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DESCRIPCION
Cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. y su uso como bionematicida
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere al sector agronémico. Concretamente, la presente invencion se refiere a una composicion
que comprende una cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. y otros componentes, que se utiliza como
bionematicida.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las composiciones micorrizogenas fabricadas hasta el momento tienen un limite natural de propagulos micorrizicos,
dicho limite se debe principalmente a la cepa utilizada y al procedimiento de obtenciéon de las composiciones
micorrizégenas.

Los nematodos fitoparasiticos representan una amenaza global para la produccion agraria. Existen mas de 40
géneros que actlan como parasitos obligados de plantas superiores. Uno de los métodos disponibles para la
proteccion de los cultivos es la utilizacién de productos quimicos sintéticos, pero muchos de estos productos tienen
efectos adversos sobre los humanos y pueden ser téxicos para el medioambiente. Alternativamente, los agricultores
pueden elegir la utilizacion de aproximaciones biolégicas como los hongos formadores de micorrizas que colonizan
las raices de las plantas cultivadas y reducen el dafio causado por nematodos gracias a la compensacion e
incremento en el sistema radicular y al incremento en la absorcion de nutrientes. Sin embargo, los hongos
formadores de micorrizas disponibles actualmente no producen micelio de forma consistente, no consiguen un alto
grado de colonizaciéon micorrizica y no consiguen una alta efectividad en cultivos de agricultura intensiva. La
invencion aqui descrita proporciona una nueva cepa de hongo formador de micorrizas que demuestra un mayor
rendimiento sobre otros hongos y productos descritos en el estado de la técnica.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Una realizacién de la invencién es una cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. depositada con
numero de depésito BCCM 54871, que comprende la secuencia identificada por SEQ ID NO: 1.

La cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. de la invencion, aislada de un suelo sédico salino Solonetz
Gley en la localidad de Fortuna, Murcia (Espafia), ha sido depositada el 19/04/2013 en la autoridad internacional de
deposito Belgian Coordinated Collections of Micro-Organisms (BCCM) con direccion Université Catholique de
Louvain, Mycotheque de I'Université catholique de Louvain (MUCL), Croix du Sud 2, box L7.05.06, 1348 Louvain-la-
Neuve, por Symborg, S.L., con direccion en Edificio Ceeim, Campus Universitario, S/N, 30100 Murcia, Espafia.

La cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. ha sido identificada por el depositante mediante la referencia
SYMBORG-001, y recibi6 el nimero de depdsito 54871 por la autoridad internacional de depdsito.

Los esporocarpos de la cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. de la invencion son desconocidos. Las
esporas de dicha cepa se presentan solas 0 en racimos sueltos en el suelo, también se pueden forman
esporadicamente dentro de las raices. Las esporas son hialinas a la luz ocre, de forma subglobosas a globosas,
(rara vez irregulares) relativamente pequefia, (24,0) 30,7 + 3,7 (42) micras de diametro, compuesto de dos capas de
pared (1-4 m de espesor) una compacta laminar interior (0.5-1.5 m), y una capa exterior semi-permanente, aspera
en esporas jovenes de aspecto algo rugosa en esporas adultas y mayores 0,5 a 2,0 m de espesor. Pared de la
espora interior de las esporas jovenes presentan una tincion marrén rojizo con el reactivo de Melzer, pero este color
desaparece en la tincion de esporas maduras, el contenido de las esporas es de apariencia palida. La hifa que
sostiene a la espora presenta una coloraciéon de hialina a ocre pdlido, es recta u ondulada 2,5 a 4,5 micra de
diametro (media de 3,0 micras), cilindrica y una ligera forma de embudo que se fusiona con las capas de la pared de
esporas, de poro abierto, al menos en las esporas maduras. Estructura de germinacion: tubo germinativo que crece
y se desarrolla a volver a través de la union de la hifa con la espora. Forma micorrizas arbusculares vesiculares.

El micelio forma una extensa red. El micelio extramatrico es hialino a amarillo palido, profusa y las esporas aparecen
siempre en la matriz del suelo, formando esporocarpos abundantes en grupo (2 hasta 8 esporas individuales). La
caracteristica singular de esta especie es la gran cantidad de redes de micelio externo y la incapacidad de crecer
bajo asociacion in vitro de raices transformadas.

La cepa fue aislada de un tipo de suelo salino del tipo Solonetz Gley. La principal caracteristica de estos suelos es
gque son muy hidromorficos, muy compactos y con una gran cantidad de depésitos de sal en la superficie.
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La cepa fue aislada de un suelo ubicado en la localidad de Fortuna, Murcia (Espafia).

En la siguiente tabla se muestran algunas propiedades quimicas del suelo original de donde fue aislada la cepa de
Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov..

Tabla 1. Propiedades del suelo

Parametros Valores
pH (H-0) 8.5
COsCa (%) 12

C/N 6.5
Ca"" (ppm) 5809,6
Mg (ppm) 2967,04
K" (ppm) 2955
Na’ (ppm) 1829,4

De acuerdo con una filogenia basada en 813 pares de bases de los genes 18S ARN ribosémico (secuencia parcial),
ITS1 (espaciador transcrito interno 1, secuencia completa) y el gen 5.8S de ARN ribosomal (secuencia parcial) la
cepa de la invencién se categoriza en un clado que consiste en Rhizophagus (antes grupo Glomus Ab, representada
por Rhizophagus irregularis, Rhizophagus intraradices y Glomus bistratum).

De acuerdo con esta filogenia Glomus indicum y Glomus achrum son los parientes mas cercanos. En el servidor
NCBI (banco de genes) alrededor de cincuenta secuencias de clones Glomus spp. no cultivados pueden ser
encontrados con una muy alta identidad (99%) a la secuencia de la cepa de la invencion.

Parece por lo tanto que el nuevo taxén tiene una distribucion cosmopolita y una amplia gama de huéspedes.
Secuencias muy similares se han originado en Japon (Ogura-Tsujita Y. et al. 2013. Arbuscular mycorrhiza formation
in cordate gametophytes of two ferns, Angiopteris lygodiifolia and Osmunda japénica. Journal of Plant Research. 126
(1): 41-50; Yamato M. et al. 2011. Arbuscular mycorrhizal fungi in roots of nonphotosynthetic plants, Sciaphila
japonica and Sciaphila tosaensis (Triuridaceae). Mycoscience 52: 217-223.), Nueva Zelanda, Africa y América del
Norte (Appoloni S. et al. 2008. Molecular community analysis of arbuscular mycorrhizal fungi in roots of geothermal
soils in Yellowstone National Park (USA). Microbial Ecology 56 (4): 649-659).

El caracter morfolégico mas llamativo de la cepa de la invencion es el pequefio tamafio de sus esporas y su
coloracién de hialina a muy ligero ocre y que se producen solas o en pequefios grupos en el suelo.

La unica cepa de Glomus sp. con esporas hialinas que son similares en tamafio y color a la cepa de la invencién es
Glomus iranicum (Blaszkowski J et al. (2010). Glomus africanum and G. iranicum, two new species of arbuscular
mycorrhizal fungi (Glomeromycota). Mycologia 102: 1450-1462.) (Tabla 1). Las tres capas de la pared de las esporas
son morfolégicamente indistinguibles de la de la cepa de la invencidn. Existe una diferencia inequivoca en la cepa de
la invencion y es que el tamafio de sus hifas unidas a la espora es muy fino.

La pared L1 externa de las esporas de Glomus iranicum (Blaszkowski J et al. (2010). Glomus africanum and G.
iranicum, two new species of arbuscular mycorrhizal fungi (Glomeromycota). Mycologia 102: 1450-1462.) se
deteriora rapidamente y consistentemente, con una fuerte actividad dextrinoide, sin embargo en el caso de la cepa
de la invencién, solo se aprecia en esporas muy jévenes con lo cual se concluye que es una variedad de Glomus
iranicum y proponemos la variedad nueva tenuihypharum.

Es una cepa que se adapta y tolera perfectamente ambientes salinos, y soluciones fertilizantes con elevadas
conductividades eléctricas.

La especie es productora de abundante micelio extramatrico, lo cual garantiza un adecuado funcionamiento
simbidtico.
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La especie alcanza elevadas concentraciones de colonizacién interna en cortos periodos de tiempo, sobre todo en
cultivos bajo agricultura intensiva, indicando una elevada efectividad de actuacion bajo estas condiciones.

Debido al pequefio tamafio de sus esporas y el abundante micelio extramatrico, asi como la capacidad de
recuperacion del mismo, por dafios fisicos, la cepa permite ser manipulada y molida por debajo de 80 micras,
permaneciendo totalmente viable en un sustrato de arcilla por mas de dos afos y con una efectividad comprobada
en un rango de 1,2 x 10* y 1 x10® propagulos infectivos.100 ml™ de suelo.

La aplicacion de esta especie promueve una efectiva respuesta en la productividad de los cultivos bajo agricultura
intensiva, y mantiene siempre unos niveles de actividad fisiologica elevada, a expensas de un costo energético bajo,
dado por las bajas tasas de traspiracion que promueven un uso elevado y eficiente del agua.

La cepa promueve un cambio radical de la arquitectura radicular, promoviendo un sistema radicular diferente,
horizontal y con una mayor dicotomia inducido por la rapida colonizaciéon micorrizica interna, externa y la necesidad
de mayores cantidad de células radiculares hospederas, que también promueven un mayor desarrollo de raices en
el corto y largo plazo.

Otro aspecto importante a valorar es la actividad microbiana que genera este microorganismo en el sistema
rizosférico. Esta cepa produce una constante estimulacion de la microbiota rizosférica en las plantas tratadas, Este
hecho obedece a la propia exudacion de elementos nutricionales a través de las raicillas, micorrizas e hifas que
estimulan tanto la actividad rizosférica como micorizosférica, en las inmediaciones del micelio externo de la cepa de
Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov., lo cual produce una mayor concentracion microbiana en cada uno de
los momentos evaluados.

Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. es una especie de hongo formador de micorrizas excelente.

Otra realizacién es una composicién que comprende una cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.
depositada con numero de depésito BCCM 54871 que comprende la secuencia identificada por SEQ ID NO: 1,
arcillas esmécticas 2:1, iones metalicos y quitina.

De forma particular, dichas arcillas esmécticas 2: 1 son dioctaédricas o trioctaédricas. Y también de forma particular,
dichas arcillas esmécticas 2:1 estan seleccionadas del grupo compuesto por sepiolita, atapulgita, nontronita y
saponita.

La presente invencion utiliza arcillas de tipo esmécticas dioctaédricas o trioctaédricas, sepiolitas y atapulgita, todas
con alta plasticidad cuando se humedece y consistente en un material granuloso muy fino, formado por particulas
muy pequefias cuyo tamafio es inferior a 4 micras, y su principal propiedad es la expansién en sistemas de poca
disponibilidad de agua como lo puede ser un sustrato para reproduccion de hongos micorrizicos. Por otra parte es
muy importante la formacion coloidal y disgregaciéon en presencia de abundante agua a la hora de la aplicacion en
los sistemas de riego localizado. Estos tipos de arcillas una vez concluido una de las fases de produccion del
inoculante, le confieren a los propagulos micorrizicos: esporas, micelio extramatrico y raicillas colonizadas;
situaciones estresantes que promueven una posterior aceleracion de los procesos germinativos una vez inoculados
en condiciones de cultivos intensivos y ecoldgicos.

Otra realizacion es la composicion de la invencion, donde la concentracion de dicha cepa Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov. es entre 0.05 y 4% en peso. De forma particular, dicha concentracion es entre 0.1y 3 % en
peso.

Otra realizacion es la composicion de la invencion, donde la concentracion de quitina es entre 2 y 10 % en peso.

Otra realizacién es la composicién de la invencion, donde dichos iones metalicos estan seleccionados del grupo
compuesto por Fe, Ca y Mg.

De forma particular, la composicién de la invencion comprende Fe, Ca y Mg.

Otra realizacién es la composicion de la invencion, donde la concentracion de Fe es entre 3 y 12 % en peso, la
concentracion de Ca es entre 0.5 a 5 % en peso y la concentracion de Mg es entre 0.2 a 2 % en peso.

Por su expresién micorrizica es bueno resaltar la abundante y significativa produccion de micelio extramatrico y de
Glomalina facilmente extractable que se produce en presencia de la especie Glomus iranicum var. tenuihypharum
var. nov., con independencia de la fertilizacion empleada, indicativo de la adaptacion de este microorganismo a
diversos ambientes salinos.
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La plantas tratadas con Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. exhiben mayor produccion de biomasa foliar y
radicular, relacionada a su vez con una mayor concentracién de nutrientes en hojas en presencia de las mayores
dosificaciones de fertilizantes, indicativo de elevada tolerancia a estas condiciones.

La aplicacion de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. produce una actividad fotosintética elevada a
expensa de menores tasas de transpiracion, lo cual conduce a que las plantas tratadas hagan un uso del agua mas
eficiente a lo largo del cultivo, tanto en las dosis del 50% como del 100% del fertilizante aplicado.

La cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. tiene una elevada actividad de la cepa Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov. con relacién al resto de los inoculantes empleados en el ejemplo 1, posiblemente derivada
de la propia naturaleza de la especie, altamente simbidtica, superproductora de micelio extramatrico, Glomalina y
una fuerte colonizacion interior, que produce a su vez una adecuada actividad fisiolégica con una baja conductancia
estomatica, conducente a un uso eficiente del agua con elevadas productividades, aun con las dosis mas elevadas
de fertilizante.

Otra realizacion es la composicion de la invencion, donde la forma de presentacién de dicha composicién es polvo,
concentrado emulsionable o granulado.

Otra realizacién es la composicion de la invencion, donde que dicha composicion es un liquido, un sélido o un gel.

Otra realizacion es la composicion de la invencién, que comprende al menos un fungicida, al menos un biofungicida,
al menos un inseticida, al menos un bioinsecticida, al menos un nematicida y/o al menos un bionematicida.

De forma particular, dicho fungicida esta seleccionado del grupo compuesto por Maneb, Mancozeb, Metalaxyl-
Ridomil, Myclobutanil, Olpisan, Propamocarb, Quintozene, Streptomycin, Sulfur, Thiophanate-methyl, Thiram,
triforine, Vinclozolin, Zinc white, Zineb, Ziram, Banrot, Fixed copper, Chlorothalonil, Chlorothalonil, Captan,
Chloroneb, Cyproconazole, Zinc ethelene, bisdithiocarbamate, Etridiazole, Fenaminosulf, Fenarimol, Flutolanil,
Folpet, Fosetyl-AL y Iprodione.

De forma particular, dicho biofungicida estd seleccionado del grupo compuesto por Trichodermas sp, Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus amyloliquefaciens, Streptomyces sp, Coniothyrium minitans
y Pythium oligandrum.

De forma particular, dicho insecticida estd seleccionado del grupo compuesto por organofosfato, carbamato y
neonicotinoide.

De forma patrticular, dicho bioinsecticida esta seleccionado del grupo compuesto por Bacillus sp., Chromobacterium
sp., Beauveria sp. y Metarhizium sp.

De forma particular, dicho nematicida es organofosfato o carbamato.
De forma particular, dicho bionematicida es Pasteuria sp.
Otra realizacion es el procedimiento de obtencién de la composicidn de la invencién, que comprende:

() inocular por recubrimiento una semilla de una planta huésped con la cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum
var. nov. depositada con nimero de depdsito BCCM 54871,

(b) cultivar dicha planta en ciclos de riego de entre 7 y 10 dias de duracién sobre un sustrato de reproduccion que
comprende arcillas esmécticas en un porcentaje mayor del 52% respecto del peso total de dicho sustrato,

(c) interrumpir dicho riego durante un periodo igual o mayor de 20 dias,
(d) eliminar la parte aérea de la planta y extraer el sustrato y

(e) molturar dicho sustrato por debajo de 80 micras a una temperatura entre 25 y 30°C para obtener dicha
composicion.

En el ejemplo 1, la composicion de la invencion ha demostrado tener una alta eficiencia como bionematicida. Se
encontré que el tratamiento con la composicion de la invencion mostré un desarrollo inicial mas vigoroso que se
mantuvo durante todo el ciclo del cultivo.
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El hecho mas relevante es que todos los tratamientos experimentan un acusado descenso productivo a partir de
aproximadamente el dia 140 desde trasplante, mostrando las plantas un decaimiento severo con el envejecimiento
natural y la subida térmica propia de las fechas, que favorecen la proliferacion de colonias de nematodos.
Provocando la obtencion de frutos muy pequefios sin valor comercial.

Con la segunda inoculacion de los productos con la composicion de la invencion y aplicacion del producto a
comparar (Vydate), se reactiva de nuevo la produccién y el desarrollo vegetativo de las plantas de una manera
general en todos los tratamientos, siendo los productos Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. y composicion
de la invencién los que muestran un mayor vigor y pronta recuperacion de la planta. Esto es debido a la rapida
accion de esta especie que provocan en la planta la aceleracién de la actividad radicular, mostrando un mejor
comportamiento que el producto a comparar y llegando con mejor aspecto y prestaciones hasta el final del ensayo,
tanto en la parte curativa como en la preventiva. Para evitar este brusco descenso en la produccién se recomienda
realizar la segunda inoculacién de la composicién de la invencion aproximadamente a los 120 dias para bloguear la
proliferaciéon del nematodo y fomentar de nuevo el desarrollo radicular.

Se obtuvo un mejor rendimiento en las dos variedades de tomate del ejemplo 2 con el tratamiento con la
composicion de la invencion alcanzando casi los 13 Kg/planta con la variedad Daniela y 5 Kg/planta con la variedad
Raf, siendo los frutos de este tratamiento los mas grandes, lo que evidencia una mejor asimilacion de agua y
nutrientes en el fruto.

Otra realizacion es el uso de la composicién de la invencién como bionematicida, en adelante uso de la invencién.

Otra realizacion es el uso de la invencion, donde la composicion de la invencién se aplica a la planta por tratamiento
de las semillas, tratamiento de las raices, embebido de raices en una emulsion, adicién al agua de riego, irrigacion,
aplicacién de polvo al sistema radicular o aplicacion de emulsion inyectada al sistema de raices.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Se muestran los resultados de nimero de bacterias totales (ufc.ml suelo, panel superior) o nimero de
hongos totales (ufc.ml suelo, panel inferior) para diferentes tratamientos en condiciones curativas. Se representan
los resultados en presencia de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. (linea discontinua), en presencia de
Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. con iones metdlicos y quitina (linea continua), en presencia del
compuesto Vidate (linea con guiones y puntos) y resultados del control (linea de puntos).

Figura 2. Se muestran los resultados de nimero de bacterias totales (ufc.ml suelo, panel superior) o nimero de
hongos totales (ufc.ml suelo, panel inferior) para diferentes tratamientos en condiciones preventivas. Se representan
los resultados en presencia de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. (linea discontinua), en presencia de
Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. con iones metalicos y quitina (linea continua), en presencia del
compuesto Vidate (linea con guiones y puntos) y resultados del control (linea de puntos).

MODOS DE REALIZACION PREFERENTE
EJEMPLO 1

Identificacidn genética de la cepa de la invencion
Extraccion de ADN

Hifas y esporas aisladas fueron transferidas a tubos Eppendorf de 1,5 ml con 0,2 g de perlas de vidrio de (2 mm de
diametro) y 100 pL del tamp6n CTAB (2% CTAB = cetyl trimethyl ammonium bromide, 1,4 M de NaCl, 0,1 M Tris-HCI
pH 7,5, 0,2 M Na-EDTA).

Esta mezcla se homogeniz6 utilizando un molino de bolas tipo Retsch MM301 a toda velocidad durante 30
segundos. Se afadieron otros 400 uL de tampdén CTAB y la mezcla se incub6 a 65 ° C durante una hora.
Posteriormente se afiadieron 400 pL de Cholroformo-alcohol isoamilico (24: 1) y se mezcla invirtiendo los tubos de
reaccion y posteriormente se centrifugé durante 5 min a 10.000 x g, y la capa superior se recuperd en un tubo
Eppendorf limpio. Este paso se repitié dos veces. A esta suspension se le afiadieron 200 yL de acetato de amonio 5
M; incubandose la mezcla a 4 ° C durante 30 minutos, seguido de 20 minutos de hilado a 4 ° C y 13.000 rpm. EIl
ADN se precipitdé con 700 pL de isopropanol a -20 ° C durante toda la noche. El sedimento de ADN obtenido se
precipito con isopropanol y se lavé con etanol helado al 70%, secandose al aire y re disolviéndose en 50 pL de
tampon Tris etilendiamina (10 mM de Tris, 10 mM de EDTA, pH 8) + 4,5 U de RNasa / ml.

Condiciones de la PCR



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2571439713

Los cebadores usados para la amplificacion por PCR y para la secuenciacion de los transcritos internos de la region
espaciadora del gen 18S rDNA fueron Glom1310 y ITS4i (Redecker, 2000). Las amplificaciones se realizaron en 0,2
mM de dNTP-mix, 1 mM de cada cebador, 10% de tampon de reaccién de PCR y agua estéril de doble destilacion.
Se afiadi6 GoTag ® ADN polimerasa (Promega, Mannheim, Alemania) a 3,75 u / 100 yL de mezcla de reaccién; 2
uL de molde de ADN gendmico se utilizé en cada 20 pLreaccion. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
Primus 96 termociclador avanzado- (peqLab Biotecnologia) en 200 tubos de reaccion mu | (94 ° C, 120 s
desnaturalizacion inicial, seguido por 30 ciclos de: 94°C 15s,52°C, 30, 72 ° C, 45 s, y una pendiente final a 72 °
C durante 120 s).

Andlisis de datos

La alineacion se llevé a cabo inicialmente utilizando el programa de ordenador BioEdit 7,0. Se llevaron a cabo
andlisis filogenéticos de maxima verosimilitud (ML) con el programa PHYML. El modelo de sustitucién de nucleétidos
GTR se utilizé con la estimacion ML de frecuencias de base. La proporciéon de la los sitios invariables fueron
estimados y optimizados. Se establecieron cuatro categorias de la tasa de sustitucion y el parametro gamma de
distribucion fue también estimado y optimizado. Se utilizé un andlisis Bootstrap con 100 repeticiones para poner a
prueba el apoyo estadistico de las ramas.

Secuenciacién

El exceso de cebadores y dNTPs se eliminaron con columnas de cromatografia (Microspin S-300 HR, Amersham
Biosciences). Para la secuenciacion parcial de la region 18S-ITS1-5.8S se utilizaron los cebadores Glom1310 e
ITS4i en una concentracion de 1,6 mM. La secuenciacién se llevé a cabo con PRISM BigDyeTM Terminator Cycle
Sequencing Kit de ABI (Applied Biosystems) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los parametros
para la secuenciacién fueron 18 segundos de retardo a 96 ° C, seguido por 25 ciclos con 18 seg a 96 ° C, 5
segundos a 50 ° C y 4 min a 60 ° C. El analisis de secuencia se realizé utilizando un analizador de secuencia
automatizado (ABI PRISM 3130, Applied Biosystems) en conjuncién con el software ABI Prism ™ Auto Ensamblador
(Versién 140, Applied Biosystems).

Se obtuvo la secuencia 18S ARN ribosémico (secuencia parcial), ITS1 (secuencia completa) y el gen 5.8S de ARN
ribosomal (secuencia parcial) de la cepa de la invencién, secuencia identificada por SEQ ID NO: 1.

EJEMPLO 2
Eficacia de la composicion de la invencion en cultivo de tomate

El ensayo se estructur6 en dos partes, tratamiento preventivo y tratamiento curativo, divididos en 5 tratamientos:

. Ty: Tratamiento Control
. T,: Tratamiento con indculo de Micorrizas Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.
. Ts: Tratamiento con producto a ensayar. (Composicién de la invenciéon, Glomus iranicum var.

tenuihypharum var. nov. con iones metalicos y quitina)
. Ts: Tratamiento comparativo con producto comercial (VYDATE, oxamilo)

Se ha estimado la cantidad presente del hongo Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. en los tratamientos en
los que se inocul6 dicho hongo. En un 1 kg de suelo, se produjo entre 1 y 5 gramos de micelio-esporas de esta
especie, lo cual constituye un rango entre 0.1 y 0,5 %. Por otro lado, el sistema radicular en donde se produce,
alcanz6 un 10 % del peso bruto (100 g). Las raicillas finas, que son las que se micorrizan, constituyeron 40 g por 1
kilogramo de suelo, es decir, un 4% del peso total. De estas raicillas finas, solo el 75% tiene propagulos micorrizicos,
por lo tanto, el porcentaje de micorrizas en un kilogramo de suelo equivalia a 3%.

La composicion de la invencion, utilizada en el tratamiento Ts contiene Glomus iranicum var. tenuihypharum var.
nov.; las concentraciones de quitina y de iones metalicos en dicha composicién fueron las siguientes: quitina 5% en
peso, Fe 5% en peso, Ca 4% en peso, y Mg 1% en peso.

Se realizaron 4 repeticiones de cada tratamiento para preventivo y de igual forma para curativo. Cada unidad
experimental esta constituida por 2 contenedores de cultivo de 30 L de capacidad, conteniendo 2 plantas cada uno.
Se seleccionaron plantas al azar en cada tratamiento, o bien, se seleccionaron plantas que hayan sufrido virosis,
percance o anomalia. Las filas y contenedores correspondientes a toda la periferia del ensayo no formaron parte del
mismo para evitar el efecto borde.
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El riego y fertilizacién fue comun en toda la parcela de ensayo. Se establecié una descarga de 4 I/h por contenedor
de cultivo, distribuida en 2 puntos de descarga para todos los tratamientos.

El agua de riego utilizada en la realizacion del ensayo procedia del trasvase Tajo-Segura. El agua de riego era
alcalina y ligeramente salina, con niveles algo elevados de ién sodio y cloruros, pero en modo alguno limitantes para
el cultivo objeto de ensayo.

El in6culo utilizado fue extraido de un lote de turba con raices de tomate infestadas con nematodos fitoparasitos
provenientes de invernaderos de Mazarrén, provincia de Murcia. El inéculo fue homogenizado y multiplicado para
garantizar una distribucién adecuada de la poblacion de nematodos y garantizar poblacién suficiente para la
segunda inoculacion.

En el andlisis previo para la identificacion de los nematodos fitoparasitos se identifico alta poblacién de Meloidogyne,
seguido de Heterodera y apenas algun individuo de Globodera.

La primera inoculacién se hizo coincidir con la fecha de plantacion de la parte curativa del ensayo. La segunda
inoculacion se hizo Gnicamente en la parte preventiva del ensayo, dos dias antes de la primera aplicacién de los
productos. El ciclo de cultivo fue de 9 meses.

La inoculacion de nematodos del ensayo curativo se realizé coincidiendo con el trasplante del tomate. Un mes
después, se realiz6 la inoculacion de nematodos del ensayo preventivo. Dos dias después se realizd la primera
aplicacion (inoculaciones de la composicion de la invencién y aplicaciéon de Vydate), y la segunda aplicaciéon
(inoculaciones de composicion de la invencion y aplicacion de Vydate) se realizé 2 meses después.

El equilibrio de los elementos N, P, K, Ca y Mg utilizado durante el ciclo de cultivo fue: N, 12,8 mM, P, 1,4 mM; K, 5,5
mM; Ca, 4,8 mM; Mg, 2,4 mM. Las concentraciones de fertilizantes aportadas para conseguir dicho equilibrio fueron:
acido fosférico 72% 0,117 cm3/I, nitrato de calcio 0,379 g/l, nitrato de potasio 0,547 g/l, nitrato de amonio 0,120 g/I,
mezcla de micronutrientes 0,020 g/l. En el programador de riego se utilizaron los siguientes parametros: pH final 5,5,
con la finalidad de obtener pH 6 en el gotero, cconsumo estimado de &cido nitrico al 59% 0,07 I/m3, Conductividad
eléctrica (CE) final 2,1 dS/m, incremento CE 0,8 dS/m.

En la siguiente tabla se muestran los tratamientos fitosanitarios realizados.

Tabla 8. Tratamientos fitosanitarios

Fecha Materia activa Producto Dosis Modo de empleo Causa
06/10/11 Pimetrocina 50% WG Plenum 50 g/HI Mochila 16 | Mosca blanca
11011 | CIProdint 375X Fludiodnl | gyich glloﬁ Mochila 16 | Botritis
111011 | Bacilus th‘wgcie”Sis 25% | Turex |20gMI|  Mochila 161 Gusano
16/11/11 Pimetrocina 50% WG Plenum 50 g/HI Mochila 16 | Mosca blanca
24/11/11 Pimetrocina 50% WG Plenum 50 g/HI Mochila 16 | Mosca blanca
09/11/11 Pimetrocina 50% WG Plenum 50 g/HI Mochila 16 | Mosca blanca
ogi11/11 | Bacilus th‘wgcie”Sis 25% | Turex |20gMI|  Mochila 161 Gusano
03/02/12 Imidacloprid 20% SL Confidor cZ/Fl)—H Mochila 16 | Mosca, Pulgén
15/02/12 Bacillus thl:/r\i%ensis 2,5% Turex 20 g/HI Mochila 16 | Gusano
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Fecha Materia activa Producto Dosis Modo de empleo Causa
07/03/12 Metiocarb 50% WP Mesurol é/ol-(l)l Cuba 100 | Trip
07/0312 | Bacilus th‘i/r\i%engs 25% | Tuex |20 g Cuba 100 | Gusano
21/03/12 Piriproxifen 10% EC Brai cc7:/5HI Cuba 100 | Mosca, Pulgon
12/04/12 Imidacloprid 20% SL Confidor cZ/Fl)—H Cuba 100 | Mosca, Pulgén
12/04/12 | Bacillus th‘i/r\i%engs 25% | qurex |20 g Cuba 100 | Gusano
02/05/12 Flubendiamida 24% WG Fenos 25 g/HI Cuba 100 | Tuta, Polilla
09/05/12 Flubendiamida 24% WG Fenos 25 g/HI Cuba 100 | Tuta, Polilla
17/05/12 Spinosad 48% SC Spintor 05/?_” Cuba 100 | Tuta, Trip, Mosca
01/06/12 Spinosad 48% SC Spintor cc2:/FI)-|I Cuba 100 | Tuta, Trip, Mosca
o1/06/12 | Ciprodinil 372'5’;/(‘)“””“0’“”” Switch 91/0:| Cuba 100 | Botritis
20/06/12 Spinosad 48% SC Spintor 05/?_” Cuba 100 | Tuta, Trip, Mosca
20/06/12 | Bacillus th‘i/r\i%engs 25% | quex |20 gHi Cuba 100 | Gusano

Evaluacién de la formacién de agallas

Por cada tratamiento se realizaron 2 extracciones al inicio en curativo para evaluar el nivel de infestacién y en
preventivo al final del cultivo con el mismo fin.

La primera extraccion se realizd a los 45 dias de la inoculacién de nematodos y 7 dias de la aplicacion del producto
a ensayar. Se realiz6 un escaneado de alta resolucion, aumentado las raices vivas sumergidas en agua osmotizada,
observando un alto porcentaje de agallas en todos los tratamientos, lo que indica una poblacion elevada de
nematodos.

La segunda extraccion se realizé a los 120 dias de la inoculacion y 83 dias de la aplicacion del producto a ensayar.
En este momento ya se aprecié claramente una diferencia significativa entre tratamientos, siendo los tratamientos
con la composicién de la invencién los que contienen un menor nimero de agallas y un mayor nimero de raicillas
activas.

La tercera extraccion se realizo al final del cultivo en plantas pertenecientes a la parte de preventivo para estimar el
grado de infestacion de nematodos en todos los tratamientos.

Se observé la misma diferencia en desarrollo y arquitectura radicular que a los 120 dias, siendo el producto a
ensayar el que presentd mejores resultados, como pudo comprobarse en el escaneado de raices vivas sumergidas
en agua osmotizada.

Andlisis de raices
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Por cada tratamiento se realizaron 9 extracciones de suelo y 2 de raices para evaluar grosor de las raices,
colonizacién radicular, micelio externo, microflora total y nematologia.

En las siguientes tablas se recogen los valores totales de la colonizacién micorrizica, micelio extramatrico y
nematologia correspondientes a los datos tomados en las nueve extracciones realizadas a lo largo de todo el ciclo
de cultivo.

Colonizacién micorrizica

Tabla 9. Colonizacion micorrizica en tratamiento curativo

Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate

Dias (%) (%) (%) (%)

od 11 4 2 10
30d 15 19 10 2
60d 18 38 40 5
90d 16 56 57 4
120d 9 63 59 8
150d 15 65 63 9
180d 33 67 71 18
210d 20 69 82 18
240d 18 74 89 22

Tabla 10. Colonizacién micorrizica en tratamiento preventivo

Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate

Dias (%) (%) (%) (%)

od 13 2 5 12
30d 4 32 27 2
60d 10 36 39 8
90d 2 25 70 12
120d 22 66 70 22
150d 28 75 82 24

10
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Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate
Dias (%) (%) (%) (%)
180d 22 78 82,3 16
210d 28 85 87 22
240d 24 71 89 24

Se tomaron muestras de raicillas, que fueron lavadas con agua desionizada y clarificadas con una solucion al 10%
de KOH durante 10 minutos a 90°C. Posteriormente se pasaron por HCI 2N, durante 10 minutos y finalmente fueron
tefiidas con una solucién de 0.05 lacto glicerina - Azul de tripano.

Tal y como muestran los datos el tratamiento con la composicion de la invencién ha sido el que ha obtenido una
mayor colonizacién de micorrizas llegando a alcanzar tanto en la parte curativa del ensayo como en la preventiva el
89%. Los valores de micorrizaciéon alcanzados en el tratamiento con Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.
fueron inferiores en presencia de iones metdlicos y quitina. Tanto en condiciones curativas como preventivas se vio
afectada la colonizacion de los HMA nativos, haciéndose mucho mas negativo en presencia de Vydate, que
indiscutiblemente afect6 a la micorrizacion nativa.

Micelio extramatrico

Tabla 11. Micelio extramatrico en tratamiento curativo

Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la

Control var. nov. invencion Vydate
Dias (mg.kg suelo) (mg.kg suelo) (mg.kg suelo) (mg.kg suelo)
30d 223,5 260,1 248,3 173,8
60 d 173,8 360,1 260,8 2235
90 d 273,2 434,6 4222 161,4
120d 223,5 571,2 471,8 173,8
150d 347,7 347,7 682,9 173,8
180d 347,7 533,9 720,7 186,3
210d 173,8 260,8 397,3 235,0
240d 484,3 645,7 608,4 183,6
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Tabla 12. Micelio extramatrico en tratamiento preventivo

Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la

Control var. nov. invencion Vydate
Dias (mg.kg suelo) (mg.kg suelo) (mg.kg suelo) (mg.kg suelo)
30d 223,5 347,7 285,6 161,4
60 d 260,8 360,1 335,3 186,3
90d 298,0 298,0 434.,6 161,4
120d 322,8 397,3 409,8 161,4
150d 248,3 682,9 620,8 149,0
180d 447,0 397,3 645,7 2235
210d 235,9 260,8 4470 149,0
240d 422,7 471,8 831,9 322,8

Posteriormente a la centrifugacién y decantado de una alicuota de suelo de 50 g, se procedié a tomar todo el
material recolectado en el tamiz de 40 micras, se pas6 por una batidora a 900 rpm, se filtré al vacio y se tomé del
material recolectado 5 réplicas cada una de 40 mg y se evalué bajo microscopio de diseccién. Se contaron dos
lineas imaginarias horizontalmente y verticalmente y del promedio de micelios contados, se multiplicé por el factor de
correccion, 0,000745 y se extrapolé a mg de micelio por gramo de muestra.

La evolucion del micelio extramatrico fue similar a la colonizacion micorrizica, al igual que en el porcentaje de
colonizacion los mayores valores se reportaron para el tratamiento con la composicion de la invencion. Las valores
de micelio fueron superiores en presencia de iones metalicos y quitina, no obstante, las plantas tratadas solamente
con Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov., alcanzaron también un elevada concentracion de este
parametro, en comparacion con el control y el tratamiento con Vydate, que disminuyé ain mas la expresion del
micelio extramatrico de los hongos nativos. Al igual que el porcentaje de colonizacion los valores fueron muy
similares para las dos condiciones de aplicacion, llegandose a producir la mayor estimulacion en el tratamiento
curativo.

Conteo de nematodos en el tratamiento curativo

Tabla 13. Conteo de nematodos juveniles vivos

Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencién Vydate
Dias (n) (n) (n) (n)

0 52,5 27 51,5 55
30 46,5 48 36,5 15,5
60 61 44 23 16,5
90 63 57,5 42 29,5
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Glomus iranicum
var.
tenuihypharum

Composicion de la

Control var. nov. invencion Vydate
Dias (n) () (n) (n)
120 44,5 32,5 30,5 78,5
150 155,5 104,5 22,5 33
180 137 67 31 42,5
210 59 62,5 14 23
240 182 16,5 19,5 73,5
Tabla 14. Conteo de nematodos juveniles muertos
Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate
Dias () () (n) (n)

0 68,5 26,5 54 40
30 31,5 71,5 88,5 30,5
60 102 153 114 86,5
90 65 106 185 67,5
120 106,5 86,5 113 118
150 66 251 127 49,5
180 82 143,5 158,5 33
210 20 27 41 5,5
240 34 6 54 38,5

Tabla 15. Tasa de mortalidad
Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate
Dias (%m) (%m) (%m) (%m)
0 56,8% 63,0% 51,4% 42,1%
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30 40,4% 59,9% 70,7% 66,5%
Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la

Control var. nov. invencion Vydate

Dias (%m) (%m) (%m) (%m)
60 62,6% 77,7% 83,2% 84,2%
90 50,8% 64,9% 81,8% 69,2%
120 70,5% 72,4% 79,8% 53,9%
150 29,8% 72,0% 84,8% 60,0%
180 39,6% 68,2% 83,7% 43,8%
210 25,3% 32,1% 73,9% 19,1%
240 16,0% 27,0% 73,4% 34,7%

El analisis de la evolucion de la poblacién de nematodos en suelo se realizé a partir del conteo de los juveniles (J2) y
las tasas de mortalidad de sus poblaciones. Se comprob6 que tanto el tratamiento de Vydate como el de la
composicion de la invencién, mantuvieron unos niveles de J2 muy parecidos a lo largo del ensayo, demostrando el
control por parte de estos tratamientos, no asi para el caso de la aplicacién de Glomus iranicum var. tenuihypharum
var. nov. y el control absoluto.

Sin embargo, se pudo constatar que la aplicacion de la composicion de la invencién promovié las mayores tasas de
mortalidad, unido a que estas fueron constantes a partir de los 60 dias hasta el final del ensayo, lo que pone de
manifiesto su poder como bionematicida, debido al efecto promovido de la accioén conjunta por una parte del hongo
micorrizico, y por otra de los iones metdlicos y la quitina que estimuld la eliminacién de nematodos en la zona
rizosférica. El tratamiento testigo quimico alcanzé las mayores tasas a los 60 dias, pero su efectividad estuvo muy
relacionada con los momentos puntuales de su aplicacién y no de manera sostenida como con el caso anterior.

La cepa sola de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. tuvo unos valores de mortalidad por encima del 60 %,
y después de los 6 meses, su actividad decayé de manera importante. El control absoluto tuvo las peores tasas de
mortalidad en suelo.

Conteo de nematodos en el tratamiento preventivo

Tabla 16. Conteo de nematodos juveniles vivos

Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate
Dias (n) (n) (n) (n)

0 70,5 130 53 53
30 91,5 43 45,5 14
60 41,5 15,5 4.5 35
90 143,5 58 38 49,5
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120 52,5 33 32,5 7
Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate
Dias (n) (n) (n) (n)
150 45 168 62 41
180 162,5 173 108,5 37
210 63 63,5 14,5 30,5
240 82 715 14 65
Tabla 17. Conteo de nematodos juveniles muertos
Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate
Dias (n) (n) (n) (n)
0 119 221,5 99,5 116
30 21,5 56 99,5 30
60 184,5 103 45 29,5
90 95 130 212 105
120 109 146 125,5 47,5
150 108 201,5 177,5 140
180 107 197 179,5 50
210 17 24 44 43,5
240 17 18,5 63,5 54
Tabla 18. Tasa de mortalidad (%)
Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la
Control var. nov. invencion Vydate
Dias (n) (n) (n) (n)
0 41,0% 49,7% 46,6% 53,1%
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30 19,1% 56,7% 68,6% 67,8%
60 81,6% 86,6% 90,9% 89,7%
Glomus iranicum
var.
tenuihypharum Composicion de la

Control var. nov. invencion Vydate

Dias (n) (n) (n) (n)
90 41,7% 68,9% 84,8% 70,3%
120 67,7% 83,4% 81,9% 87,0%
150 71,1% 59,7% 72,3% 77,8%
180 39,5% 53,7% 62,0% 57,3%
210 21,4% 28,6% 75,8% 58,4%
240 17,2% 20,7% 81,0% 45,3%

En el caso preventivo el tratamiento de Vydate mantuvo unos niveles mas bajos J2 que el tratamiento de la
composicion de la invencion, no obstante, en ambos casos se logré controlar la poblacién de nematodos en
comparacion con el resto de los tratamientos que mantuvieron niveles muy parecidos a lo largo del ensayo.

El analisis de la tasa de mortalidad en estas condiciones si arrojo resultados muy similares al caso curativo,
resultando la aplicacién de la composicién de la invencion la que promovi6 las mayores tasas de mortalidad, unido a
que estas fueron también constantes a partir de los 60 dias hasta el final del ensayo, El tratamiento testigo quimico
alcanz6 las mayores tasas a los 60 y 120 dias, pero disminuyeron después progresivamente. También aqui su
efectividad estuvo muy relacionada con los momentos puntuales de su aplicacion y no de manera sostenida.

Tanto en las condiciones curativas como en preventivas, la composicién de la invencién ha demostrado tener una
elevada tasa de mortalidad de nematodos, que mantiene en torno al 70-80% a lo largo del ciclo de cultivo. El
tratamiento Vydate, sin embargo, perdio efectividad con el paso de los dias.

Actividad rizosférica en el tratamiento curativo

Se hicieron diluciones seriadas de muestras de suelo rizosférico. Posteriormente, se cuantificaron las
concentraciones de bacterias y hongos rizosféricos presentes en los diferentes tratamientos a través de la
determinacion del nimero mas probable de microorganismos. Para el desarrollo de bacterias se utilizé el medio agar
nutritivo y para el desarrollo de los hongos, Rosa Bengala y Patata dextrosa agar

En las graficas de la evolucién microbiana de la microflora total (Bacterias y Hongos) a lo largo del ensayo en los
tratamientos curativos (Figura 1) se pone de manifiesto el efecto estimulador que tiene el tratamiento de la
composicion de la invencion sobre el control de nematodos, la propia colonizacion, la actividad micorrizica y también
en la estimulacién de los microorganismos rizosféricos. También se pudo apreciar un ligero efecto estimulante en el
tratamiento con el HMA solo, lo cual indica que a pesar de la conocida estimulacion hifosférica que se da en las
asociaciones de micorrizas arbusculares, estas se ven potenciadas mas aun en presencia de los iones metalicos y
quitina.

Actividad rizosférica en el tratamiento preventivo

Los resultados se muestran en la Figura 2. En los tratamientos bajo las condiciones preventivas se obtuvo el mismo
efecto encontrado en las condiciones curativas.

Es bueno destacar la baja actividad microbiana encontrada en el tratamiento control y en el Vydate. Esta baja
actividad se debe a severas afectaciones en las plantas controles por el ataque de nematodo y a un efecto
desinfectante del Vydate que provocé una disminucién muy importante de las poblaciones microbianas.
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Produccién y calidad

Se cosech6 cada tratamiento, en condiciones curativas y preventivas y se contaron y pesaron los frutos. Se
descartaron los frutos que presentaron algun defecto o enfermedad.

Unicamente se toman como destrio los frutos que presentaron algin defecto o enfermedad, los cuales son
descartados. No se descartaron los frutos de pequefio tamafio. Una vez iniciada la recoleccion se coseché
aproximadamente una vez por semana hasta el final del cultivo.

Los datos totales de cada una de las variedades en el tratamiento preventivo y curativo se muestran a continuacion:

Tabla 19. Tomate Daniela (tratamiento curativo)

Numero de Ndmero Peso
Peso (9) u Peso medio Frutos/planta
frutos (g/planta)
de plantas
Control 27113,7 315 101,7 6 52,5 4519,0
Glomus
iranicum var.
tenuihypharum
var. nov. 45453,4 388 115,2 5 77,6 9090,7
Composicién
dela
invencion 494442 390 124,1 4 97,5 12361,1
Vydate 46672,3 385 130,5 7 55,0 6667,5
Tabla 20. Tomate Daniela (tratamiento preventivo)
, Numero
Numero de Peso Peso
Peso (9) . Frutos/planta
frutos medio (g/planta)
de plantas
Control 40625,8 380 118,5 6 63,3 6771,0
Glomus
iranicum var.
tenuihypharum
var. nov. 55495 375 147,8 6 62,5 9249,2
Composicion
dela
invencion 64839,1 414 149,0 5 82,8 12967,8
Vydate 57619,9 452 134,4 6 75,3 9603,3
Tabla 21. Tomate Raf (tratamiento curativo)
NUmero de Ndmero Peso
Peso (g) Peso medio Frutos/planta
frutos (g/planta)
de plantas
Control 23161,1 229 105,8 7 32,7 3308,7
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Numero de Namero Peso
Peso (g) Peso medio Frutos/planta
frutos (g/planta)
de plantas
Glomus
iranicum var.
tenuihypharum
var. nov. 28997,4 241 115,6 6 40,2 4832,9
Composicion
de la
invenciéon 22626,6 235 96,7 5 47,0 4925,3
Vydate 23876 244 105,6 6 40,7 3979,3
Tabla 22. Tomate Raf (tratamiento preventivo)
Numero de Namero Peso
Peso (g) Peso medio Frutos/planta
frutos (g/planta)
de plantas
Control 27512,8 275 94,5 6 45,8 4585,5
Glomus
iranicum var.
tenuihypharum
var. nov. 28334,3 234 127,5 6 39,0 4722,4
Composicion
de la
invencion 29132,4 243 114,2 6 40,5 4855,4
Vydate 24129,1 253 97,9 7 36,1 3447,0

Se tomaron datos de grados Brix y dureza del fruto en recolecciones alternas, cinco ocasiones en total a lo largo de
todo el periodo de produccion con el fin de evaluar si la calidad del fruto resulta se vio afectada de alguna manera.

Los datos medios totales de cada una de las variedades en el tratamiento preventivo y curativo se muestran a

continuacion:

Tabla 23. Tomate Raf (dureza)

Dureza RAF T1 T2 T3 T4

Cur 55 5 5 4.7

Prev 4.5 4.5 55 51
Tabla 24. Tomate Raf (°Brix)

°Brix RAF T1 T2 T3 T4
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Cur 7,7 7,7 8,1 7,8

°Brix RAF T1 T2 T3 T4

Prev 7,4 7,4 8,1 7,5
Tabla 25. Tomate Daniela (dureza)

Dureza Daniela T1 T2 T3 T4

Cur 4.8 5,6 5 5,6

Prev 4,8 5,3 51 4,9
Tabla 26. Tomate Daniela (° Brix)

°Brix Daniela T1 T2 T3 T5

Cur 6,2 6,1 6,4 6

Prev 6,1 5,8 6,1 5,9

No se aprecié ningin cambio drastico en los grados Brix provocados por la poblaciéon de nematodos ni por las
aplicaciones de los productos. Los valores fueron normales para las dos variedades alcanzando los maximos grados
Brix a mitad de ciclo (8,1 °Brix medidos en la variedad Raf y 6,4 °Brix en la variedad Daniela, ambos datos

pertenecen al tratamiento T3).

La dureza del fruto tampoco se vio afectada de manera significativa ya que los valores del penetrémetro son los
normales para cada variedad. En Raf los valores estan entre 4,5 y 5,5 para todos los tratamientos y en Daniela de
4,8 a 5,6. Por lo tanto los frutos presentaron una consistencia normal tanto en presencia de la plaga como tras la
aplicacién de los productos ensayados.

Lista de secuencias

<110> SYMBORG, S. L.

<120> Cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. y su uso como bionematicida

<160>1

<170> BiSSAP 1.2

<210>1

<211> 813

<212> ADN

<213> Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.

<220>

<221> fuente

<222>1..813
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parcial)” /organismo= “Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.”

<400> 1

cctgeggett
acagattgag
ggagtgattt
gcttaacttc
gtttgaggca
ctgatgaagt
catcgtgctg
acaagtcatc
taccgattga
cgttegttga
ttcegtaggt
ttctgcgatce
aaaaaaatag

atagataaaa

atttgactca
agctctttct
gtctggttaa
ggttaggtcg
ataacaggtc
catcgagttc
gggatagagc
agcttgtgcect
atggcttagt
gaagttggtc
gaacctgecgg
gcttatattt
atcactctat

aaaaatatca

acacggggaa
tgattctatg
ttccgttaac
tcagcttctt
tgtgatgccce
atttcecttta
tttgcaatta
gattacgtcc
gaggccctceg
aaacttggtc
aaggatcatt
aaaacccact
aaaatcggaa

ctttcaacaa

actcaccagg
ggtggtggtg
gaacgagacc
agagggacta
ttagatgttc
tcggaagata
ttgctcttaa
ctgccctttg
gatcgacgct
atttagagga
attgatttag
cttaacgtat

aacccgetta

cgg

20

tccagacata
catggccgtt
ttaacctgcet
tcggtgttta
tgggcegeac
tgggtaatct
acgaggaatc
tacacaccge
cggagactgg
agtaaaagtc
cgaaccgagc
aaaattttta

aaatttttta

gtaaggattg
cttagttggt
aaatagctag
accgatggaa
gcgegcetaca
tttgaaactt
cctagtaagc
ccgtegetac
caacagtttc
gtaacaaggt
gttagcgagg
ttaatgatga

tgtctttega

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. depositada con nimero de depésito BCCM 54871,
caracterizada por que comprende la secuencia identificada por SEQ ID NO: 1.

2. Composicion caracterizada por que comprende una cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.
depositada con numero de depésito BCCM 54871 que comprende la secuencia identificada por SEQ ID NO: 1,
arcillas esmécticas 2:1, iones metalicos y quitina.

3. Composicién segun la reivindicacion 2, caracterizada por que dichas arcillas esmécticas 2: 1 son dioctaédricas o
trioctaédricas.

4. Composicién segun la reivindicacion 2, caracterizada por que dichas arcillas esmécticas 2:1 estan
seleccionadas del grupo compuesto por sepiolita, atapulgita, nontronita y saponita.

5. Composicién segun una de las reivindicaciones 2 6 3, caracterizada por que la concentracion de dicha cepa
Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. es entre 0.05 y 4% en peso.

6. Composicién segun la reivindicacion 5, caracterizada por que dicha concentracion es entre 0.1 y 3 % en peso.

7. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, caracterizada por que la concentracion de quitina
es entre 2y 10 % en peso.

8. Composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, caracterizada por que dichos iones metalicos estan
seleccionados del grupo compuesto por Fe, Ca y Mg.

9. Composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, caracterizada por que comprende Fe, Ca 'y Mg.

10. Composicion segun una de las reivindicaciones 8 6 9, caracterizada por que la concentracion de Fe es entre 3y
12 % en peso, la concentracion de Ca es entre 0.5 a 5 % en peso y la concentracion de Mg es entre 0.2 a 2 % en
peso.

11. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, caracterizada por que la forma de presentacion
de dicha composicién es polvo, concentrado emulsionable o granulado.

12. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 11, caracterizado por que dicha composicion es un
liquido, un sélido o un gel.

13. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 12, caracterizada por que comprende al menos un
fungicida, al menos un biofungicida, al menos un inseticida, al menos un bioinsecticida, al menos un nematicida y/o
al menos un bionematicida.

14. Composicion segun la reivindicacién 13, caracterizada por que dicho fungicida esta seleccionado del grupo
compuesto por Maneb, Mancozeb, Metalaxyl-Ridomil, Myclobutanil, Olpisan, Propamocarb, Quintozene,
Streptomycin, Sulfur, Thiophanate-methyl, Thiram, triforine, Vinclozolin, Zinc white, Zineb, Ziram, Banrot, Fixed
copper, Chlorothalonil, Chlorothalonil, Captan, Chloroneb, Cyproconazole, Zinc ethelene, bisdithiocarbamate,
Etridiazole, Fenaminosulf, Fenarimol, Flutolanil, Folpet, Fosetyl-AL y Iprodione.

15. Composicion segun una de las reivindicaciones 13 6 14, caracterizada por que dicho biofungicida esta
seleccionado del grupo compuesto por Trichodermas sp, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus,
Bacillus amyloliquefaciens, Streptomyces sp, Coniothyrium minitans y Pythium oligandrum.

16. Composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, caracterizado por que dicho insecticida esta
seleccionado del grupo compuesto por organofosfato, carbamato y neonicotinoide.

17. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, caracterizado por que dicho bioinsecticida esta
seleccionado del grupo compuesto por Bacillus sp., Chromobacterium sp., Beauveria sp. y Metarhizium sp.

18. Composicion segun cualquier de las reivindicaciones 13 a 17, caracterizado por que dicho nematicida es
organofosfato o carbamato.

21



10

15

ES 2571439713

19. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, caracterizado por que dicho bionematicida es
Pasteuria sp.

20. Procedimiento de obtencion de una composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 19, caracterizado
por que comprende:

(a) inocular por recubrimiento una semilla de una planta huésped con la cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum
var. nov. depositada con nimero de depésito BCCM 54871,

(b) cultivar dicha planta en ciclos de riego de entre 7 y 10 dias de duracién sobre un sustrato de reproduccion que
comprende arcillas esmécticas en un porcentaje mayor del 52% respecto del peso total de dicho sustrato,

(c) interrumpir dicho riego durante un periodo igual o mayor de 20 dias,
(d) eliminar la parte aérea de la planta y extraer el sustrato y

(e) molturar dicho sustrato por debajo de 80 micras a una temperatura entre 25 y 30°C para obtener dicha
composicion.

21. Uso de la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 19 como bionematicida.

22. Uso segun la reivindicacion 21, caracterizado por que dicha composicién se aplica a la planta por tratamiento de
las semillas, tratamiento de las raices, embebido de raices en una emulsién, adicion al agua de riego, irrigacion,
aplicacion de polvo al sistema radicular o aplicacion de emulsion inyectada al sistema de raices.
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