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NOAAKA

Moim 6aTbkam, Bcim YoTupbom, AAKYHO 3a Bce. Bxke maiyke 20 poKiB TOMY i Mana
BEJINKY NPUBINErit0 NO3HANOMUTUCA 3 ABOMA NHOAbMMU, AKi 3MIHUAM MOE XKUTTA | AAKYHOUM TM
A cboroAHi TyT. JAKYI0 3a PO3YMIiHHSA, MyApPOCTb, TePNiHHA, NOCTiMHY NiATPUMKY. Bes Bac, A 6
BCbOrO LbOro He 3406yna.

Bcii Mmoilt poguHi, Aika poaineHa Mixk gBoma KpaiHamu. JAKyHo 3a BCIO MiATPUMKY, AKY
BW JANWN MeHi He TiNbKW Nij, 4ac NPoeKTy, ane i NPOTAroM BCbOro HaBYaHHA.

Kapnocy 3a Te, o BiH 6yB 3i MHOIO Ta NiATPMMAB MeHe B NoraHi MOMEHTH, KO/ BCe
BUINAAAN0 HACTIIbKM TEMHUM.

HOnii 3a ApyKOY, NiATPUMKY Ta Ty PaAiCTb, AKYHO TW 3aXOMNHOELL BCIM.

XyaHy Xoce 3a A0BipY, L0 KOXKHOMo AHA HAaBYAEL MEHE WOroCb HOBOTO i MA€ELL TaKe
TepniHHA 3i MHOO. [JAKYIO 32 KEPYBAHHA UMM NPOEKTOM i, LLLO A03BO/IMB MEHI NpaLLoBaTh 3
Tob6010.

EcTep, Wo HaBuYMANa TaK b6araTo, i 3a TepniHHA AKe TM Mana 3i MHo. [JAKyHo 33 Yac
AKUA TM BUAIINAA Ha LM NPOEKT i 32 CNiBKEPYBaHHA HUM.

AcyH i beneH, B1 4ya0Bi TeXHIKM. 3a Bally roTOBHICTb i gonomory B 6yab-AKMi Yac, i
32 NiATPMMKY AKY BW aBaau MeHi KOXHOro aHA.

ArycTiHy lMepgairepy, Jlyicy MapKecy Ta Xoce Jlyicy AHroto 3a HaaHHA 3pasKiB rpyHTY
Ta iHpopmauii npo Hux.

KapiHi Conic, wo gana nosHatu 6inblue npo cBiT Tpikogepmn Ta nabopaTopHUX pobiT.
laHHi Mapcec 3a Te, Wo gonomarana meHi 3 Tumu MNCP, Wo He 3aBXKaM BUXoaunu.

Mepuye lapcii 3a NOCTiNHY NiATPMMKY NPOTATOM BCbOro HaBUYaHHA Ta CNOKIiM, AKUIN TN
nepegaeLl.

TOHbO i YyCco 3a CTi/IbKM rOAMH, WO BU NPOBE/IN 3i MHOLO, 3HOBY i 3HOBY MOACHIOOYM
npobaemun 3 matemaTmku Ta Qi3nKu.

Ycim BUKnagadam Buworo MoniTexHivHOro Yunnuiuia 3a te, WO BOHW Nepeaanu
3HaHHA Nig Yac HaBYaHHA, i AKI 4ONOMOTIIM MEHI BUKOHATU LIl NPOEKT.



A Svetlana y Sergio, Piluca y Patxi...
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Resumen

Trichoderma spp., es un hongo cosmopolita, fundamentalmente edafico, presente en altas
densidades de raices vegetales y que dispone de mecanismos de accién contra otros
organismos competidores y de aprovechamiento eficiente de nutrientes. El presente trabajo
tuvo como objetivo aislar e identificar a nivel taxondmico de especie, colonias de
Trichoderma obtenidas en suelos de plantaciones de arroz (Oryza sativa L.) de cuatro
provincias espanolas. También se determind la diversidad fungica especifica de las muestras
analizadas. A través de la técnica de dilucidon seriada se obtuvieron unidades formadoras de
colonias (UFC) de hongos en medio no selectivo y en medio de cultivo selectivo para
Trichoderma. Se aislaron y cultivaron en PDA todas las colonias con caracteristicas
morfoldgicas correspondientes con Trichoderma y también al menos una colonia de cada
género fungico diferente identificado al microscopio. Se aislaron colonias de Trichoderma de
suelos procedentes de parcelas de Badajoz (9 colonias en dos muestras de las dos parcelas
analizadas), de Huesca (6 colonias obtenidas en tres parcelas de las 4 analizadas) y Valencia y
Zaragoza (una colonia en una muestra de 4 analizadas de cada provincia). La regién
gendmica ITS de las 17 colonias de Trichoderma aisladas se amplificé y secuencid para
identificar cada una a nivel de especie, y se determinaron como pertenecientes a tres
especies diferentes: T. harzianum (15 colonias), T. longibrachiatum (1) y T. saturnisporum
(1). Para la caracterizacién en cada muestra de suelo de la cohorte fungica cultivable, se
emplearon criterios morfolédgicos para identificar el género y el analisis molecular ITS para
validar dicha identificacién a partir de una colonia, determinando de esta manera las
especies correspondientes. De esta forma, en nuestros ensayos se obtuvieron colonias,
ademas de Trichoderma, de 8 géneros de hongos: Acremonium (A. sclerotigenum),
Alternaria (A. alternata, A. arborescens, A. daucifolii y A. gaisen), Aspergillus (A.
alabamensis, A. carneus, A. niveus, A. oryzae, A. tamarii y A. terreus), Cercophora (C.
coprophila), Mortierella (M. alpina), Mucor (M. circinelloides), Penicillium (P. samsonianum,
P. halotoleransy P. chrysogenum) y Strachybotrys (S. cf. elegans).



Abstract

Trichoderma spp., is a cosmopolitan fungus typically inhabitant of the soil, specially at high
root densities, and which has developed active mechanisms against other fungus, taking
advantage of additional nutrients. The present study was undertaken to isolate and to
identify Trichoderma species in rice plantations soils (Oryza sativa) located in four Spanish
provinces. The fungal diversity of the soil samples was also studied. Through the serial
dilution technique, we obtained colony-forming units (CFU) of fungi by using cultivation
methods specific for Trichoderma, and also in a non-selective medium. All the colonies
showing morphological characteristics corresponding to Trichoderma, and also at least one
colony of each other fungal genus identified under the microscope were cultivated in PDA
medium. 17 Trichoderma colonies were isolated from soils dedicated to rice cultivation
sampled in Badajoz (9 colonies from the two plots analyzed), Huesca (6 colonies obtained in
three plots out of the 4 analyzed) and Valencia and Zaragoza (a colony in a sample of 4
analyzed from each province). The ITS region from these 17 colonies was amplified and
sequenced, and from these data three species of Trichoderma were distinguished: T.
harzianum (15 colonies), T. longibrachiatum (1 colony) and T. saturnisporum (1 colony). For
the characterization in each soil sample of the cultivable fungal cohort, morphological
criteria were used to identify the genus and the analysis of the ITS sequence was employed
to validate such identification from a colony, thus determining the corresponding species.
Then, besides Trichoderma other 8 fungal genera were isolated in the 14 soil samples
studied: Acremonium (A. sclerotigenum), Alternaria (A. alternata, A. arborescens, A.
daucifoliiy A. gaisen), Aspergillus (A. alabamensis, A. carneus, A. niveus, A. oryzae, A. tamarii
y A. terreus), Cercophora (C. coprophila), Mortierella (M. alpina), Mucor (M. circinelloides),
Penicillium (P. samsonianum, P. halotolerans y P. chrysogenum) y Strachybotrys (S. cf.
elegans).
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1.- Introduccion

1.1.- El género Trichoderma

Trichoderma es un género de hongos imperfectos, de reproduccién asexual, considerado
como un grupo de vida libre. Las especies de Trichoderma son comunes en los ecosistemas
de suelo y rizosfera y sobre restos de materia organica, pudiendo ser también simbiontes de
plantas (endodfitos) y micoparasitas (Harman y col.,, 2004). Estas caracteristicas han
convertido a algunas especies de este género en organismos Utiles para el control bioldgico
en multitud de cultivos, ya que estos hongos actuan directamente como antagonistas de
muchos microorganismos fitopatégenos, ademas de promover del crecimiento vegetal y de
inducir resistencia sistémica (Mendoza-Mendoza y col., 2018), de forma que mejoran el
comportamiento de los cultivos en condiciones adversas, tanto de estrés bidtico como
abidtico (Sharma vy col., 2017).

Dado que este hongo puede aislarse de practicamente todos los ecosistemas,
presenta una gran diversidad de habitats. Sin embargo, algunas especies como Trichoderma
harzianum pueden ser cosmopolitas, mientras que otras estan geograficamente limitadas
como Trichoderma viride y Trichoderma polysporum. Existen varios estudios sobre la
biodiversidad del género en amplias regiones de Asia (Kubicek y col., 2003; Kullnig y col.,
2000; Zhang y col., 2005), y en cuanto a su asociacidon a especies vegetales endémicas o
cosmopolitas (Zachow y col., 2016).

Trichoderma coloniza con gran éxito sus hdabitats debido a que hace una utilizacidn
muy eficiente del sustrato del que dispone, a menudo muy heterogéneo. Tienen capacidad
para crecer sobre madera en descomposicion y materia orgdnica vegetal, sintetizando
diversas enzimas en funcién del medio. Algunas de estas enzimas, basicamente celulasas
producidas por Trichoderma reesei, tienen aplicacién industrial en la fabricacién de
biocombustibles (Schuster & Schmoll, 2010). Otras especies pueden emplearse para la
produccidn biotecnoldgica de enzimas como la xilanasa y la quitinasa.

El éxito bioldgico de Trichoderma se debe, por otra parte, a que tiene una gran
capacidad de secrecién de metabolitos secundarios y enzimas que tienen propiedades
antimicrobianas, lo que hace a este género muy competitivo frente a otros organismos en la
defensa de su nicho ecoldgico (lucha por los nutrientes, el espacio y la luz). Estos hongos
presentan ademads gran plasticidad en cuanto a su velocidad de crecimiento y desarrollo, asi
como una gran capacidad de adaptacién al tipo de suelo, pH, salinidad, temperatura y
humedad (Benitez y col., 2004; Solis Hidalgo, 2017), aunque en general las especies de
Trichoderma se encuentran mejor adaptadas a suelos acidos (Kredics y col., 2003). Por
ejemplo, los aislados T. harzianum se desarrollan en suelos con pH de 4 a 8 (Hassanein, 2012;

1



Introduccion

Singh y col., 2014). En condiciones de suelos alcalinos salinos este género ayuda a la
disponibilidad y absorcién de los nutrientes del suelo por parte de la planta, lo que mejora el
contenido de N, P y K de los cultivos (Zhang y col., 2016a). Algunas cepas de T. harzianum
pueden incluso controlar el pH externo para asegurar que los valores sean los éptimos para
sus propias enzimas secretadas (Harman y col., 2004). También se ha estudiado el efecto de
la luz sobre el crecimiento de estas especies y sobre algunos de sus procesos metabdlicos,
como la actividad de sus celulasas. Otros mecanismos de adaptaciéon a su entorno son la
regulacién del crecimiento y de la reproduccion mediante la formacion de esporas asexuales,
la conidiacion.

Se han descrito tres estrategias de reproduccién asexual para Trichoderma:
conidiacién, microciclo de conidiacion y clamidosporogénesis. En respuesta a ciertos
estimulos, Trichoderma produce abundantes conidios pulverulentos. Los conidios maduros
tienen forma eliptica y su tamafio varia entre especies desde aproximadamente 2,6 x 2,0 a
5,3 x 4,0 mm (Steyahert y col., 2013). En el proceso de la conidiacidn se pueden describir
cinco etapas: en primer lugar, la aparicidn de hifas verticales, en segundo lugar, la formacién
de conidiéforos, seguida del desarrollo de fidlides en ellos; a continuacién, en el interior de
las fidlides tiene lugar la produccion de conidios hialinos, que posteriormente se desarrollan
de blanco a amarillo y luego a verde para formar las fialoconidias maduras. En el caso del
microciclo de conidiacién, el ciclo de crecimiento normal del hongo se pasa por alto, dando
como resultado un ciclo de vida abreviado en el que los conidios germinan directamente
formando nuevos conidios sin o con crecimiento miceliar muy reducido. Muchos hongos,
incluidas las especies de Trichoderma, realizan este microciclo de conidiacién inducido por
una serie de factores asociados con el estrés, como alta temperatura, agotamiento de
nutrientes y estrés hidrico, y en cultivo debido a la adiciéon de glutamato al medio de
crecimiento. Se cree que el microciclo es un mecanismo de supervivencia en condiciones
subdptimas. La tercera forma de reproduccién asexual del género Trichoderma son las
clamidosporas, que se pueden producir en condiciones naturales en el suelo, pero también
en cultivos en medios sélidos y liquidos, asi como en suelo estéril y en extractos de suelo, y
dentro de esclerocios infectados. Son estructuras de supervivencia importantes para las
especies de Trichoderma en la naturaleza, ya que sobreviven mas tiempo en el suelo que los
conidios. Se cree que la formacidn de clamidosporas se induce en el suelo a través de las
interacciones con las bacterias del suelo, entre otros factores. Son numerosas las
investigaciones sobre la reproduccion de Trichoderma, de hecho, se considera un modelo
para el estudio de la reproduccion asexual en hongos (Steyahert y col., 2013).

Como vemos, Trichoderma es uno de los géneros de hongos mejor estudiados, dado
el interés de sus diferentes aplicaciones. Es posible aislar cepas de Trichoderma directamente
desde muestras de suelo empleando medios selectivos e incubando los cultivos a 24°C. Las
especies de Trichoderma presentan un rapido crecimiento cuando se cultivan en laboratorio.
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Forman colonias in vitro con micelio ligeramente algodonoso de color verde, amarillento a
blanco y con diversas formas de esporulacion.

Finalmente, es importante destacar que algunas especies de Trichoderma son
fitopatdgenas (Li Destri Nicosia y col., 2015) o causan infecciones en cultivos de champifién
(Samuels y col., 2002), mientras que otras, particularmente algunas cepas oportunistas de T.
longibrachiatum, causan infecciones en humanos, sobre todo en pacientes
inmunodeprimidos (Hatvani y col., 2013). Curiosamente, esta especie es también fuente de
toxinas antifungicas utiles en tratamientos clinicos (Vicente y col., 2001).

1.2.- Taxonomia del género Trichoderma

La primera referencia sobre una especie denominada Trichoderma data del afio 1794. En
1865 se vinculd con el estado sexual de una especie del género Hypocrea, pero esta relacién
no se confirmé hasta 100 afios después, cuando Trichoderma reesei se identific6 como
anamorfo de Hypocrea jecorina. Entre tanto, se describieron unas 100 especies asignadas al
género Trichoderma / Hypocrea pero fueron dificiles de distinguir morfolégicamente, por lo
gue existe mucha incertidumbre en las identificaciones (Schuster & Schmoll, 2010). En
cualquier caso, la mayoria de las especies de Trichoderma han sido descritas como
anamorfos del género Hypocrea Fr. (Bissett y col., 2015). Este género de hongos pertenece a
la Familia Hypocreaceae, Orden Hypocreales, Subclase Hypocreomycetidae, Clase
Sordariomycetes, Subdivisién Pezizomycotina, Division Ascomycota (CABI, 2018
www.indexfungorum.org).

La taxonomia del género Trichoderma ha sido debatida ampliamente. Las primeras
clasificaciones fueron dificiles debido a que hay solo unas pocas caracteristicas morfoldgicas
relativamente invariables que conducen a la superposicién entre las especies (Samuels,
2006). Para poder diferenciar unas especies de otras se observa el patrén de la ramificacién y
la morfologia de los conidiéforos (Chaverri y col., 2003). El género se subdividié entonces en
cinco secciones, denominadas Seccion Trichoderma, Seccidon Longibrachiatum, Seccién
Saturnisporum, Seccidn Pachybasium y Seccion Hypocreanum (Bissett, 1991).
Posteriormente se fusionaron las secciones Longibrachiatum-Saturnisporum vy se
describieron trece clados para agrupar las especies con su taxén y secciéon dentro de los
clados (Solis Hidalgo, 2017). Actualmente, |la taxonomia dentro del género esta consolidada y
se dispone de muestras de diversos habitats y sustratos de todo el mundo, por lo que las
especies estan mejor caracterizadas. En la actualidad, encontramos en la base de datos Index
Fungorum (http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp) 383 especies en el género
Trichoderma y 510 en Hypocrea.
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1.3.- Caracterizacion molecular de Trichoderma spp.

Como ya se ha comentado anteriormente la caracterizacién morfoldgica es un tanto
complicada, los pocos caracteres disponibles para discriminar entre especies de Trichoderma
han llevado a que existan especimenes errdneamente identificados.

Por su parte, los métodos moleculares de analisis de genomas basados en la
caracterizacion del polimorfismo de acidos nucleicos proporcionan un nimero casi ilimitado
de marcadores potenciales para realizar estudios taxondmicos y para reflejar las relaciones
filogenéticas entre organismos. De hecho, a finales de la década de 1990 se introdujo la
secuenciacion de ADN y se aceptd ampliamente como técnica estdndar en sistematica
fungica (Atanasova y col., 2013). Las especies de hongos se establecen de acuerdo al
concepto Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition, (GCPSR), es decir, se
trata de especies filogenéticas, relacionadas evolutivamente (Taylor y col., 2000). Se emplea
entonces el término DNA-barcode o cédigo de barras de ADN, generalmente como resultado
de la amplificacidn y secuenciacidon de la regidn ITS, Internal Transcribed Spacer en la regién
nuclear del ADN ribosdmico. Estos analisis de diversidad de la secuencia ITS han
proporcionado un enfoque potente para la identificacion rdpida de especimenes de hongos,
la generacién de nuevas hipdtesis de especies, de las estructuras de la biodiversidad y para
los estudios ecoldgicos (Xu, 2016). En la mayoria de las descripciones de nuevos taxones de
hongos filamentosos se obtienen y analizan las secuencias ITS, lo que contribuye a la
expansion de estas secuencias en el dominio publico. Aun antes de que ITS fuera declarado
como el cddigo de barras fungico de consenso, los cientificos utilizaron secuencias ITS en
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y otras bases de datos publicas para la
identificacidn de especies fungicas y para ayudar con el reconocimiento de nuevas especies.

Los primeros analisis del ADN para la identificacion de Trichoderma se realizaron con
marcadores moleculares aleatorios del tipo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) y RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) en especies de Hypocrea y
Trichoderma (Solis Hidalgo, 2017). Posteriormente se han utilizado marcadores especificos
de regiones conservadas para identificar distintas especies de Trichoderma, como la
secuencia del ITS y los marcadores asociados a otros genes como el del factor de elongacién
de la traduccion 1I-a (tefla), el de la endoquitinasa, el de la subunidad 2 de la ARN
polimerasa Il o RPB2, el gen de la a-actina (ACT) y el de la calmodulina (CAL) (Druzhinina y
col., 2005).

Estas técnicas moleculares permitieron la identificacién mas fiable de las especies de
Trichoderma y un rapido aumento del nimero de especies. Las primeras cien especies de
Trichoderma caracterizadas molecularmente se describieron en el afio 2006 (Druzhinina y
col., 2006), pero la taxonomia del género se sigue actualizando (Druzhinina y col., 2012).

La disponibilidad de abundante informacién molecular, particularmente de la regién
ITS del ADNr de Hypocrea/Trichoderma, ha permitido desarrollar una herramienta especifica
4
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para la identificacion molecular de aislados de estas especies, denominada TrichOKey 2,
dependiente de la International Subcomission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy
(wwwi.isth.info). Esta herramienta bioinformatica permite realizar una comparacién de
secuencias ITS mediante el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) comparando
con los datos de secuencias pertenecientes a especies de este género (Kopchinskiy y col.,
2005). Esta base de datos contiene actualmente 104 especies de Trichoderma/Hypocrea.

1.4.- Usos de Trichoderma en agricultura

Se ha observado que numerosos microorganismos antagdnicos prosperan en los llamados
suelos supresivos, que son aquellos en los que el patdégeno no puede establecerse o
persistir, o que el patégeno existe, pero la cantidad de enfermedad que se desarrolla es
inferior a la que corresponderia por la cantidad de inéculo y favorabilidad del ambiente.
También se ha observado con mas frecuencia que la supresion tanto del patégeno como de
la enfermedad se debe a hongos como Trichoderma, Penicillium y Sporodesmium, o bien a
bacterias del género Pseudomonas, Bacillus, etc. (Cafiizares Monteros, 2003). Por ejemplo,
Didnez-Martinez y col. (2015) aislaron una cepa de Trichoderma saturnisporum con potencial
como agente de control bioldgico a partir del suelo de una explotacién de Cadiz en la que se
habia observado menor incidencia de fusariosis en varios cultivos.

Segun Ghorbanpour y col. (2018) los mecanismos que subyacen en el efecto
beneficioso de hongos como Trichoderma frente a las enfermedades de los vegetales son
basicamente cinco: a) competencia con los patdgenos por espacio y nutrientes; b)
micoparasitismo; c) antibiosis; d) proteccion cruzada mediada por hongos y virus (mycovirus-
mediated cross protection, MMCP); y e) resistencia sistémica inducida (induced systemic
resistance, ISR). Como se ha mencionado, Trichoderma destaca por su capacidad para la
colonizacidn eficaz de numerosos habitats prevaleciendo frente a otros organismos gracias a
la produccion de enzimas y compuestos orgdnicos activos frente a ellos. Estas especies
pueden ademds ser micopardsitas, desarrolldndose a costa de otros hongos, o simplemente
antagonistas, sintetizando compuestos que influyen sobre el desarrollo de los organismos
patégenos o que alteran las condiciones en las que éstos se desenvuelven. Debido a esto, las
especies de Trichoderma pueden emplearse como agentes de biocontrol frente a hongos
patégenos de plantas cultivadas, tanto mediante el uso de los propios hongos (cepas
seleccionadas), como de metabolitos secretados por ellos, que serian entonces fungicidas
bioldgicos (Berlitz y col., 2014; Kumar & Ashraf, 2017).

Cuando Trichoderma detecta hifas de otros hongos crece hacia ellas por
guimiotropismo positivo (Benitez y col., 2004; Druzhinina y col.,, 2011). Entra en contacto
con estas hifas, se enrolla alrededor de las mismas (Figura 1A) y forma apresorios sobre la
superficie de su pared (Figura 1B). Posteriormente, Trichoderma produce antibidticos y
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quitinasas, glucanasas y proteasas que causan la disoluciéon de la pared celular del hongo
hospedante. En los sitios de la pared hifal donde se forman los apresorios se pueden
producir orificios (Figura 1C) por donde entran las hifas de Trichoderma en el lumen celular
del hongo parasitado (Harman y col., 2004).

Huella de hifa
de Trchodemrna
retirada

Figura 1. A) Trichoderma enrollando sus hifas sobre las del hongo fitopatégeno Rhizoctonia.
SEM Ampliacion: 2350x (BIOPHOTO ASSOCIATES, Gettyimages). B) Trichoderma formando
apresorios sobre la hifa de Rhizoctonia C) Hifa de Rhizoctonia sp., mostrando la marca que
deja Trichoderma al retirar la hifa (Harman y col., 2004).

La interaccién entre Trichoderma, los hongos fitopatdégenos y las plantas ha sido
estudiada, y se ha prestado mucha atencidn al estudio de las enzimas que degradan la pared
celular (cell wall degrading enzymes, CWDE) (Woo y col., 2006). Sin embargo, la abundancia
de genes codificadores de CWDE en el genoma de Trichoderma ha dificultado la
identificacién de las enzimas requeridas para el control bioldgico, lo que por otra parte
sugiere la abundancia de proteinas y metabolitos secundarios biotecnolégicamente valiosos
que las especies de Trichoderma pueden proporcionar.

Se ha encontrado un gran numero de proteinas involucradas en procesos de
resistencia a enfermedades (por ejemplo, las relacionadas con la patogénesis o proteinas de
sefializacion) en plantas de habas y tomate colonizados por Trichoderma spp., con y sin el
patdgeno (Woo y col., 2006). Esto significa que varios genes de resistencia utilizados para el
reconocimiento de metabolitos microbianos se activan por la presencia del hongo
beneficioso y probablemente permiten que la planta lo reconozca. En otro estudio se
aislaron moléculas inductoras de bajo peso molecular, que estimulan el crecimiento fungico,
asi como la produccion de antibidticos y enzimas. Los resultados demuestran que estos
inductores derivados de la pared celular del hongo hospedante estdn constituidos por
oligosacaridos pequefios (una monoacetilo-citobiosa unida a dos unidades de celobiosa)
unidos a su vez a un resto de aminodcido (valina u ornitina). Ademas, se han encontrado
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genes similares a Avr (genes de avirulencia) y nuevas proteinas que funcionan como
compuestos de avirulencia tipicos en Trichoderma spp., y estan probablemente implicados
en la resistencia inducida y el reconocimiento del hongo no patdgeno. Finalmente, se ha
encontrado una variedad de transportadores ABC que pueden utilizar los Trichoderma spp.
para resistir el impacto de las toxinas producidas por otros microorganismos (fitopatégenos
o no) o la planta. Por lo tanto, se considera que la presencia de un gran niumero y variedad
de bombas de membrana efectivas sostiene la capacidad de estos hongos para ser fuertes
competidores y explica el alto nivel de resistencia innato de Trichoderma spp. frente a una
gran variedad de productos quimicos (mas de 30 pesticidas, hidrocarburos, fenoles, etc.) y
toxinas naturales producidas por otros microbios (por ejemplo, lipodepsipéptidos de
Pseudomonas spp.).

Trichoderma produce alrededor de 43 sustancias volatiles y no volatiles con actividad
antibidtica. Estas especies fungicas pueden producir metabolitos que impiden la germinacién
de las esporas del hongo patdgeno (fungistasis) o matar sus células (antibiosis) (Solis
Hidalgo, 2017). Entre los compuestos mds conocidos que inhiben la germinacion de hongos
fitopatdgenos como Rhizoctonia solani, Phytophthora spp. y Botritis spp., figuran las
gliotoxinas y gliovirinas producidas por T. virens, y la viridina, esta Ultima téxica para las
plantas (Solis Hidalgo, 2017). Algunas especies como T. atroviride, T. viride, T. koningii y T.
hamatum tienen un olor tipico muy caracteristico a coco debido a la produccién de alquil
pironas. Estas junto a las especies T. koningii y T. virens inducen la produccién de fitoalexinas
terpenoides.

Segun Benitez y col. (2004), las especies de Trichoderma mas eficaces como agentes
antagonicos son T. atroviride, T. harzianum, T. virens y T. asperellum, mientras que T. reesei
se considera un organismo modelo debido a los métodos bioldgicos moleculares
establecidos para esa especie y a las cepas recombinantes disponibles (Seidl y col., 2006).
Estas especies de Trichoderma son capaces de controlar ascomicetos, basidiomicetos y
oomicetos, y también se ha referido ampliamente su actividad frente a nematodos
fitopatdgenos, tanto en cereales (por ejemplo, Zhang y col., 2017) y soja, como en horticolas
(Gurpreet & Verma, 2017) y especies lefiosas, aunque en la actualidad no existen formulados
de Trichoderma en el registro oficial de productos fitosanitarios autorizados para su uso
como nematicidas. Sin embargo, en el registro oficial de productos fitosanitarios (MAPAMA,
2018) estan autorizadas contra hongos del suelo fitopatégenos cuatro de las especies de
Trichoderma. Varias cepas de T. asperellum se emplean para combatir Phythium en
horticolas y Fusarium en clavel. Las combinaciones de T. asperellum y T. atroviride se usan
en horticolas contra Sclerotinia, Fusarium, Phythium, Phytophthora y Rhizoctonia, y para
Sclerotinia en flor cortada. Por su parte, T. asperellum y T. gamsii se usan conjuntamente en
arboles frutales contra Armillaria, en horticolas contra Armillaria, Sclerotinia, Phythium,
Phytophthora, podredumbre de la raiz y Verticillium y en hierbas aromdticas y en
ornamentales contra Armillaria, Sclerotinia, Phytophthora y podredumbre de la raiz. Las
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cepas de T. harzianum se emplean contra Phythium en arboles y arbustos frutales, hierbas
aromaticas y ornamentales, y horticolas.

Es importante tener en cuenta que la respuesta de Trichoderma depende del agente
patégeno al que va a controlar. Por ejemplo, en el estudio de Martinez y col. (2013)
encontraron que la actividad de una de las enzimas producida durante la accion parasitica de
Trichoderma sobre Sclerotium rolfsii no se detectd en la interaccion de Trichoderma vy
Rhizoctonia solani. Es necesario identificar nuevas sustancias que sean bioactivas frente a
fitopatdgenos, por lo que se buscan nuevas especies y cepas de este género asociadas a la
rizosfera de plantas cultivadas.

Ademads de por su uso como antagonistas de varios microorganismos patoégenos de
plantas, las especies de Trichoderma son beneficiosas para la agricultura ya que forman
parte de la rizosfera competente, mejorando la sanidad de los cultivos y su adaptabilidad a
condiciones de estrés (Harman y col.,, 2004; Sharma y col., 2017). Por ejemplo, un
tricoteceno producido por T. arundinaceum, el Harzianum A, actia como promotor del
crecimiento (Malmierca y col., 2012).

En el estudio de Vargas y col. (2013) se describen los efectos de T. virens en la
fisiologia de las plantas y se presenté como un modelo general en la asociacién mutua entre
Trichoderma y las raices de las plantas (Figura 2). Las células fungicas secuestran los
minerales del suelo y activan los mecanismos de resistencia a las enfermedades en la planta,
lo que requiere un consumo importante de energia, por lo que la sacarosa es un
componente importante en este proceso.

= R L
Control sistémico

E de la fotosintesis

FHI— Suc

Suc 6.— Suc

Célula de la raiz

Suc *
¢ Colonizacién¢
Glc + Fr «&=@=Suc Hifas de T. virens
L Célula de la raiz
> Minerales
/ e.— Suc
g o e Control sistémico
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-> de la fotosintesis

Figura 2. Diagrama que representa la interaccion molecular y
metabdlica entre T. virens y las raices de las plantas. Suc — sacarosa,
Glc — glucosa, Fr — fructosa, ISR - resistencia sistémica inducida
(Vargasy col., 2013).
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En los ecosistemas agricolas, ademds de por factores microclimaticos, geograficos y
edaficos, la microbiota del suelo puede verse afectada por la especie vegetal que se cultive,
asi como por la aplicacion de fertilizantes y de productos fitosanitarios. En este sentido, las
especies de Trichoderma han sido aisladas a partir del suelo y de la rizosfera de numerosos
cultivos como trigo, centeno, maiz, arroz, patata, café, remolacha, etc. La composicion de
especies y la abundancia de las mismas varia en cada caso (Kredics y col., 2014).

El cultivo de arroz (Oryza sativa L.) puede constituir un agroecosistema interesante
para aislar cepas de Trichoderma utiles para control biolégico. Se han realizado estudios
sobre la biodiversidad de este género en cultivos de arroz en Filipinas (Cumagun vy col.,
2006), Iran (Naeimi y col., 2011) o China (Jiang y col., 2016), pero no existen referencias al
respecto en arrozales europeos. Las casi 110.000 ha que ocupa este cultivo en Espana se
distribuyen en Andalucia, Extremadura, Catalufia, Comunidad Valenciana y Aragdn
(MAPAMA, 2017) (Figura 3), y estdn muy localizadas en zonas con elevada salinidad e
importantes restricciones medioambientales, como deltas y marismas pertenecientes o
préximas a parques naturales, y con suelos que sufren problemas de encharcamiento. Por
ejemplo, la mayor superficie de cultivo se encuentra en las marismas del Guadalquivir,
mientras que en Extremadura ocupa las vegas bajas del Guadiana, en Catalufia se encuentra
en el delta del Ebro y en Valencia en la Albufera. En Aragdn se cultiva arroz en las comarcas
de Cinco Villas (Zaragoza) y Cinca Medio (Huesca), principalmente en suelos con un alto
contenido en sales y en arcilla, y por lo tanto con mal drenaje.

. O Otras
o \";35'&{;1;%8 2 750 O Andalucia
) 40.191
14% 2%

37%

.,

O Extremadura .
@ Catalufia ® Aragon

24.700 20 739 /.944

25% 19% 5%

Figura 3. Distribucion de la superficie de arroz, expresada en hectareas, en
Espafia por comunidades auténomas en el periodo 2016/2017 (MAPAMA,
2017).
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2.- Objetivos

El objetivo general de este Trabajo Fin de Grado es aislar e identificar, tanto morfoldgica
como molecularmente, cepas de hongos del género Trichoderma que puedan estar
presentes en suelos dedicados al cultivo de arroz en varias regiones espafolas.
Paralelamente se estudié la diversidad fungica existente en las parcelas analizadas.
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3.- Material y métodos

3.1.- Aislamiento de colonias fungicas

Para la realizacion del presente trabajo se recogieron 14 muestras de suelo (Tabla 1) en

otros tantos campos dedicados al cultivo de arroz desde al menos 10 anos. Las parcelas se

encontraban en cuatro localidades de tres zonas arroceras diferentes: Extremadura, Aragén

y Levante. En concreto se trataba de parcelas de las localidades de Don Benito (Badajoz), San

Miguel del Cinca (Huesca), Sueca (Valencia) y Ejea de los Caballeros (Zaragoza).

La toma de muestras de suelo se realizé en la primavera de 2017, antes de la

siembra. Para ello se recogié una porcién de suelo de aproximadamente un kilogramo, tras

separar los primeros 5 — 10 cm de la superficie.

Tabla 1. Localizacién de las parcelas en las que se recogieron las muestras de suelo
empleadas en el estudio.

Muestra Provincia Localidad  Poligono Parcela Coord. X Coord. Y
B.1 Badajoz Don Benito 25 231 251.835,36 4.325.123,60
B.2 25 334 251.780,62 4.325.484,05
H.1 Huesca San Miguel 12 567 259.265,99 4.629.495,54
H.2 del Cinca 12 568 259.302,26 4.629.586,69
H.3 13 47 258.551,75 4.629.822,04
H.4 13 231 257.732,42 4.628.400,57
V.1 Valencia Sueca 52 32 732.715,29 4.347.228,67
V.2 58 165 731.956,18 4.345.525,98
V.3 56 9 733.715,78 4.344.343,15
V.4 25 133 731.580,77 4.350.329,48
2.1 Zaragoza  Ejea delos 12 4 652.465,86 4.661.911,97
7.2 Caballeros 15 7 650.448,35 4.656.709,47
Z.3 105 10294 648.203,36 4.652.101,33
2.4 105 5153 647.652,45 4.659.856,37

Una vez en laboratorio, el suelo se colocé en bandejas plasticas (Figura 4A) para

secarlo al aire durante una semana, a temperatura ambiente (24°C + 2°C). Una vez secas, las

muestras se homogenizaron, se tamizaron empleando un tamiz de 0,8 mm y se prepard una

alicuota de 100 g, que se conservé en frascos de pldstico estériles (Figura 4B).

13



Material y métodos

Figura 4. Procesamiento en laboratorio de las muestras del suelo. A) Secado
al aire del suelo. B) Suelo seco y tamizado. C) Homogenizacidon de la
extraccién en vortex. D) Diluciones seriadas de cada muestra de extracto de
suelo. E) Incubacidén de las placas de medio tras la siembra de las muestras.

De todas las muestras de suelo seco y tamizado se prepararon diluciones para
determinar el pH y la conductividad eléctrica de las mismas. Para ello se colocaron en tubos
10 g de suelo, se anadieron 25 ml de agua destilada (diluciéon 1:2,5) y se incubaron en el
agitador durante 15 — 20 min y al terminar se midié el pH. Se afiadieron otros 25 ml de agua
(dilucién 1:5) y se agitaron los tubos manualmente durante 2 min, antes de determinar la
conductividad.

La extraccién de cepas fungicas de las muestras se realizé empleando 1 g de suelo en
9 mL de H,0 destilada estéril y mediante agitacion en vortex (Figura 4C). De cada alicuota se
realizaron diluciones seriadas 1:100 y 1:1000, y se sembraron (Figura 4D) con cada una tres
placas de medio PDA preparado de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Patata-
Dextrosa-Agar, Panreac Cultimed) y tres placas en medio selectivo para Trichoderma, TSM
(Tabla 2). Los componentes de este medio selectivo inhiben el desarrollo de bacterias y
principalmente hongos y oomicetos de crecimiento rapido (Askew & Laing, 1993) dando
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ventaja al crecimiento a Trichoderma spp. El aislamiento de colonias en PDA se realizd por
duplicado, en dos experimentos independientes.

Tabla 2. Composicion del medio selectivo para Trichoderma o
TSM (Askew & Laing, 1993).

Componentes Cantidad (g)
MgS04.7H,0 0,2
KoHPO4 0,9
KCl 0,15
NHaNO3 1
Rosa de Bengala 0,15
D(+)Glucosa 3
Agar 20
Biocidas a afadir tras el autoclavado:

Cloranfenicol 0,25¢g
Captan 80% 0,12¢g
Previcur (Propamocarb) 1,2mL

Las placas se incubaron en estufa a 24°C durante 4 dias en caso de PDA y 7 dias en
caso de medio TSM (Figura 4E). Todas las colonias que mostraron caracteristicas
morfoldgicas de Trichoderma se purificaron repicando una parte a una placa nueva de PDA.
De mismo modo, se repicd a PDA al menos una colonia de cada género fungico identificado
en las muestras.

3.2.- Identificacion microscdpica de las colonias fungicas aisladas

Las observaciones al microscopio de la morfologia del micelio se realizaron con aislados
cultivados en PDA a 24 °C en oscuridad durante 3 dias. Se hicieron preparaciones sobre
portaobjetos donde se colocd, con ayuda de una lanceta, una pequefia cantidad del micelio,
después se anadié una gota de agua destilada y se cubrid con la lamina de cubreobjetos con
cuidado para no almacenar burbujas. Con estas preparaciones se realizaron observaciones al
microscopio con diferentes aumentos.

Para la identificacidon morfoldgica de los aislados fungicos obtenidos se utilizaron las
claves especializadas (Barnett & Hunter, 1998).

Una vez identificadas a nivel de género las distintas colonias obtenidas, se realizaron
recuentos de cada placa para estimar la abundancia de los hongos aislados. Para ello se
determind para cada género flungico el nimero medio de colonias por placa, para cada
medio (PDA o TSM) y dilucién (1/100 o 1/1000).
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3.3.- Caracterizacion molecular de los aislados fungicos

El ADN gendmico se aislo de colonias jovenes de hongos (cuatro dias de crecimiento en PDA)
utilizando el kit Extract-N-Amp™ (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, EE.UU.) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Para ello en un tubo de 1,5 mL se dispusieron 20 plL de la
solucién “Extract” (o solucién de extraccion) a la que se afiadidé una pequena cantidad del
micelio del hongo recogido con una punta de micropipeta. A continuacién, la muestra se
incubd durante 10 minutos a 95 °C en un termobloque, agitando manualmente cada tubo a
los 5 minutos mediante suaves inversiones. Transcurrido ese tiempo, los tubos se colocaron
en un bloque de hielo y se anadieron a cada uno 20 uL de la solucién “Dilute”. Las muestras
se homogenizaron en vértex durante aproximadamente 30 segundos y finalmente se les dio
un “spin” en centrifuga (9000 rpm x 30 s) para separar el ADN de los restos del micelio. Las
muestras extraidas se almacenaron a -20 °C hasta su empleo.

Para la amplificacion mediante PCR de la regién del ITS1 e ITS2 del ADN ribosémico
de cada aislado fungico se utilizaron los cebadores ITS1 e ITS4 (White y col., 1990) que
flanquean las regiones ITS. La preparacion de las reacciones se realizé6 en condiciones de
esterilidad en una cabina de flujo laminar. Las reacciones contenian, en un volumen final de
50 pL

- 0,2 mM de los nucleétidos (dNTPs)

- 0,5 uM del cebador ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')

- 0,5 puM del cebador ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')

- 2,5U de ADN polimerasa: Kapa Taq (Kapa Biosystems, Sigma-Aldrich).
- 4 pL de ADN gendmico.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Applied Biosystems 9700. Las
condiciones de la reacciéon fueron: 6 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a54°Cy 1 mina 72 °C; finalmente, una extensiéon de 7 min a 72 °C.

Una alicuota de 12 pulL de cada reaccion se empled para comprobar las
amplificaciones, mediante electroforesis horizontal en gel de TBE y agarosa al 1%, a 90 V
durante una hora. El tamafio en pares de bases (bp) de los fragmentos obtenidos se estimd
con la escalera de peso molecular de 100 bp Gene Ruler (Fermentas). Los geles se tifieron
con bromuro de etidio para su visualizacion.

Los productos de amplificacion se secuenciaron empleando los dos cebadores (STAB
VIDA, Caparica, Portugal). Los cromatogramas recibidos se depuraron, y las secuencias
directa y reversa de cada muestra se alinearon para obtener una secuencia consenso de
cada aislado fungico. Cada secuencia se alineé mediante la herramienta BLAST contra la base
de datos  del NCBI (National  Center  for  Biotechnology  Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para identificar la especie por similitud de secuencia. Para
todas estas operaciones se empled el software integral Geneious (Kearse y col., 2012).
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4.- Resultados y discusion

A partir de las muestras de suelos de las 14 parcelas dedicadas al cultivo de arroz
incluidas en este estudio fue posible aislar e identificar morfolégicamente un total de 17
colonias de Trichoderma (Tabla 3), que crecieron tanto en placas con medio no selectivo
PDA (Figura 5A) (5 colonias) como en medio selectivo TSM (Figura 5B) (12 colonias). En
concreto se encontraron colonias de esta especie en las dos muestras tomadas en
parcelas de Badajoz, en tres de las cuatro parcelas de Huesca, en una parcela de
Valencia y en una de Zaragoza.

==

Figura 5. Colonias de Trichoderma (T) cultivadas en medio selectivo (A) y medio no
selectivo (B) a partir de las muestras de suelos arroceros.

Como se ha mencionado, las especies de Trichoderma tienen la capacidad de
crecer en suelos con una amplia gama de pH, aunque se encuentran mejor adaptadas a
pHs acidos. En nuestro caso, la mayor parte de las parcelas presentaron un pH bdsico
(Tabla 3), puesto que solamente la parcela 2 de Badajoz presentd un pH acido. Aunque
pudieron aislarse colonias de Trichoderma en los suelos bdsicos, el mayor nimero de
colonias se obtuvo precisamente en la parcela B.2, lo cual concuerda con la preferencia
de Trichoderma por los suelos acidos. En anteriores estudios realizados por nuestro
grupo de investigacion, se aislaron cepas de Trichoderma harzianum en suelos de
explotaciones truferas de Aragon (Solis Hidalgo, 2017), en los que los pHs son
mayoritariamente alcalinos.
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Tabla 3 Numero total de colonias de Trichoderma aisladas a partir
de 14 muestras de suelo procedentes de parcelas dedicadas al
cultivo de arroz en Badajoz (B), Huesca (H), Valencia (V) y Zaragoza
(2). Se presentan también los resultados de las determinaciones de
pH y conductividad de las muestras.

Muestra pH Conductividad Trichoderma
(ds m™) PDA  TSM
B.1 7,48 0,621 - 2
B.2 5,53 1,058 - 7
H.1 8,26 0,382 1 -
H.2 8,08 0,741 1 -
H.3 7,87 0,963 - -
H.4 7,81 1,343 1 3
V.l 7,76 1,530 - -
V.2 7,98 1,723 - -
V.3 7,86 0,902 - -
V.4 7,75 0,003 1 -
Z.1 8,08 0,897 - -
Z.2 8,13 0,676 1 -
Z3 8,21 1,000 - -
Z4 7,98 1,350 - -
Total 5 12

Otro dato llamativo en estos resultados es el de la conductividad
extremadamente baja del suelo de la parcela V.4, en el que sin embargo se pudo aislar
una colonia de Trichoderma (Tabla 3). Esta parcela es en realidad una laguna de la
Albufera de Valencia cubierta con aporte de suelo hace unos 300 afios (Dr. Luis
Marqués, comunicacién personal), que ademas permanece inundada unos 8 meses al
ano (desde octubre a enero y desde mayo a agosto) debido a su ubicacién.

Las 17 colonias de Trichoderma fueron cultivadas en placas de PDA y se pudieron
observar las diferencias en la forma de crecimiento del hongo (Figura 6). Se aisl6 ADN a
partir del micelio de cada colonia para su analisis molecular (Tabla 4). La secuenciacién
del fragmento ITS1 - ITS2 (Anejo 1) permitié identificar 15 colonias procedentes de
parcelas de Badajoz, Huesca y Valencia, como pertenecientes a la especie T. harzianum
(Figura 7A). Esta es la especie mas cosmopolita, ha sido aislada de diversos cultivos y
zonas geograficas (Samuels, 2006). También es una de las mds cominmente utilizadas
en el control biolégico de hongos, bacterias y oomicetos de plantas (Harman y col.,
2004). La Unica colonia aislada de una parcela de Zaragoza se identific6 como
perteneciente a la especie T. longibrachiatum (Figura 7B). Finalmente, una de las 5
colonias aisladas en suelos de Huesca fue identificada como perteneciente a la especie
T. saturnisporum (Figura 7C).
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Figura 6. Todas las colonias de Trichoderma aisladas de los suelos
arroceros con 21 dias de crecimiento en PDA.

Tabla 4. Especies de Trichoderma identificadas a partir de las secuencias de la regiéon ITS
obtenidas para cada colonia aislada de muestras de suelos empleando diluciones 1/100
y 1/1000, tanto en medio basico como en medio selectivo. Para cada secuencia se
muestra el porcentaje de similitud con la accesién de Genbank de mayor coincidencia.

Parcela Dilucién Medio de Nombre especie Accesion %
cultivo Genbank  Similitud
B.1 1/100 TSM Trichoderma harzianum KU935691 100,0
B.1 1/100 TSM Trichoderma harzianum KX421472 99,8
B.2 1/100 TSM Trichoderma harzianum / KY425721/ 100,0
Trichoderma aureoviride KJ610807
B.2 1/100 TSM Trichoderma harzianum KU935691 100,0
B.2 1/100 TSM Trichoderma harzianum KX421472 99,8
B.2 1/100 TSM Trichoderma harzianum / MG738308/ 100,0
Trichoderma aureoviride HQ596942

B.2 1/100 TSM Trichoderma harzianum KJ1767087 99,8
B.2 1/100 TSM Trichoderma harzianum KX421472 99,8
B.2 1/100 TSM Trichoderma harzianum KJ1767087 99,7
H.1 1/1000 PDA Thichoderma harzianum KR856225 100,0
H.2 1/100 PDA Trichoderma saturnisporum LM653121 100,0
H.4 1/100 TSM Trichoderma harzianum KX421472 99,8
H.4 1/100 TSM Trichoderma harzianum KX421472 99,8
H.4 1/100 TSM Trichoderma harzianum KX421472 99,8
H.4 1/1000 PDA Trichoderma harzianum MF671947 99,5
V.4 1/1000 PDA Trichoderma harzianum KU935691 100,0
.2 1/100 PDA Thichoderma longibrachiatum  LT707585 99,8
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Figura 7. Colonias de Trichoderma aisladas de suelos dedicados al cultivo de arroz
creciendo en medio PDA. Colonias de T. harzianum (A), T. saturnisporum (B) y T.
longibraquiatum (C).

Las especies Trichoderma longibrachiatum y T. saturnisporum son menos
conocidas, pero se han empleado en aplicaciones agricolas. Zhang y col. (2016)
demostraron la eficacia de la cepa T6 de T. longibrachiatum como promotor del
crecimiento vegetal para incrementar la tolerancia del trigo a estrés salino. Por su parte,
Didnez Martinez y col. (2015) encontraron que dos cepas de T. saturnisporum inhibieron
el crecimiento de ocho hongos fitopatdgenos, entre los cuales se ensayaron Fusarium
oxysporum, F. solani, Botrytis cinerea, Phytophthora parasitica y P. capsici. En este
trabajo se demostré que compuestos voldtiles y no volatiles de T. saturnisporum
suprimieron el crecimiento miceliar. Esta especie se ha aplicado también en sustratos
para mejorar el crecimiento de plantulas en vivero (Marin-Guirao y col., 2016). En
nuestro grupo de investigacion se estd testando el potencial de esta colonia de
Trichoderma como agente bioldgico.

Las secuencias de las 17 colonias de Trichoderma se alinearon (ClustalW) y se
encontraron 5 secuencias ITS diferentes entre las 15 colonias de T. harzianum obtenidas
en el estudio (Anejo 1).

Paralelamente al cultivo e identificacion de las colonias de Trichoderma, se
estudiaron las otras colonias fungicas que crecieron en las placas de PDA y TSM
sembradas con los extractos de suelo. Se determind el nimero medio de colonias por
placa para cada género fungico identificado morfolégicamente. En la Figura 8 se
muestran los valores obtenidos a partir de las 6 placas de medio PDA que se sembraron
con 2 extractos de cada muestra de suelo. Ademas de Trichoderma, en estas placas se
identificaron otros ocho géneros diferentes, de los cuales los mas frecuentemente
aislados fueron Cercophora (14 parcelas), Acremonium (13 parcelas), Mucor (12
parcelas) y Aspergillus (10 parcelas). Otros géneros fungicos menos comunes fueron
Alternaria (7 parcelas), Penicillium (7 parcelas), Mortierella (5 parcelas) y Stachybotrys,
del que sdlo se identificé una colonia en una parcela.
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Colonias aisladas en PDA (1/100)
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Figura 8. Nimero medio de colonias de distintos géneros fungicos aisladas en medio PDA empleando una dilucion 1/100 de extractos de suelos
arroceros (14 parcelas de cuatro localidades espafolas). Para cada género, valores con la misma letra no mostraron diferencias significativas de
acuerdo al test U de Mann-Whitney).
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Sin embargo, en medio selectivo para Trichoderma, como era de esperar, se
pudieron cultivar, a partir de 3 placas con este medio, solo otros 5 géneros de hongos
(Tabla 5). En concreto se identificaron colonias como pertenecientes a los géneros
Aspergillus (9 parcelas), Penicillium (8 parcelas), Mortierella (4 parcelas), Acremonium (1
parcela) y Alternaria (1 parcela). Todos los géneros fungicos identificados son comunes
en los suelos o sobre materia organica en descomposicion (Tiunov & Scheu, 1999; Wang
y col., 2015).

Tabla 5. NUumero medio de colonias por placa para cada género fungico identificado en
TSM tras inocular extractos de suelo (dilucién 1/100) de 14 parcelas dedicadas al cultivo
de arroz en Badajoz (B), Huesca (H), Valencia (V) y Zaragoza (Z).

Parcela Acremonium Alternaria Aspergillus Mortierella Penicillium Trichoderma

B.1 - - 1,0 0,3 1,0 0,7
B.2 - - 3,0 - 3,7 2,7
H.1 - - - - - -
H.2 0,7 - 0,3 - - -
H.3 - - 19,7 - - -
H.4 - - 3,3 3,0 - 1,0
V.1 - - - 0,3 - -
V.2 - - 0,3 - 5,7 -
V.3 - - 2,3 - 2,0 -
V.4 - - - - 03 -
2.1 - - - - 2,3 -
.2 - 0,7 1,7 - 0,7 -
23 - - - - 2,7 -
2.4 - - 3,0 - - -

Los datos del conteo de colonias en placas con PDA (Figura 8) fueron sometidos a
analisis estadistico empleando el programa SPSS (IBM Statistics, EEUU). En primer lugar,
se realizé la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnoff y se encontré que la
distribucién de los valores obtenidos no seguia una distribucién normal, por lo que la
variabilidad se analiz6 mediante una prueba no paramétrica, el test H de Kruskal-Wallis.
Esta prueba determind que existieron diferencias significativas entre las 14 parcelas
analizadas para la distribucién de cuatro géneros de hongos: Acremonium (P = 0,012),
Aspergillus (P < 0,001), Mucor (P < 0,001) y Penicillium (P < 0,001), mientras que este
analisis no detectd diferencias significativas para los géneros menos frecuentes:
Alternaria (P =0,074), Cercophora (P = 0,078), Mortierella (P = 0,120) y Trichoderma (P =
0,516). Para estudiar la existencia de diferencias significativas entre los promedios de las
parcelas se realizé el test U de Mann-Whitney, el cual determind que existia mayor
abundancia del género Acremonium en los cuatro suelos de la provincia de Valencia y en
un suelo de la provincia de Zaragoza, mientras que en el caso de Aspergillus, se encontré
mayor abundancia en tres de los suelos procedentes de la provincia de Valencia, en un
suelo de la provincia de Huesca y en un suelo de la provincia de Zaragoza. La mayor
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presencia del género Mucor se encontro en los dos suelos de la provincia de Badajoz, en
los cuatro de la provincia de Huesca y en uno de la provincia de Zaragoza. Por ultimo, la
mayor presencia de Penicillium se observd en un suelo de la provincia de Zaragoza y en
uno de la provincia de Valencia. Se obtuvieron resultados similares cuando se analizaron
los datos del nimero medio de colonias por placa en las siembras con extracto 1/1000
(datos no mostrados).

De cada género fungico identificado morfolégicamente se repicé a PDA al menos
una colonia y se aisld6 su ADN para corroborar su identificacion mediante la
secuenciacion de su regidon ITS. La Tabla 6 recoge las especies fungicas que se
determinaron en estos analisis.

Tabla 6. Especies fungicas identificadas de los suelos de arroz de las cuatro provincias
estudiadas. Para cada aislado se muestra el porcentaje de identificacion de pares de
bases y la accesion al Genbank.

Parcela Dilucion Medio de Nombre especie Accesién %
cultivo Genbank Similitud
B.1 1/100 PDA Mucor cincinelloides KT336541 98,6
B.2 1/100 TSM Aspergillus niger MG250397 100
H.2 1/100 TSM Acremonium sclerotigenum KT878352 99,7
H.3 1/100 TSM Aspergillus alabamensis KU933439 98,2
H.3 1/100 TSM Aspergillus carneus NR_135402 99,8
H.3 1/100 TSM Aspergillus niveus IN246071 100
' (sin. Fennellia nivea) (FJ155814)
H3 1/100 TSM Aspergillus niveus KP131610 99,8
) (sin. Fennellia nivea) (FJ155814)
H.3 1/100 TSM Aspergillus terreus KU594266 99,5
H.4 1/1000 PDA Cercophora coprophila KT224861 99,6
V.1 1/100 PDA Mortierella alpina EU918703 99,4
V.2 1/100 TSM Penicillium samsonianum MF446622 99,4
V.2 1/1000 Cercophora coprophila KT224861 99,6
V.3 1/100 TSM Penicillium halotolerans NR_ 1111812 100
1/1000 PDA Stachybotrys cf. elegans KP256004 100
V.3 (sin. Achroiostachys (KU845804)
aurantispora)
V.4 1/100 TSM Penicillium chrysogenum KT071714 100
1/100 TSM Alternaria alternata / MF575850/ 100
79 Alternaria arborescens / KU293592/
' Alternaria daucifolii / MG250392/
Alternaria gaisen KU204746
Z.2 1/100 TSM Aspergillus oryzae KP278179 99,8
Z.4 1/100 TSM Aspergillus tamarii KP165434 100
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Respecto a las especies fungicas identificadas en las parcelas de nuestro estudio,
podemos destacar, que Acremonium sclerotigenum (Figura 9A) se considera un
patogeno del suelo cuyos esclerocios son muy resistentes a condiciones adversas,
permitiendo que el hongo sobreviva un periodo prolongado en el suelo (Mirtalebiy col.,
2017).

Por su parte, los hongos del género Alternaria contaminan las frutas, verduras y
cereales. A. alternata (Figura 9B) produce varias micotoxinas diferentes que pueden ser
ingeridas tanto por el ganado como por los humanos (Brzonkalik y col., 2011). En Pakistan
se identificd a la especie A. arborescens (Figura 9B) como la causante de manchas foliares
de arroz (Akhtar y col., 2014), mientras que A. gaisen (Figura 9B) tiene el potencial de
decolorar el efluente de destileria (Pant & Adholeya, 2007).

Las especies de Aspergillus pueden aislarse de multitud de habitats como suelo,
restos de plantas, compost y hojarasca (Sathiya Seelan y col., 2009). Por ejemplo, A.
alabamensis (Figura 9C) se aislé de una rama de madera muerta y se estudid su posible
actividad contra insectos (Krausert y col., 2015). Las especies A. carneus (Figura 9D) y A.
terreus (Figura 9E) se aislaron de manglares de las Islas Borneo (Sathiya Seelan y col.,
2009). Por otro lado, las especies A. niveus (Figura 9F) y A. niger (Figura 9G) son
utilizadas para producir enzimas biotecnoldgicamente importantes en las industrias de
alimentos y bebidas (Fernandes y col., 2017; Schuster y col., 2002). En Japdn A. oryzae
(Figura 9H) es tradicionalmente utilizado para la produccidon de alimentos y bebidas
fermentados, por su capacidad de secretar grandes cantidades de proteinas (Machida y
col., 2005). La especie A. tamarii (Figura 9J) forma complejos enzimaticos que pueden
ser de gran importancia en la industria del almidén (Banjo y col., 2014).

Los hongos coprofilos juegan un papel importante en la descomposicion de
materiales fecales, flujo de carbono y ecosistema energético. Entre ellos, Cercophora
coprophila (Figura 9K) es la especie mas comun y ampliamente distribuida (Mustafa &
Abdullah, 2011).

La especie Mortierella alpina (Figura 9L) se usa para la produccion a gran escala
de una variedad de acidos grasos poliinsaturados (Sakuradani & Shimizu, 2009). Mucor
circinelloides (Figura 9M) también tiene gran interés biotecnoldgico, ya que su micelio es
una materia prima adecuada para producir biodiesel por transformacidon directa de sus
lipidos (Gutiérrez y col., 2011).

Los hongos de la seccién Chrysogena del género Penicillium son principalmente
habitantes del suelo. Una de las especies mas conocidas es P. chrysogenum (Figura 9N)
por su importancia en la producciéon de penicilina y como contaminante de diversos
alimentos (Houbraken y col.,, 2012). Otra de las especies de esta seccion es P.
halotolerans (Figura 9N), fue afiadida recientemente (Houbraken y col., 2012). La

especie P. samsonianum (Figura 90) de la seccion Osmophila se aislé del suelo, aunque
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se desconoce su habitat primario y de ella se determiné la produccién de patulina, una
toxina fungica que aparece en fruta dafiada (Houbraken y col., 2016).

Por ultimo, la especie Stachybotrys cf. elegans (Figura 9P) es un fuerte agente
antagoénico contra Rhizoctonia solani, un hongo patégeno que afecta a varias especies
vegetales, como la patata (Wangy col., 2015).

i e . g

Figura 9. Especies fungicas aisladas a partir de los suelos arroceros que crecieron
en medio PDA: Acremonium sclerotigenum (A), Alternaria alternata (B), A.
arborescens (B), A. gaisen (B), Aspergillus alabamensis (C), A. carneus (D), A.
terreus (E), A. niveus (F), A. niger (G), A. oryzae (H), A. tamarii (J), Cercophora
coprophila (K), Mortierella alpina (L), Mucor circinelloides (M), Penicillium

chrysogenum (N), P. halotolerans (N), P. samsonianum (O), Stachybotrys cf.
elegans (P).
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5.- Conclusiones

1.

Se consiguid aislar 17 colonias del género Trichoderma de suelos dedicados al cultivo de
arroz, en concreto en 9 de las 14 parcelas y en las 4 provincias muestreadas (B, H, V, Z).
La presencia de Trichoderma se detectd en suelos con mayoritariamente un pH basico.
Sin embargo, el mayor numero de colonias se aislaron precisamente en la Unica parcela
con pH acido, lo cual concuerda con la preferencia de Trichoderma por estos tipos de
suelos.

Las colonias de Trichoderma crecieron tanto en el medio selectivo (12) como en el
medio no selectivo (5), aunque en este Ultimo en menor cantidad.

Se identificaron morfoldgica y molecularmente tres especies diferentes pertenecientes
al género Trichoderma: T. harzianum (15 colonias), T. longibrachiatum (1 colonia) y T.
saturnisporum (1 colonia). T. saturnisporum es una especie poco conocida hasta el
momento, pero los estudios existentes indican que puede tratarse de un nuevo vy
potente agente de control bioldgico.

Entre las 15 colonias de T. harzianum obtenidas en el estudio se encontraron 5
secuencias ITS diferentes.

Ademas, en este trabajo se han identificado colonias fungicas de 18 especies
diferentes pertenecientes a otros 8 géneros fungicos presentes en suelos de arrozales:
Acremonium sclerotigenum, Alternaria alternata, A. arborescens, A. daucifolii y A.
gaisen, Aspergillus alabamensis, A. carneus, A. niveus, A. oryzae, A. tamarii y A.
terreus, Cercophora coprophila, Mortierella alpina, Mucor circinelloides, Penicillium
samsonianum, P. halotoleransy P. chrysogenum y Strachybotrys cf. elegans. Algunas de
estas especies tienen importancia en la industria agroalimentaria o como agentes de
control bioldgico, siendo varias de ellas fitopatogenas.
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ANEJO 1. Alineamiento (ClustalW) de las 17 secuencias de Trichoderma identificadas en este

trabajo.
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______________________________________ CCTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
__________________________________________________ GACCTGCGGA
______________________________________ CCTCCGTAGGGTGACCTGCGGA
___________________________________________________ ACCTGCGGA
___________________________________________________ ACCTGCGGA
_______________________________________ CTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
TCTTTGGTCTTTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGA
_________________________________________________ GGACCTGCGGA
________________________________________ TCCGTAGGTGAACCTGCGGA
______________________________________ CCTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
________________________________________ TCCGTAGGTGAACCTGCGGA
_________________________________ GGGGCCCTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
______________________________________ CCTCCGTAGGTGAACCTGCGGA

Trichoderma harzianum

saturnisporum

-------------------------------------- CCTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
------------ TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGA

GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTYCCAAACCCCAATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCC
GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCAATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCC

TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGA
TCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGA

T. longibrachiatum TTT
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GGACCAAC--CAAACTCTTTTTCTCTCTCCGTCGCGGCTCC-GTCGCGGCTCTGTTTTAT
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TTATAATCTGAGCCTT-CTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTT
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CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGCAAATGCGATAAGTAAT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
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GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
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TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGC
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGE
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGE
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGE
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGL
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGE
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GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCCCTC---ACCGGGGCCGCCCCCGAAATCCAGTGGCGGTCTCGCCG
GTTGGGGATCGGCCCC-TC---ACCGGG-CCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
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CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCG
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TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TTAAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TAAAACACCCCAAACT-CTGAAATGT-GACCTCGGATCAG-TAGAACCT ————==————-
TAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
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TAAGCATATCAATAAGCGGAGGA--
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGA--
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAC
TAAGCATATCA-TAA-—————————
TAAGCATATCA-TAA-—————————
TAAGCATATCA-TAA-————————-
TAAGCATATCA-TA-—————————-
TAAGCATATCAATAAG-———————-—
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA-
TAAGCATATCA-TAA-—————————
TAAGCATATCA-TA-—————————-
TAAGCATATCAATAACGGGA-———-
TAAGCATATCAATAAG-———————-—
TAAGCATATCAATAAG-———————-
TAAGCATATCAATAAGC-——————-

TAAGCATATCAATAAGCCGGAGGA-
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