor (prueba de Tukey; o = 0,05) que la poblaciéon de Trichoderma spp. indigena aislada en el
area no tratada, en la superficie de la tierra, a 0,5 y 2 m de los hoyos tratados y a 10 cm de profundidad de la tierra a
0,5 m de distancia de los hoyos tratados. La concentracién de conidios de SC1 en las otras capas de tierraa 0,5y 2
m de distancia de los hoyos tratados no fue significativamente mayor (prueba de Tukey; a = 0,05) que la poblacion
de Trichoderma spp. indigena aislada en el area no tratada. La frecuencia de manifestacion de SC1 de T. atroviride
fue alta (respectivamente del 100 % a 0,5 m de los hoyos tratados en toda la profundidad de la tierra) y disminuyé al
90, 70 y 30 % a 2 m de distancia de los hoyos tratados respectivamente en la superficie de la tierra, a 0,1 y 0,3 m de
profundidad de la tierra.

[0091] Dieciocho semanas después de su introduccién en la tierra, todavia era posible recuperar SC1 de T.
atroviride en la superficie de la tierra tanto a 2 como 4 m de distancia de los hoyos tratados. Estas concentraciones
de UFC no fueron significativamente diferentes (prueba de Tukey; a = 0,05) en comparacioén con la concentracion de
conidios de Trichoderma spp. indigena obtenida del area no tratada. Aunque se detectaron bajas concentraciones
después de 18 semanas, la frecuencia de manifestacion de SC1 de T. atroviride fue alta (respectivamente del 80 y
70 % a2y 4 m de los hoyos tratados).

[0092] Se encontr6 SC1 de T. atroviride sobre las hojas de vides plantadas en la tierra tratada. El nimero de UFC
de SC1 de T. atroviride por mm? de hoja™ fue significativamente mayor (prueba de Tukey; o = 0,05) sobre las hojas
de plantas en tierra tratada que Trichoderma spp. indigena aislada sobre las plantas en las areas no tratadas. Hubo
una diferencia significativa (prueba de Tukey; a =0,05) en las UFC de SC1 de T. atroviride por unidad de superficie
(mm®) entre las hojas superiores e inferiores de las plantas en areas tratadas.

[0093] Dieciocho semanas después de sembrar en los hoyos tratados, la concentracién de SC1 de T. atroviride en
la rizoesfera de vid fue 10" UFC-g de tierra seca.

[0094] Numeros de hojas, niUmeros de brotes, peso de raiz seca, longitud del tallo y longitud total de las plantas de
vid no demostraron diferencias significativas entre vides plantadas en tierra no tratada o tratada con SC1 de T.
atroviride (prueba de Tukey; o = 0,05, datos no mostrados), que indica que el hongo no es patdgeno para el cultivo
de vid.

[0095] EI aislamiento de SC1 de T. atroviride un afo después de la inoculacion indica que puede tolerar bajas
temperaturas del invierno y fluctuaciones de humedad en la tierra. La concentracién de SC1 de T. atroviride en la
tierra un afo después de la inoculacién similar a Trichoderma spp. indigena indica que puede establecerse en la
tierra.

[0096] Se llevaron a cabo las mismas pruebas en 2006 con una cepa diferente, F122 de T. atroviride. Esta cepa se
detect6é solo hasta 18 semanas después de la inoculacion y no se detecté un afio después de la inoculacion. La
incapacidad de supervivencia de F122 de T. atroviride en condiciones de crecimiento comparables un afio después
de las inoculaciones demuestran la superioridad de SC1 de T. atroviride con respecto a otras cepas.

Condiciones experimentales

[0097] En todos los experimentos, la concentracion de SC1 de T. atroviride viable se estim6 recogiendo 1 g de
muestras de tierra de cada terreno, colocando cada muestra en 10 ml de agua estéril y a continuaciéon sembrando 1
ml de esta suspension, después de diluciones sucesivas de 10 veces, sobre medio semi-selectivo. Se contaron
colonias fungicas después de siete dias de incubacién y los nimeros de poblaciones estuvieron presentes en
términos de log UFC-g de tierra seca’. El peso seco de la tierra se estimé después de la incubacion de la muestra (o
sub-muestra) a 60 °C durante 48 h. Los conidios sobre el arroz usados como indculo siempre tuvieron una estrecha
viabilidad promedio al 100 %. Se distinguieron colonias de SC1 de T. atroviride de otras especies de Trichoderma
por sus micelios aéreos caracteristicos (primero blancos, luego se volvieron rapidamente de verde amarillento a
verde oliva). Para la identificacion inequivoca de las cepas aisladas de los presentes inventores, la identidad de casi
el 10 % de las colonias de cada placa que se habia identificado morfolégicamente como T. atroviride se confirmé por
andlisis por PCR usando cebadores y un conjunto de sondas Tag-Man basado en una mutacion de bases del gen
endoquitinasa (Ech42) que es especifico para SC1 de T. atroviride (como en el Ejemplo 2). Los experimentos
consistieron en seis representaciones de 0,6 x 0,6 m cada una, que se localizaron entre plantas de vid en la hilera en
el vifiedo. Se inocularon tres terrenos con SC1 de T. atroviride y cada uno recibié 500 g del medio de arroz hervido
con el hongo cultivado sobre él. El inéculo se mezclé en la superficie de la capa de tierra (aproximadamente 30 mm
de profundidad). Se estimd que la concentracién inicial del inéculo fungico en esta capa era 108 UFC-g de tierra
seca’. Se usaron tres terrenos no inoculados adicionales como control no tratado. En cada terreno, la tierra se
muestred excavando la parte externa de un lado del terreno y exponiendo el perfil de tierra. El muestreo se hizo
recogiendo tres zanahorias transversales de tierra (50 ml, 300 mm de diametro) a diferentes profundidades (sobre la
superficie y a 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 m) y momentos de tiempo (en el momento de la inoculacién y 1, 5, 9 y 18 semanas
después de la inoculacion con SC1 de T. atroviride). Se hizo un muestreo de tierra adicional un afo después de la
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inoculacion del primer experimento.

[0098] Se extrajo una sub-muestra de tierra (1 g) de cada muestra usando una cuchara estéril. La sub-muestra de
tierra se colocé en 10 ml de 0,01 % de Tween 80 (Acros Organics, Geel, Bélgica), se agité durante 4 min usando un
voértex (Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania) y se dejé reposar durante 1 min. Se establecié una serie de
diluciones en agua destilada estéril y las suspensiones diluidas se sembraron sobre placas de Petri que contenian
los medios semi-selectivos. A continuacion, estas placas de Petri se incubaron a 25 °C y las cifras de colonias finales
se hicieron sobre los cultivos correspondientes a las diluciones apropiadas (UFC dentro del intervalo de 30-300
colonias por placa) después de cinco dias de incubacion. Hubo tres duplicados para cada muestra de tierra. Los
resultados se expresaron como UFC-g de tierra seca'. Las identidades de colonias de SC1 de T. atroviride se
confirmaron como se describe en el nimero de ejemplo.

[0099] Se usé PCR en tiempo real para determinar los numeros de copias de SC1 de T. atroviride del genoma
(CN) en todas las muestras de 2006. Para el andlisis por RT-PCR, se recogieron dos sub-muestras independientes
para cada combinacion de profundidad y tiempo y la extraccion de ADN y andlisis por PCR en tiempo real de cada
muestra se realiz6 como se ha descrito en el Ejemplo 2.

[0100] La dispersion de conidios de SC1 de T. atroviride se examiné en 2006. Se cavaron hoyos que miden 0,3 x
0,3 x 0,3 m en la hilera del vifiedo entre las plantas de vid. Se rellenaron diez hoyos con una mezcla de la tierra
cavada e inéculo de T. atroviride (400 g-hoyo™'). La concentracion inicial de indculo flingico fue 10° UFC-g de tierra
seca”'. Los otros diez hoyos se volvieron a llenar con la tierra cavada no tratada. Se planté una planta de vid de un
ano de edad (Pinot gris sobre Kober 5BB) en cada hoyo.

[0101] Se recogieron dos conjuntos de muestras de tierra. El primer muestreo se llevdé a cabo nueve semanas
después de la inoculacién en tanto los hoyos tratados como no tratados (0 m) y a distancias horizontales de 0,5y 2,0
m del hoyo. A cada una de estas distancias, se recogieron muestras de tierra a tres profundidades de la tierra (0, 0,1
y 0,3 m). Se realiz6 un segundo muestreo 18 semanas después de la inoculacién y, en ese momento, se recogieron
muestras de tierra solo sobre la superficie (primeros 30 mm de tierra) de los hoyos y a distancias horizontales de 2,0
y 4,0 m de los sitios de inoculacidn. Se recogieron muestras y el nimero de UFC en cada muestra se determin6
como se ha descrito previamente. La dispersion se evalu6 en términos de concentracién de SC1 de T. atroviride
(UFC-g de tierra seca") y frecuencia (porcentaje de muestras de tierra con al menos una UFC).

[0102] La migracién de SC1 de T. atroviride de la tierra a las hojas de las vides se evalué 10 semanas después de
la inoculacion de la tierra. Se arrancaron tres hojas apicales y tres hojas de la parte inferior de cada planta (cada
planta tuvo un promedio de 15 hojas) que creci6 en los hoyos tratados y no tratados. Cada hoja recién recogida se
transfiri6 a un tubo Falcon que contenia 30 ml de agua destilada estéril mas 0,01 % de Tween 80. Estos tubos se
agitaron durante 3 minutos y a continuacion se transfiri6 1 ml de cada una de las suspensiones resultantes a una
placa de Petri que contenia el medio semi-selectivo. Se contaron UFC tras siete dias de incubacion a 25 °C. El area
de la hoja se calculd usando un programa de procesamiento y analisis de imagenes, Imagen Tool versién 2.0
(UTHSCSA, San Antonio, TX, EE.UU.). Al final del experimento, las plantas se sacaron de la tierra. La tierra que no
se adhirié firmemente a las raices se retiré cuidadosamente sacudiendo ligeramente y a continuacién las raices se
sacudieron vigorosamente en una bolsa de plastico para mover la tierra de la rizoesfera. El muestreo de la tierra de
la rizoesfera y el recuento de UFC para estas muestras (sub-muestras de 1 g; tres duplicados) se hizo como se ha
descrito previamente.

[0103] Para evaluar la influencia de SC1 de T. atroviride sobre el crecimiento de la planta, se hicieron mediciones
de longitud total, longitud del tallo y los nimeros de hojas y tallos para cada planta en las areas tratadas y no
tratadas en la novena y 182 semanas después de la inoculacion de la tierra. El peso seco de la raiz también se
determiné para cada planta al final del experimento (182 semana después de la inoculacion).

Ejemplo 7. Actividad de biocontrol in vitro

[0104] En el bioensayo de cultivo dual, SC1 de T. atroviride inhibié completamente B. cinereay A. mellea con una
eficacia antagonista del 100%.

Condiciones experimentales

[0105] Se probd el agonismo de SC1 de T. atroviride in vitro para una patdgeno foliar y de los frutos (Botrytis
cinerea) y transmitido por la tierra (Armillaria mellea) usando el procedimiento de cultivo dual del siguiente modo: los
patégenos (B. cinerea o A. mellea) se inocularon a la distancia de 2 cm (A) de SC1 de T. atroviride (B) sobre PDA de
placas de Petri (90 mm de diametro). B. cinerea, A. melleay SC1 de T. atroviride se cultivaron cada uno solo como
controles no tratados. Hubo al menos tres duplicados de cada combinacion. La eficacia antagonista se calcul6
después de una semana de incubacion a 20 °C, como (AD-AC) x 100/AD, en la que AC y AD son el crecimiento
radial del patégeno con y sin SC1 de T. atroviride, respectivamente.
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Ejemplo 8. Biocontrol de oidios

[0106] SC1 de T. atroviride controla oidio (Podosphaera xanthii) sobre cultivos horticolas como pepino y calabacin
al mismo nivel del azufre, que es uno de los fungicidas quimicos mas ampliamente usados y que, por tanto, se
incluyé como patrén (Figura 8). En particular se observa que SC1 de T. atroviride controla la enfermedad al mismo
nivel que el azufre y mejor que las dos cepas de Trichoderma usadas como patrones. Por tanto, en calabacin estuvo
presente la eficacia de biocontrol (diferencia significativa con no tratado).

Condiciones experimentales

[0107] Se usaron plantas con al menos cinco hojas bien ensanchadas de cultivares susceptibles. Los cultivares
usados fueron Afrodite o Xara para calabacin y 807 para pepino. Se plantaron semillas en turba: mezcla para
macetas de grava volcanica (1:1) en macetas de un litro y se cultivaron en un invernadero sin CPM mantenido a 20-
30 °C con un fotoperiodo natural. Hubo de cinco a seis duplicados (macetas) de cada tratamiento y cultivo. El inéculo
de P. xanthii se recogi6 inicialmente en invernaderos comerciales sobre plantas de calabacin y pepino naturalmente
infectadas y después se mantuvo sobre plantas de pepino y calabacin infectando plantas de 3 semanas de edad y
manteniendo las plantas infectadas durante hasta un mes en un compartimento separado del invernadero. Se
obtuvieron conidios lavando con agua las hojas que poseen carne y nuevo micelio de conidiacion e inmediatamente
se pulverizaron sobre plantas. La concentracion de indculo fue aprox. 107 conidiosml™ y se aplicé un volumen de 5
mI-pIanta’1. Una vez secas, las plantas se incubaron durante la noche a 22 °C y alta humedad relativa (HR >95 %).
Después de la inoculacion artificial, las condiciones de dia-tiempo fueron 20-30 °C con 30-70 % de HR y las
condiciones de noche-tiempo fueron 15-20 °C con 85-90 % de HR. Las plantas se dispusieron en bloques
completamente al azar.

[0108] Se cultivd SC1 de T. atroviride en caldo nutritivo (procedimiento a), Ejemplo 3) y se pulveriz6 con un
pulverizador manual sobre hojas. También se incluyeron un control no tratado, azufre (Tiovit, Syngenta Crop
Protection) y un agente de biocontrol comercial (T39 de Trichoderma harzianum, Trichodex®), Intrachem bio) en el
experimento. Para cada tratamiento se pulverizaron 5 ml de disolucic’m-planta'1 para la planta. Los experimentos se
repitieron al menos dos veces. Se dispusieron SC1 de T. atroviride y control en un bloque completamente al azar.
Empezando siete dias después de la inoculacion, las hojas se comprobaron semanalmente para sintomas de oidio.
Cuando estuvo presente, se puntu6 la gravedad de la enfermedad. La gravedad de la enfermedad se midié como el
porcentaje de area de la hoja sintomatica sobre todas las hojas.

[0109] Se us6 analisis de la varianza (ANOVA) para analizar el arcsen de datos transformados y normalizados.
Este andlisis se realiz6 usando Statistica, version 7 (StatSoft, Tulsa, OK, EE.UU.). Las medias se separaron segun la
prueba de HSD de Tukey (o = 0,05). Se us6 la prueba no paramétrica de Kursal-Paredis cuando no se cumplieron
las condiciones para la ANOVA.

Ejemplo 9. Biocontrol de agentes de enfermedades de la madera (enfermedad de Esca)

[0110] SC1 de T. atroviride controla los tres patégenos principales de la enfermedad de Esca. La eficacia de
control de Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum'y Fomitiporia mediterranea es muy alta y
préxima al 100 % (Figura 9). Las graficas representan el promedio de cinco duplicados (placas de Petri). La eficacia
de control de SC1 de T. atroviride fue siempre mejor que la del agente de biocontrol usado como patrén (F77 de
Bacillus subtilis).

Condiciones experimentales

[0111] Cada uno de los tres patdgenos mencionados anteriormente se inoculé sobre PDA en placas de Petri de 3
cm desde el borde y se incubaron durante una semana a 25 °C. Entonces se inocul6 SC1 de T. atroviride sobre el
sitio opuesto, a una distancia de 3 cm desde el borde. Se hicieron cinco duplicados para cada patégeno y para el
control no tratado.

[0112] El crecimiento de micelio se midi6 2, 4, 9, 14, 19, 24 y 29 dias después del tratamiento, en particular C es el
crecimiento en el no tratado (mm) y T el crecimiento sobre el tratado con SC1 de T. atroviride (mm). La eficacia se
calculd con la siguiente férmula [(C-T)/C]x100 (Sivakumar y col., 2000).

Ejemplo 10. Biocontrol de podredumbres de la raiz

[0113] Armillaria mellea 'y A. gallica son los principales agentes causantes de las podredumbres de la raiz en
varios cultivos. SC1 de T. atroviride es eficaz contra estos dos patégenos y también es mas eficaz que T39 de T.
harzianum como agente de biocontrol estandar. Se redujo el crecimiento de los patdgenos y con el tiempo se
destruyeron. Esto es evidente en el experimento de condiciones controladas contra los dos patdgenos cultivados
sobre trozos de madera mostrados en la Figura 10, en el que se ha comparado el crecimiento micelar de Armillaria
mellea y Armillaria gallica (agentes causales de la podredumbre de la raiz) en presencia de SC1 de Trichoderma
atroviride o en su ausencia. El efecto experimental de T39 de Trichoderma harzianum - nombre comercial
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Trichodex® - se muestra aqui para comparacion. El crecimiento se expresa como promedio del diametro de cinco
duplicados cultivados sobre trozos de madera sobre PDA sobre placas de Petri a 20 °C.

[0114] SC1 de T. atroviride también puede prevenir infecciones sobre plantas. En realidad, el porcentaje de plantas
muertas (infectadas) se evalué después de 6 meses desde la primera aplicacion, que es cuando los sintomas de
enfermedades fueron visibles y se encontré que SC1 de T. atroviride protegié las plantas de fresa de A. mellea (60
% de proteccion) y A. gallica (100 % de proteccion). En cambio, F122 de T. atroviride solo dio el 20 % de proteccion
y T39 de T. harzianum solo el 13 % contra la enfermedad (los valores en las Figuras 10 y 11 son porcentajes
calculados sobre 10 plantas duplicadas). En el caso de plantas de fresa se redujo significativamente la enfermedad
producida por A. melleay A. gallica incluso después de 6 meses desde la aplicacion.

[0115] Se us6 F122 de T. atroviride como comparaciéon para A. mellea (Fig. 11) y se encontré que mostraba una
actividad significativamente menor que la cepa de SC1.

Condiciones experimentales

[0116] Se inocularon A. melleay A. gallica sobre trozos de madera colocados sobre PDA en placas de Petri sobre
un lado del trozo de madera y se incubaron durante una semana a 25 °C. Entonces, SC1 de T. atroviride se inoculd
sobre el sitio opuesto. Se hicieron cinco duplicados para cada patégeno y para el control no tratado. El crecimiento
del micelio se midié6 semanalmente después del tratamiento durante 6 semanas.

[0117] Se inocularon plantas de fresa (Elsanta cv) poniendo tres trozos de madera infectados con A. mellea o A.
gallica cerca de la corona de las plantas. Se trataron plantas con SC1 de T. atroviride cultivadas con el
procedimiento b) (véase el Ejemplo 3) y alternativamente se usé el procedimiento ¢) como se describe en el Ejemplo
3 para el mismo fin para proteger aquellas plantas que necesitan altos niveles de materia organica como plantas de
arandano que dan los mismos resultados obtenidos con plantas de fresa como se muestra en la Figura 11. Las
plantas se mantuvieron bajo condiciones controladas de invernadero.
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<130>8724PTEP

<140> EP08763785.6
<141> 21-03-2008

<160>8
<170>BiSSAP1.0

<210>1

<211>20

<212> ADN

<213> Trichoderma atroviride

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /tipo de molécula = "ADN" /organismo = " Trichoderma atroviride"

<220>

<221> misc_feature

<222>1..20

<223> /observacion = "cebador de PCR del gen Ech42"

<400> 1
gttctgaggc tggaagttgc 20

<210>2

<211>20

<212> ADN

<213> Trichoderma atroviride

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /tipo de molécula = "ADN" /organismo = "Trichoderma atroviride"

<220>

<221> misc_feature

<222>1..20

<223> /observacion = " cebador de PCR del gen Ech42"

<400> 2
acgccgtcta cttcaccaac 20

<210>3

<211>25

<212> ADN

<213> Trichoderma atroviride

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /tipo de molécula = "ADN" /organismo = "Trichoderma atroviride"

<220>

<221> misc_feature

<222>1..25

<223> /observacion = "Sonda para Ech42. Nucleoétidos polimérficos en posicion 9, 20."

<400> 3
taccccttca atcaccaatt gttag 25

<210>4

<211> 20
<212> ADN
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<213> Trichoderma atroviride

<220>
<221> fuente
<222>1..20

<223> /tipo de molécula = "ADN" /organismo = "Trichoderma atroviride"

<220>
<221> misc_feature
<222>1..20
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<223> /observacion = "cebador de PCR del gen Tga3."

<400> 4
tgttgaagca ttgggtttga 20

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Trichoderma atroviride

<220>
<221> fuente
<222>1..20

<223> /tipo de molécula = "ADN" /organismo = "Trichoderma atroviride"

<220>
<221> misc_feature
<222>1..20

<223> /observacion = " cebador de PCR del gen Tga3."

<400> 5
tgattgaggt gacgttctcg 20

<210>6

<211>23

<212> ADN

<213> Trichoderma atroviride

<220>
<221> fuente
<222>1..23

<223> /tipo de molécula = "ADN" /organismo = " Trichoderma atroviride"

<220>
<221> misc_feature
<222>1..23

<223> /observacién = "sonda para Tga3"

<400> 6
aaggagtgaa cgaaagaagt gga

<210>7

<211> 2137

<212> ADN

<213> Trichoderma atroviride

<220>
<221> fuente
<222>1..2137

<223> /tipo de molécula = "ADN" /observacion = "cds completa del gen chit-HAR3 de Trichoderma harzianum
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para endoquitinasa-HAR3"/organismo = "Trichoderma atroviride"

<400>7
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ctaccagtet
gtgceggeata
ctggggaac;
ccacaagcte
accatgtagyg
tcataagtty
gtgcacatcc
tetattecageo
aacacttcac
cractckeat
gtggatacge
aaaatcagyqg
gaacctggtt
cggcactgty
tzatetitte
cgacga;tgt
tgctaacygte
agetgttecaa
ggacectggte
agaagactgo
agtacecctge
ctcagetaga
ctgeeceecge
tegactatgt

atgatgecaa

aagcatateg
gttcagtgat
tgggaattct
ttgracgakyg
caaagqatgg
acttcagatt
tteccagcact
agcaacttct
catgttggge
ttetgeatet
aaacgecegte
ctaacaatty
gegteggaca
taagttttga
acctgcageyg
atgctageee
tacaacagce
gctgaagaag
caccaacttit
catcacetit
cgatgatacce
tgectatget
tggecccagag
caaccteatyg

cttgtttget
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gagaaatgcce

atgegecggy

acgagtcgac

gcactattce

gttacatacc

tegttgaaca

tcggatgaaa

tcctticaaa

ttcecteggaa

cetgtaactyg

cacttcacea

gtgattgaag

tcactcatgt

agacaagagt

tctctggaga

tactccntit

tggaacgacy

gocaacegca

ccttetgeay

atgaaggact

caggccacca

gegcaatacg

cactactctt

goctacgact

aaccegreca

accaccagea
gcatccectg
agcegcoegag
agagcagaaqg
tactcgtget
ataggaggct
attecatceea
gcatctettg
aatcogtgge
caaacgacgt
actggtgagt
gggtatttac
catctactcd
caagatatte
tgcetacgcee
gttetetoot
tcggtaacaa
acttgaaggt
caagcacega
ggggtttega
acatggttct
ctocgggeta
tectgcacat
atgctggtéc

acececaacte
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acgttgctag
gatatgcotta
ccctgggeac
tgagcataac
tagaacccga
scacaatcac
gcagcagcaa
acaaacttig
cetgettget
ctetgttgag
gaagetgett
ggecgeaact
ttcatgaact
tgatttccat
gattatcaga
gtrtttgage
tgcgtacgge
tatgctttee
tgccaacege
tggtattgac
tetgetcaay
cracttectt
gtcogacett
ttggageage

ttcaccatace

acttyggcgag
tottotgaat
gg9gacagggy
gttgegatty
aagggaaget
ttataaétat
cttggagage
ctgaatctca
gegoctgoagg
aagagageca
cagagtcartyg
tccagectcoa
tccaagcaga
attcagttac
agcactatga
tettcaggta
tgtgtgaage
ateggtgget
aagaacttty
gtcgactggy
gagatcegat
ctttceattg
ggecaagtte
tactceggac

aacacogate

60
120
180
240
3q0
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
360

1020

iOGO

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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aagctatcaa ggactatate aaggggggty ttcccgcaag caagategtt cttggeatge 1560
ccatetacgg acgagetttc gagageaccyg gtggeattgy ccagacctac agtggaatty -1620
gatetggaag ctgggagaac ggtatctgayg actacaaggt tetteccaag gceggageta '1680'
cagtccagta tgactctgte qcacaggcat-actacagcta tgaccccage agcaaggagce 1740
tcatctecttt cgataccect gacatgatca acaccaaggt ctcttacctc aagaacctceg 18060
gcetgggagy cageatgtic tggéaagctt ctgctgacaa gactggctet gactecttga 1860
teggaacaag cecacagaget ctgggaagec tggactccac tcagaactté gtgagctace 1920
ccaactccca gtatgataac atcegaageg gtctcaacta gagatctgte ttettgttat 1980
cttrtttctt ttacttecce tcatggttgt accaacattt cacacacgtt atgcgaaacy 2040
attatgcagg gagcgttatt ttttagtaaa tagttgccet tigagatata tgaatctgta 2100
cataaagaac tactagcaga tataaggaga catgcag 2137

<210>8

<211> 1470

<212> ADN

<213> Trichoderma atroviride

<220>
<221> fuente
<222>1..1470

ES 2526353713

<223> /tipo de molécula = "ADN" /observacion = " cds completa del gen Tga3 (tga3) de la subunidad alfa de la
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proteina G de Trichoderma atroviride"/organismo = " Trichoderma atroviride"

<400> 8
atgggcggct gcatgagetc gaacaatgac gaggtagage agaaaaagad gagcecaggec 60
atcgacaaag agttggacga ggactccaaa aggctacgga aagaatgcaa galtccetgotg 120
ctaggtacgt tttggacacg gccgtcgacg cgiggecgca cceccaatcge tcgccegteo 180
atctttctea tcctgtetig tttctaggtt ctggtgagag tggcaagtcg accattgtca 240
agcagatgaa aatcatccac c¢ltcaaggggt actcagaaga ggagctgtac aactacagac 300
cgaccgtgtt caagaatctyg gtegaatgtg ccaaggctgt catcactgece atgecagcagt 360
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ttagcataga
aagcagaatce
tatggagcga
attetgegga
attgacctge
gegeattgte
aaccaccggt
agcattgagt
acgttggegy
caatcatttt
aggtacgtcg
cgaggticgg
tgctgttega
tgaacaaggt
cegattacace
atcaagtcaa
tatgtatbta
gccaccgata

aacgcgetaa

getggeacaa

cgggeegeag

cceggegaaa

atagtaagtt

tecttggatt

getecegatt

atctacgaaa

ttgaaacatt

gcaaaggagt

ctytgttycy

tgcgacagaa

ccaaggctga

cteggttgte

ggacatcttc

tggcggtacce

cagggegeac

ccacctcaag

catcaaatat

aggatteggg
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gacgacaaca
gctcacatcg
gagcagctéa
acatcatcge
ctaaccctge
atttacccaa
cacgecttoeca
ctagccacg?
gaacygaaaga
ctgagegaat
agccgaagag
cttgtaatgt
aacteacgtt
aagcagaaac
gacgtcaaca
¢ttaatctat
ccactggceta
ceggetagtt

tattetttaa

gagcccacgce
aécccaaggt
ﬁggaa&atca
gatgctgegt
cgectoctgt
cgagatggac
aatgggacaqg
gcegotgate
agtggataca
acgatcaagt
ccccaﬁggtt
gaatgcagéa
ggtttatgag
tgggtegetce
aggcagccaa
atccacagta
acaagatttyg

ttcgecageag
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cgacttttta

gggccteget

gacggagttt

aggtegcage

agtttcttee

gtattacgeg

cttagtatce

gttettettt

ctgcttcgag

tetectegagy

cgatgggcaa

ccgcatgatg

aaccageatc

acctectatce

gtacctgcta

agtgaagecag

cccatcacag

tcaaagagac

atagactace
gtgcaggeca
tacctgatgg
ggcgegegaa
aagaagcaqt
cecgtacaaa
agtatgttga
agcatgtttyg
aacgttacct
gagagcagte
tgcaagegaa
gaaagcktac
atcctettee
aacttcttce
tggcggttea
gcagatggta
tcttacccag

aatactgaat

420
480
540
600
660
729
780
840
900
960
1020
1080
1148
1200
1260
1320
1380
1440

1470
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REIVINDICACIONES
1. Una cepa aislada de SC1 de Trichoderma atroviride, CBS n® 122089, como agente de biocontrol.
2. La Trichoderma segun la reivindicacion 1 para el tratamiento de enfermedades fungicas de las plantas.

3. Una composicion agricola que comprende la SC1 de Trichoderma atroviride aislada segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2 como principio activo.

4. La composicion segun la reivindicacion 3 que comprende una cantidad eficaz de 10 -10% conidios mI™ o g™.

5. La composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-4 que comprende ademas un segundo agente de
biocontrol y/o un aditivo, un emulsionante, un nutriente para las plantas, un agente de humectacion, un
micronutriente de las plantas o un sustrato.

6. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en la que el sustrato se selecciona del grupo
que consiste en: un medio de cultivo nutritivo, un cereal o un derivado de los mismos, un abono, un vegetal o una
parte del mismo, turba, madera o un trozo de la misma, arcilla o cortezas.

7. Un procedimiento de preparacion de una composicién agricola que comprende una inoculacion de SC1 de
Trichoderma atroviride aislada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en o sobre un sustrato y que pegmite
qut? cre§ca a una temperatura comprendida de 1-30 °C hasta que se obtienen varios conidios de al menos 10 -10°
mog .

8. Un procedimiento de preparacion de una composicién agricola segun la reivindicacion 7 que comprende ademas
una etapa de liofilizacion.

9. El procedimiento segun la reivindicaciéon 7, en el que dicho sustrato se selecciona del grupo que consiste en: un
medio de cultivo nutritivo, un cereal o un derivado del mismo, un vegetal o una parte del mismo, madera o un trozo
de la misma, un abono, turba, arcilla o corteza.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que dicho medio de cultivo nutritivo comprende al menos una
fuente de carbono y una de nitrégeno.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que dicha fuente de carbono se selecciona del grupo que
consiste en manosa, galactosa, sacarosa, extracto de malta, celobiosa, glucosa y trehalosa.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que dicha fuente de nitrbgeno se selecciona del grupo que
consiste en: extracto de levadura, nitrito, triptona, peptona, glutamina y asparagina.

13. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que dicho cereal es arroz o trigo.

14. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que dicho sustrato se trata con un medio de cultivo nutritivo
antes del in6culo de SC1 de Trichoderma atroviride.

15. El procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que dicho medio de cultivo nutritivo se pulveriza sobre el
sustrato.

16. El procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que dicho sustrato pulverizado es corteza.

17. Un procedimiento de proteccion de una planta de la enfermedad producida por un hongo patégeno de las plantas
caracterizado por tratar al menos una parte de la planta o la tierra dentro de la proximidad de dicha planta con la
composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 2-4.

18. El procedimiento de la reivindicaciéon 17, en el que dicha parte de una planta es una hoja, un fruto, una semilla,
una herida.

19. El procedimiento de la reivindicaciéon 17, caracterizado porque la composicién se prepara segun la
reivindicacién 6.

20. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 17-19, en el que dicho hongo patégeno se
selecciona del grupo que consiste en aquellos que causan enfermedades de la madera (Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum y Fomitiporia mediterranea), enfermedades foliares (el agente
causante del oidio Podosphaera xanthii), enfermedades de las frutas y las flores (Botrytis cinerea) y enfermedades
de la raiz producidas por el género Armillaria (Armillaria mellea 'y A. gallica).
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21. El procedimiento segun la reivindicacion 20, en el que dicha planta se selecciona del grupo que consiste en:
Cucurbitaceae, Rosaceae, Vitaceae, Crucifereae, Compositae, Umbelliferae Solanaceaey Liliaceae.

22. El procedimiento segun la reivindicaciéon 21, en el que dicha planta se selecciona del grupo que consiste en:
Cucurbitaceae, Rosaceae o Vitaceae.

23. Un liofilizado o un cultivo en agar de SC1 de Trichoderma atroviride segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-2.

24. Un sustrato que comprende una cantidad eficaz del microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
2, o tratado con la composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 3-5.

25. El sustrato segun la reivindicacion 24 obtenible segun el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones
6-15.

26. El sustrato segun una cualquiera de las reivindicaciones 24-25, que es corteza.

27. Un procedimiento para la deteccion especifica de SC1 de Trichoderma atroviride, en el que la amplificacion en
paralelo del gen endoquitinasa 42 (ech42), n° de acceso GenBank AB041753.1 (SEC ID N% 7), y de un gen de la
subunidad a de la proteina G (tga3), n® de acceso GenBank AF452097.1 (SEC ID N 8), se logra por PCR con
conjuntos de cebadores adecuados y, en el que en una muestra que comprende dicha SC1 de Trichoderma
atroviride se identifican especificamente dos nucledtidos polimoérficos en la posicién 185 y 196 del gen endoquitinasa
42.

28. Un procedimiento segun la reivindicacion 27, en el que el conjunto de cebadores para la amplificaciéon del gen de
endoquitinasa 42 (ech42) tiene la secuencia SEC ID N2: 1 y SEC ID N°: 2 y en el que el conjunto de cebadores para
la amplificacién del gen de la subunidad o de la proteina G (tga3) tiene la secuencia SEC ID N°: 4 y SEC ID N2: 5.

29. Un procedimiento segun la reivindicacion 28 que es una PCR en tiempo real y, en el que la sonda para la

(ech42) comprende los nucledtidos polimorficos en la posicion 185 y 196 del gen de endoquitinasa 42,
preferentemente correspondiente a SEC ID N¢: 3.
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