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RESUM

La poblacidé experimenta un creixement continu, i existeix la necessitat d’incrementar la
produccid de cultius agricoles per garantir la seguretat alimentaria i al mateix temps cal
desenvolupar nous sistemes de maneig de malalties i plagues més sostenibles pel medi ambient.
Els multiples efectes adversos dels plaguicides quimics han conduit a la recerca de noves eines

alternatives com son els bioplaguicides.

Després de décades d’aplicacio intensiva de plaguicides d’origen sintétic, s’ha fet evident que
no és la solucid per una agricultura sostenible, sumat al conjunt d’efectes adversos al medi
ambient i a 1’exigéncia dels consumidor per obtenir productes sense residus. Tots aquests

factors han conduit a la recerca d’cines que permetin la substitucié dels agents quimics.

Els bioplaguicides son plaguicides d’origen natural que inclouen microorganismes beneficiosos
(agents de biocontrol) o els compostos derivats del seu metabolisme, aixi com productes
naturals com extractes de plantes que permeten minimitzar o inhibir el desenvolupament de les

malalties (Ondarza-Beneitez, 2017).

Els bacteris del complex Pseudomonas fluorescens sén coneguts per les seves propietats de
proteccid vegetal contra els fongs i bacteris fitopatogens i alhora mostren una potent activitat
antimicrobiana. El génere Pseudomonas té diverses espécies d’interés biotecnologic entre les
que s’engloben les del complex Pseudomonas spp. que conté 8 filogrups (Garrido-Sanz et al.,
2016; Gomila et al., 2015): P. mandelii, P. jessenii, P. koreensis, P. corrugata, P. fluorescens,
P. gessardii, P. chlororaphis i P. protegens. Particularment, la majoria d’aquestes produeixen
una serie de compostos antimicrobians com el 2,4-diacetilfloroglucinol, resorcinol, fenazines i
altres antibiotics com la pirrolnitrina i pioluteorina (Raaijmakers i Weller, 2001). Altres
espécies de Pseudomonas d’interés son Pseudomonas frederikbergensis, Pseudomonas
helmanticensis, que també presenten gens de produccio de compostos antimicrobians Tots ells
son candidats per ser utilitzats com a bioplaguicides perque produeixen una gran quantitat de

metabolits secundaris amb activitat antifngica, antimicrobiana i insecticida.

L’objectiu d’aquest treball va consistir en optimitzar la metodologia per determinar ’activitat
antimicrobiana in vitro de les soques de Pseudomonas fluorescens enfront a fongs i bacteris

fitopatogens, i a la vegada determinar-ne la seva activitat antimicrobiana i 1’espectre d’accid.

La composicio del medi va ser un factor que va afectar significativament en I’activitat

antimicrobiana dels sobrenedants sense cél.lules (SCC) de Pseudomonas. Les condicions



optimes per 1’obtenci6é de majors percentatges d’inhibici6 del creixement eren amb medis GA
I LB. A la vegada els canvis de pH produits en els cultius de Pseudomonas en GA i LB per
I’obtencio de sobrenedants no afectaven en general a la seva activitat enfront a Xav i1 Psa. Pero
si hi havien diferéncies significatives en els percentatges d’inhibicio dels SSC enfront a bacteris
fitopatogens ja que existien moltes mes SSC actius obtinguts de les soques antagonistes en medi
LB que en el GA.



Paraules clau

Complex Pseudomonas fluorescens, Erwinia amylovora (Ea), Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (Xav), Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst), Fusarium avenaceum, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum i Penicillium

expansum, bioplaguicida.



Abreviatures

BCPD: Bacteris promotors del creixement de plantes
Bc: Botrytis cinerea

CLPs: Ciclolipopéptids

DAGP: 2,4-Diacetilfloroglucinol

DO: Densitat optica

Ea: Erwinia amylovora

Fa: Fusarium avenaceum

Fo: Fusarium oxysporum

GA: medi glucosa asparagina

RSI: Resisténcia sistemica induida
KB: medi King de B

LB: Medi Luria Bertani

LIpAs: Lectin-like bacteriocins

MM: medi Minim de Sals

mL: mil-lilitre

NRPSs: Sintetases no ribosomals

Pe: Penicillium expansum

PDB: medi brou patata dextrosa
PDA: medi agar patata dextrosa

Psa: Pseudomonas syringae pv. actinidiae
Pst: Pseudomonas syringae pv.tomato
SSC: Sobrenedant sense cél-lules

ROS: Reactive oxygen species



UFC: Unitats formadores de colonies.

Xav: Xanthomonas axonopodis pv.vesicatoria
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1. INTRODUCCIO

1.1.  El creixement de la poblacio i la demanda d’aliments

La poblaci6 mundial esta experimentant un creixement exponencial en els darrers anys
(Gatehouse et al., 2011) situant-se a la xifra de 7.875 milions I’any 2021 i s’espera que
s’augmenti fins als 9.700 milions 1’any 2050, i quasi fins els 11.000 milions a finals de segle
(United Nations, 2017).

Per fer front aquesta explosié demografica, s’haura d’incrementar notablement la produccio
agricola i assegurar la seguretat alimentaria a escala global, impulsant el desenvolupament de
practiques agricoles sostenibles i que incloguin alternatives als productes de sintesis quimica
pel control de malalties i plagues, que disminueixen considerablement la productivitat dels

cultius.

Amb el mon en expansid i creixement continu, un dels reptes més importants de I’agricultura

ha sigut augmentar la seva productivitat.

S’estima que el 26 i 29% son les pérdues que es produeixen en la productivitat del cultiu de
soja, blat i cotd. Aixi mateix les afectacions en el blat de moro, ’arros i les patates son del 31,
37 i 40%, respectivament. Aquestes pérdues agronomiques i economiques sén provocades per
les males herbes (34%), les plagues animals (18%) i pels fitopatogens (16%) (Oerke, 2006).

1.2.  Malalties causades per bacteris fitopatogens d’interes agricola

1.2.1. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria és un bacil gram negatiu, aerobic obligat i saprofit
facultatiu capac de produir un exopolisacarid, conegut com la goma xantana. Aquesta goma
afavoreix la formacié de biopel-licules que exerceixen una accio protectora per les comunitats

enfront a canvis de temperatura, pH, radiacio ultraviolada etc (Papagianni et al., 2001).

Aquest bacteri causa la taca bacteriana del tomaquet i pebrot com a conseqiiéncia de la infeccid
de la planta a través dels estomes foliars o bé les ferides superficials. Un cop establert dins la
planta obstrueix els teixits vasculars impedint el transport de nutrients i com a conseqiiencia

provocant la necrosis de les fulles i el pansiment dels teixits (Hayward, 1993).

En condicions humides, les fulles, les tiges i els fruits desenvolupen lesions inicials en forma
de taques marronoses de petites dimensions i amb un centre necrotic. Aquestes taques

normalment no augmenten més de 3mm de diametre (Jones i Pernezny, 2003). Les fulles
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pateixen un viratge de color groc i poden caure prematurament causant perdues en el cultiu
(Ritchie, 2000).

1.2.2. Erwinia amylovora
Erwinia amylovora és un bacil gram negatiu que pertany a la familia de les enterobacteriacies.
Es I’agent causal del foc bacteria que afecta una amplia gamma d’hostes de la familia de les
Rosacies i és la major amenaca a nivell mundial en la producci6 de poma i pera (Bonn et al.,
2000; Laala et al., 2012). El foc bacteria és una malaltia distribuida en 46 paisos de tots els

continents.

Aquesta malaltia es transmet a partir de plantes infectades amb simptomes o amb infeccions
latents. Els bacteris hivernen en els xancres, multiplicant-se durant la primavera i posteriorment

son dispersats per les eines de treball, pluja, vent, insectes i ocells (Johnson et al., 1993).

1.2.3. Pseudomonas syringae pv. actinidiae
Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) és un bacteri que causa la malaltia del xancre
bacteria. Els seus simptomes son similars als produits per altres espécies de Pseudomonas com
P. syringae pv. syringae. Es un epifit que es troba en la part aéria de la planta durant totes les
époques de I’any, en branques i organs vegetatius, i pot sobreviure en el material infectat
(Ferrante i Scortichini, 2009).

Quan la temperatura i humitat son optimes, Psa es multiplica i penetra a la planta per ferides o
obertures naturals produint la infeccio. La seva penetracié es pot produir pels estomes de les
fulles, lenticel-les de les branques, ferides naturals provocades per la caiguda de les fulles o la
brotacid, ferides de poda o les produides per accidents climatics. Els simptomes en flors i fulles
son similars a altres bacteriosis, com la coloracié marronosa i seca, i taques necrotiques angulars

a les fulles, amb o sense halo groc (Vanneste et al., 2011).

1.2.4. Pseudomonas syringae pv. tomato
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) és un patogen amb gran impacte en els cultius i causant
de la taca bacteriana en el tomaquet i el pebrot. Aquesta malaltia s’afavoreix per les baixes
temperatures i condicions d’humitat molt altes (Pernezny i Zhang, 2008). Genera lesions de

coloracions fosques, tipicament marronoses i negres per tota la fulla, també afecta la tija,
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peduncle, pedicels i sepals. A nivell de fruit es caracteritza per la formacio de taques fosques
d’Imm de diametre i amb volum sobre la superficie (Peernezny i Zhang, 2008; Kado, 2010).

Es un patogen foliar que mostra dos estadis d’infeccio, el primer correspon a una fase epifita
i la segona a una fase endofita en el apoplast (Meloto et al., 2008). La transmissio es produeix
a través de la llavor i es difon gracies a 1’aigua de pluja, les eines de treball o els

transplantaments.

1.3.  Malalties causades per fongs fitopatogens d’interés agricola

1.3.1. Penicillium expansum
Penicillium expansum (Pe) és un fong que produeix la floridura blava una de les malalties més
comunes en post collita de diversos fruits com pomes, peres, maduixes, tomaquets, blat de
moro, citrics i fins i tot I’arros. Aquest microorganisme genera una neurotoxina, la patulina, que

ha estat classificada com a perillosa pel consum huma (Morales et al., 2007).

La infeccid de Pe en les fruites es produeix a través dels conidis que penetren a través de les
lenticel-les o ferides que es generen durant la collita, envasat i processament (Torres et al.,
2006). Aquests conidis poden sobreviure a temperatures baixes i trobar-se en el sol, materials
amb descomposicié o com epifits en les plantes. Quan els conidis es dipositen a la ferida poden
germinar formant tubs germinatius i hifes que causen les podridures dels fruits (Santos et al.,
2006).

1.3.2. Fusarium oxysporum
El génere Fusarium és una de les especies més complexes que inclouen tant patogens vegetals,
animals i humans a una amplia gamma de no patogens (Gordon, 2017). Els membres de
I’especie generalment es transmeten pel sol a una amplia gamma de cultius horticoles i sén els

responsables de malalties vasculars destructives i podriments (Bodah, 2017).

La malaltia vascular del tomaquet és causada per Fusarium oxysporum (Fo) (Borisade et al.,
2017). El fong fitopatogen entra per I’epidermis de 1’arrel, i més tard es propaga a través del
teixit vascular infectant en els vasos del xilema provocant I’obstruccio de la circulacio de
I’aigua, sals minerals i nutrients, cap a altres parts de la planta (Singh et al., 2017) fet que genera

el pansiment de la planta i el canvi de color groc de les fulles.



1.3.3. Fusarium avenaceum
Fusarium avenaceum (Fa) és un patogen vegetal amb una amplia gamma d’hostes i responsable
de malalties a més de 80 géneres de plantes (Nyandoro, 2017). Es ben conegut per causar la
podridura a les arrels de cereals i plagues d’espécies vegetals conegudes com a Pinus i Eustona.
Aixi com el podriment durant I’emmagatzematge post collita de nombrosos cultius com patates

(Satyaprasad i Bateman, 1997), broquil (Mercier, 1991) i poma (Sorensen et al., 2009).

1.3.4. Botrytis cinerea
Botrytis spp. €s un patogen molt diversificat que genera grans pérdues de fruites, vegetals i
plantes ornamentals, ja que és capac d’infectar fulles, tiges, flors i fruits, essent un dels patogens

més importants en els cultius horticoles en molts paisos (Elad i Shtienberg, 1995).

B. cinerea (Bc) és I’agent causal de la "podridura grisa”, que infecta a més de 200 espécies
vegetals, generant pérdues economiques greus abans i despres de la recol-leccié (Benito et al.,
2000). El fong pot infectar les plantes en qualsevol estat de desenvolupament i part de la planta.
La infecci6 s’origina quan els conidis entren a la planta a partir de ferides o obertures naturals

i germinen, d’on es desenvolupen les hifes i penetren als teixits sans (Latorre, 2002).

1.4.  Problematica dels plaguicides d’origen quimic i gestié integrada de malalties de
cultiu

Una de les estrategies més utilitzades per la gestié de malalties ha sigut la utilitzacio de

plaguicides d’origen quimic. En les ultimes décades, la utilitzacid d’aquests compostos ha

contribuit a millorar molt significativament la productivitat dels conreus. No obstant, la seva

aplicacié té també interminables efectes nocius cap al medi ambient i la salut pablica (Heckel,

2012).

Els plaguicides son considerats com un dels factors involucrats en I’augment de contaminacio
ambiental (Compant et al., 2005). Tot i ser efectius en el control de malalties, el seu Us extensiu
i prolongat en el temps ha provocat perjudicis a la salut humana, ja que els seus components
actius poden ser metabolitzats, excretats o bé ser emmagatzemats i bioacumulats en el greix

corporal provocant una toxicitat acumulativa i cronica (Alewu i Nosiri, 2011) que deriva en
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malalties dermatologiques, gastrointestinals, cancerigenes, neurologiques, respiratories,

endocrines i reproductives (Mostafalou i Abdollahi, 2013).

Els residus de plaguicides es poden trobar en una gran varietat d’aliments com fruites, verdures,
hortalisses, pinsos per animals i fins i tot en begudes com aigua, vi, sucs de fruites o refrescs
(Chourasiya et al., 2015). En la majoria dels casos, les concentracions no superen els nivells de
seguretat determinats per la legislacio vigent (Lorenzin M., 2007). No obstant aixo, els limits
segurs per la salut podrien en alguns casos haver estat subestimats, com podria ser el cas de
I’exposicio6 coincident a dos 0 més substancies quimiques que podrien generar efectes negatius

sinérgics (Kortenkamp, 2007).

Aquests efectes negatius dels plaguicides quimics han provocat una modificacio en el marc
legislatiu de la Uni6 Europea (UE). La comercialitzacio i utilitzacio de productes fitosanitaris
esta actualment regulada a la UE a través del Reglament (CE) N°1107/2009 i la directiva
2009/129/CE que té com objectiu la reduccid del risc de 1’Gs de productes fitosanitaris
mitjancant la gestié integrada de malalties. Aquest marc legislatiu estableix que els medis de
lluita fitosanitaria han de ser en la mesura del possible, biologics i fisics, en aquest sentit s’han

cercat durant anys alternatives sostenibles per controlar les malalties dels conreus.

En definitiva, la gestio integrada de malalties es basa en el desenvolupament d’una estrategia
dirigida a 1’us racional de productes fitosanitaris, a partir de la posta en marxa conjunta d’una

série de mesures orientades a incrementar la proteccio dels cultius

1.5. Bioplaguicides i la seva rellevancia a la unié Europea

Els bioplaguicides son plaguicides d’origen natural que inclouen microorganismes beneficiosos
(agents de biocontrol) o els compostos derivats del seu metabolisme, aixi com productes
naturals com extractes de plantes que permeten minimitzar o inhibir el desenvolupament de les
malalties (Ondarza-Beneitez, 2017). L’inter¢s pels bioplaguicides en les Gltimes décades ha
estat influenciat per les tendencies de I’agricultura cap a una major sostenibilitat i la
preocupacié publica de 1’as massiu de plaguicides de sintesi quimica (Van den Bosch i Stern,
1962). Aquests productes es consideren una alternativa enfront dels productes de sintesi que

provoquen la contaminaci6 dels sols agricoles i dels productes agropecuaris a escala mundial.

Els bioplaguicides consistents en compostos actius obtinguts a partir de microorganismes tenen

un elevat potencial en el futur per la seva eficacia i baixa toxicitat. Aquest compostos es poden
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obtenir d’una manera molt eficient a partir de processos de fermentacié que es poden optimitzar
per tal d’obtenir els compostos desitjats a partir de substrats de baix cost. Els productes
avermectina i spinosad, produits per Streptomyces avermitilis i Saccharopolyspora spinosa,
respectivament sén els dos bioplaguicides més exitosos produits a partir de fermentacié solida

i comercialitzats com insecticides pel sector agricola (Omarini et al., 2020).

1.6.  Registre de bioplaguicides a la Uni6 Europea

Des del 2011 a la UE, els bioplaguicides estan categoritzats com a productes fitosanitaris, per
us agricola i/0 horticola, amb 1’objectiu que es puguin incloure en els programes de maneig
integrat de malalties. Per tant, aquests productes es regeixen pel marc regulador N° 1107/2009
que té com objectiu garantir la salut humana, animal i mediambiental. A més, aquesta normativa
exigeix a la industria demostrar que les substancies actives no tenen efectes perjudicials per a
la salut humana o animal (Czaja et al., 2015). A dia d’avui a la Uni6 Europea hi ha al voltant

de 46 bioplaguicides registrats pel control de malalties i plagues que es mostren a la taula 1.1.

Taula 1.1. Bioplaguicides microbians aprovats a la Unié Europea pel control de malalties a les

plantes a la Unié Europea.

Substancia activa Categoritzacio
Fongs

Ampelomyces quisqualis AQ10 Fungicida
Beauveria bassiana 203 Insecticida
Beauveria bassiana IMI 389521 Insecticida
Beauveria bassiana PPRI 5339 Insecticida
Beauveria bassiana 147 Insecticida
Beauveria bassiana NPP111B005 Insecticida
Beauveria bassiana ATCC 74040 GHA Insecticida
Clonostachys rosea J1446 Fungicida
Coniothyrium mintans CON/M/91-08 (DSM 9660) Fungicida
Isaria fumosorosea Apopka 97 Insecticida
Lecanicillium muscarium Ve6 Insecticida
Metarhizium anisopliae var. Anisopliae BIPESCO 5/ F52 Insecticida
Paecilomyces fumosoroseus Fe9901 Insecticida
Phlebiopsis gigantea Fungicida
Trichoderma asperellum (formalment T. harzianum) ICC012, T25i TV1 Fungicida
Trichoderma asperellum T34 Fungicida
Trichoderma atroviride (formalment T. harzianum) IMI 206040 i T11 Fungicida
Trichoderma atroviride AGR2 Fungicida

12



Trichoderma atroviride 1-1237

Trichoderma atroviride SC1

Trichoderma gamsii

Trichoderma harzianum T-22 i ITEM 908

Verticillium albo-atrum WCS850

Fusarium sp. L13

Bacteris

Bacillus amyloliquefaciens QST 713

Bacillus amyloliquefaciens AH2

Bacillus amyloliquefaciens 1T-45

Bacillus amyloliquefaciens MBI 600

Bacillus amyloliquefaciens FZB24

Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum D747
Bacillus pumilus QST 2808

Bacillus amyloliquefaciens QST 713

Bacillus subtilis IAB/BS03

Bacillus sphaericus

Bacillus thuringiensis subsp. Aizawai ABTS-1857 i GC-91
Bacillus thuringiensis subsp. Israeliensis AM65-52
Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki ABTS 351, PB 54, SA 11, SA12 i EG
Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis NB 176 (TM 14 1)
Pseudomonas chlororaphis MA342

Pseudomonas sp. DSMZ 13134

Streptomyces K61 (formalment S. griseoviridis
Streptomyces lydicus WYEC 108

Llevats

Aureobasidium pullulans DSM 14940 | DSM 14941
Candida oleophila O

Metschnikowia fructicola

Saccharomyces cerevisiae LASO2

Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida

Fungicida

Bactericida/fungicida
Fungicida

Fungicida

Fungicida

Fungicida

Fungicida

Fungicida
Bactericida/ fungicida
Fungicida

Insecticida
Insecticida

Insecticida
Insecticida

Insecticida

Fungicida

Fungicida

Fungicida

Fungicida/ Bactericida

Fungicida/ bacteriocida
Fungicida
Fungicida

Fungicida
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1.7.  El complex Pseudomonas fluorescens com bioplaguicides

El complex Pseudomonas fluorescens és un grup de bacteris gram negatius no esporulats,
altament versatils i que poden utilitzar un gran espectre de components organics com a font de
carboni i d’energia, conferint-los una elevada capacitat d’adaptacié a multiples ambients (Silby
et al., 2011). S6n microorganismes psicrotrofs ja que poden créixer a temperatures des de 4°C
fins als 43°C. A més, mostren una alta diversitat genética i metabolica (Jun et al., 2016). Els
seus efectes beneficiosos inclouen 1’antagonisme contra patogens, la induccio de defenses de la
planta hoste, a més de la produccié de siderofors i antibiotics (Beneduzi et al., 2012). Al llarg
dels anys la taxonomia del genere Pseudomonas ha patit grans canvis, produint-se un increment
en el nombre d’espécies reconegudes arribant a les 396 especies i 21 subespecies

(http://www.bacterio.net/pseudomonas.html). En el cas del complex P. fluorescens actualment

la classificacio inclou 8 filogrups: P. mandelii, P. jessenii, P. koreensis, P. corrugata, P.

fluorescens, P. gessardii, P. chlororaphis i P. protegens (Garrido-Sanz et al., 2017).

Els membres del complex P. fluorescens han estat aillats de diferents ninxols ecologics com
vessaments de petroli a alta mar (Viggor et al., 2013), tota mena de sols (Weller et al., 2002),
superficies aéries i arrels de les plantes (Loper et al., 2012), intestins dels insectes (Vodovar et
al., 2005). A més, alguns d’ells poden viure com a saprofits, mentre que d’altres son patogens

vegetals o oportunistes per 1’especie humana.

Alguns bacteris d’aquest grup tenen un gran interés biotecnologic en agricultura com a
bioplaguicides i/o biofertilitzants perqué ofereixen una alternativa ecologica per controlar
malalties causades pels patogens, millorar el rendiment dels cultius, promoure el creixement de

les plantes, ajudar als tractaments de bioremediacio de sols (Vacheron et al., 2019).

Avui en dia i amb els avancos recents en les técniques de microbiologia i biologia molecular
s’ha contribuit significativament a esbrinar els mecanismes d’accid pels quals els bacteris
antagonics generen metabolits secundaris amb efecte inhibitori (Akkermans et al., 1995; Kraus
i Loper, 1995). Entre els mecanismes de biocontrol es troben la competéncia per un ninxol
ecologic, competencia pel substrat, la sintesi de siderofors, 1’antibiosi, i la producci6 d’enzims
(Bais et al., 2004), aixi com la induccid de resisténcia sistémica a la planta (Matiru i Dakora,
2004).
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1.7.1. Diversitat de metabodlits secundaris produits per Pseudomonas amb activitat

antimicrobiana

Pseudomonas fluorescens tenen la capacitat de produir diversitat de compostos amb activitat

antimicrobiana (Weller, 2007) com la pioluteorina, pirrolnitrina, fenazina-1-acid carboxilic i
2,4 diacetil-floroglucinol (Thomashow et al., 1997) (Figura 1.1).

Fenazines. SOn compostos heterociclics nitrogenats pigmentats amb gran espectre
d’activitat antimicrobiana enfront bacteris, fongs i parasits. El seu mecanisme d’acci6 es
basa amb la capacitat redox, ja que actuen com acceptors d’electrons procedents d’agents
reductors que transmeten generant espécies reactives de 1’oxigen (ROS) toxiques pel
patogen (Mavrodi et al., 2013). Les fenazines descrites en Pseudomonas spp. son capaces
d’inhibir fongs com Fusarium oxysporum (Kupferschmied et al., 2013), Pythium spp,
Rhizoctonia solani, Gibberella avenacea, Alternaria spp i Drechlera graminea (Mavrodi et
al., 2006).

Diacetilfloroglucinol. El 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG) és un antibiotic fendlic que
ha mostrat activitat antiviral, antibacteriana i antifingica. La seva activitat antimicrobiana
és deguda a la inhibici6 de I’aldosa reductasa, un enzim implicat en el metabolisme de la
glucosa i la fructosa. El seu espectre inhibitori €és ampli i inclou a bacteris, fongs, oomicets
I nematodes. S’ha confirmat la produccié de DAPG com a principal mecanisme d’acci6 de
Pseudomonas en el control d’algunes malalties com el take-all del blat (Raaijmakers i
Weller, 1998).

Pirrolnitrina. La pirrolnitrina és un compost produit per una amplia gamma de
Pseudomonas spp. que té activitat contra bacteris i fongs. Es un fenilpirrol clorat que es
sintetitza a partir del L-triptofan i que causa la inhibicio de la cadena respiratoria en fongs.
Degut a la seva activitat antifungica s’ha utilitzat tant en medicina com en agricultura com
a métode de control de malalties (Gross i Loper, 2009). Entre les soques productores cal
destacar P. fluorescens CHAO i P. fluorescens BL915 (Badosa, 2001).

15



- Pioluteorina. Es un compost produit per algunes soques de Pseudomonas amb un anell de
resorcinol unit a un dicloropirrol amb activitat herbicida, bactericida i fungicida (Hoch et
al., 2008).
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Figura 1.1. Compostos produits per Pseudomonas amb activitat antimicrobiana rellevants pel
biocontrol proposats per Haas i Défago, 2005.

1.8.  Bacteriocines i ciclolipopéptids produits per Pseudomonas fluorescens

Les bacteriocines son proteines o peptids de sintesi ribosomal que pertanyen a la classe mes
abundant i diversa dels compostos antimicrobians. En general aquests compostos tenen activitat
antimicrobiana contra patogens estretament relacionats amb la soca productora (Oliveira et al.,
2018). No obstant aix0 existeixen algunes bacteriocines amb ampli espectre que poden inhibir

altres procariotes, fongs o parasits (De la Fuente et al., 2015).

Fins a dia d’avui s’han identificat quatre tipus principals de bacteriocines produides pel genere
Pseudomonas i altres géneres microbians entre les quals destaquen les piocines, les

bacteriocines modulars, les microcines tipus B i les lectines-bacteriocines.
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Les piocines son bacteriocines produides generalment pel patogen oportunista Pseudomonas
aeruginosa i en funcio de la seva estructura es poden classificar com a tipus R, F i S. Les tipus
R son resistents a la nucleasa-proteasa i la seva morfologia s’assimila a cues no flexibles i
contractils dels bacteriofags (Scholl, 2017). Les piocines provoquen la formacié de porus en les

membranes citoplasmatiques de les cel-lules diana causant la seva despolaritzacio.

Per altra part, les piocines de tipus F son resistents a la proteasa d’alt pes molecular i la seva
forma és similar a la de tipus F, pero la seva estructura és flexible i no contractil. Mentre que
les de tipus S son similars a colicina, sensibles a la proteasa i la seva estructura consta de dos
components, el que provoca la lisi cel-lular (DNAasa, RNAasa o per activitats de formacié de
porus). Mentre que el component més petit mostra homologia amb la colicina E2 i es considera
com una proteina d’immunitat. Les piocines tipus S causen la lisi cel-lular per descomposicid

del DNA i la formacio de porus a la membrana (Parret i De Mot, 2002).

Altres exemples de bacteriocines produides pel genere son les microcines. Aquestes molécules
peptidiques son hidrofobes, de baix pes molecular sintetitzades ribosomalment. La seva
produccio es realitza a través d’un péptid precursor, incloent-hi un péptid amb un grup N-
terminal i peptids basics que poden o no sotmetre’s a modificacions post-traduccionals
(Metelev et al., 2013). Aquests compostos es caracteritzen per mostrar tolerancia a temperatures
elevades, als canvis de pH i a les proteases, i els seus mecanismes d’acci6 inclouen la formacio
de porus a la membrana, activitat DNAasa, RNAasa i inhibicid de la sintesi de proteines (Yang
etal., 2014).

Un altre tipus de bacteriocines produides per Pseudomonas son les Lectin-like bacteriocines
(L1pAs) o tipus-L que estan formades per dues zones d’uni6 de carbohidrats de B-lectina i una
extensio curta amb un carboxil-terminal. Aquest grup carboxil té la funcié d’unir els residus de
D-ramnosa presents en la capa de lipopolisacarids, mentre que el grup aminoterminal interactua
amb la proteina de membrana externa, el que determina la seva gran selectivitat i especificitat
(Parret et al., 2003).

Els bacteris del complex P. fluorescens poden produir també ciclolipopéptids (CLPs). Aquests
compostos son molécules amfifiliques que contenen un oligopeptid ciclic amb un anell de
lactona unit a una cadena d’acid gras pel extrem N-terminal de I’aminoacid (Raaijmakers et al.,
2006). Les dues parts son variables i confereixen diferents propietats biologiques que inclouen
activitat antimicrobiana i activitat antibiofilm entre d’altres. Els CLPs son sintetitzats per

sintetases no ribosomals (NRPSs) 1 presenten un ampli espectre d’accid6 contra
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microorganismes patogens, entre els que s’inclouen virus, micoplasmes i bacteris. Aquesta
activitat ha sigut explotada en el control biologic de patogens de plantes com Pythium
myriotylum, Pythium aphanidermatum, Phytophthora infestans, Phytophthora capsici i
Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Cochliobolus miyabeanus, i Magnaporthe oryzae
(Omoboye et al., 2019).

Els CLPs produits per P. fluorescens poden estar implicats en la reduccié de les malalties
causades per patogens mitjancant 1’antagonisme directe o indirectament a través de la
resisténcia sistémica induida (RSI). La RSI pot ser elicitada per compostos secretats per
microorganismes que son reconeguts pels receptors de la membrana cel-lular de la planta que
provoquen D’activacié de la immunitat innata (Boutrot i Zipfel, 2017). Diversos compostos
secretats per bacteris beneficiosos poden desenvolupar RSI (De Vleesschauwer i Hofte, 2009;
Mariutto i Ongena, 2015) incloent alguns tipus de CLPs sintetitzats per Pseudomonas spp. com
massetolide A, morfamida i sessilin (Tran et al., 2007; Ma et al., 2016). Altres estudis han
caracteritzat altres compostos com la entolisina, lokisina, putisolvina, xanfolisina, WLIP,
cocoyamide A (Oni et al., 2019).

1.9.  Influencia dels medis de cultiu i el desenvolupament del bioplaguicida

Durant el desenvolupament de bioplaguicides es realitza 1’optimitzacié dels medis de cultiu i
del sistema de fermentacid, on s’engloben estudis de preformulacio, vida util i control de la
qualitat del nou producte (microbiologic, fisicoquimic, biologic). Altres aspectes importants
son I’estandarditzacio de bioassajos per 1’avaluacié de ’eficacia en condicions controlades, la
compatibilitat del bioplaguicida amb agroquimics i el seu efecte sobre els organismes implicats

rutinariament en el maneig integrat del cultiu (parasitoides, depredadors i pol-linitzadors).

El disseny d’un medi de cultiu per I’obtenci6 del principi actiu es una tasca complexa, ja que
aquesta funcio esta relacionada amb el tipus de microorganisme i per tant es requereix un major
coneixement sobre el seu metabolisme i la fisiologia. Tot aixo inclou, informaci6 experimental
com els perfils d’assimilacio de fonts de carboni i nitrogen, els rangs de creixement en funcid
del pH, la temperatura, ’activitat d’aigua, la intensitat luminica i els requeriments d’oxigen i
agitacio entre altres. A causa de les mdltiples interaccions entre el medi de cultiu i el
microorganisme, és normal que el medi sigui especific pel microorganisme i no es puguin

garantir resultats similars fins i tot amb altres soques de la mateixa espécie (Singh et al., 2016).
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En termes generals, el disseny d’un medi de cultiu involucra 1‘avaluacié d’un numero
significatiu de variables, que inclouen la font de carboni, la font de nitrogen, els macroelements
1 els microelements, aixi com aminoacids i vitamines. A més durant 1’escalat s’han d’avaluar
les variables fisicoquimiques del procés fermentatiu, com la temperatura, el pH, la velocitat

d’agitacio, demanda d’oxigen etc.

La produccio de metabolits secundaris amb activitat antimicrobiana obtinguts de Pseudomonas
spp. depén en gran part de la formulacié del medi de cultiu, aixi com de les condicions
d’incubaci6 de les soques estudiades. Alguns estudis han demostrat que les fonts de carboni
presents en el medi tenen una influéncia diferencial en la produccié d’antibiotics en les soques
de P. fluorescens. Concretament la produccio de pioluteorina i de 2,4-diacetil-floroglucionol és
estimulada per la presencia de glicerol i glucosa en el medi de cultiu (Duffy i Défago, 1999).
El pH del medi també influeix en la producci6 d’antibiotics perque depenent de 1’alcalinitat o
la preséncia d’elements com els fosfats es pot reduir drasticament la produccié d’aquests
compostos (Pusey et al., 2008). També s’ha observat que la produccié de fenazines depén de la
temperatura i el pH del cultiu, aixi com de la font de carboni, segons estudis de Slininger i
SheaWilbur (1995) realitzats amb la soca Pf 2-79 (Slininger i SheaWilbur, 1995).
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2. ANTECEDENTS

La linia de recerca del grup de Patologia Vegetal-CIDSAYV on s’ha realitzat aquest treball té
com objectiu desenvolupar i aplicar noves tecnologies sostenibles pel maneig de plagues
bacterianes i1 fungiques de les plantes. Més concretament, una d’aquestes tecnologies esta
basada en el desenvolupament i aplicacié de nous bioplaguicides de baixa toxicitat basats en
microorganismes i peptids funcionals. Aquests presenten avantatges interessants com 1’elevada

activitat antimicrobiana, baixa toxicitat i elevada biodegradabilitat.

El grup de Patologia Vegetal-CIDSAV disposa d’una col-leccié de més de 250 aillats de P.
fluorescens obtinguts de diferents mostres vegetals de diversos origens. En estudis previs
aquests aillats es van caracteritzar pel que fa ’activitat antimicrobiana in vitro enfront bacteris
i fongs fitopatogens, 1’eficacia del biocontrol de malalties i la preséncia de gens relacionats amb
la sintesi de compostos antimicrobians com les fenazines, DAGP, pirrolnitrina, pioluteorina i
també més recentment CLPs. Concretament, es van obtenir un conjunt de soques de
Pseudomonas spp. que presentaven caracteristiques d’interés com activitat antimicrobiana o de
biocontrol, o preséncia de gens de produccio de compostos d’interes i es varen escollir com a

candidates per a futurs estudis.
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3. OBJECTIUS

L’objectiu d’aquest treball és seleccionar bacteris del complex P. fluorescens amb capacitat de
produir substancies antimicrobianes actives enfront diferents patogens de plantes causants de
malalties d’importancia economica. Aquests bacteris podrien ser bons candidats a ser

desenvolupats com a bioplaguicides. Per aixo, els objectius concrets d’aquest treball son:

- Optimitzar la metodologia per determinar 1’activitat antimicrobiana in vitro de les
soques de P. fluorescens enfront bacteris i fongs fitopatogens.
- Determinar D’activitat antimicrobiana i ’espectre d’accié enfront bacteris i fongs

fitopatogens d’una seleccié de soques de Pseudomonas spp.
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4. MATERIAL | METODES

4.1.  Medis de cultiu, tampons i reactius

Medi Glucosa Asparagina GA

PART A: Pesar els segiients components, dissoldre en 900 mL d’aigua, homogeneitzar i

esterilitzar a ’autoclau a 121°C durant 20 minuts a 1 atm.

- K2HPO,4 11,59
- KH2PO4 4,59

- MgSO4 x 7H20 0,129
- Aigua destil-lada 900ml

PART B: Pesar els seguents components, dissoldre en 100 mL i esterilitzar per filtracio amb

filtres de 0,2 um de diametre de porus.

- Glucosa 20 g
- L-Asparagina 0,39
- Acid nicotinic 0,05 g
- Aigua destil-lada 100 ml

Quan la part del medi esterilitzada a I’autoclau s’hagi refredat barrejar les dues parts.

Medi Luria Bertani LB liquid

- Extracte de llevat 59

- Triptona 109

- NaCl 109
-Aigua destil-lada 1000 mi

Homogeneitzar 1 esterilitzar la mescla a 121°C durant 20 minuts a ’autoclau.

Medi Luria Bertani LB solid

- Extracte de llevat 50

- Triptona 10 ¢

- NaCl 109
-Aigua destil-lada 1000 ml
- Agar 109
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PDB

- Extracte de patata
- Peptona
- Extracte de llevat

- Aigua destil-lada

249
39
29
100 ml

Medi Agar Patata Dextrosa PDA

-Agar de patata i dextrosa

Aigua /Tampo fosfat

- Na,HPO,
- KH,PO,
- Aigua destil-lada

Medi B de King KB

- Proteosa peptona
- K,HPO,

- Mg,S0, x 7 H,0
- Glicerol

- Agar

- Aigua destil-lada

Medi Minim de Sals MM

-NaCl

-NH,Cl

-Glucosa
-Mg,S0, x 7 H,0
-KH, PO,
-Na,HPO,
-Aigua destil-lada

299

7,109
2,729
100 ml

15¢
159
159
10 g
159
100 ml

059
109
509
0,29
300
2,49
100 mi
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4.2.  Soques de Pseudomonas spp. utilitzades

Per la realitzacio del Treball Final de Grau es van utilitzar 35 soques, d’una col-lecci6 procedent

del grup de Patologia Vegetal-Centre d’Innovacié i Desenvolupament en Sanitat Vegetal

(CIDSAYV), del complex Pseudomonas fluorescens (Taula 4.1).

Taula 4.1. Soques del complex P. fluorescens emprades en aquest projecte (PV-CIDSAV EPS

soques de referencia).

Soca

BL915*
CHAO*
EPS209
EPS240
EPS260
EPS262
EPS263
EPS274
EPS288
EPS290
EPS301
EPS317
EPS327
EPS356
EPS383
EPS384
EPS531
EPS539
EPS550
EPS584
EPS817
EPS894
EPS895
MSN12
pkMSN26
Ps2-79*
psSpALZM3

pspMSN5
PspVIAl

pSSARTASS
Q4-87*
SBW25*

Espécie

P. chlororaphis
P. protegens
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
P. fluorescens
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
P. fluorescens
Pseudomonas sp
P. fluorescens
P. fluorescens
P. fluorescens
P. fluorescens
P. fluorescens
Pseudomonas sp
P. fluorescens
P. fluorescens
P. koreensis

P. koreensis

P. fluorescens

Pseudomonas sp

P. frederiksbergensis

P. helmanticensis
Pseudomonas sp
P. corrugata

P. fluorescens

Procedéncia

Planta
coto
tabac
lleguminosa
blat
pomera
pomera
faig
luzula
panis
panis
graminia
tabac
enciam
perera
Veronica
graminia
presseguer
perera
cirerer
perera
cirerer
pomera
pomera
nd

nd
blat
remolatxa

Organ
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
arrel
borré
flor
fulla
flor
borré
borré
flor
arrel
fulla
fulla
nd
nd
arrel
nd

nd
nd

nd
arrel
fulla

Activitat

antimicrobiana

Bacteris

+
+
++
++
++
++
+
++
++
+
++
+

++

++

Preséncia de gens relacionats amb la
sintesi de compostos antimicrobians

Fongs DAPG
¥

+ +
++

+

¥

+

++

++

++

++ +
++

++

++

¥

++

++

+ +
+

¥

+

++

+

¥

¥

+ +

PLT

Nd: No determinat.

* Soques de referéncia
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Les soques seleccionades es mantenen crioconservades a -80°C (Ultra congelador MDF-
U51865S, Sanyo, Tokio, Japd) en medi LB amb glicerol al 20%. Per la realitzacié d’aquest
estudi es van sembrar amb estria en medi LB solid sota campana de flux laminar per assegurar-
ne ’esterilitat, a continuacio es van incubar a 23°C durant 24 hores. Posteriorment es va dur a

terme un segon repicat per assegurar 1’obtencio de cultius frescos pels assajos posteriors.

4.3.  Preparacio dels bacteris indicadors patogens
Es van utilitzar les seguents soques de bacteris fitopatogens: Erwinia amylovora (Ea)
PMV6076, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) 206, Pseudomonas syringae pv.

actinidiae (Psa) 3700.1, Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000.

Les soques indicadores es van descongelar i es van sembrar en estria en plaques d’agar LB
solid. Cadascuna d’elles es va incubar 24 hores a 23°C, excepte Xav que es va incubar 48 hores

perqueé li costa més créixer.

La preparacio de les suspensions dels bacteris indicadors es va realitzar utilitzant cultius en
medi LB solid de 24 h per Ea, Psa, Pst i de 48 h per Xav. Es va agafar una colonia de cultiu
amb 1’ajuda d’una nansa de Kolle, es va resuspendre en 5 mL de tampd fosfat i es va
homogeneitzar. La concentracié de la suspensio es va determinar mitjancant la lectura de
I’absorbancia a 600nm amb un espectrofotometre (Shimadzu UV-150A, Shimadzu Europa
GMBH, Jap0). Les concentracions de les suspensions de les diferents soques es van ajustar a

108 ufc/mL segons les equivaléncies entre ufc/mL i DOggopm (Taula 4.2).

Taula 4.2. Densitats optiques (DO) de lectures de I’absorbancia a I’espectrofotometre (600nm),

de les soques bacterianes utilitzades com a indicadors, corresponents a 108 ufc/mL.

Microorganismes indicadors DO¢oonm
Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria 206 0.25
Pseudomonas syringae pv. actinidiae 3700.1 0.20
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 0.20
Erwinia amylovora PMV6076 0.15
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Un cop van estar preparades les suspensions dels bacteris, es va procedir a realitzar un banc de
dilucions i recompte en placa per verificar la seva concentracio. Es van realitzar dilucions
decimals successives de la suspensio, i es van sembrar 20 uL de les dilucions adequades en
placa d’agar LB que es van incubar 48 hores a 23°C. Un cop passat el periode d’incubacio es

va procedir al recompte de les colonies crescudes.

4.4.  Obtencio del fongs indicadors patogens

Es van utilitzar quatre fongs fitopatogens: Fusarium avenaceum (PV-CIDSAV) (Fa), Botrytis
cinerea ATCC33759B (Bc), Fusarium oxysporum (ATTCC 201829) (Fo) i Penicillium
expansum EPS26 (PV-CIDSAV) (Pe). Aquests es mantenien en cultius en agar patata dextrosa
(PDA) en tubs inclinats i emmagatzemats a 4°C. Per cultivar els fongs, es va dipositar un cub
de cultiu del fong conservat en el vial, d’aproximadament 1 cm?, en una placa d’agar PDA i es
van incubar durant 7 dies a 23°C. A partir d’aquests cultius es van realitzar repicats periodics
en medi PDA cada 7 dies.

Per a la preparacio de les suspensions de conidis dels fongs es van utilitzar cultius en medi PDA
de 7 dies. Es van abocar 5 mL d’aigua destil-lada esteril amb una gota de Tween 20 com a
surfactant a I’interior de les plaques de cultiu del fong i amb 1’ajut d’una nansa de Digralsky,
es van resuspendre els conidis i es van recollir en un pot esteril. La suspensio es va filtrar a
través d’un filtre miracloth que permetia separar les restes de miceli i obtenir solament els
conidis. La concentraci6 de conidis es va determinar mitjangant el microscopi amb 1’ajut d’una

camera Thoma i es van realitzar dilucions de la suspensi6 fins ajustar-la a 10* conidis/mL.

4.5.  Avaluacio de ’activitat antibacteriana

4.5.1. Obtenci6 del sobrenedant sense cél-lules a partir de cultius.
Per obtenir sobrenadants sense cél-lules (SSC) a partir de cultius frescos de Pseudomonas spp.
es va procedir a la realitzacio dels precultius. A partir d’un cultiu de 48 h de Pseudomonas spp.
en medi LB, es va agafar una colonia amb una nansa de Kolle i es va resuspendre en 4,5 mL de
medi de cultiu a I’interior d’un tub d’assaig. Els tubs es van incubar durant 24 h a 25 °C en
agitacio a 125 rpm (Agitador, IKA K5501 Digital, IKA LABORTECHNIK, Staufen,

Alemanya).
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Figura 4.1. Preparaci6 dels precultius i cultius dels bacteris assajats.

Passades les 24 h i amb les soques crescudes es van realitzar els cultius per obtenir el SSC,

introduint 0,5 mL del precultiu en 4,5mL de medi fresc. Aquests cultius es van incubar a 25°C,

amb agitacié constant a 125 rpm durant les 72 h com s’il-lustra a la Figura 4.1. Un cop passat

el periode d’incubacio es van transferir 2 mL dels cultius a microtubs eppendorf i es van

centrifugar a 10.000 rpm durant 15 min a 5°C i aixi obtenir la separacio de dues fases el

sobrenedant i el pellet. Posteriorment, el sobrenedant es va filtrar amb un filtre de 0,2 um de

diametre de porus per obtenir el sobrenedant sense cel-lules amb els compostos actius con es

mostra a la Figura 4.2.

‘ ’ Pellet
_ . ! /_.' Syt
II-.--. -:' :.//

PRECULTIU CULTIU CENTRIEUGACIO FILTRACIO OBTENCIO S5C
10000 rpm 0,2 pm
59C 20 min

Figura 4.2. Obtencio dels sobrenadants sense cel-lules (SSC) dels cultius.
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45.2. Determinacio de I’activitat antimicrobiana
L’activitat antimicrobiana dels SSC obtinguts a partir dels cultius de Pseudomonas spp. enfront
4 bacteris indicadors Ea, Psa, Pst i Xav es va determinar utilitzant el lector de plaques Bioscreen
(Bioscreen C, Labsystem, Helsinki, Finland). Aquest equip és un espectrofotometre
programable que permet quantificar el creixement microbiologic dels diferents bacteris
patogens indicadors a temps real mitjancant la mesura de la densitat optica. En els diferents
assajos es van utilitzar els SSC de les soques de Pseudomonas spp. que es van posar en contacte
amb les cel-lules dels bacteris fitopatogens (Ea, Xav, Psa, Pst) amb 1’objectiu de determinar la

inhibicio del seu creixement pels metabolits presents als sobrenadants.

El métode de la turbidimetria és un metode indirecte que s’utilitza per quantificar el creixement
bacteria mitjancant la quantificacié de la densitat optica (DO) o absorbancia que generen els
cultius inoculats. Aquesta tecnica es basa amb el fet que les cel-lules bacterianes son capaces
d’absorbir i dispersar un feix de llum incident dependent de la seva concentracié, mida i forma.
Aquesta proporcionalitat és la base de 1"as de la turbidimetria com un meétode rapid, no
destructiu i relativament economic per monitoritzar el creixement, o la inhibicié de cultius
microbians. L equip Bioscreen C utilitzat en aquest treball permet a més processar 200 mostres

simultaniament.

L’activitat inhibitoria dels SSC enfront els patogens indicador es va determinar mitjangant una
prova d’inhibici6 de creixement posant en contacte el SSC, el patogen i en alguns experiments
es va incloure també un suplement del medi de cultiu per si s’havien esgotat els nutrients. Per
a realitzar els experiments, es van introduir 160 UL dels SSC en un pou d’una placa multipouet
i es van barrejar amb 20 uL de la suspensio del patogen indicador i 20 pL del suplement de
medi adequat. Es van incloure dos tipus de controls positius que consistien en: i) 160 pL de
medi de cultiu, 20 uL de la suspensi6 del patogen, 20 UL d’aigua destil-lada, ii) 160 pL del
medi de cultiu, 20 pL suspensio del patogen i 20 pL del suplement de medi adequat. A més es
van incloure tres tipus de controls negatius: i) 160 pL SSC, ii) 160 pL del medi de cultiu i 20
uL d’aigua destil-lada, o iii) 160 pL medi de cultiu i 20 pL del suplement adequat.

El creixement del bacteri indicador es va determinar mitjancant la mesura de la densitat Optica
(DO) a 600 nm amb el lector de plaques de Bioscreen. Les microplaques es van incubar 25 °C
amb 20 s d’agitaci6 abans de cada mesura. La DO es van mesurar cada hora durant un total de
72 hores (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Programacio de variables amb el Software Bioscreen C.

Un cop passades les 72 hores d’incubaci6 i obtingudes les lectures d’absorbancia a 600 nm es
va procedir a descarregar I’arxiu en format Excel i a tractar les dades per poder obtenir el resultat
del percentatge d’inhibicio de creixement de cadascun dels experiments. En primer lloc es va
treure el soroll de fons i es va determinar el creixement bacteria DO en relacié al temps
d’incubacié mitjancant la determinaci6 de 1’area sota la corba de cadascuna de les mostres (cada
pou de la microplaca), que correspon a I’integral de les DO obtingudes al llarg del periode
d’incubaci6 (72 h). Per fer-ho es va realitzar el sumatori de les arees parcials aplicant la seguient

férmula:

n
1
AUC = ZE(DOL' — 1+ DOi) * (ti — ti-1)

=2
On:

DOi: correspon a la densitat optica a 600 nm obtinguda en cadascun dels temps.

ti: correspon als temps en que s’ha realitzat les lectures d’absorbancia

29



A continuacio, es va calcular el percentatge d’inhibicié del creixement que es defineix com:

AUC —-AUC
% Inhibicio= ( C+ SCC)*loo

AUCc4

On:
AUC,,: és I’area sota la corba del bacteri indicador (control sense tractar).

AUCsgc: és I’area sota la corba obtinguda per un determinat SSC.

4.6. Optimitzacio de les condicions d’assaig

4.6.1. Efecte del medi de cultiu en la producci6 de metabolits
L’objectiu d’aquesta prova va ser determinar 1’efecte del medi de cultiu utilitzat per 1’obtencid
de SSC en I’activitat antimicrobiana enfront a Xav i Psa. Es va realitzar I’experiment obtenint
SSC a partir de les soques EPS240, EPS384, EPS584 en els medis MM, GA, KB, LB i PDB

modificat tal com s’ha explicat en 1’apartat 4.5.1.

L activitat antimicrobiana dels SSC enfront Xav i Psa es va avaluar mitjangant una prova
d’inhibicid de creixement (apartat 4.5.2). Es van introduir 180 pL dels SSC (de les 3 soques
assajades i dels 5 medis) en un pou d’una placa multipouet de Bioscreen i es van barrejar amb
20 pL d’una suspensio6 del patogen indicador. A més, es va realitzar un control positiu introduint
180 pL de MM, GA, PDB, LB 0 KB i 20 pL de la suspensié del patogen indicador, i finalment
un control negatiu introduint 180 pL de SSC i 20 uL d’aigua destil-lada (Taula 4.2).

El percentatge d’inhibicid del SSC es va determinar tal com s’explica en ’apartat anterior. El
disseny experimental va consistir en 3 repliques per cada soca i medi i I’experiment es va
realitzar dues vegades. Els resultats del percentatge d’inhibicié dels SSC en diferents medis
enfront del creixement dels patogens indicadors van ser tractats mitjancant I’analisi de la

variancia ANOVA i el test de Tukey (P<0,05).
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Taula 4.3 Tractaments (barreges introduides en els pous de la placa de Bioscreen C) en I’assaig
de I’efecte del medis de cultiu en la produccio de metabolits.

Tractament Repliques  SSC o medi (uL) Suspensié de Aigua destil-lada
patogen (ML) (ML)
SSC amb patogen 3 180 SSC (cultiu de les soques en GA, 20 0
MM, KB, PDB, LB)
Medi amb patogen 3 180 (medi GA, MM, GA,KB, PDB, 20 0
sense tractar LB,KB)
SSC sense patogen 3 180 SSC 0 20
Medi sense patogen 3 180 medi 0 20

4.6.2. Efecte de la neutralitzacio dels SSC en I’activitat antimicrobiana
L’objectiu d’aquesta prova va ser determinar si les variacions de pH en els SSC durant la seva
obtenci6 afectaven I’activitat antimicrobiana. Es van obtenir SSC de dos soques I’EPS384 i

EPS584 en dos medis GA i LB tal i com s’explica en I’apartat 4.5.1.

Una vegada obtinguts els SSC es van subdividir en dos mostres, neutralitzades i no
neutralitzades. La mostra neutralitzada es va ajustar a pH de 7 utilitzant NaOH (1M) o bé HCI

(IM) en funcio del medi i mesurant el pH amb el pH-metre GLP21.

L’activitat antimicrobiana dels SSC enfront Xav i Psa es va avaluar mitjangant una prova
d’inhibicid del creixement tal com s’explica en I’apartat 4.5.2. Es van introduir 180 pL del SSC
en un pou d’una placa multipouet de Bioscreen i es van barrejar amb 20 pPL d’una suspensio
del patogen indicador. En el cas dels SSC obtinguts en medi GA es va realitzar una variacio
barrejant 160 pL de SSC, 20 uL de la suspensié de patogen i 20 pL de suplement de GA 6X.
A més es va realitzar un control positiu introduint 180 uL de GA o LB i 20 pL de la suspensio
del patogen indicador i també 160 pL de GA, 20 pL suspensio del patogen i 20 pL del
suplement de medi GA6X. Finalment es van realitzar dos controls negatius introduint 180 pL
de SSC i 20 puL d’aigua destil-lada i un amb 180 pL de GA i 20 pL del suplement GA6X (Taula
4.4). El percentatge d’inhibicié dels SSC es va determinar tal i com s’explica en 1’apartat
anterior. El disseny experimental va consistir en 3 repliques per cada soca i medi. Els resultats
del percentatge d’inhibici6 dels SSC enfront del creixement dels patogens indicadors van ser

tractats mitjancant 1’analisi de la variancia ANOVA i el test de Tukey (P<0,05).
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Taula 4.4. Tractaments (barreges introduides en els pous de la placa de Bioscreen C) en I’assaig
de I’efecte de la neutralitzacio dels SSC en I’activitat antimicrobiana.

Tractament Repliques  SSC o medi (uL)  Suspensi6 patogen (uL)  Aigua o suplement (L)

SSC LB amb patogen 3 180 (SSC LB) 20 0

SSC GA amb patogen 3 160 (SSC GA) 20 20 de suplement GA 6X

Medi amb patogen 3 180 (LB o0 GA) 20 0

SSC LB sense patogen 3 180 (SSC LB) 0 20

SSC GA sense patogen 3 160 (SSC GA) 0 20 suplement GA 6X i 20 aigua
Medi sense patogen 3 180 (LB 0 GA) 0 20

4.7.  Activitat antibacteriana dels SSC obtinguts de les soques de Pseudomonas spp.
enfront Ea, Psa, Pst i Xav
Els SSC de les 35 soques de Pseudomonas spp. seleccionades en aquest treball es van obtenir

a partir de cultius realitzats en medi LB i GA com indica I’apartat 4.5.1.

L’activitat antimicrobiana dels SSC enfront Ea, Psa, Pst i Xav es va avaluar mitjangant una
prova de contacte. Es van introduir 180 puL del SCC en un pou d’una placa mutipouet (Figura
4.4) de Bioscreen i es van barrejar 20 pL d’una suspensio de patogen indicador. En el cas dels
SSC obtinguts en medi GA es va realitzar una variacié barrejant 160 uL de SSC, 20 pL de la
suspensio de patogen i 20 pL de suplement de GA 6X. A part, es va realitzar dos controls
positius introduint 180 puL de GA o LB i 20 uL de la suspensié del patogen indicador i també
160 pL de GA, 20 pL suspensio del patogen i 20 pL del suplement de medi GA6X. Finalment
es van realitzar dos controls negatius introduint 180 pL de SSC i 20 uL d’aigua destil-lada i un
amb 180 pL de GA i 20 pL del suplement GA6X (Taula 4.6). El percentatge d’inhibicio dels
SSC es va determinar tal i com indica 1’apartat 4.5.2. El disseny experimental va consistir en 3
repliques per soca i medi i I’experiment es va realitzar dues vegades. Els resultats del
percentatge d’inhibicié dels SSC enfront del creixement dels patogens indicadors van ser
tractats mitjangant I’analisi de la variancia ANOVA i el test de Tukey (P<0,05). També es va
realitzar una classificacié de les soques en funcio de la seva activitat antimicrobiana global per
tots els bacteris indicadors. Per obtenir aquesta classificacio es va utilitzar una escala numeérica,
per cadascun dels indicadors, assignant les seguents puntuacions: i) 0, quan el percentatge
d’inhibici6 és de 0; i1) 1, entre 0 1 25% d’inhibicid; iii) 2, entre 25 1 50% d’inhibicio; iv) 3,entre
50 1 90% d’inhibicid, v) 4, >90% d’inhibicid. A continuacio es va realitzar el sumatori dels

valors obtinguts de cadascuna de les soques.
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Taula 4.5. Tractaments (barreges de la placa Bioscreen C) en 1’assaig d’activitat antibacteriana
dels SSC enfront Ea, Psa, Pst, Xav (screening).

Tractament Repliques SSC o medi pL Suspensié de patogen Aigua o suplement
pL
SSC LB amb 3 180 SSC (cultiuenLB) 20 0
patogen 160 SSC (cultiu en 20 suplement GA 6X
SSC GA amb GA)
patogen
Medi amb patogen 3 180 GAo LB 20 0
Medi sense patogen 180 LB 0 20 aigua
Medi sense patogen 3 160 GA 0 20 suplement GA 6X + 20
aigua

4.8.  Activitat antifingica de les soques de Pseudomonas spp. seleccionades
Aquest assaig es va realitzar per mesurar I’activitat antifingica de les 32 soques assajades amb
anterioritat enfront els quatre fongs fitopatogens. Per fer-ho es va utilitzar el metode de cultiu

dual en placa i el métode d’inhibicio del creixement en liquid.

4.8.1. Activitat antifingica in vitro de soques de Pseudomonas spp. en cultius duals
Pels assajos d’antagonisme en cultius duals es van utilitzar cultius de les 32 soques de
Pseudomonas spp. sembrades en sembra homogénia en superficie en plaques d’LB i incubades
durant 24 hores. A partir d’aquests cultius, amb 1’ajut d’un trepant es van obtenir discs 5 mm
de diametre. Per sembrar els fongs es van preparar suspensions de conidis ajustades a 10* —
105conidis/mL tal i com s’explica a ’apartat 4.4. La sembra es va realitzar en sobrecapa en
plaques de petri de medi PDA. La sobrecapa es va preparar barrejant 5 mL d’agar tou PDA (10
g d’agar/L) (mantinguts a 45°C per evitar la solidificacio) i 0,1 mL de la suspensid de conidis
del fong. Aquesta barreja es va homogeneitzar i es va distribuir sobre una placa d’agar del
mateix medi. Un cop solidificada la sobrecapa es van dipositar els discos procedents dels cultius
de Pseudomonas spp. de manera que el bacteri tingués contacte amb les cél-lules del fong. Cada
soca es va sembrar per triplicat. Aquestes plagues es van incubar a 25 °C durant 7 dies. Passat
el periode d’incubacid es va determinar si s’havien format halos d’inhibicio6 i en aquest cas es
va mesurar el seu diametre. Seguidament es van assignar valors no numerics en les soques en
funcié de la seva activitat antimicrobiana per contacte per cada fong estudiat segons el seguent
criteri: i) ---, quan no es forma halo d’inhibicio en cap dels tres triplicats; ii) --+ quan només hi
ha un halo d’inhibici6 en un dels tres replicats, iii) -++ quan hi ha 2 halos d’inhibicio i iii) +++

quan hi ha 3 halos d’inhibicid (en tots replicats ha donat halo d’inhibicio).
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4.8.2. Activitat antifangica in vitro dels SSC obtinguts de cultius de soques de
Pseudomonas spp. pel métode de la inhibici6 del creixement del fong

L’objectiu d’aquesta prova va ser determinar I’efecte dels SSC de les 32 soques seleccionades
enfront a quatre fongs indicadors. L’activitat antifingica dels SSC es va avaluar mitjancant una
prova d’inhibicié del creixement del fong utilitzant el sistema Bioscreen amb plaques
multipouet. Es va introduir 160 pL de SSC en un pou d’una placa de Bioscreen i es va barrejar
amb 20 pL de medi PDB 6X i 20 uL de conidis. Es va realitzar un control positiu amb 160 pL
del medi, 20 UL d’aigua destil-lada i 20 pL de conidis, i finalment un control negatiu introduint
160 pL del medi i 40 pL d’aigua (Taula 4.7). Es van realitzar dos experiment. Els resultats van
ser tractats calculant la mitjana dels percentatges d’inhibici6 del creixement dels fongs.
Seguidament, es van assignar valors no numerics a les soques, en funcid de la seva activitat
antimicrobiana per cada fong indicador estudiat, segons el seglent criteri: i) -, igual a 0%
d’inhibicid; ii) +, més gran que 0% i inferior a 30%; iii) ++, superior a 30% i inferior a 60%; i

per finalitzar iv) +++, superior a 60% d’inhibicio.

Taula 4.7. Tractaments (barreges introduides en els pous de les plaques de Bioscreen C) per

I’avaluaci6 d’activitat antifungica.

Tractament Repliques SSC o medi pL Suspensié de patogen Aigua o suplement pL
puL

SSC amb patogen 3 160 SSC 20 20 suplement PDB6X

Medi amb patogen 3 160 medi 20 20 aigua

SSC sense patogen 3 160 SSC 0 40 aigua

Medi sense patogen 3 160 medi 0 40 aigua
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5. RESULTATS

5.1.  Efecte del medi de cultiu en la produccio de metabolits antimicrobians

Es van utilitzar cinc medis de cultiu amb diferents formulacions i fonts de carboni per obtenir
els SSC de les soques EPS284, EPS384 i EPS584 i es va determinar la seva activitat
antimicrobiana enfront dos bacteris fitopatogens Xav i Psa. Es va determinar que hi havia un
efecte significatiu de la soca (Pr>F; 0,0051) i del medi de cultiu (Pr>F; 0,0001) en ’activitat
antimicrobiana. A les Figures 5.1, 5.2, 5.3 es mostren les mitjanes del percentatge d’inhibicio
(n=3) amb el seu interval de confianga. Les mitjanes dels percentatges d’inhibicié amb la

mateixa lletra no presenten diferéncies significatives, segons el test de Tukey (P<0,05).

En laFigura5.1 es mostra I’efecte del medi de cultiu utilitzat per I’obtencié de SSC en I’activitat
antimicrobiana de la soca EPS240 enfront de Xav. Els SSC obtinguts en el medi MM
presentaven un percentatge d’inhibicié significativament superior que en GA i els medis
complexos PDB, KB, LB.
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Figura 5.1. Efecte del medi de cultiu utilitzat per I’obtencié dels SSC de la soca EPS240 en la

% Inhibicié

inhibicid del creixement de Xav. Lletres idéntiques signifiques que no existeixen diferéncies

significatives entre medis segons Tukey (P<0,05).
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A la Figura 5.2 s’observa que existeixen diferéncies significatives en el percentatge d’inhibicid
dels SSC de la soca EPS384 enfront Xav. EIl MM amb el 94,59% ha sigut el medi que ha
presentat significativament una major inhibicio que la resta de medis. EI medi KB, per contra,
ha sigut el que ha presentat una menor inhibicio (< 25%). Els tractaments GA, LB i PDB (58,07,
63,35 1 58,69% respectivament) han presentat unes inhibicions significativament menors que el

medi MM i majors que la inhibici6 obtinguda amb el medi KB.
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Figura 5.2. Efecte del medi de cultiu utilitzat per I’obtenci6 dels SSC de la soca EPS384 en la

% Inhibicid

inhibicid del creixement de Xav. Lletres idéntiques signifiques que no existeixen diferencies

significatives entre medis segons Tukey (P<0,05).

En la Figura 5.3 s’observa que existeixen diferéncies significatives en el percentatge d’inhibicio
dels SSC de la soca EPS584 enfront Xav. Amb el medi PDB s’ha obtingut una significativament
menor inhibici6 que en el medi GA. Entre els medis GA, MM, LB, i KB no s’han trobat

diferéncies significatives en quant el percentatge d’inhibicio.
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Figura 5.3. Efecte del medi de cultiu utilitzat per I’obtencio6 dels SSC de la soca EPS584 en la
inhibicid del creixement de Xav. Lletres idéntiques signifiques que no existeixen diferencies

significatives entre medis segons Tukey (P<0,05).

Seguidament es va avaluar I’activitat antimicrobiana dels SSC de les mateixes soques enfront

a Psa i es va estudiar I’efecte del medi de cultiu utilitzat en I’activitat antimicrobiana.

A la Figura 5.4 s’observa el percentatge d’inhibicié dels SSC de la soca EPS240 enfront Psa.
El medi KB ha sigut el que ha presentat un menor percentatge d’inhibicié i a la vegada ha donat
una diferéncia significativa enfront al medi MM. Entre els tractaments MM, GA, LB, PDB no

s’han trobat diferencies significatives. Ni tampoc entre els tractaments GA, LB, PDB i KB.
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Figura 5.4. Efecte del medi de cultiu utilitzat per I’obtencié dels SSC de la soca EPS240 en la

% inhibicié

inhibicié del creixement de Psa. Lletres identiques signifiques que no existeixen diferéncies

significatives entre medis segons Tukey (P<0,05).

A continuacio la Figura 5.5 es mostra la inhibicié dels SSC de la soca EPS384 enfront Psa.
S’han trobat diferéncies significatives entre els medis estudiats. EI MM i GA (95% i 99%) han
sigut els medis en els que s’han obtingut un percentatge d’inhibicid significativament major
que la resta de medis estudiats. E1 KB ha sigut el medi en el qual s’ha obtingut el menor
percentatge d’inhibicid (<30%). Amb els medis LB i PDB s’han obtingut uns percentatges
d’inhibicié significativament menors que els obtinguts en MM i GA i significativament majors
que I’obtingut en KB. No s’han trobat diferéncies significatives entre el medi MM i GA, ni
entre LB i PDB.

A la Figura 5.6 es mostra la inhibicié dels SSC de la soca EPS584 enfront Psa. S han trobat
diferéncies significatives entre els medis estudiats. EIl MM i GA han sigut els medis en els que
s’han obtingut un percentatge d’inhibicid significativament major que la resta de medis
estudiats. Amb el medi LB s’ha obtingut un percentatge d’inhibicié significativament menor
que I’obtingut en MM i GA i significativament majors que 1’obtingut en PDB i KB. No s’han
trobat diferéncies significatives entre les mitjanes dels medis MM i GA, ni entre KB i PDB.
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Figura 5.5. Efecte del medi de cultiu utilitzat per I’obtencio6 dels SSC de la soca EPS384 en la

inhibicio del creixement de Psa. Lletres idéntiques signifiques que no existeixen diferéncies

significatives entre medis segons Tukey (P<0,05).
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Figura 5.6. Efecte del medi de cultiu utilitzat per I’obtencié dels SSC de la soca EPS584 en la
inhibicio del creixement de Psa. Lletres idéntiques signifiques que no existeixen diferéncies

significatives entre medis segons Tukey (P<0,05).
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5.2.  Efecte de la neutralitzacio dels SSC en P’activitat antimicrobiana

Un cop es van optimitzar i seleccionar els millors medis de cultiu per la inhibicié de
fitopatogens, es va analitzar i quantificar I’efecte de la inhibici6 de les soques EPS384 i EPS584
crescudes en medi LB enfront Xav i Psa. EI SSC crescut en medi LB es va mantenir a pH basic
de 8 i I’altre tub es va neutralitzar amb NaOH (1M) a pH 7(neutre). Per altre part es va mesurar
i quantificar I’efecte de la inhibicio de les soques EPS384 i EPS584 crescudes en medi GA
enfront Xav i Psa. També el SSC en GA es va mantenir a pH de 8 i es va acidificar fins a un
pH de 7 (neutre). Els resultats del percentatge d’inhibicio del creixement dels patogens
indicadors van ser tractats mitjancant I’analisi de la variancia ANOVA i es va determinar que

dins de la mateixa prova existien diferencies entre les soques (Pr>F;0,001).

En la figura 5.7 i 5.8 s’observa que tant per la soca EPS384 i EPS584, enfront de Psa es
determina que no existeixen diferencies significatives entre medi neutralitzat en LB i en GA,
com tampoc entre medis de cultius emprats. Si que s’han trobat diferéncies significatives entre
medis (GA i LB), tant si s’havia neutralitzat com sino en les dues soques estudiades (EPS384 i

EPS584).
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Figura. 5.7 i 5.8 Efecte de la neutralitzacio dels SSC obtinguts de cultius de les soques EPS384 i EPS584

en LB i GA en la inhibici6 del creixement de Xav (%). Les mitjanes del percentatge d’inhibicié amb
lletres majuscules identiques indiquen que no existeixen diferéncies significatives entre medi
neutralitzat i no neutralitzat i les lletres minascules entre medis de cultiu segons el test de Tukey
(P<0,05).

En la Figura 5.9 5.10 (marge esquerra) s’observa com el percentatge d’inhibicio, enfront Xav,
dels SSC de la soca EPS384, no hi ha diferencies significatives segons el test de Tukey, entre

medis neutralitzats (pH 7) i normals (pH 8), en els dos medis estudiats (GA, LB). Existeix
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només diferencies significatives entre soques i medis, diferint en el percentatge d’inhibicio. Per
un altre costat (marge dret), els resultats d’inhibici6 en la soca EPS584 mostren que no hi ha
diferencies significatives entre neutralitzat i no neutralitzat quan s’utilitza el medi GA, mentre
que si existeixen diferencies significatives en medi LB. Si que s’han trobat diferéncies
significatives entre medis (GA i LB), tant si s’havia neutralitzat com sino en les dues soques

estudiades (EPS384 i EPS584).
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Figura 5.9. i 5.10 Efecte de la neutralitzaci6 dels SSC obtinguts de cultius de les soques EPS384 i
EPS584 en LB i GA en la inhibicid del creixement de Psa (%). Les mitjanes del percentatge d’inhibicio
amb lletres majuscules identiques indiquen que no existeixen diferéncies significatives entre medi
neutralitzat i no neutralitzat i les lletres minGscules entre medis de cultiu segons el test de Tukey
(P<0,05).

5.3. Activitat antibacteriana dels SSC obtinguts de les soques de Pseudomonas spp.
enfront Ea, Psa, Pst i Xav

Es va avaluar I’activitat antibacteriana, enfront a 4 bacteris indicadors Ea, Psa, Pst i Xav, dels

SSC obtinguts del cultiu de 35 soques en medi GA. De cadascuna d’aquestes soques es van

realitzar 3 repliques i dos experiments. A partir de les dades obtingudes es va realitzar 1’analisi

de la variancia ANOVA. Es va observar que hi havia efecte significatiu de la soca en la inhibicid

del creixement de tots els patogens indicadors (Pr>F; 0,001). Posteriorment es va aplicar el test

de Tukey que va permetre determinar si hi havia diferencies significatives entre les mitjanes.

En la Figura 5.11 i 5.12 es mostren els resultats de la inhibicio dels SSC en medi GA enfront
Ea en el experiment 1 i 2 respectivament. Es pot observar que hi ha diferéncies significatives

entres les soques assajades i el 25,7% de les soques es situen entre el 75-100% d’inhibicid
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destacant

entre el 50-75%, el 28,6% entre el 25-50% i el 25,7% entre el 0 i 25%.

la soca EPS383, EPS531, EPS895, EPS384, EPS327, EPS550, EPS288,
EPS817,EPS584 i EPS817 que es situen sobre del rang del 90% d’inhibicié mentre que el 20%
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Figura 5.11. Percentatge d’inhibicié de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Ea, en

medi GA (Experiment 1).
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Figura 5.12. Percentatge d’inhibici6 de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Ea, en

medi GA (Experiment 2).
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% Inhibicid

A la Figura 5.13 i 5.14 es pot observar la influéncia del medi GA i del patogen en I’activitat
antimicrobiana desenvolupat per els SSC de les soques seleccionades en els dos experiments.
Gran part dels bacteris (57,14%) es situen en rangs d’inhibicié de 0-25%, mentre que poques
soques (11,43%) arriben a rangs entre el 75-100%. Cal mencionar les soques productores de
metabolits amb gran activitat antagonica enfront a Xav com sén la EPS531 (100%), EPS383
(100%) i EPS550 (98%) i EPS327 (97%).
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Figura 5.13. Percentatge d’inhibicio de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Xav, en
medi GA (Experiment 1).
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Figura 5.14. Percentatge d’inhibicio de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Xav, en
medi GA (Experiment 2).
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A la Figura 5.15 corresponent a I’experiment 1 es mostra 1’activitat antimicrobiana dels SSC
de les soques enfront a Psa, hi ha un total de 11 soques que es situen entre el 75-100%
d’inhibicid. Entre elles 8 soques superen el 90% EPS383, EPS209, EPS817, EPS531, EPS584,
EPS384, EPS327, EPS550. Mentre que en I’experiment 2 (Figura 5.16) s’observen resultats
similars als anteriors observant-se un total de 8 soques per sobre del 90% d’inhibicié aquestes
son la EPS531, EPS240, EPS383, EPS384, EPS817, EPS209, EPS584 i EPS550.
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Figura 5.15. Percentatge d’inhibici6 de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Psa, en
medi GA (Experiment 1).
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Figura 5.16. Percentatge d’inhibicié de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Psa, en
medi GA (Experiment 2).
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Per continuar, a la Figura 5.17 i 5.18 es mostra el percentatge d’inhibicio6 dels SSC de les soques
enfront I’indicador Pst. La Figura 5.17 corresponent a I’experiment mostra com hi ha un total
de 10 soques amb percentatges d’inhibici6 superiors al 90% per a Pst. Aquestes soques son la
EPS895, EPS817, EPS531, EPS240, EPS383, EPS384, EPS584, EPS550, SBW25 i EPS894.
Respecte I’experiment dos es van observar resultats molt similars als obtinguts en 1’experiment

1, les 10 soques anteriors es situaven per sobre el llindar del 90 % d’inhibicio, exceptuant
EPS550.
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Figura 5.17. Percentatge d’inhibicio de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Pst, en
medi GA (Experiment 1).
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Figura 5.18. Percentatge d’inhibicio de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Pst, en
medi GA (Experiment 2).
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Per finalitzar, s’ha realitzat un classificacié de les soques en funcidé de la seva activitat
antimicrobiana global per tots els bacteris indicadors. Per obtenir aquesta classificacid es va
utilitzar una escala numerica, per cadascun dels indicadors, assignant les segiients puntuacions:
i) 0, quan el percentatge d’inhibici6 és de 0; ii) 1, entre 0 i 25% d’inhibicio; iii) 2, entre 25 i
50% d’inhibicid; iv) 3, entre 50 i 90% d’inhibicio, V) 4, >90% d’inhibicio. A continuacio es va

realitzar el sumatori dels valors obtinguts de cadascuna de les soques.

En la taula 5.1 es mostra la classificacié de les soques segons la seva activitat global en medi
GA. La soca EPS240 mostra activitat d’inhibici6 enfront les 4 soques indicadores, amb més del
50% d’inhibici6 per cada indicador estudiat (52,24% per Ea, 60,27% per Xav, 99,94% per Psa
i 95,70% per Pst) essent una de les millor candidates a ser utilitzada i desenvolupada com a
futur bioplaguicida. A meés, n’hi ha un total de 13 que obtenen puntuacions superiors a 10 (que
presenten un percentatge d’inhibicio alt en 3 dels 4 indicadors) indicant que també poden ser
bons candidats a ser utilitzats i desenvolupats com a futurs bioplaguicides. Com és el cas de les
soques EPS550, EPS327, EPS550, EPS531, EPS383, EPS274 i EPS384 que mostren una gran

activitat enfront Xav, Psa i Pst superior al 50%, pero no contra a Ea.

Les soques EPS894 i EPS817 mostren percentatges elevats d’inhibicié enfront a Ea, Pst i Psa,
pero no son efectives enfront a Xav. Les soques EPS895 i SBW25 sdn supressores de Ea i Pst
pero per contra no ho son per a Psa i Xav. Per Gltim la soca EPS290 i EPS584 sén efectives
enfront a Pst i Psa, pero no en la resta d’indicadors. Hi ha bacteris que mostren inhibicié molt
especifica enfront a un sol indicador com és el cas de les soques pkMSN26, pspMSN5, MSN12,
PspSARTASS5, PspVIAL, pspALZN3 i la soca de referencia SBW25, ja que mostren

percentatges molt elevats d’inhibicio exclusivament davant Ea.
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Taula 5.1. Classificacio dels SSC en funcio de I’activitat global de les 35 soques en medi GA.

Soca

EPS240
EPS817
EPS384
EPS383
EPS531
EPS894
EPS584
EPS895
EPS274
EPS290
SBW25
EPS327
EPS550
Ps2-79
BL915
EPS209
EPS263
EPS288
EPS317
EPS262
EPS301
EPS356
EPS207
pkMSN26
MSN12
PspVIAl
pSPALZN3
Q4-87
CHAO
pspMSN5
PsSSARTASS
EPS260
EPS539
EPS347
EPS591

Patogen
Ea
52,24
67,54
39,02
23,29
17,99
84,59
38,35
75,35
31,76
29,85
97,94
24,82
9,35
70,60
61,29
53,89
49,52
47,65
43,66
34,29
29,49
24,08
1,97
100,00
99,84
95,21
90,32
68,96
56,04
99,94
97,03
36,21
11,83
7,99
0,00

Xav
60,57
39,68
71,95
100,00
99,99
42,18
42,09
25,94
54,76
49,00
0,00
76,89
83,81
12,23
8,74
2,61
0,00
0,00
41,07
45,04
23,20
25,11
20,87
0,00
0,00
0,00
0,00
4,18
5,16
0,00
0,00
17,30
0,00
14,16
17,99

Psa
99,94
98,41
97,07
99,67
99,06
58,50
95,55
4751
67,09
72,19
35,73
83,28
88,74
26,24
6,47
73,37
76,96
74,60
33,26
31,59
44,14
49,51
58,78
10,77
10,53
1211
26,57
0,00
0,00
0,00
0,00
24,80
18,86
48,94
4391

Pst
95,70
99,35
97,26
97,87
98,38
88,33
95,52
100,00
74,87
75,86
91,96
87,07
85,09
35,75
80,62
21,53
70,80
82,61
41,86
49,39
56,38
59,14
34,42
12,27
7,08
0,95
0,00
33,07
17,88
5,27
4,14
19,53
27,69
18,56
10,63

Puntuacié

m
[

P R, P, N BB WwWw RPN DN DNDNDN OO W R, R, R NN ODNN W, R, DN WW

Xav

P = P PP O O B P O O O O F N P N N O O FP P P W w O NN W NN DD NN B D O DM W

Psa

N N P PO O P O N P P P WD DNDDN O, DO NN DD s

Pst

R N R R R R N O R R RPN ®WNN ®W R, WwWN W WM DM WA D™D DM D™D DS D™D DN D

[y

Total

e I N N e S e I N e
O O O kB B P N N 0O W W w N

o o1 o1 o1 o O O O O O O ~N 00 0o 00 0 0 0 o0 0 o

(6]

Valors de classificacio: i) 0, quan el percentatge d’inhibicié és de 0; ii) 1, entre 0 i 25% d’inhibicio; iii) 2, entre 25 i 50%

d’inhibicid; iv) 3,entre 50 1 90% d’inhibicid, v) 4, >90% d’inhibicid.
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Un cop provat I’efecte del medi GA es va avaluar I’activitat antibacteriana, enfront a 4 bacteris

indicadors Ea, Psa, Pst i Xav, dels SSC obtinguts del cultiu de 35 soques en medi LB. De

cadascuna d’aquestes soques es van realitzar 3 repliques i dos experiments. ES va aplicar el test

de Tukey que va permetre determinar si hi havia diferencies significatives entre les mitjanes.

Com es pot comprovar a la Figura 5.19, 31 de les 35 soques mostren una inhibici6 superior al

90% enfront a Ea. La Figura 5.20 que representa I’experiment 2 mostra els mateixos resultats.
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Figura 5.19. Percentatge d’inhibicié de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Ea, en

medi LB (Experiment 1).

120
BAC
AAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A
100 t# T = = = = T = = = = T = T - T = = — = = = = — _ BACTBDAC
_ BDAC
& BqAC DC
8o | B
o I
k=]
o)
= 60 |
=
N
40
20 |
0
N OO oo MST LN dM < d OSSO N OO d O NSS! ANONONSN W oA O
\—|<O\OLDkOmkDCDCh<T‘OOOOOCDLDOOMHI\MNNWOOZHZOOON{I\Q'H
[e)] NNLDNNNOOOOMMMLDI—DM'LnOO'I-ﬁZm(mU)ZNNN;—NNm
4T NV VLV DANADNDONONNDNDANDT nn N on G o Eoun A O nnm > n v n
mOaaaaoaacaacaaaaaacaadaaca S & x o = S5 8 @2aaa
~ A 0 >
Q 7] Q Q
Soques &
Figura 5.20. Percentatge d’inhibicié de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Ea, en

medi LB (Experiment 2).
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La figura 5.21 i la figura 5.22 on es mostren els resultats de 1’activitat antimicrobiana enfront

al patogen Xav en els dos experiments i com es pot corroborar els SSC de les 32 soques han

mostrat més del 75% d’activitat antimicrobiana representant. En canvi el 8,75% es situen en
rangs d’entre el 50-75%. Cal emfatitzar que els SSC de les soques EPS895, EPS894, Ps2-79,
Q4-87, EPS817, BL915, CHAO, EPS274, EPS290, EPS301, EPS327, EPS356 han manifestat
el 100 % d’inhibicio.
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Figura 5.21. Percentatge d’inhibicio de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Xav, en

medi LB (Experiment 1).
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Figura 5.22. Percentatge d’inhibicio de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Xav, en

medi LB (Experiment 2).
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Tot sequit la figura 5.23 1 5.24 es mostra el resultat de la prova d’antagonisme en LB de les

soques de Pseudomonas spp. enfront de Psa. Practicament, 34 de les soques (97,142%) es

troben en el rang d’inhibicid del 75-100%. Mentre que nomes 1 de les soques, concretament la
soca EPS317 es troba dins del rang 50-75% amb una inhibici6 del 56,92%, 5 soques Ps2-79,
Q4-87, EPS817, BL915, CHAO mostren un 100% d’inhibicio6 en els dos experiments.
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Figura 5.23. Percentatge d’inhibici6 de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Psa, en

medi LB (Experiment 1).
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Figura 5.24. Percentatge d’inhibicié de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Psa, en

medi LB (Experiment 2).
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En Ultim terme es va avaluar ’activitat antimicrobiana d’aquests bacteris enfront a Pst i es va
concloure que un total de 31 soques en 1’experiment 1 (Figura 5.25) i a ’experiment 2 (Figura
5.26) presentaven valors d’inhibici6 entre el 75-100% i entre elles les soques la Q4-87, EPS817,
BL915, EPS 384, EPS584 presentaven el 100% d’inhibicid en els dos experiments
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Figura 5.25. Percentatge d’inhibici6 de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Pst, en

medi LB (Experiment 1).
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Figura 5.26. Percentatge d’inhibicio de creixement dels SSC de les 35 soques enfront Pst, en
medi LB (Experiment 2).

51



Per finalitzar s’ha realitzat un classificaci6 de les soques en funci6 de la seva activitat
antimicrobiana global per tots els bacteris indicadors. Per obtenir aquesta classificacio es va
utilitzar una escala numerica, per cadascun dels indicadors, assignant les segiients puntuacions:
1) 0, quan el percentatge d’inhibici6 és de 0; i1) 1, entre 0 1 25% d’inhibicid; iii) 2, entre 25 1
50% d’inhibicio; 1v) 3,entre 50 i 90% d’inhibicid, v) 4, >90% d’inhibici6. A continuacid es va
realitzar el sumatori dels valors obtinguts de cadascuna de les soques. Quant a 1’espectre
d’antagonisme, en les soques estudiades en ¢l nostre treball i com s’observa a la taula 5.2, s’ha
obtingut que el 100% de les soques (35 soques) son productores de substancies inhibitories amb
més del 50% d’inhibicié enfront Ea i Psa. En el cas de la inhibicié enfront Pst i Xav, 33i 32

de les 35 soques presenten un percentatge d’inhibicio superior o igual al 50%.

L’activitat dels SSC enfront a Ea va mostrar que existien un total de 16 soques amb una
inhibicio del 100% aquestes son la EPS894, EPS895, Ps2-79, Q4-87, EPS817, BL915, CHAO,
EPS290, EPS301, EPS317, EPS356, EPS383, EPS539, EPS263, EPS531 i EPS262. Mentre que
n’hi ha un total de 11 enfront a Xav que arriben al llindar del 100% d’inhibicié la EPS894,
EPS895, Ps2-79, Q4-87, EPS817, BL915, CHAO, EPS290, EPS301, EPS317, EPS356. En
I’activitat dels SSC enfront a Psa destaquen 5 soques amb el 100% d’inhibici6 la Ps2-79, Q4-
87, EPS817, BL915, CHAOQ i per a Pst les soques Q4-87, EPS817, BL915.
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Taula 5.2. Classificacio dels SSC en funcié de I’activitat global de les 35 soques en medi LB.

Soca

EPS894
EPS895
Ps2-79
Q4-87
EPS817
BL915
CHAO
EPS290
EPS301
EPS327
EPS356
EPS383
EPS539
EPS263
EPS531
EPS262
PsSSARTASS
EPS384
EPS584
pkMSN26
PSPALZN3
EPS550
EPS288
SBW25
PspVIAl
EPS260
EPS274
EPS209
EPS240
psSpMSN5
MSN12
EPS317
EPS347
EPS207
EPS591

Patogen
Ea
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
99,77
99,57
98,54
98,17
97,73
96,88
93,35
93,24
91,66
90,46
89,39
88,02
70,91
98,07
97,10
42,21
100,00
100,00
100,00

Xav
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
99,56
97,47
96,53
91,55
89,39
77,99
87,37
96,15
86,63
88,81
96,18
87,44
85,46
86,23
90,46
100,00
89,24
78,05
69,46
74,69
75,46
92,09
59,42
92,41

Psa
94,49
98,74
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
89,97
93,63
92,14
99,01
98,02
82,64
99,83
97,26
96,41
95,87
96,43
99,73
95,80
96,89
84,75
95,48
94,86
93,85
94,25
94,21
98,83
89,60
93,16
95,40
56,92
97,98
99,89
99,82

Pst
97,70
96,43
98,87
100,00
100,00
100,00
98,36
88,43
93,16
94,94
94,29
96,50
93,22
100,00
99,05
94,74
97,33
100,00
100,00
97,42
98,12
83,30
97,88
95,36
98,48
92,67
86,94
94,65
89,55
94,91
96,60
56,12
18,56
34,41
13,24

Puntuacié

m
)

Xav Psa

S N N N Y Y Y N N N N N N N N N N N N N N N N N N O N N
1 T S O S O N N N N N N N N S N Y N Y Y Y Y Y N N N N N O O O N O
N N N N N N N N N Y N Y N Y N N N N N N N N N N N N N N N N

SN
w

Pst

L I B & e . - T > T N S N S S S S e S I R N S S S I S T - I N SN N

[y

Total

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
15
15
15
14
13
12

Valors de classificacio: i) 0, quan el percentatge d’inhibicid és de 0; ii) 1, entre 0 i 25% d’inhibicio; iii) 2, entre 25 i 50%

d’inhibicid; iv) 3,entre 50 i 90% d’inhibicio, v) 4, >90% d’inhibicio.
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5.4.  Activitat antifangica invitro de les soques de Pseudomonas spp en cultius duals

Els resultats dels assajos d’antagonisme in vitro de les 32 soques de Pseudomonas spp. envers

els fongs indicadors P. expansum, B. cinerea, F. oxysporum i F. avenaceum es mostren a la

taula 5.3.

Taula 5.3. Activitat antimicrobiana dels SSC de les soques de P. fluorescens envers els fongs

indicadors P. expansum, B. cinerea, F.

oxysporum i F. avenaceum.

Soca
BL915
CHAO
EPS209
EPS240
EPS260
EPS262
EPS263
EPS274
EPS288
EPS290
EPS301
EPS317
EPS327
EPS356
EPS383
EPS384
EPS531
EPS539
EPS550
EPS584
EPS817
EPS894
EPS895
MSN12
PKkMSN26
Ps2-79
PSpALZN3
PspVIA1
PSSARTASS
Q4-87
SBW25
SpsMSN5

P. expansum
+++

+++

B. cinerea
+++
+++
+++
+++
+4-

+++

+++
++-
+++

+++

F. oxysporum

+++

F. avenaceum

nv

nv

Valors de classificacio: i) ---, quan no es forma halo d’inhibici6 en cap dels tres triplicats; ii) --+, quan només hi ha un halo d’inhibici6 en un

dels tres replicats, iii) -++, quan hi ha 2 halos d’inhibici0 i iii) +++, quan hi ha 3 halos d’inhibici6 (en tots replicats ha donat halo d’inhibicio);

nv, no valor.
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Els resultats van ser tractats calculant 1’halo d’inhibicié format, seguidament es van assignar
valors no numerics en les soques en funcié de la seva activitat antimicrobiana per contacte per
cada fong estudiat segons el seglent criteri: i) ---, quan no es forma halo d’inhibici6 en cap dels
tres triplicats; ii) --+, quan només hi ha un halo d’inhibicié en un dels tres replicats, iii) -++,
quan hi ha 2 halos d’inhibici0 i iii) +++, quan hi ha 3 halos d’inhibicié (en tots replicats ha
donat halo d’inhibici6). A la taula 5.3 es mostra que les soques Ps2-79, EPS263 i EPS894 van
inhibir a tots quatre indicadors, mentre que les soques PSpALZN3, EPS817, EPS550, BI915
van mostrar capacitat antifingica vers 3 indicadors. Les soques EPS895, CHAO i PspVIAL ho
han sigut enfront a dos dels 2 patogens.

Figura 5.27. Halos d’inhibicié desenvolupats per les soques enfront a Bot, Pe, Fa i Fo.
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5.4. Activitat antifungica dels SSC obtinguts de soques de Pseudomonas pel metode
d’inhibicio de creixement

Per la determinacid de la capacitat antifingica dels SSC de les soques es van emprar diversos
fongs fitopatogens indicadors Penicillium expansum, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Fusarium avenaceum. Els resultats van ser tractats calculant la mitjana dels percentatges
d’inhibicié del creixement dels fongs. Seguidament, es van assignar valors no numerics en les
soques en funcio de la seva activitat antimicrobiana per cada fong indicador estudiat segons el
seglient criteri: i) -, igual a 0% d’inhibicio; ii) +, més gran que 0% i inferior a 30%; iii) ++,

superior a 30% i inferior a 60%; i per finalitzar iv) +++, superior a 60% d’inhibicio.

Com es pot observar a la taula 5.4 hi ha un total de 6 soques, la pspALZN3, EPS550, EPS539,
EPS531, EPS209 i CHAO que han provocat una inhibicié superior al 60% enfront a 3 fongs
indicadors. Mentre que un total de 10 soques la PspVIALl, PsSSARTAS5, SBW25, EPS894,
EPS895, EPS384, EPS288, EPS263, EPS240, BL915 han sigut efectives contra minim dos
indicadors. No obstant, la majoria de soques, en total 29 mostren una activitat superior al 60%
enfront a Bo, 6 soques enfront a Fo que sén la CHAO, EPS209, EPS531, EPS539, EPS550 i
PspALZN3. Per ultim hi ha hagut un total de 23 soques amb més del 60% d’activitat enfront
Pe.
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Taula 5.4. Activitat antimicrobiana dels SSC obtinguts de les soques de P. fluorescens envers
els fongs indicadors, B. cinerea, F. avenaceum, F. oxysporum, P. expansum.

Soca Intensitat d’inhibicié

Bc Fa Fo Pe
BL915 +++ - ++ +++
CHAO +++ + +++ +++
EPS209 +++ - +++ +++
EPS240 +++ - ++ +++
EPS260 ++ + + +++
EPS262 +++ = + ++
EPS263 +++ - ++ +++
EPS274 +++ = + ++
EPS288 +++ - + +++
EPS290 +++ = + ++
EPS301 ++ - + +++
EPS317 ++ + + ++
EPS327 ot + + +
EPS356 +++ = + ++
EPS383 +++ - ++ ++
EPS384 +++ - + +++
EPS531 +++ - +++ +++
EPS539 +++ + +++ +++
EPS550 +++ ++ +++ +++
EPS584 +++ s + ++
EPS817 +++ + + ++
EPS894 +++ + ++ +++
EPS895 +++ + ++ +++
MSN12 +++ - ++ +++
pkMSN26 ++ - + +++
Ps2-79 ++ + ++ +++
pSpALZN3 +++ + +++ +++
pspMSN5 ++ - + +++
PspVIAL +++ + + +++
PSSARTASS AFr - + +++
Q4-87 ++ - + +++
SBW25 +++ - ++ +++

Intensitat d’inhibicié: -, igual a 0% d’inhibicid; ii) +, més gran que 0% i inferior a 30%; iii) ++, superior a 30% i inferior a
60%; i per finalitzar iv) +++, superior a 60% d’inhibicio.
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6. DISCUSSIO

Les malalties produides per bacteris i fongs fitopatdgens suposen un greu problema pels cultius
i afecten directament a la seva produccid, ja que provoquen pérdues economiques elevades a
nivell mundial. Es coneixen diversos productes fitosanitaris que poden prevenir i combatre
aquestes malalties, pero aquests compostos presenten certs desavantatges, com la alta toxicitat.
A nivell legislatiu les noves directives europees com la 128/2009 i el Reglament 1107/2009
restringeixen 1’us d’aquests productes. En conseqiiéncia, a dia d’avui el nombre de fitosanitaris
autoritzats esta molt reduit. Es per aquest motiu que hi ha un gran interés en desenvolupar nous
productes com els bioplaguicides que puguin combatre de manera efica¢ les malalties sense
presentar toxicitat.

Aquest projecte té com a principal objectiu seleccionar soques de Pseudomonas spp. que
produeixin SSC amb activitat antimicrobiana. L’objectiu final es basaria en desenvolupar
bioplaguicides consistents en metabolits de fermentacié obtinguts de cultius bacterians. El
genere Pseudomonas té diverses espécies d’interes biotecnologic entre les que s’engloben les
del complex Pseudomonas spp. que conté 8 filogrups (Garrido-Sanz et al., 2016; Gomila et al.,
2015): P. mandelii, P. jessenii, P. koreensis, P. corrugata, P. fluorescens, P. gessardii, P.
chlororaphis i P. protegens. Particularment, la majoria d’aquestes produeixen una serie de
compostos antimicrobians com el 2,4-diacetilfloroglucinol, resorcinol, fenazines i altres
antibiotics com la pirrolnitrina i pioluteorina (Raaijmakers i Weller, 2001). Altres espécies de
Pseudomonas d’interés son Pseudomonas frederikbergensis, Pseudomonas helmanticensis,
que també presenten gens de produccié de compostos antimicrobians. L’estudi va permetre
establir les condicions optimes de produccié de SSC actius en volums petits, mitjancant els
cultius en 5 mL en tubs d’assaig. A causa de que la sintesis de compostos antimicrobians depén
en gran mesura de les condicions de cultiu, en el present treball es van establir les condicions
optimes per a 1’obtencio de SSC amb activitat inhibitoria enfront a 4 bacteris fitopatogens Ea,
Xav, Psa, Pts i 4 fongs Bc, Fo, Fa i Pe.

El disseny 1 eleccié d’un medi de cultiu per 1’obtenci6 del principi actiu d’un bioplaguicida es
una tasca complexa ja que depen de molts factors i requereix el major coneixement possible
entorn el metabolisme i la fisiologia d’un microorganisme, aix0 inclou informacid
experimental, com els perfils d’assimilacio de fonts de carboni i nitrogen, els rangs de
creixement o inhibicio en funcio del pH, la temperatura, el requeriments d’oxigen, 1’agitacio
etc (Singh et al., 2016).
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En altres estudis s’ha observat que el pH del medi influeix en la produccié d’antibiotics (Pusey
et al., 2008). Depenent de I’alcalinitat del medi o de la presencia de compostos com els fosfats
es pot reduir drasticament la produccio de metabolits secundaris. En el present treball es va
observar que el canvi de pH produit en el cultiu de les soques de Pseudomonas no afectava a
’activitat antimicrobiana dels SSC. Aquesta observacio podria indicar que les petites variacions
de pH que es produeixen durant el cultiu tant en medi GA com LB no son suficients per inactivar

els metabolits presents en els SCC.

En aquest estudi s’ha observat un efecte del medi de cultiu utilitzat per obtenir els SCC en
I’activitat antimicrobiana. Els sobrenadants obtinguts en els cultius en medi GA i LB
presentaven una activitat inhibitoria elevada enfront a Xav i Psa. En la majoria dels casos la
inhibicié més elevada es produeix en medis MM i GA amb glucosa i suplementats amb sals
minerals. Els valors d’inhibici6 del creixement dels patogens indicadors dels SSC de les soques
EPS240, EPS384 i EPS584 eren molt elevats enfront els patdogens assajats. En canvi, en medis
més rics com I’LB amb fonts de nitrogen com la triptona, sals minerals i extracte de llevats
I’activitat dels SSC de les soques EPS240, EPS384 i EPS584 eren meés baixos. Per tant, un dels
factors que més influencia en I’activitat antimicrobiana in vitro és el medi de cultiu emprat i el
patogen indicador (Wei et al., 1991). La combinaci6 de fonts de carboni com la glucosa i fonts
de nitrogen com la triptona, amb 1’addicié de vitamines com 1’acid nicotinic i d’aminoacids
com I’asparagina, haurien d’escollir-se com a ingredients de medis per el cultiu de soques
productores de metabolits secundaris, ja que segons (Alemany et al., 2002) un dels factors
condicionants que afecta al creixement del microorganisme de biocontrol i a la produccié de
substancies antimicrobianes és la formulacio del medi. En les proves d’antagonisme in vitro, el
mecanisme que es posa de manifest és la produccio de substancies antibiotiques i la seva sintesi
ha mostrat en repetides vegades ser depenent del medi. Per exemple, en el cas de la produccié
de DAGP té un paper important la glucosa, mentre que en algunes soques s’ha comprovat que
actua com un inhibidor o bé com un estimulador en funcio6 de la seva concentracio (Nielsen et
al., 1998). Badosa (2002) va determinar que I’efecte del tipus de medi de cultiu en la sintesi de
metabolits era significatiu i va optimitzar la utilitzacio de medis GA, KB i el LB per estudiar
I’activitat antimicrobiana contra bacteris mentre que va utilitzar GA, PDA i LB en assajos
d’activitat contra fongs per afavorir la diversitat de metabolits. La produccié de HCN requereix
la preséncia de ferro, o contrariament per la produccié de siderofors és necessaria 1’abséncia de

ferro.
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Els SCC obtinguts del cultiu de les soques en medi GA, EPS383, EPS531, EPS895, EPS384,
EPS327, EPS550 i EPS288 van mostrar un percentatge elevat d’inhibicié enfront a Ea. En canvi
els SSC obtinguts de les soques EPS531, EPS383, EPS550 i EPS 327 van resultar ser efectius
enfront a Xa, mentre que els SSC de 4 soques la EPS383, EPS240, EPS817 i EPS531 van
mostrar percentatges elevats d’inhibici6é del creixement enfront Psa. | els SSC obtinguts de les
soques EPS895, EPS817, EPS383, EPS531 i EPS384 van resultar efectius enfront a Pst.
D’aquestes soques la EPS817 produeix DAGP i HCN mentre que la EPS288 sintetitza HCN i
la EPS895 produeix PCA i PLT. Les soques EPS240, EPS383, EPS531, EPS384, EPS327 i
EPS550 no contenen cap dels gens relacionats amb la produccio dels metabdlits estudiats.
Probablement aquestes soques produeixen algun altre compost com podria ser bacteriocines o
bé CLP.

Els SSC obtinguts del cultiu de les soques crescudes en medi LB s’ha pogut comprovar que
generen percentatges d’inhibicid6 molt elevats del creixement en la majoria de soques
fitopatogenes en els diversos experiments realitzats. Es va determinar que 31 dels SSC obtinguts
de les soques mostraven percentatges d’inhibicio del creixement enfront Ea entre el 75-100%,
32 soques mostraven percentatges entre el 75-100% enfront a Xav, 34 soques enfront Psai 31
enfront a Pst. Com es pot comprovar els resultats son molt estables i repetitius el que significa
que es molt probable que el medi LB estimuli la capacitat d’inhibicio dels SSC obtinguts de

les soques.

En aquest estudi també s’han emprat 5 soques productores de quitinasa BL915 i EPS290 que a
més produeixen HCN, CHAO que a més produeix una bateria de metabolits com HCN, DAPG,
Prn i PLT, EPS263 que també sintetitza PCA i EPS550 que només produeix quitinases.
Aquestes soques van mostrar activitat superior al 60% enfront a Bc, Fo, Pe, perd no contra Fa,
exceptuant la soca EPS290 que no va mostrar activitat enfront a Fo i Pe. No obstant, també
altres soques no productores de quitinases tenien activitat enfront als 3 indicadors mencionats
exceptuant a Fa. Altres autors (Badosa, 2001) han observat que hi ha una relaci6 entre la

producci6 de quitinases i I’antagonisme dels fongs.

En aquest treball s’han preseleccionats soques d’interés del complex de Pseudomonas spp.
productores de sushtancies amb capacitat d’inhibicid del creixement enfront a diferents bacteris
i fongs fitopatogens. Donat que el medi de cultiu afectava significativament a I’activitat del
percentatge d’inhibicio es va optar per utilitzar els medis GA i LB. Els canvis produits en el pH

dels cultius de Pseudomonas spp. en medi GA i LB no afectaven al percentatge d’inhibicio.
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Amb els assajos d’screening es va poder corroborar que en els medis LB podien contenir
components que provocaven l’augment del percentatge d’inhibicié enfront les soques
indicadores, en canvi els SSC obtinguts en medi GA no van tenir percentatges d’inhibicio tant
elevats. No obstant aix0, aquests estudi queda obert realitzar experiments utilitzant medis
alternatius i suplementats, com al fraccionament del SSC per determinar quins son els
components encarregats de provocar la inhibicio dels patogen i la seva concentracié efectiva.
També s’hauria de fer 1’escalat dels cultius en volums majors, utilitzant bioreactors, i la

modificacié de variables com 1’agitaci6 i la temperatura.
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7. APLICABILITAT

L’objectiu d’aquest treball ha sigut 1’optimitzar una metodologia per determinar 1’activitat
antimicrobiana in vitro de les soques dels bacteris dels complex Pseudomonas fluorescens amb
capacitat de produir substancies antimicrobianes actives enfront a diferents bacteris i fongs
fitopatogens. Com també determinar I’espectre d’accid enfront bacteris i fongs fitopatogens que
podrien ser bons candidats a ser desenvolupats com a bioplaguicides. Aconseguir un
bioplaguicida implica el compliment de diverses tecniques que assegurin un producte segur i
eficac. Aquests passos comprenen el aillament del microorganisme i la seva conservacio, la
avaluacio de la seva capacitat per produir SSC amb capacitat d’inhibici6 de creixement dels
indicadors, les investigacions per conéixer la seva interacci6 amb 1’ambient, fisiologia i
taxonomia, la seva produccié en massa, la seva formulacio, la determinacié de dosis i
freqiiéncies d’aplicacio, la seva avaluacié en el camp, els estudis d’impacte ambiental i

caracteritzacié molecular.

Un cop obtingut inoculs de SSC efectius, s’hauria de sotmetre a una fase de formulacio amb
I’objectiu de fer el fraccionament dels SSC per poder estudiar, identificar i verificar quins
elements presents o absents en el medi poden potenciar o inhibir la produccié d’antibidtics com

els produits per el complex Pseudomonas spp.

Per un altre costat, una vegada analitzat el seu espectre d’activitat in vitro i el fraccionament
dels seus component s’hauria de provar I’activitat d’aquests SSC in vivo, és a dir en condicions
d’hivernacle i sobre les plantes i corroborar si mantenen el mateix percentatge d’inhibicid
antimicrobiana. Aquesta fase inclouria la determinacié dels seus temps d’accid i les
concentracions minimes de SSC efectives per aconseguir la inhibicid del creixement dels
patogens. Per altre costat s’hauria d’intentar poder optimitzar la produccié amb escalats
industrials de bioplaguicides realitzant 1’optimitzacié dels medis i el sistema de fermentacio,
on s’englobaria estudis de preformulacid, vida atil i control de la qualitat del nou producte
(microbiologic, fisicoguimic, biologic). Altres aspectes importants son I’estandarditzacio de
bioassajos per l’avaluacié de 1’eficacia en condicions controlades, la compatibilitat del
bioplaguicida amb agroquimics i el seu efecte sobre els organismes implicats rutinariament en

el maneig integrat del cultiu.
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8. CONCLUSIONS

1.

La composicié del medi és un factor que afecta significativament en 1’activitat
antimicrobiana dels sobrenedant sense cel-lules de Pseudomonas. Les condicions
optimes per I’obtencidé de majors percentatges d’inhibicié del creixement son amb els

cultius GA suplementat i medi LB.

El canvis de pH produits en els cultius de Pseudomonas en GA i1 LB per 1’obtencio dels

SSC no afecten en general a la seva activitat d’inhibici6 enfront a Xav i Psa.

Els SSC obtinguts en medi GA (obtinguts de les 35 soques, de la col-leccié procedent
del grup CIDSAV, del complex Pseudomonas fluorescens) d’un elevat nimero de
soques (entre 7 i 18 soques del total de 35, en funci6 del indicador estudiat) presenten
una alta activitat antimicrobiana que supera el llindar del 50% d’inhibicié. | al menys
7 soques que presenten un elevat espectre d’accio enfront a 3 dels 4 indicadors
estudiats (soques EPS550, EPS327, EPS550, EPS531, EPS383, EPS274 i EPS384 que
mostren una gran activitat enfront Xav, Psa i Pst). La soca EPS240 va mostrar activitat
d’inhibici6 enfront les 4 soques indicadores, amb més del 50% d’inhibicio per cada
indicador estudiat, essent una de les millor candidates a ser utilitzada i desenvolupada

com a futur bioplaguicida antibacteria.

En el cas dels SSC obtinguts en medi LB, s’obtenen percentatges d’inhibicio del
creixement molt elevats, en la majoria de soques indicadores (fitopatogenes) i en els
diversos experiments realitzats. S’ha determinat que 31 dels SSC obtinguts de les soques
mostraven percentatges d’inhibicid del creixement enfront Ea entre el 75-100%
d’inhibicio, 32 soques mostraven percentatges entre el 75-100% d’inhibici6 enfront a

Xav, 34 soques enfront Psa i 31 enfront a Pst.

En 251 23 de les 32 soques estudiades s’ha observat un elevat percentatge d’inhibicio
(> 60%) enfront als fongs Bo i Pe, respectivament (métode d’inhibicié de creixement).
El numero de soques que presenten inhibicio enfront Fo és baix i només les soques
CHAO, EPS209, EPS531, EPS539, EPS550 i PSpALZN3 presenten valors d’inhibicio
superiors al 60%. Unicament la soca EPS550 ha mostrat inhibici6 en front a Fa amb un
30-60% d’inhibicid, essent una candidata a ser utilitzada i desenvolupada com a futur

bioplaguicida antifungic.
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