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Resumen

Los nematodos fitopatogenos y en particular los agalladores causan graves pérdidas al tomate,
un cultivo de gran importancia econémica en Espana, la Union Europea y en todo el mundo. El ma-
nejo de enfermedades por nematicidas quimicos y fumigantes esta muy limitado por la prohibicién en
la Unién Europea y a escala mundial del uso de muchos nematicidas quimicos y de fumigantes como
el bromuro de metilo. Los suelos supresivos a nematodos son ejemplos de control biolégico natural
que incluyen antagonistas de nematodos con potencial para su uso en el manejo de dichos patégenos
vegetales. Nuestro grupo posee una dilata experiencia en estudio de la biologfa y en particular en el
analisis del modo de accién del hongo parasito de huevos de nematodos, Pochonia chlamydosporia.
En este articulo incluimos un resumen de nuestros estudios sobre presencia de P. chlamydosporia en
suelos agricolas. A continuacion abordamos el estudio de aspectos celulares y moleculares de la infec-
ci6n de huevos de nematodos por P. chlamydosporia. Nuestro grupo fue pionero al demostrar que los
hongos nematéfagos se comportan como endofitos colonizando las raices de mono y dicotiledéneas.
Recientemente hemos secuenciado el genoma de P. chlamydosporia. El estudio de sus relaciones filo-
genomicas y el analisis de sus familias génicas apoyan el comportamiento multitréfico del hongo. Fi-
nalmente aportamos nuestros resultados del analisis metabolémico de la interaccién tomate-nematodo
agallador-P. chlamydosporia. Nuestra actual hipotesis de trabajo es que el estudio de dicha interaccion
por técnicas de analisis molecular masivo abren nuevas vias al manejo sostenible de nematodos blo-
queando su comunicacién con la planta y activando o modulando las defensas de los cultivos por
hongos antagonistas como P. chlamydospotia.

Los nematodos agalladores causan grandes pérdidas al cultivo del tomate

Los nematodos fitopatégenos causan en la produccion agricola un dafio anual estimado en 80
mil millones de délares (Nicol et al, 2011), entre ellos destacan los nematodos formadores de quis-
tes y los nematodos agalladores. Los nematodos agalladores son patégenos con un amplio rango de
huéspedes que incluye la mayoria de los cultivos de importancia econémica global (Jones et al., 2013).
Espana es el segundo productor de tomate (Solanum lycopersicum) de la Unién Europea con un
rendimiento de 3770.8 toneladas en 2013 (EUROSTAT, 2014). Uno de los principales dafios que sufre
el tomate son las enfermedades especialmente por nematodos agalladores. Tradicionalmente se han
aplicado nematicidas quimicos y fumigantes como el bromuro de metilo para el manejo de nematodos
fitopatogenos. El uso de bromuro de metilo se limité bajo el protocolo de Montreal por ser una sus-
tancia que dafa la capa de ozono. Entre las alternativas a los nematicidas quimicos destaca el uso de
agentes de control biol6gico, como los hongos nematéfagos.

Pochonia chlamydosporia esta presente en suelos agricolas

Existen suelos agricolas en los que los nematodos no proliferan debido a su microbiota (Stit-
ling, 2014). Se han aislado de dichos suelos supresivos hongos nematéfagos parasitando quistes y
huevos de nematodos (Yang et al., 2012). El hongo nemat6fago Pochonia chlamydosporia (Goddard)
Zare & Gams es un parasito facultativo de huevos y hembras de nematodos formadores de quites y
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de nematodos agalladores (Kerry, 2000). El hongo fue asociado por primera vez con Heterodera spp.
en 1974 (Willcox & Tribe, 1974). Posteriormente se ha descrito a escala mundial en suelos supresivos a
Heterodera spp. (Stirling and Kerry, 1993; Olivares-Bernabeu et al., 2002) y a Meloidogyne spp. (Bent
et al., 2008). P. chlamydosporia esta presente en todo el mundo y puede sobrevivir de forma sapro-
trofica en ausencia de los nematodos huéspedes. Nuestros trabajos con P. chlamydosporia en campo
comenzaron con un muestreo de suelos con monocultivos de cereales en Escocia para la prospeccion
de antagonistas de H. avenae. Para dicho estudio desarrollamos medios con aditivos para limitar el
crecimiento de colonias fungicas a partir de huevos infectados (Lopez-Llorca & Duncan, 1986). Pu-
dimos comprobar la presencia mayoritaria de P. chlamydosporia infectando huevos y su papel como
agente supresor de poblaciones naturales de H. avenae (Boag & Lopez-Llorca, 1988). Estos resul-
tados estaban en concordancia con el papel fundamental del hongo como causa de supresividad en
suelos ingleses descubierto previamente por el grupo del Prof. B. Kerry, en Rothamsted. En Espafia
(Tomejil, Sevilla) en colaboracién con la Dra. J. Paez (Servicio de Proteccion de los Vegetales, Junta
de Andalucfa) comprobamos la presencia de P chlamydosporia infectando también a H. avenae en
campo. Por supuesto, las caracteristicas fisiologicas de los aislados escoceses y sevillanos fueron muy
diferentes (p.ej. P. chlamydosporia ATCC No. MYA-4875 resiste 40°C, temperatura letal para aislados
escoceses de P. chlamydosporia). Posteriormente ampliamos nuestros estudios a cerca de 70 suelos con
nematodos, fundamentalmente de quistes y agalladores de toda Espana, de los que 13% mostraron
hongos oviparasitos. EI hongo mas frecuente (90% de las muestras infectadas) fue P. chlamydosporia
var. chlamydosporia. También aparecieron Lecanicillium lecanii y Paecilomyces lilacinus pero en me-
nor cuantia. La mayorfa de aislados fueron de nematodos de quistes (H. avenae 6 H. schachtii). Todos
los aislados de P. chlamydosporia mostraron elevada actividad proteolitica y virulencia in vitro sobre
huevos de Meloidogyne javanica. Un estudio posterior en invernaderos con nematodos agalladores de-
tecté también la presencia de P. chlamydosporia, aunque su incidencia en el parasitismo fue menor del
5% (Verdejo-Lucas et al., 2002). Estos resultados indican que los agroecosistemas contienen hongos
oviparasitos como P chlamydosporia con potencial como agentes de control biologico de nematodos
fitopatogenos.

Pochonia chlamydosporia: Modo de acciéon sobre nematodos

P. chlamydosporia forma apresorios sobre la superficie de los huevos de nematodos (Lopez-
Llorca & Claugher, 1990; Escudero & Lopez-Llorca, 2012), con los que se adhiere a la misma y co-
mienza su infeccion. Estas estructuras se diferencian también sobre superficies artificiales con elevada
hidrofobicidad (LLopez- Llorca et al., 2002). Los apresorios generan una matriz extracelular adhesiva,
probablemente de naturaleza glicoproteica (Lopez-Llorca et al., 2002). La cubierta de huevos de ne-
matodos esta formada por microfibrillas de quitina en una matriz proteica amorfa (Clarke, Cox &
Shepherd, 1967; Wharton, 1980). Las proteasas son el principal grupo de enzimas que el hongo utiliza
para penetrar los huevos de nematodos (Morton et al., 2003). Dichas proteasas son capaces de degra-
dar proteinas de la cubierta de huevos de Globodera pallida (Lopez-Llorca, 1990). Su localizacion en
apresorios de Pochonia spp. infectando huevos de nematodos apoya su papel como determinantes
de patogenicidad (Lopez-Llorca & Robertson, 1992). Mediante técnicas inmunologicas y de secuen-
ciaciéon se ha comprobado que las proteasas de Pochonia spp. son similares a las de las del hongo
entomopatogeno Metarhizium anisopliae (Segers et al., 1995; Larriba et al., 2012). Las quitinasas de
Pochonia spp. actian de forma cooperativa con las proteasas para degradar la cubierta de los huevos
de los nematodos (Tikhonov et al., 2002).

P. chlamydosporia como endoéfito de raices de cultivos

P. chlamydosporia se comparta como endofito de importantes plantas cultivadas como el to-
mate y la cebada (Bordallo et al., 2002). El hongo elicita defensas bioquimicas y estructurales de las
plantas (Macia-Vicente et al, 2009; Escudero & Lopez-Llorca, 2012) promoviendo el crecimiento
radicular (Monfort et al., 2005, Zavala et al., 2014 en revision). La colonizacién endofitica de raices
puede suponer una estrategia de supervivencia de P. chlamydosporia en el suelo evitando la falta de
receptividad (Monfort et al, 20006). L.a competencia rizosférica de P. chlamydosporia varia con los
aislados (Bourne et al., 1996, Bourne & Kerry 1999). Pochonia spp. expresa durante la colonizacién
endofitica radicular proteasas implicadas en el parasitismo de huevos de nematodos, en ausencia de los



mismos (Lopez-Llorca et al., 2010). Por ello, el endofitismo podria ser, ademas, una estrategia adecuada
para implementar el control biolégico/IPM de nematodos fitopatdgenos.

El genoma de P. chlamydosporia

Recientemente hemos secuenciado y analizado funcionalmente el genoma del aislado de P. chla-
mydosporia obtenido de suelos supresivos de Sevilla (citado anteriormente) (Larriba et al, 2014). El
genoma del hongo, como ya habiamos indicado con sus proteasas presenta una alta similitud con el del
hongo entomopatégeno M. anisopliae, indicando un posible origen comun del parasitismo fingico de
ambos grupos de invertebrados. El comportamiento endofitico del hongo esta justificado también por la
similitud de su genoma con el de otros hongos endéfitos (no nematoéfagos). Finalmente, la expansion en
el genoma de P. chlamydosporia de familias de enzimas hidroliticas como las proteasas y las glicosidasas
evidencia de nuevo el comportamiento multitréfico de este versatil agente de control biolégico.

Analisis metabolémico de la interaccion tomate-nematodo agallador-P. chlamydosporia

Las plantas exudan por sus raices una gran diversidad de compuestos organicos (Vivanco et al.
2002) que utiliza la microbiota de la rizosfera como senales (Koltai et al., 2012). Por ello, es posible en el
caso de los nematodos fitopatogenos como Meloidogyne spp. modular dichas sefiales para su manejo. A
continuacion se muestra nuestro estudio de las interacciones: tomate, nematodo agallador M. javanica y
hongo nematéfago P. chlamydosporia, utilizando aproximaciones metabolémicas.

Materiales y métodos

Inoculacién de plantulas de tomate con P. chlamydosporiay M. javanica

El hongo parasito de huevos de nematodos P. chlamydospotria, aislado Pc123 (ATCC No. MYA-
4875) se obtuvo a partir de huevos infectados de H. avenae en el suroeste de Espafa (Olivares-Bernabeu
y Lopez-Llorca 2002). El nematodo agallador M. javanica se obtuvo a partir de una poblaciéon de campo
(Escudero y Lopez-Llorca 2012) y se multiplicé en plantas de tomate (cv. Marglobe) susceptibles al ne-
matodo. Las masas de huevos del nematodo se recogieron manualmente a partir de raices infectadas que
se esterilizaron superficialmente (McClure et al. 1973). Los juveniles obtenidos (J2) obtenidos de huevos
esterilizaron superficialmente y se guardaron a 25°C en oscuridad, hasta su eclosion.

Semillas de tomate esterilizadas en superficie se sembraron sobre medio germinador y se incu-
baron a 25 °C en oscuridad durante 7 dfas (Bordallo et al. 2002). Las plantulas de tomate obtenidas se
inocularon con P. chlamydosporia (Escudero & Lopez-Llorca 2012) y a los 15 dias con 100 juveniles (J2)
de M. javanica por planta. Siete dias mas tarde, se tomé una submuestra de 10 plantas por tratamiento.
Las plantas restantes (10 por tratamiento) se crecieron como se ha indicado durante un periodo total de
00 dias (Escudero y Lopez-Llorca 2012). Las abreviaturas de todos los tratamientos son las siguientes:
plantas de tomate (To), plantas de tomate inoculadas con P. chlamydosporia (To + Pc), plantas de tomate
inoculadas con M. javanica (To + Mj) y plantas de tomate inoculadas con P. chlamydosporia'y M. javanica
(To + Pc + Mj).

Recoleccion de los exudados radiculares

El sustrato de cada planta se incubé con 50 ml de agua destilada estéril en agitacién durante 2 min
a temperatura ambiente. Tanto los exudados de las raices para evaluar el efecto de la invasioén de juveniles
(plantas de 32 dias) como los exudados para evaluar el final del ciclo de M. javanica (plantas de 60 dias)
se recogieron, centrifugaron 5 min a 11.180 g y los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta su uso
posterior.

Analisis de fluorescencia

Se obtuvieron espectros de fluorescencia (EEM) a partir de los extractos acuosos de cada uno
de los exudados radiculares. El rango de longitud de onda de emision (Em) se f1j6 entre 220 y 460 nm,
mientras que el rango de longitud de onda de excitacion (Ex) fue de 220 a 350 nm.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
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Parte de los exudados de la raiz (20 ml) se liofilizaron y se resuspendieron en 1 ml de agua ul-
trapura para concentrar la muestra. 550 ul de estos exudados concentrados de rafz se colocaron en un
tubo de RMN de 5 mm con 50 ul de agua deuterada con 0,75 % 3-(trimetilsilil) propionico-2,2,3,3-d4
de 4cido de sal sédica (TSP). Los espectros se referenciaron al TSP a 0.00 ppm. Los experimentos se
realizaron en un espectrometro Bruker Avance 400 MHz. Los espectros de 1H RMN se normalizaron
y transformaron en ASCII utilizando el Software MestReC (Santiago de Compostela, Espafia) y se
alinearon utilizando icoshift (version 1.0, disponible en www.models.kvl.dk ) ( Savorani et al. 2010).

Cromatografia liquida de alto rendimiento Espectrometria de masas (HPLC - ESI — MS)

El analisis por HPLC - ESI - MS se realiz6 con un equipo Agilent 1100 (Santa Clara, CA).
El sistema de HPLC se acoplé a un Agilent 1100 Series LC/MSD Trampa SL. El espectrometro de
masas se utiliz6 en modos ESI positivo y negativo, y el voltaje de pulverizacion idnica se fij6 en 4 kV.

Analisis estadistico

Después de procesar los datos de 1TH RMN y HPLC -MS (Marhuenda - Egea et al. 2013)
elegimos un método sin supervisar, concretamente el analisis de componentes principales robusto
(ROBPCA), en lugar del modelo de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) por el tamafo
muestral.

Resultados

Espectros de fluorescencia de exudados radiculares de tomate

El analisis factorial paralelo (PARAFAC) resolvié los espectros de fluorescencia (EMM) en
2 componentes principales quimicamente significativas. El Componente 1 agrupé tres posibles fluo-
réforos de 315/438 , 265/438 y 240/438 nm correspondientes a compuestos fendlicos de alto peso
molecular similares a los acidos himicos y falvicos (Bertoncini et al 2005). El Componente 2 inclu-
y6 dos posibles fluoréforos de 280/336 y 230/336 nm correspondientes a aminoacidos arométicos
como el triptéfano y la tirosina (Chen et al, 2003). La intensidad del Componente 1 para todas las
muestras fue mayor que la del Componente 2. Los espectros de EMM de exudados tempranos de rai-
ces de tomate fueron similares independientemente del tratamiento. Por el contrario, los espectros de
los exudados radiculares finales mostraron diferencias para el componente 2, sobre todo en exudados
de raices de plantas inoculadas con M. javanica (Fig. 1). Los exudados de los tratamientos de To+Mj y
To+Pc+Mj contenian significativamente (p<<0,05) mas compuestos con aminoacidos aromaticos que
los de las raices de To y To+Pc.

To To +Pc

)

Escitation (nm) Emiiim (o) Excitation (re) Emisions (rm)

Figura 1.- Espectro de fluorescencia de exudados radiculares finales de tomate (To), tomate inoculado con P.
chlamydosporia (To + Pc), tomate inoculado con M. javanica (To + Mj) y tomate inoculado con P. chlamydosporiay M.
javanica (To + Pc + Mj). (Figura modificada de Escudero et al., 2014).



Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (IH RMN) de exudados de raices de tomate

En la Figura 2 se muestra, por 1H RMN, el efecto de la infecciéon por M. javanica en la rizode-
posicion del tomate. Las muestras se agruparon principalmente por la presencia de nematodos en los
exudados radiculares tempranos y finales. Los metabolitos que mas contribuyeron a esta separacién en
los tempranos fueron el acetato (n°5), un pico sin asignar en la regiéon aromatica (n° 22), el lactato (pico
n° 2) y la regién de los azucares/polialcoholes (II). En los exudados radiculares finales se encontraron
diferencias debidas a la presencia del nematodo en las raices en las regiones de aminoacidos/4cidos ot-
ganicos (I) y de azucares/polialcoholes (II), y un aumento en la intensidad de las sefiales se encontré en
la regién fenodlica/aromatica (entre 6,5 y 7,5 ppm) y mas concretamente el pico no. 22. Este resultado
esta en concordancia con los datos de fluorescencia (Fig, 1).

a

22

Figura 2. Espectros de exudados
radiculares tempranos de 1H RMN
de tomate (a) y tomate inoculado
con M. javanica (b). Las regiones
del espectro son: (I) aminodcidos
y acidos organicos, (ll) azlcares y
polialcoholes y (lll) compuestos
157 aromaticos. (Figura modificada de
Escudero et al., 2014).
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3.3 HPLC-MS de los exudados de raices de tomate
Las sefiales m/z obtenidas por HPLC-MS diferentes a las de exudados radiculares de tomate no
inoculados (p<0,05) se clasificaron utilizando diagramas de Venn (Fig. 3).

Total Menor Mayor

intensidad intensidad . i . -
Figura 3.- Diagramas de Venn clasificando las sefiales de

HPLC-Ms de los exudados radiculares tempranos (a-c)
y finales (d-f) con diferencias significativas respecto a
las sefiales de plantas de tomate. Tratamientos: tomate
inoculado con P. chlamydosporia (To + Pc), tomate
inoculado con M. javanica (To + Mj) y tomate inoculado
con P. chlamydosporia y M. javanica (To + Pc + Mj).
(Figura modificada de Escudero et al., 2014).

T+ P+ W TaosPosM|

e)m. i

d)m-M ﬂTn'MI

Finales

+Pe by P  Fo sl

La rizodeposicién temprana incluyé 16 sefiales m/z y la tardia 25 con intensidades diferentes a
los controles. Ademas, en los exudados tempranos todos los tratamientos mostraron diferencias en al-
guna de las m/z respecto a los exudados de tomate sin inocular. Por el contrario, en los exudados finales
s6lo los tratamientos con M. javanica mostraron diferencias significativas respecto a los controles.

En los exudados radiculares tempranos se encontraron cinco sefiales m/z (130, 235, 235b, 263 y
343,9 m/z) asociadas con la presencia de M. javanica. Dos de ellas (130b y 263) estaban asociadas con la
presencia tanto de M. javanica como de P. chlamydosporia. Sélo una sefial m/z (174,8) fue diferente en
los exudados tempranos de P. chlamydosporia. Por el contratio, todas las sefiales m/z en los exudados
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finales se asociaron a la presencia de M. javanica. Dos de las sefiales m/z (235 y 235b) también estuvie-
ron presentes en los exudados de raices tempranas. En cuanto a la intensidad en exudados de las raices
tempranas hubo sefales que se redujeron respecto a las raices no inoculadas (56 %). Por el contrario ,
en los exudados de raiz tardias la mayoria (64 %) sefiales m/z se incrementaron en los tratamientos con
M. javanica.

Discusion

En este trabajo se ha utilizado un enfoque metabolémico combinado (EMM, 1H RMN y HPLC-
MS) para analizar la rizodeposicion de plantas de tomate infectadas por M. javanica e inoculadas con el
hongo nematéfago P. chlamydosporia. La presencia del nematodo M. javanica en la rizosfera fue el factor
que influyé mas el perfil metabolémico de exudados de raices de tomate. Los nematodos fitopatégenos
(PPN) son capaces de manipular las vias de desarrollo de la planta (Gheysen & Mitchum 2011). Por lo
tanto, los nematodos responden a los metabolitos de la raiz y, a su vez modifican la rizodeposicién (Kol-
tai et al. 2012; Teixeira-Machado et al. 2012).

En nuestro estudio, se establecieron los tiempos de muestreo para incluir raices infestadas con
M. javanica en el momento de su invasion (exudados tempranos) y en el momento de la formaciéon de
agallas (exudados finales). Cuando se analizaron fluorométricamente exudados radiculares tempranos el
analisis de componentes principales no agrupé las muestras por tratamientos. Sin embargo el PC1 de los
datos de 1H RMN indicaron que exudados radiculares tempranos infestados con nematodos
se caracterizaron por un gran aumento de acetato, una reduccion de lactato y de un compuesto aroma-
tico sin asignar (pico no. 22). Este perfil metabolémico ilustraria la rizodeposicion correspondiente al
reconocimiento de la rafz por parte del nematodo y su penetracion y desarrollo de sitios de alimentacion
(Hofmann et al. 2010). Los espectros de fluorescencia EEM de los exudados radiculares finales con
nematodos (inoculados o no con P. chlamydosporia) mostraron un aumento en COMPUEStOs aromaticos
(Chen et al. 2003) respecto a las raices sin M. javanica. Pueden tratarse tanto de péptidos que incluyan
aminoacidos aromaticos (tales como triptéfano y tirosina) como de los propios aminoacidos. Se han
descrito previamente aminoacidos aromaticos en exudados de raices de tomate (Vivanco et al. 2002).
El papel de estos compuestos aromaticos es desconocido aunque podrian ser defensas vegetales. Se ha
encontrado que los exudados radiculares pueden inhibir la eclosién de huevos asi como la penetraciéon de
juveniles de M. javanica en las raices (Tanda et al. 1985). Estas posibles defensas del tomate en nuestro
caso podrian no haber afectado a la eclosién/invasion, ya que se incrementaron en exudados de raices
al final de la formacion de las agallas. La razén de ello serfa que la variedad de tomate utilizada en este
estudio es altamente susceptible a Meloidogyne (Bendezu 2004). En un estudio metabolémico de rafces
infectadas por el nematodo formador de quistes Heterodera schachtii en Arabidopsis thaliana, se incre-
mento la cantidad de aminoacidos en los sincitios inducidos por el nematodo (Hofmann et al 2010.).
Pudimos identificar en un perfil 1H RMN acidos organicos tales como acetato, malato, lactato, succinato
y acido férmico algunos de los cuales se habian reportado previamente en los exudados de raices de to-
mate (Kamilova et al. 20006). Los aminoacidos, glucosa, malato y otros metabolitos detectados en nuestro
estudio por 1H RMN, son probablemente esenciales para la nutriciéon de nematodos (Baldacci-Cresp et
al. 2012). Alternativamente, los aminoacidos aromaticos podrian ser parte de hormonas peptidicas de
la planta (CLEs). Las CLEs pueden simularse por efectores del nematodo (Gheysen y Mitchum 2011).
Por lo tanto, el aumento en las sefiales fluorescentes correspondientes a aminoacidos aromaticos podrian
deberse a las CLEs de la planta o del nematodo asociadas a cambios morfolégicos en la raiz con el de-
sarrollo de las agallas. La utilizacion de 1H RMN identificé un pico sin asignar (n® 22) que corresponde
a un compuesto aromatico, con expresion reducida en exudados radiculares tempranos y finales en pre-
sencia de M. javanica. Podria tratarse de un metabolito de defensa (de un cultivar suceptible de tomate)
suprimido por M. javanica. Al respecto, se conoce que los nematodos agalladores suprimen las defensas
del huésped evitando asi su reconocimiento (Goto et al. 2013).

En raices colonizadas por P. chlamydosporia se detect6, mediante 1H NMR, un gran aumento en
un compuesto aromatico sin asignar (pico 22). Podria tratarse de priming o induccién de defensas de las
plantas por un microorganismo beneficioso (Conrath et al. 2006). Se conocen varios agentes de control
biolégico, incluyendo bacterias y hongos endoéfitos (Shovesh et al. 2010), capaces de inducir priming. P
chlamydosporia es un endofito facultativo, capaz de inducir en varias plantas, incluyendo tomate, defen-
sas locales (por ejemplo, papilas en la pared celular), asi como respuestas de defensa vegetal sistémica
(compuestos fenolicos) (Bordallo et al. 2002; Macia-Vicente et al. 2009; Escudero y Lopez-Llorca 2012).
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Este ultimo efecto podria generar un perfil de rizodeposicion especifico de raices de tomate inoculadas
con P. chlamydosporia.

En este trabajo, se ha utilizado un enfoque de HPLC-MS para generar una huella dactilar meta-
bolémica (Gibon et al. 2012) de la rizodeposicion en el sistema tritréfico: tomate, M. javanica y P chla-
mydosporia. El conjunto de datos complejos generados se clasificd por tratamientos usando un diagrama
de Venn. Esta técnica de uso comun en otras aproximaciones -6micas no ha sido plenamente explotado
ain con datos metabolomicos (Patti et al. 2012). La huella digital de la rizodeposicion de HPLC-MS
de los exudados tempranos en raices de tomate incluyeron menos (16) sefiales m/z con intensidades
significativamente diferentes a los controles que en los exudados finales (25). Ademas, las sefiales m/z
tempranas podrian estar asociadas a la presencia de M. javanica o P. chlamydosporia, mientras que las se-
fiales m/z tardias se asociaron exclusivamente con la presencia de M. javanica en las raices. Esto confirma
nuestros resultados anteriores con las otras dos herramientas utilizadas en este trabajo (EEM y RMN 1H)
que detectaron a M. javanica como el principal factor para la clasificacién de los exudados radiculares.

La integracién de varios enfoques "-6micos" (como metabolémica, protedémica y transcriptomi-
ca) es fundamental para entender las interacciones entre plantas, nematodos y agentes de control biol6gi-
co. El manejo de dichas interacciones permitira mejorar el crecimiento de los cultivos y reducir los dafios
causados por nematodos.
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