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ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN TRITRÓFICA: TOMATE, 
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Resumen
 Los nematodos fi topatógenos y en particular los agalladores causan graves pérdidas al tomate, 
un cultivo de gran importancia económica en España, la Unión Europea y en todo el mundo. El ma-
nejo de enfermedades por nematicidas químicos y fumigantes está muy limitado por la prohibición en 
la Unión Europea y a escala mundial del uso de muchos nematicidas químicos y de fumigantes como 
el bromuro de metilo. Los suelos supresivos a nematodos son ejemplos de control biológico natural 
que incluyen antagonistas de nematodos con potencial para su uso en el manejo de dichos patógenos 
vegetales. Nuestro grupo posee una dilata experiencia en estudio de la biología y en particular en el 
análisis del modo de acción del hongo parásito de huevos de nematodos, Pochonia chlamydosporia. 
En este artículo incluimos un resumen de nuestros estudios sobre presencia de P. chlamydosporia en 
suelos agrícolas. A continuación abordamos el estudio de aspectos celulares y moleculares de la infec-
ción de huevos de nematodos por P. chlamydosporia. Nuestro grupo fue pionero al demostrar que los 
hongos nematófagos se comportan como endófi tos colonizando las raíces de mono y dicotiledóneas. 
Recientemente hemos secuenciado el genoma de P. chlamydosporia. El estudio de sus relaciones fi lo-
genómicas y el análisis de sus familias génicas apoyan el comportamiento multitrófi co del hongo. Fi-
nalmente aportamos nuestros resultados del análisis metabolómico de la interacción tomate-nematodo 
agallador-P. chlamydosporia. Nuestra actual hipótesis de trabajo es que el estudio de dicha interacción 
por técnicas de análisis molecular masivo abren nuevas vías al manejo sostenible de nematodos blo-
queando su comunicación con la planta y activando o modulando las defensas de los cultivos por 
hongos antagonistas como P. chlamydosporia.

Los nematodos agalladores causan grandes pérdidas al cultivo del tomate 
 Los nematodos fi topatógenos causan en la producción agrícola un daño anual estimado en 80 
mil millones de dólares (Nicol et al., 2011), entre ellos destacan los nematodos formadores de quis-
tes y los nematodos agalladores. Los nematodos agalladores son patógenos con un amplio rango de 
huéspedes que incluye la mayoría de los cultivos de importancia económica global (Jones et al., 2013). 
España es el segundo productor de tomate (Solanum lycopersicum)  de la Unión Europea con un 
rendimiento de 3770.8 toneladas en 2013 (EUROSTAT, 2014). Uno de los principales daños que sufre 
el tomate son las enfermedades especialmente por nematodos agalladores. Tradicionalmente se han 
aplicado nematicidas químicos y fumigantes como el bromuro de metilo para el manejo de nematodos 
fi topatógenos.  El uso de bromuro de metilo se limitó bajo el protocolo de Montreal por ser una sus-
tancia que daña la capa de ozono. Entre las alternativas a los nematicidas químicos destaca el uso de 
agentes de control biológico, como los hongos nematófagos.

Pochonia chlamydosporia está presente en suelos agrícolas
 Existen suelos agrícolas en los que los nematodos no proliferan debido a su microbiota (Stir-
ling, 2014). Se han aislado de dichos suelos supresivos hongos nematófagos parasitando quistes y 
huevos de nematodos (Yang et al., 2012). El hongo nematófago Pochonia chlamydosporia (Goddard) 
Zare & Gams es un parásito 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 está presente en todo el mundo y puede sobrevivir de forma sapro-
trófi ca 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 prospección 
de antagonistas de H. avenae. Para dicho estudio desarrollamos medios con aditivos para limitar el 
crecimiento de colonias fúngicas 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 España 
(Tomejil, Sevilla) en colaboración con la Dra. J. Páez (Servicio de Protección de los Vegetales, Junta 
de Andalucía) comprobamos la presencia de P. chlamydosporia infectando también a H. avenae en 
campo. Por supuesto, las características fi siológicas de los aislados escoceses y sevillanos fueron muy 
diferentes (p.ej. P. chlamydosporia ATCC No. MYA-4875 resiste 40ºC, 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 España, de los que 13% mostraron 
hongos oviparásitos. 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 cuantía. La mayoría de aislados fueron de nematodos de quistes (H. avenae ó H. schachtii). Todos 
los aislados de P. chlamydosporia mostraron elevada actividad proteolítica y virulencia in vitro sobre 
huevos de Meloidogyne javanica. Un estudio posterior en invernaderos con nematodos agalladores de-
tectó 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 
oviparásitos como P. chlamydosporia con potencial como agentes de control biológico de nematodos 
fi topatógenos.

Pochonia chlamydosporia: Modo de acción sobre nematodos
 P. chlamydosporia forma apresorios sobre la superfi cie 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 infección. Estas estructuras se diferencian también sobre superfi cies artifi ciales con elevada 
hidrofobicidad (Lopez- 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 está formada por microfi brillas 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 proteínas de la cubierta de huevos de Globodera pallida (Lopez-Llorca, 1990). Su localización en 
apresorios de Pochonia spp. infectando huevos de nematodos apoya su papel como determinantes 
de patogenicidad (Lopez-Llorca & Robertson, 1992). Mediante técnicas inmunológicas y de secuen-
ciación se ha comprobado que las proteasas de Pochonia spp. son similares a las de las del hongo 
entomopatógeno Metarhizium anisopliae (Segers et al., 1995; Larriba et al., 2012). Las quitinasas de 
Pochonia spp. actúan de forma cooperativa con las proteasas para degradar la cubierta de los huevos 
de los nematodos (Tikhonov et al., 2002).

P. chlamydosporia  como endófi to de raíces de cultivos 
 P. chlamydosporia se comparta como endófi to de importantes plantas cultivadas como el to-
mate y la cebada (Bordallo et al., 2002). El hongo elicita defensas bioquímicas 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 colonización endofítica de raíces 
puede suponer una estrategia de supervivencia de P. chlamydosporia en el suelo evitando la falta de 
receptividad (Monfort et al, 2006). La competencia rizosférica de P. chlamydosporia varía con los 
aislados (Bourne et al., 1996, Bourne & Kerry 1999). Pochonia spp. expresa durante la colonización 
endofítica radicular proteasas implicadas en el parasitismo de huevos de nematodos, en ausencia de los 
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mismos (Lopez-Llorca et al., 2010). Por ello, el endofi tismo podría ser, además, una estrategia adecuada 
para implementar el control biológico/IPM de nematodos fi topatógenos. 

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 habíamos indicado con sus proteasas presenta una alta similitud con el del 
hongo entomopatógeno M. anisopliae, indicando un posible origen común del parasitismo fúngico de 
ambos grupos de invertebrados. El comportamiento endofítico del hongo está justifi cado también por la 
similitud de su genoma con el de otros hongos endófi tos (no nematófagos). Finalmente, la expansión en 
el genoma de P. chlamydosporia de familias de enzimas hidrolíticas como las proteasas y las glicosidasas 
evidencia de nuevo el comportamiento multitrófi co de este versátil agente de control biológico. 

Análisis metabolómico de la interacción tomate-nematodo agallador-P. chlamydosporia
 Las plantas exudan por sus raíces una gran diversidad de compuestos orgánicos (Vivanco et al. 
2002) que utiliza la microbiota de la rizosfera como señales (Koltai et al.,  2012). Por ello, es posible en el 
caso de los nematodos fi topatógenos como Meloidogyne spp. modular dichas señales para su manejo. A 
continuación se muestra nuestro estudio de las interacciones: tomate, nematodo agallador M. javanica y 
hongo nematófago P. chlamydosporia, utilizando aproximaciones metabolómicas.

Materiales y métodos

Inoculación de plántulas de tomate con P. chlamydosporia y M. javanica
 El hongo parásito de huevos de  nematodos P. chlamydosporia, aislado Pc123 (ATCC No. MYA-
4875) se obtuvo a partir de huevos infectados de H. avenae en el suroeste de  España (Olivares-Bernabeu 
y Lopez-Llorca 2002). El nematodo agallador M. javanica se obtuvo a partir de una población de campo 
(Escudero  y López-Llorca 2012) y se multiplicó en plantas de tomate (cv.  Marglobe) susceptibles al ne-
matodo. Las masas de huevos del nematodo se recogieron manualmente a partir de raíces infectadas que 
se esterilizaron superfi cialmente (McClure et al.  1973). Los juveniles obtenidos (J2) obtenidos de huevos 
esterilizaron superfi cialmente y  se guardaron a  25ºC en oscuridad, hasta su eclosión. 
 Semillas de tomate esterilizadas en superfi cie se sembraron sobre medio germinador y se incu-
baron a 25 °C en oscuridad durante 7 días (Bordallo et al. 2002). Las plántulas de tomate  obtenidas se 
inocularon con P. chlamydosporia (Escudero & Lopez-Llorca 2012) y a los 15 días con 100 juveniles (J2) 
de M. javanica por planta. Siete días más tarde, se tomó una submuestra de 10 plantas por tratamiento. 
Las plantas restantes (10 por tratamiento) se crecieron como se ha indicado durante un período total de 
60 días (Escudero y López-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).

Recolección de los exudados radiculares  
 El sustrato de cada planta se incubó con 50 ml de agua destilada estéril en agitación durante 2 min 
a temperatura ambiente. Tanto los exudados de las raíces para evaluar el efecto de la invasión de juveniles 
(plantas de 32 días) como los exudados para evaluar el fi nal del ciclo de M. javanica (plantas de 60 días) 
se recogieron, centrifugaron 5 min a 11.180 g y los sobrenadantes se almacenaron a -20 ºC hasta su uso 
posterior.

Análisis de fl uorescencia
 Se obtuvieron espectros de fl uorescencia (EEM) a partir de los extractos acuosos de cada uno 
de los exudados radiculares. El rango de longitud de onda  de emisión (Em) se fi jó entre 220 y 460 nm, 
mientras que el rango de longitud de onda de excitación (Ex) fue de 220 a 350 nm.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
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 Parte de los exudados de la raíz (20 ml) se liofi lizaron y se resuspendieron en 1 ml de agua ul-
trapura para concentrar la muestra. 550 μl de estos exudados concentrados de raíz se colocaron en un 
tubo de RMN de 5 mm con 50 μl de agua deuterada con 0,75 % 3-(trimetilsilil) propiónico-2,2,3,3-d4 
de ácido de sal sódica (TSP). Los espectros se referenciaron al TSP a 0.00 ppm. Los experimentos se 
realizaron en un espectrómetro Bruker Avance 400 MHz. Los espectros de 1H RMN se normalizaron
y transformaron en ASCII utilizando el Software MestReC (Santiago de Compostela, España) y se 
alinearon utilizando icoshift (versión 1.0, disponible en www.models.kvl.dk ) ( Savorani et al. 2010).
 
Cromatografía líquida de alto rendimiento Espectrometría de masas (HPLC - ESI – MS)
 El análisis por HPLC - ESI - MS se realizó con un equipo Agilent 1100 (Santa Clara, CA). 
El sistema de HPLC se acopló a un Agilent 1100 Series LC/MSD Trampa SL. El espectrómetro de 
masas se utilizó en modos ESI positivo y negativo, y el voltaje de pulverización iónica se fi jó en 4 kV. 

Análisis estadístico
 Después de procesar los datos de 1H RMN y HPLC -MS (Marhuenda - Egea et al. 2013) 
elegimos un método sin supervisar, concretamente el análisis de componentes principales robusto 
(ROBPCA), en lugar del modelo de regresión de mínimos cuadrados parciales (PLS) por el tamaño 
muestral. 

Resultados

Espectros de fl uorescencia de exudados radiculares de tomate
 El análisis factorial paralelo (PARAFAC) resolvió los espectros de fl uorescencia (EMM) en 
2 componentes principales químicamente signifi cativas. El Componente 1 agrupó tres posibles fl uo-
róforos de 315/438 , 265/438 y 240/438 nm correspondientes a compuestos fenólicos de alto peso 
molecular similares a los ácidos húmicos y fúlvicos (Bertoncini et al 2005).  El Componente 2 inclu-
yó dos posibles fl uoróforos de 280/336 y 230/336 nm correspondientes a aminoácidos aromáticos 
como el triptófano 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 raí-
ces de tomate fueron similares independientemente del tratamiento. Por el contrario, los espectros de 
los exudados radiculares fi nales mostraron diferencias para el componente 2, sobre todo en exudados 
de raíces de plantas inoculadas con M. javanica (Fig. 1). Los exudados de los tratamientos de To+Mj y 
To+Pc+Mj contenían signifi cativamente (p<0,05)  más compuestos con aminoácidos aromáticos que 
los de las raíces de To y To+Pc. 

Figura 1.- Espectro de fl uorescencia de exudados radiculares fi nales de tomate (To), 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 modifi cada de Escudero et al., 2014).
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Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (1H RMN) de exudados de raíces de tomate
 En la Figura 2 se muestra, por 1H RMN, el efecto de la infección por M. javanica en la rizode-
posición del tomate. Las muestras se agruparon principalmente por la presencia de nematodos en los 
exudados radiculares tempranos y fi nales. Los metabolitos que más contribuyeron a esta separación en 
los tempranos fueron el  acetato (nº 5), un pico sin asignar en la región aromática (nº 22), el lactato (pico 
nº 2) y la región de los azúcares/polialcoholes (II). En los exudados radiculares fi nales se encontraron 
diferencias debidas a la  presencia del nematodo en las raíces en las regiones de aminoácidos/ácidos or-
gánicos (I) y de azúcares/polialcoholes (II), y un aumento en la intensidad de las señales se encontró en 
la región fenólica/aromática (entre 6,5 y 7,5 ppm) y más concretamente el pico no.  22. Este resultado 
está en concordancia con los datos de fl uorescencia (Fig. 1).

3.3 HPLC-MS de los exudados de raíces de tomate
 Las señales m/z obtenidas por HPLC-MS diferentes a las de exudados radiculares de tomate no 
inoculados (p<0,05) se clasifi caron utilizando diagramas de Venn (Fig. 3). 

 La rizodeposición temprana incluyó 16 señales m/z y la tardía 25 con intensidades diferentes a 
los controles. Además, 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 fi nales 
sólo los tratamientos con M. javanica mostraron diferencias signifi cativas respecto a los controles. 
 En los exudados radiculares tempranos se encontraron cinco señales 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. Sólo una señal m/z (174,8) fue diferente en 
los exudados tempranos de P. chlamydosporia. Por el contrario, todas las señales m/z en los exudados 

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) aminoácidos 
y ácidos orgánicos, (II) azúcares y 
polialcoholes y (III) compuestos 
aromá  cos. (Figura modifi cada de 
Escudero et al., 2014).

Figura 3.- Diagramas de Venn clasifi cando las señales de 
HPLC-Ms de los exudados radiculares tempranos (a-c) 
y fi nales (d-f)  con diferencias signifi ca  vas respecto a 
las señales 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 modifi cada de Escudero et al., 2014).
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fi nales se asociaron a la presencia de M. javanica. Dos de las señales m/z (235 y 235b) también estuvie-
ron presentes en los exudados de raíces tempranas. En cuanto a la intensidad en exudados de las raíces 
tempranas hubo señales que se redujeron respecto a las raíces no inoculadas  (56 %). Por el contrario , 
en los exudados de raíz tardías la mayoría (64 %) señales m/z se incrementaron en los tratamientos con 
M. javanica.

Discusión
 En este trabajo se ha utilizado un enfoque metabolómico combinado (EMM, 1H RMN y HPLC-
MS) para analizar la rizodeposición de plantas de tomate infectadas por M. javanica e inoculadas con el 
hongo nematófago P. chlamydosporia. La presencia del nematodo M. javanica en la rizosfera fue el factor 
que infl uyó más el perfi l metabolómico de exudados de raíces de tomate. Los nematodos fi topatógenos 
(PPN) son capaces de manipular las vías de desarrollo de la planta (Gheysen & Mitchum 2011). Por lo 
tanto, los nematodos responden a los metabolitos de la raíz y, a su vez modifi can la rizodeposición (Kol-
tai et al. 2012; Teixeira-Machado et al. 2012). 
 En nuestro estudio, se establecieron los tiempos de muestreo para incluir raíces infestadas con 
M. javanica en el momento de su invasión (exudados tempranos) y en el momento de la formación de 
agallas (exudados fi nales). Cuando se analizaron fl uorométricamente exudados radiculares tempranos el 
análisis de componentes principales no agrupó 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 reducción de lactato y de un compuesto aromá-
tico sin asignar (pico no. 22). Este perfi l metabolómico ilustraría la rizodeposición correspondiente al 
reconocimiento de la raíz por parte del nematodo y su penetración y desarrollo de sitios de alimentación 
(Hofmann et al. 2010).  Los espectros de fl uorescencia EEM de los exudados radiculares fi nales con 
nematodos (inoculados o no con P. chlamydosporia) mostraron un aumento en compuestos aromáticos 
(Chen et al. 2003) respecto a las raíces sin M. javanica. Pueden tratarse tanto de péptidos que incluyan 
aminoácidos aromáticos (tales como triptófano y tirosina) como de los propios aminoácidos. Se han 
descrito previamente aminoácidos aromáticos en exudados de raíces de tomate (Vivanco et al. 2002). 
El papel de estos compuestos aromáticos es desconocido aunque podrían ser defensas vegetales. Se ha 
encontrado que los exudados radiculares pueden inhibir la eclosión de huevos así como la penetración de  
juveniles de M. javanica en las raíces (Tanda et al. 1985). Estas posibles defensas del tomate en nuestro 
caso podrían no haber afectado a la eclosión/invasión, ya que se incrementaron en exudados de raíces 
al fi nal de la formación de las agallas. La razón de ello sería que la variedad de tomate utilizada en este 
estudio es altamente susceptible a Meloidogyne (Bendezu 2004). En un estudio metabolómico de raíces 
infectadas por el nematodo formador de quistes Heterodera schachtii en Arabidopsis thaliana, se incre-
mentó la cantidad de aminoácidos en los sincitios inducidos por el nematodo (Hofmann et al 2010.). 
Pudimos identifi car en un perfi l 1H RMN ácidos orgánicos tales como acetato, malato, lactato, succinato 
y ácido fórmico algunos de los cuales se habían reportado previamente en los exudados de raíces de to-
mate (Kamilova et al. 2006). Los aminoácidos, glucosa, malato y otros metabolitos detectados en nuestro 
estudio por 1H RMN, son probablemente esenciales para la nutrición de nematodos (Baldacci-Cresp et 
al. 2012). Alternativamente, los aminoácidos aromáticos podrían ser parte de hormonas peptídicas de 
la planta (CLEs). Las CLEs pueden simularse por efectores del nematodo (Gheysen y Mitchum 2011). 
Por lo tanto, el aumento en las señales fl uorescentes correspondientes a aminoácidos aromáticos podrían 
deberse a las CLEs de la planta o del nematodo asociadas a cambios morfológicos  en la raíz con el de-
sarrollo de las agallas. La utilización de 1H RMN identifi có un pico sin asignar (nº 22) que corresponde 
a un compuesto aromático, con expresión reducida en exudados radiculares tempranos y fi nales en pre-
sencia de M. javanica. Podría 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 así su  reconocimiento (Goto et al. 2013).
 En raíces colonizadas por P. chlamydosporia se detectó, mediante 1H NMR, un gran aumento en 
un compuesto aromático sin asignar (pico 22). Podría tratarse de priming o inducción de defensas de las 
plantas por un microorganismo benefi cioso (Conrath et al. 2006). Se conocen varios agentes de control 
biológico, incluyendo bacterias y hongos endófi tos (Shovesh et al. 2010), capaces de inducir priming. P. 
chlamydosporia es un endófi to facultativo, capaz de inducir en varias plantas, incluyendo tomate, defen-
sas  locales (por ejemplo, papilas en la pared celular), así como respuestas de defensa vegetal sistémica 
(compuestos fenólicos) (Bordallo et al. 2002; Macia-Vicente et al. 2009; Escudero y López-Llorca 2012). 
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Este último efecto podría generar un perfi l de rizodeposición específi co de raíces de tomate inoculadas 
con P. chlamydosporia.
 En este trabajo, se ha utilizado un enfoque de HPLC-MS para generar una huella dactilar meta-
bolómica (Gibon et al. 2012) de la rizodeposición en el sistema tritrófi co: tomate, M. javanica y P. chla-
mydosporia. El conjunto de datos complejos generados se clasifi có por tratamientos usando un diagrama 
de Venn. Esta técnica de uso común en otras aproximaciones -ómicas no ha sido plenamente explotado 
aún con datos metabolómicos (Patti et al. 2012). La huella digital de la rizodeposición de HPLC-MS 
de los exudados tempranos en raíces de tomate incluyeron menos (16) señales m/z con intensidades 
signifi cativamente diferentes a los controles que en los exudados fi nales (25). Además, las señales m/z 
tempranas podrían estar asociadas a la presencia de M. javanica o P. chlamydosporia, mientras que las se-
ñales m/z tardías se asociaron exclusivamente con la presencia de M. javanica en las raíces. Esto confi rma 
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 clasifi cación de los exudados radiculares. 
 La integración de varios enfoques ''-ómicos'' (como  metabolómica, proteómica y transcriptómi-
ca) es fundamental para entender las interacciones entre plantas, nematodos y agentes de control biológi-
co. El manejo de dichas interacciones permitirá mejorar el crecimiento de los cultivos y reducir los daños 
causados por nematodos. 

Agradecimientos 
 Esta investigación ha sido fi nanciada por el Ministerio Español  de Ciencia e Innovación (AGL 
2008-00716/AGR, AGL 2.011-29297) y con una beca de la Universidad de Alicante a N.  Escudero 
(UAFPU2011). Los autores desean agradecer al Sr. Federico  López Moya (Universidad de Alicante) su 
colaboración en el desarrollo  y la discusión de los diagramas de Venn. Agradecemos a Metabolomics el 
permiso para incluir datos y fi guras modifi cadas.

Referencias
Baldacci-Cresp, F., Chan, C., Maucourt, M., Deborde, C., Hopkins, J., Lecomte, P., et al. (2012). (Homo)glutath-

ione defi ciency impairs root-knot nematode development in Medicago truncatula. PLoS Pathogens, 8(1), 1002471.
Bendezu, I. F. (2004). Detection of  the tomato mi 1.2 gene by PCR using non-organic DNA purifi cation. 

Nematropica, 34(1), 23–30.
Bent E, Loffredo A, McKenry M V, Becker J O, Borneman  J (2008). Detection and investigation of  soil bio-

logical  activity against  Meloidogyne incognita.  Journal of  Nematology 40: 109-118.
Bertoncini, E. I., D’orazio, V., Senesi, N., & Mattiazzo, M. E. (2005) Fluorescence analysis of  humic and ful-

vic acids from two Brazilian oxisols as affected by biosolid amendment. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 
381(6), 1281–1288.

Boag B & Lopez-Llorca LV (1988). Nematodes and nematophagous fungi associated with cereal fi elds and 
permanent pasture in eastern Scotland. Crop Research 29, 1-10.

Bordallo J J, Lopez-Llorca LV, Salinas J, Jansson HB, Asensio L, Persmark L (2002). Colonization of  plant 
roots by egg-parasitic and nematode-trapping fungi. New Phytologist (154): 491-499. 

Bourne J M, Kerry BR, de Leij F A A M (1996) The importance of  the host plant on the interaction between 
root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) and the nematophagous fungus, Verticillium chlamydosporium God-
dard. Biological Control Science and Technology, 6, 539 – 548.

Bourne JM, Kerry BR (1999) Effect of  the host plant on the effi cacy of  Verticillium chlamydosporium as a 
biological control agent of  root-knot nematodes at different application densities and fungal application rates. Soil 
Biology and Biochemistry 31: 75–84.

Chen, W., Westerhoff, P., Leenheer, J. A., & Booksh, K. (2003). Fluorescence excitation–emission matrix re-
gional integration to quantify spectra for dissolved organic matter. Environmental Science and Technology, 37(24), 
5701–5710.

Clarke A J, Cox P M & Shepherd A M (1967) Chemical composition of  the eggshells of  potato cyst-nematode, 
Heterodera rostochiensis Woll. The Biochemical Journal (104): 1056-1060.

Conrath, U., Beckers, G. J. M., Flors, V., García-Agustín, P., Jakab, G., Mauch, F., et al. (2006). Priming: Getting 
ready for battle. Molecular Plant-Microbe Interactions, 19(10), 1062–1071.

Escudero, N. & Lopez-Llorca L.V. (2012). Effects on plant growth and root-knot nematode infection of  
an endophytic GFP transformant of  the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia. Symbiosis. DOI: 
10.1007/s13199-012-0173-3.



CIENTÍFICO
AR

TÍC
UL

O

80

10.1007/s13199-012-0173-3.
Escudero, N., Marhuenda-Egea, F. C., Ibanco-Cañete, R., Zavala-González, E. A., Lopez-Llorca, L. V. 

(2014). A metabolomic approach to study the rhizodeposition in the tritrophic interaction: tomato, Pochonia 
chlamydosporia and Meloidogyne javanica. Metabolomics DOI 10.1007/s11306-014-0632-3.

EUROSTAT, 2012, http://epp.eurostat.ec.europa.eu/portal/page/portal/eurostat/home (accessed 
14.02.14).

Gheysen, G., & Mitchum, M. G. (2011). How nematodes manipulate plant development pathways for infec-
tion. Current Opinion in Plant Biology, 14(4), 415–421.

Gibon, Y., Rolin, D., Deborde, C., Bernillon, S., & Moing, A. (2012). New opportunities in metabolomics 
and biochemical phenotyping for plant systems biology. In U. Roessner (Ed.), Biochemistry, genetics and mo-
lecular biology. Metabolomics. InTech. ISBN 978-953-51-0046-1.

Goto, D. B., Miyazawa, H., Mar, J. C., & Sato, M. (2013). Not to be suppressed? Rethinking the host re-
sponse at a root-parasite interface. Plant Science, 213, 9–17.

Hofmann, J., Ashry, A. E. N. E., Anwar, S., Erban, A., Kopka, J., & Grundler, F. (2010). Metabolic profi ling 
reveals local and systemic responses of  host plants to nematode parasitism. The Plant Journal, 62, 1058–1071.

Jones JT, Haegeman A, Danchin E G J, Gaur H S, Helder J, Jones M G K, Kikuchi T, Manzanilla-López R, 
Palomares-Rius J E, Wesemael W M L , Perry R N (2013)  Top 10 plant-parasitic nematodes in molecular plant 
pathology. Molecular Plant Pathology 14 (9): 946-961. 

Kamilova, F., Kravchenko, L. V., Shaposhnikov, A. I., Azarova, T., Makarova, N., & Lugtenberg, B. (2006). 
Organic acids, sugars, and L-tryptophane in exudates of  vegetables growing on stonewool and their effects on 
activities of  rhizosphere bacteria. Molecular Plant-Microbe Interactions, 19(3), 250–256.

Kerry BR (2000) Rhizosphere interactions and the exploitation of  microbial agents for the biological con-
trol of  plant-parasitic nematodes. Annual Review of  Phytopathology 38 (1): 423-441.

Koltai, H., Matusova, R., & Kapulnik, Y. (2012). Strigolactones in root exudates as a signal in symbiotic 
and parasitic interactions (pp. 49–73). In: J. M. Vivanco, F. Baluska (eds.), Secretions and exudates in biological 
systems, signaling and communication in plants, 12 (p. 283). New York: Springer.

Larriba E, Martín-Nieto J, and Lopez-Llorca, L.V. (2012). Gene cloning, molecular modeling, and phyloge-
netics of  serine protease P32 and serine carboxypeptidase SCP1 from nematophagous fungi Pochonia rubes-
cens and Pochonia chlamydosporia. Can. J. Microbiol. 58, 815-827.

Larriba, E., Maria D.L.A, Jaime, Carbonell-Caballero, J., Conesa, A., Dopazo, J., Nislow, C., Martin-Nieto, 
J., Lopez-Llorca, L.V. (2014). Sequencing and functional analysis of  the genome of  a nematode egg-parasitic 
fungus, Pochonia chlamydosporia. Fungal Genetics and Biology 65: 69-80 DOI: 10.1016/j.fgb.2014.02.002.

Lopez-Llorca LV, Duncan JM (1986) New media for the estimation of  fungal infection in eggs of  the cereal 
cyst nematode. Nematologica 32:486–490

Lopez-Llorca, L.V.; Claugher, D. (1990). Appressoria of  the nematophagous fungus Verticillium suchlaspo-
rium. Micron and Microscopica Acta (21): 125-130.

Lopez-Llorca, L.V. (1990). Purifi cation and Properties of  Extracellular Proteases Produced by the Nemat-
ophagous Fungus Verticillium suchlasporium. Canadian Journal of  Microbiology 36, 530-537.

Lopez-Llorca, LV; Robertson, W(1992). Immunocytochemical localization of  a 32 kDa protease from the 
nematophagous fungus Verticillium suchlasporium in infected nematode eggs. Experimental Mycology (16): 
261-267.

Lopez-Llorca LV, Olivares-Bernabeu C, Salinas J, Jansson H B (2002). Pre-penetration events in fungal 
parasites of  nematode eggs. Mycological Research (106): 499-506.

Lopez-Llorca, L. V., Maciá-Vicente, J. G., Jansson, H. , Ciancio, A. & Mukerji, K. G. (2008). Mode of  action 
and interactions of  nematophagous fungi. Integrated Management and Biocontrol of  Vegetable and Grain 
Crops Nematodes, 51-76. 

Lopez Llorca LV, S. Gómez-Vidal, E. Monfort,  E. Larriba, J Casado-Vela, E. Elortza, H-Börje Jansson, J. 
Salinas, J. Martín-Nieto (2010). Expression of  serine proteases in egg-parasitic nematophagous fungi during 
barley root colonization. Fungal Genetics and Biology (47): 342-351.

McClure, M. A., Kruk, T. H., & Misaghi, I. (1973). A method for obtaining quantities of  clean Meloidogyne 
eggs. Journal of  Nematology, 5, 230.

Maciá-Vicente JG, Jansson H , Talbot N J & Lopez-Llorca, L. V. (2009). Real-time PCR quantifi cation and 
live-cell imaging of  endophytic colonization of  barley (Hordeum vulgare) roots by Fusarium equiseti and Po-
chonia chlamydosporia. New Phytologist: 182(1), 213-228.

Monfort E, Lopez-Llorca LV, Jansson H-B, Salinas J, Park Ja-On, Sivasithamparam K (2005) Colonisation of



CIENTÍFICO ARTÍCULO

81

BOLETÍN DE LA SEF
Publicación trimestral ISSN: 1998-513X
Blanca B. Landa, IAS-CSIC (Córdoba), blanca.landa@csic.es 
F. Xavier Sorribas, UPC (Barcelona)  francesc.xavier.sorribas@upc.edu 

La Sociedad Española de Fitopatología no se hace responsable de las opiniones expresadas en este 
boletín, que son responsabilidad exclusiva de los fi rmantes de los artículos.

seminal roots of  wheat and barley by egg-parasitic nematophagous fungi and their effects on Gaeuman-
nomyces graminis var. tritici and development of  root-rot. Soil Biology and Biochemistry 37, 129-1235. 

Monfort E, Lopez-Llorca LV, Jansson H B, And Salinas J (2006). In vitro soil receptivity assays to egg-
parasitic nematophagous fungi. Mycological Progress 5: 18-23.

Morton CO, Hirsch PR, Peberdy JP, Kerry BR (2003) Cloning of  and genetic variation in protease VCP1 
from the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia. Mycological research 107 (1): 38-46.

Nicol, J.M., Turner, S.J., Coyne, D.L., den Nijs, L., Hockland, S. and Maafi , Z.T. (2011) Current nematode 
threats to world agriculture. In: Genomics and Molecular Genetics of  Plant–Nematode Interactions (Jones, 
J.T., Gheysen, G. and Fenoll, C., eds), pp. 21–44. Heidelberg: Springer. 

Marhuenda-Egea, F., Gonsavez-Alvarez, R., Lledo-Bosch, B., Ten, J., & Bernabeu, R. (2013). New approach 
for chemometric analysis of  mass spectrometry data. Analytical Chemistry, 85(6), 3053–3058.

Olivares-Bernabeu, C.; Lopez-Llorca, L.V. (2002). Fungal egg-parasites of  plant-parasitic nematodes from 
spanish soils. Revista Iberoamericana de Micología 19, 104-110. 

Patti, G. J., Tautenhahn, R., & Siuzdak, G. (2012). Meta-analysis of  untargeted metabolomic data from mul-
tiple profi ling experiments. Nature Protocols, 7(3), 508–516.

Savorani, F., Tomasi, G., & Engelsen, S. B. (2010). icoshift: A versatile tool for the rapid alignment of  1D 
NMR spectra. Journal of  Magnetic Resonance, 202, 190–202.

Segers R, Butt T, Keen J, Kerry BR, Peberdy J (1995) The subtilisins of  the invertebrate mycopathogens 
Verticillium chlamydosporium and Metarhizium anisopliae are serologically and functionally related. FEMS 
microbiology letters 126 (3): 227-231.

Stirling G & Kerry BR (1983) Antagonists of  the cereal cyst nematode, Heterodera avenae Woll. in Austra-
lian soils. Australian Journal Experimental Agricultural animals Husbandry 23: 328-324. 

Stirling G (2014) Biological control of  plant-parasitic nematodes (second revised edition). Ed: CABI.
Tanda, A. S., Atwal, A. S., & Bajaj, P. S. (1985). In vitro inhibition of  root-knot nematode Meloidogyne in-

cognita by sesame root exudate and its amino acids. Nematologica, 35, 115–124.
Teixeira-Machado, A. R., Costa-Campos, V. A., Rodrigues-Silva, W. J., de Campos, V. P., Mattos-Zeri, A. C., 

& Ferreira-Oliveira, D. (2012). Metabolic profi ling in the roots of  coffee plants exposed to the coffee root-knot 
nematode, Meloidogyne exigua. European Journal of  Plant Pathology, 134(2), 431–441.

Tikhonov VE, Lopez-Llorca LV, Salinas J, Jansson HB (2002). Purifi cation and Characterization of  Chiti-
nases from the Nematophagous Fungi Verticillium chlamydosporium and V. suchlasporium. Fungal Genetics 
and Biology 35, 67-78. 

Verdejo-Lucas S, Ornat C, Sorribas F J , Stchiegel A (2003) Species of  Root-knot Nematodes and Fungal Egg 
Parasites Recovered from Vegetables in Almería and Barcelona, Spain. Journal of  Nematology 34(4):405–408.

Vivanco, J. M., Guimaraes, R. L., & Flores, E. (2002). Underground plant metabolism: The biosynthetic po-
tential of  roots. In Y. Waisel, A. Eshel, & U. Kafkafi  (Eds.), Plant roots: The hidden half  (3rd ed.). CRC Press, 
Taylor & Francis Group. 

Wharton D A (1980) Nematode egg-shells. Parasitology (81): 447-463.
Willcox J & Tribe H T (1974). Fungal parasitism of  cysts of  Heterodera. Preliminary investigations. Tran-

sactions of  the British Mycological Society 62 : 585-594. 
Yang J I, Loffredo A, Borneman J, Becker J (2012) Biocontrol effi cacy among strains of  Pochonia chla-

mydosporia obtained from a root-knot nematode suppressive soil. Journal of  Nematology (2012) vol. 44 (1) 
pp. 67

FOTO PORTADA: Escudero, N. & Lopez-Llorca L.V. (2012). Eff ects on plant growth and root-knot nematode infec-
tion of an endophytic GFP transformant of the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia . Symbiosis. 
DOI: 10.1007/s13199-012-0173-3.


