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RESUM

El foc bacteria és una malaltia de quarantena a la Unié Europea causada pel bacteri Erwinia
amylovora. Aquesta malaltia afecta fonamentalment a plantes de la familia de les Rosacies, en
la que s’inclouen arbres fruiters de gran interés economic i diverses especies ornamentals i

silvestres.

Els metodes disponibles pel control del foc bacteria es limiten a tractaments amb productes
guimics combinats amb practiques culturals. A la Unié Europea, hi ha pocs productes basats en
compostos quimics autoritzats i els disponibles tenen una eficacia reduida i es restringeixen
practicament als derivats del coure. Degut a aquesta limitacid existeix la necessitat de
continuar investigant i estudiar estratégies alternatives o complementaries a I’Us de productes

qguimics pel control d’aquesta malaltia.

Aquest treball de fi de carrera s’inclou dins el grup de patologia vegetal de I'INTEA-CIDSAV
(Institut de Tecnologia Alimentaria - Centre d’Innovacié i Desenvolupament en Sanitat Vegetal)
de la Universitat de Girona i s’emmarca dins el projecte d’investigacié de control biotecnologic
del foc bacteria. Aquest projecte té com a objectiu obtenir soques de bacteris de I’acid lactic,
amb activitat antibacteriana per a ser utilitzades com a agents de control biologic. El treball es
centra principalment en la determinacio ex vivo (sobre teixit biologic pero fora de I'organisme
en condicions naturals) i in vivo (sobre I'organisme viu) de I'eficacia de diferents soques de
bacteris de I'acid lactic pel control de la infeccié causada per E. amylovora; i en I'avaluacié de

la capacitat de supervivéncia i colonitzacid dels bacteris de I’acid lactic en material vegetal.

De les soques de bacteris de I'acid lactic estudiades, es seleccionen les més eficaces pel control
de la infeccié per E. amylovora en fulla.

Les soques de BAL no mantenen el mateix nivell d’eficacia en el control d’E. amylovora pels
diferents organs de la planta (fruits immadurs, fulles i flors); es determinen quines son les més
eficaces en tots tres organs.

D’altra banda, es comprova que les soques de BAL estudiades poden colonitzar i sobreviure en
la superficie de flors de perera i pomera; colonitzen a humitat relativa alta (90%) i sobreviuen a

humitat relativa baixa (50%).

VI



Les tres soques de L. plantarum PMA411, TC92 i TC54, van resultar efectives en la prevencié de la infeccid
in vivo en plantes de perera en contenidor. Aquestes soques son candidates apropiades per a un futur

desenvolupament d’agents de biocontrol per la seva gran capacitat de colonitzacié d’hostes.
Els resultats obtinguts en la realitzacié d’aquesta experimentacié es sumen als obtinguts al

llarg de la investigacié del grup de recerca CIDSAV amb el proposit de construir alternatives

viables de biocontrol del foc bacteria.
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1 INTRODUCCIO

1.1 ELFOC BACTERIA

El foc bacteria és una malaltia causada pel bacteri Erwinia amylovora (Burril Winslow et al.),
considerada com a organisme nociu de quarantena a la Unié Europea. Les soques patogenes
de la malaltia afecten fonamentalment a plantes de la familia de les rosacies; els generes
afectats corresponen principalment a la subfamilia Maloideae (Pomoideae), dins la qual s’hi
inclouen fruiters de llavor (perer, pomera i codonyer), nesprers i diverses especies
ornamentals o silvestres de gran interés economic (Crataegus, Cotoneaster, Pyracantha,
Sorbus, etc.) (Lopez et al., 1987, 1996; van der Zwet y Beer, 1995; Lopez i Montesinos, 1996;
Montesinos i Lépez, 2000; Beer 2002).

A I'actualitat, agricultors i cientifics coincideixen en considerar el foc bacteria com a malaltia
Unica per varies raons: els seus efectes devastadors amb un elevat impacte econdmic; la rapida
migracié de la planta, fent-la capac de destruir arbres de varietats sensibles en periodes
vegetatius; la gran capacitat del bacteri de disseminacié per diferents medis i de sobreviure en
els teixits de les plantes hostes; el rang limitat d’hostes i, tot i ser una de les malalties
bacterianes més estudiades, el desconeixement de metodes eficagos per a la lluita contra

aquesta.

1.1.1 Distribucié mundial i historia de la malaltia

El foc bacteria es va descriure per primera vegada al 1780 a l'estat de Nova York (EE.UU.)
(Burril, 1883; Winslow et al., 1920) i es va estendre posteriorment al Canada i a altres estats de
la zona atlantica, aixi com a la costa del Pacific. La malaltia es va detectar a Nova Zelanda al
1919, a Europa al sud d’Anglaterra al 1957 i al 1964 a Africa. A partir d’aquest moment, la
malaltia s’ha propagat a Europa i actualment afecta a la major part dels paisos europeus i del

Mediterrani occidental (Cabrefiga, 2004; Palacio-Bielsa et al., 2009).

A Espanya es va detectar per primera vegada el 1995 a Lezo (Guipuzcoa), a 10 km de la
frontera amb Franga en unes pomeres de sidra (Butrén, 1995). Posteriorment, altres zones de
I’Estat has estat infectades i en diverses zones on no ha estat possible la eradicacié de la

malaltia, s’ha declarat com a oficialment establerta i han deixat de ser zones protegides. Es el



cas d’Aragd on, des del 2011, han aparegut diversos focus de la malaltia en plantacions de

fruiters.

A Catalunya, els primers focus d’aquesta malaltia van ser detectats al Segria els anys 1998 i
1999. EI 2003 i el 2006 es van detectar dos nous focus a la Cerdanya i al 2007 en plantacions de
perers a la comarca del Girones. Tots aquests focus van ser correctament eradicats gracies a
les mesures de prevencidé establertes pel Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca,
Alimentacid i Medi Natural amb la qual cosa Catalunya es va mantenir com a zona protegida de
la malaltia. Durant els mesos de maig i juny del 2013, es van detectar nous focus en diverses
plantacions de perers en diversos municipis del Segria i, durant el mateix mes de juliol, en
plantacions de pomeres a Girona. La Generalitat de Catalunya va apostar per la prospeccid
intensiva dels fruiters de llavor per a la deteccié precog dels focus, aixi com l'arrencada i la
crema immediata de les plantes afectades. Recentment, s’han detectat diversos focus a les
comarques del Segria i la Noguera, aixi com al municipi de Torroella de Montgri, al Baix
Emporda. Amb la deteccidé d’aquests focus i segons la normativa vigent, s’han establert zones
de seguretat dins les quals és obligatori executar determinades mesures al llarg dels proxims
dos anys fins al novembre del 2015. (Cabrefiga, 2004; Palacio-Bielsa et al., 2009; Generalitat de
Catalunya, 2013; RuralCat, 2013).

Segons dades de I'any 2007 de la Organisation Européenne et Meéditerranéenne pour la
Protection des Plantes/European and Mediterranean Plant Protection Organisation
(OEPP/EPPO) encara romanen lliures de foc bacteria zones fructicoles de I’"hemisferi sud: Sud-
africa, Xile, Argentina i Brasil aixi com Australia. No hi ha cites de la seva existéncia en cap pais

d’Ameérica del Sud, Africa (exceptuant Egipte i Marroc), Xina i Japd.

1.1.2 Importancia economica

El foc bacteria és una malaltia d’'importancia econdomica per varies raons: afecta a especies de
gran interés comercial, és altament contagiosa i per tant de rapida expansié i no existeixen
meétodes eficagos per al seu control. Els danys econdmics estan lligats principalment a la rapida

expansié de la malaltia.

En condicions climatiques favorables al bacteri i en especies vegetals molt sensibles, la

produccié es redueix considerablement i en alguns casos pot arribar a ser practicament nul-la.

Una altra particularitat del foc bacteria és que no només és destructiu per a la collita de I'any

en curs, sind que també per a les propies plantes. La mort de les gemmes de flor, branques i



arbres enters de les varietats sensibles en pocs mesos, pot comprometre la produccié en anys

posteriors.

La mort progressiva dels arbres de varietats sensibles afecta a la produccié, modificant
I’estructura varietal dels sector fructicola i incrementant els costos de produccié. En algunes
zones d’Estats Units i Europa, el cultiu del perer ha estat abandonat a causa d’aquesta malaltia.
A Franga, la produccid de pera i poma, obligada a conviure amb la malaltia, ha hagut de sofrir
una reconversio varietal, arribant inclds a la desaparicié del cultiu de pera en les zones més
afectades. La preséncia de la malaltia ha imposat una seleccid entre les varietats cultivades, ja
que en la majoria de les regions franceses no és possible una produccié comercial normal i

prolongada d’aquelles varietats especialment sensibles (Paulin, 1999).

Resulta dificil 'obtencié de xifres economiques que detallin les perdues causades anualment
pel foc bacteria, pero se sap que aquestes sén molt elevades (van der Zwet i Keil, 1979). A més
a més de les perdues directes en la collita, s’han d’incloure els costos de I'adopcié de mesures
de control i el cost que comporta I'obligada modificacié de I'estructura varietal del sector

fructicola.

El foc bacteria també té conseqliencies negatives per al sector viverista: la prohibicio
d’exportacié a paisos lliures de la malaltia origina pérdues economiques indirectes (Hale et al.,
1996). Aixi mateix, I'exportacio de fruits també es pot veure afectada, ja que existeixen paisos
lliures de foc bacteria com el Japd i Australia, que imposen enormes restriccions a la
importacié de fruits procedents de paisos en que la malaltia és present com EE.UU i Nova

Zelanda.

1.1.3 Agent patogen: Erwinia amylovora

L'E. amylovora és un bacteri gram negatiu, pertanyent a la familia de les enterobacteriacies,

anaerobi facultatiu, bacil-lar, de flagel-lacié peritrica i no formador d’espores.

La infeccié d’E. amylovora pot iniciar-se en plantes de qualsevol edat i afecta a la totalitat dels
organs de la planta. L’hoste afectat, presenta un aspecte a cremat, caracteristica que ddna
nom a la malaltia “foc bacteria” (figura 1.1). A excepcid de petits detalls, els simptomes del foc
bacteria sén similars en totes les espéecies d’hostes. Depenent del moment de la observacié és
possible apreciar uns o altres simptomes i no tots els simptomes s’observen simultaniament en

una mateixa planta.



Figura 1.1 Simptomes caracteristics del foc bacteria. A: totalitat d’un camp infectat per la malaltia, B, brot i fulles de

pomera necrosades i pansides per la infeccid, C: fulles amb simptomes d’infeccid, D: Detall d’un tronc amb xancre,

E: flors pansides i negres a causa de la malaltia, E: fruit afectat amb preséncia d’exsudats

Els primers simptomes tendeixen a presentar-se a la primavera durant la floracié i brotacid i es
localitzen amb freqiéencia a la zona mitja o baixa de I'arbre, tant a la periféria com a l'interior
de la copa. Les flors, brots i fruits joves, sén els organs més sensibles de la planta i on s’inicien
les infeccions. Si les condicions sén favorables, el bacteri avanca de forma sistematica i la
infeccid progressa a gran velocitat cap a les fulles, branques secundaries i principals, el tronc i

inclus a les arrels.

A les flors, E. amylovora penetra a través d’obertures naturals que inclouen els estigmes,
anteres i estomes dels sépals nectaris. Es multiplica principalment a I'estigma (Rosen, 1935;
Hildebrand, 1937), En les fases inicials de la infeccid, les flors presenten un aspecte humit,
posteriorment es panseixen i adquireixen una coloracié marré o negre i finalment, moren. Les
flors necrosades resten a I'arbre. El bacteri es multiplica i la infeccié avanca cap al peduncle

floral, que també apareix ennegrit, arribant finalment a les branques.

En el cas dels brots, les infeccions son possibles tant en la brotacié com en aquelles fases en les
que hi té lloc la formacid i creixement de brots herbacis. Es pot apreciar un enfosquiment dels
brots, que mostren una pérdua de la rigidesa i es corben d’una forma caracteristica que es
coneix amb el nom de “gaita del pastor”. En els teixits subepidermics del brot, es poden

observar estries de color vermellds i aspecte humit.

Les fulles poden ser infectades a partir del brot en el que estan situades o bé per penetracié
directa del bacteri a través de les seves ferides. El simptoma inicialment visible pot ser un
pansiment, que pot anar acompanyat de taques necrotiques en els marges i a la superficie de

la fulla.



Els fruits poden veure’s afectats des del principi de la seva formacié fins a la maduresa. El
bacteri penetra a través de les lenticel-les o ferides. Els fruits afectats presenten inicialment un
aspecte humit i més tard s’enfosqueixen produint-se la necrosi. A I'interior, es poden observar

zones d’aspecte vitri i humit. Finalment, els fruits queden momificats a I'arbre i cauen.

Al final del cicle de la infeccid es produeix la formacié de xancres que sén els reservoris que
permeten la supervivéncia a I'E. amylovora quan les condicions ambientals no sén favorables.

Aguests xancres, apareixen als brots i al tronc dels arbres.

Tot i que no sén les més freqlients, poden aparéixer infeccions al coll i arrels de les plantes

afectades; quan tenen lloc, es produeix una mort de I'individu afectat de manera molt rapida.

Una peculiaritat de I'E. amylovora és la capacitat de produccido d’exsudats bacterians en
qualsevol dels organs afectats; aquests exsudats es presenten en forma de gotes i/o filaments
mucilaginosos de color blanquinds o groguenc. L’aparicié d’exsudats és deguda a la produccié
d’exopolisacarids per part del patogen o com a reaccidé de defensa de la planta. Estan formats
per gran numero de cél-lules bacterianes protegides per mucopolisacarids i constitueixen una

important font d’inocul i faciliten la dispersié del bacteri.

Les fases inicials de la infeccié, poden confondre’s amb altres simptomes produits per atacs
d’altres bacteris (Pseudomonas syringae, Erwinia piriflorinigrans, Erwinia pyrifoliae, “bacterial
shoot blight of pear” descrit al Japd i amb agent causal una altra bactéria del génere Erwinia),
fongs (Nectria spp., Phomopsis spp., Phytophthora spp.), plagues (Janus compressus, larves de
Zeuzera pyrina) o diverses alteracions fisiologiques (carencies de bor, tractaments amb
herbicides, etc). (Balduque et al., 1996, 1998; Rosselld et al., 2002, 2006, 2008; Kim et al.,
1999, 2001; Tanii et al., 1981; Rhim et al., 1999; Goto, 1992; Maxson-Stein et al., 2003).

1.1.4 Epidemiologia

El foc bacteria és una de les malalties amb major capacitat de disseminacié a curtes i llargues
distancies i per metodes biotics i abiotics. A curta o mitjana distancia té lloc mitjancant la pluja,
el vent, els insectes i a través de la maquinaria i eines de poda. A llarga distancia, té lloc
mitjancant el transport de material vegetal amb o sense els simptomes i, probablement també
per les aus migratories. No obstant, no s’ha pogut relacionar sempre la disseminacié de la
malaltia als vectors anteriors, el que suggereix que E. amylovora també es podria dispersar a

través de medis encara no identificats.



Entre els factors condicionants de la malaltia, es poden destacar la quantitat d’inocul
disponible (existencia proxima del bacteri i preséncia d’exsudats), els factors que condicionen
la receptivitat i la sensibilitat de la planta hoste (sensibilitat varietal, estat vegetatiu, vigor del
terra i fertilitzacid i plagues) i les condicions climatiques (temperatura, humitat, pluja,

pedregades, gelades i vent).

1.1.5 El cicle de la malaltia

El desenvolupament del foc bacteria esta associat al desenvolupament estacional de la planta
hoste: es considera que el cicle comenca a la primavera amb la produccié de I'indcul primari
present en els xancres (cél-lules d’E. amylovora que serveixen per iniciar les primeres
infeccions en periode vegetatiu) i la infeccié de les flors, continua durant I'estiu amb la infeccié
de brots i/o fruits i finalitza a finals d’estiu o principis de tardor amb la formacié de xancres. El
patogen roman latent durant el periode de repos vegetatiu de I'hoste. Un cop ha tingut lloc la
infeccid primaria i el patogen ha avancat a través dels teixits, es produeixen grans quantitats
d’inocul secundari que sera disseminat mitjancant diferents agent biotics o abiotics descrits

anteriorment, donant a lloc noves infeccions. (Palacio-Bielsa et al., 2009).

1.2 METODES ACTUALS DE CONTROL DEL FOC BACTERIA

Amb la manca de metodes de control de la malaltia eficagos, les mesures més efectives per al
control del foc bacteria, son les preventives. Consisteixen en I'Us de material vegetal sai en la
plantacio d’especies i varietats hostes poc sensibles a la malaltia. Aquestes es complementen
amb I'Gs del passaport fitosanitari, eina molt eficag per a minimitzar el risc d’introduccié del
foc bacteria; la realitzacidé d’inspeccions periodiques durant la primavera, estiu i tardor; i I'avis

a les serveis competents davant de qualsevol simptoma sospitds.

Un cop la malaltia s’ha introduit i establert en una regid, tan sols és possible utilitzar mesures

de convivencia per a evitar els seus efectes.

1.2.1 Control quimic

Els productes disponibles per al control del foc bacteria sdn molt limitats i depenen en gran
mesura del tipus de cultiu a protegir i de la legislacié vigent en cada pais. Recentment s’ha
prohibit la utilitzacio de molts plaguicides quimics dins el marc de la Unié Europea. En el
tractament del foc bacteria, els metodes de control quimic existents sén pocs i en general, poc

eficacos. S’apliquen amb la finalitat d’evitar la colonitzacié de la planta per part del patogen,



no existeixen tractaments curatius (Lopez i Montesinos, 1996). Dels productes quimics provats,

els més eficagos son els compostos cuprics i els antibiotics.

Els productes cuprics es basen en I'alliberacié de i6 coure, d’efecte microbiocida. Presenten un
inconvenient de fitotoxicitat a mesura que els tractaments s’acosten a la floracié. Estan

autoritzats en fruiters de fulla caduca.

Els antibiotics, tenen un efecte directe, ja que inhibeixen la multiplicacié d’E. amylovora.
Aguests, no estan autoritzats per la legislacié de la Unié Europea (UE). A Estats Units esta

permesa la utilitzacié de I'estreptomicina i tetraciclina.

Existeixen també una serie de matéries actives que no presenten una accié inhibitoria directa
sobre el bacteri, perd certa activitat en el control del foc bacteria: fosetil-Al, prohexadiona de

calci, enzotiadiazol i harpines (Montesinos et al., 2002; Norelli i Miller, 2004).

1.2.2 Control biotecnologic

Per al control biotecnologic, s’han estudiat metabolits produits per microorganismes
antagonistes a I'E. amylovora, extractes de plantes o peptids antimicrobians sintéetics. Alguns
d’aquests peptids, dissenyats basant-se en peptids antimicrobians naturals, tenen una eficacia
per al control del foc bacteria en condicions d’ambient controlat comparable amb els
antibiotics, tot i no haver-se realitzat encara assajos a camp. Es tracta d’'undecaéptids lineals i
ciclodecapéptids dissenyats especificament basant-se en peéptids antimicrobians naturals
presents en les plantes, animals o microorganismes (Ferré, et al., 2006; Monroc et al., 2006 a,

b; Badosa et al., 2007).

1.2.3 Termoterapia

La teécnica de la termoterapia, s’ha aplicat a plantons de fruiters i plantes ornamentals;
consisteix en I'aplicacié6 de calor sec a 452C durant 60 minuts, disminuint molt
significativament la poblacié de la soca avirulenta de la E. amylovora inoculada artificialment

(Ruz et al.,2003).

Aguesta tecnica és experimental i s’ha de realitzar amb molta cura per tal de no produir danys

irreversibles al material vegetal.



1.2.4 Varietats transgéniques

De la mateixa manera que amb moltes altres malalties, s’ha plantejat el desenvolupament de
varietats transgeniques de perer i pomera: introduccid i sobreexpressié de gens que
codifiquen per a la sintesi de péptids-proteines antimicrobianes com I’actina i la lisozima,
depolimerasses de bacteridofags i harpines que estimulen la resposta defensiva de I'hoste;
s’han obtingut varietats de pomera i perer amb nivells de resisténcia al foc bacteria

significatives. Cap d’aquestes varietats esta disponible al mercat ni autoritzada a Europa.

1.2.5 Biocontrol

Com a métode complementari al control quimic, s’utilitzen metodes de control biologic basats
en bacteris antagonistes o competidors de I'E. amylovora. Els bacteris més utilitzats sén

algunes soques de Pantoea agglomerans, Pseudonas fluorescens i Bacillus subilis.

L'objecte d’estudi d’aquest treball sén els métodes de control biologic amb bacteris de I'acid
lactic (BAL). En aquest moment no hi ha productes al mercat relacionats amb bacteris de I'acid

lactic.

Els productes biologics, sén més efectius quan s’apliquen durant la floracié ja que la seva
activitat es basa en impedir la infeccié-colonitzacid de flors i les estructures joves i tendres per
E. amylovora. Les dosis d’aplicacié efectives es troben entre 107 i 108 ufc/ml. També és durant
la floracié quan la majoria de productes quimics resulten més fitotoxics i per tant no es poden

aplicar i el control biologic té més sentit (Palacio-Bielsa et al., 2009).

El control biologic es presenta amb bones expectatives de cara al futur com a alternativa
més sostenible, que els métodes de control convencionals, per al control foc bacteria. Tot i
aixo, el control biologic encara presenta certa inconsisténcia pel que fa a I'eficacia, a la
limitada supervivencia de I'agent de control biologic i a la baixa competitivitat respecte
altres metodes quimics. S’esta estudiant com solventar-ho mitjancant la certa d’un efecte
sinergic bactericida combinant diferents soques, a través de la millora fisiologica, és a dir,
utilitzant metodes d’osmoadaptacié que permetin que el bacteri s’adapti facilment al medi
qgue lI'envolta i formulacions adequades que ajudin a optimitzar les caracteristiques del

bacteri (Bonaterra et al., 2007).



1.3 Antecedents del treball

Al Centre d’Innovacié i Desenvolupament en Sanitat Vegetal (CIDSAV) de [lInstitut de
Tecnologia Agroalimentaria (INTEA) de la Universitat de Girona, es va reunir una col-leccié
d’aproximadament 500 aillats de bacteris de I'acid lactic obtinguda de fruites i hortalisses
minimament processades. Es va avaluar la seva eficacia com a agents de control contra fongs i
bacteris deteriorants de fruites i hortalisses minimament processades; es van seleccionar
diverses soques, la majoria de les quals del genere Leuconostoc, Lactobacillus i Weissella amb
activitat significativa per a la reduccié de Listeria monocytogenes en pomes i enciam processat;
es van seleccionar altres soques de la mateixa col-leccié efectives en la inhibicié de podridures

fungiques de post-collita en pomes causades per Penicillium expansum.

Posteriorment, es va confeccionar una nova col-leccié de 100 soques aillades de 180 mostres
vegetals (fruits madurs i immadurs i flors) i es van seleccionar com a bacteris de I'acid lactic

(Trias et al., 20082; Montesinos et al., 2009b; Surifach, 2011).

Es va dur a terme una seleccié assistida, amb marcadors moleculars, de les soques de BAL de
totes dues col-leccions amb la finalitat de determinar si les soques aillades, presentaven els
gens que codifiquen per diferents bacteriocines (la nisina, la mesentericina i la plantericina) i
es va determinar el possible antagonisme in vitro de les soques de BAL davant I'E. amylovora i

altres indicadors, com bacteris fitopatogens.

D’aquesta primera etapa de seleccid, en van resultar 100 soques de bacteris de I’acid lactic de
les gairebé 600 inicials. Es van optimitzar un metodes de bioassaig ex vivo d’eficacia en el
control d’E. amylovora que van permetre avaluar simultaniament el nombre elevat de soques
en material vegetal (flors, fulles i fruits immadurs de perer de la varietat Passe Crassane)

(Cabrefiga, 2004; Daranas, 2011).

Es en aquest en aquest punt que s’inicia desenvolupament d’aquest projecte de fi de carrera,
en el que es realitza un segon assaig d’eficacia en fulles per tal de contrastar resultats de les

100 soques de BAL utilitzant el métode de bioassaig optimitzat (Daranas, 2011).

De tots els assajos d’eficacia realitzats fins al moment; se’n seleccionen les soques més
eficaces en més d’un organ (flors, fruits i fulles). Amb aquestes soques es realitzen un assaig
d’eficacia i un assaig de supervivencia dels BAL en flors de perera de la varietat Golden

Delicious i pererer de la varietat Passe Crassane. Per ultim, es realitza un assaig d’eficacia in



vivo en planta perera de la varietat Conference, de les 3 soques de BAL amb millors resultats

en assajos anteriors.

Paral-lelament a la realitzacié d’aquest treball de fi de carrera, es realitzen estudis per tal de
determinar l'activitat antibacteriana en els sobrenedants de les suspensions de BALs; la
incidéncia de la temperatura en la cinética de creixement de cultius de la soca PM411 en MRS i
en 'activitat antibacteriana dels cultius; la incidencia de la composicié del medi de cultiu en la
cinetica de creixement de la soca PM411 i enfront I'activitat antibacteriana del sobrenadant; la
fitotoxicitat dels sobrenedants lliures de cél-lules dels cultius de PM411 en medi MRS

(Mercader, 2012).
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1.4 OBIJECTIUS

Els principals objectius d’aquest projecte de recerca sén els segiients:

1. Determinar I'eficacia dels bacteris de I’acid lactic en el control de la infeccié causada

per E. amylovora ex vivo en fulles i flors; i in vivo en plantes.

2. Determinar la capacitat de supervivéncia i colonitzacié dels bacteris de I'acid lactic en

material vegetal, concretament en flors.
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2 MATERIAL | METODES

2.1 COMPOSICIO DELS MEDIS DE CULTIU

Agar Man - Rogosa - Sharpe (MRS) (Panreac, Barcelona, Espanya)

20 g/l de glucosa (CsH12069), 10 g/l de peptona, 10 g/l d’agar, 8 g/l d’extracte de carn, 5 g/l
d’acetat de sodi (C;HsNaO,) - 3H,0, 4 g/l d’extracte de llevat, 2 g/l de citrat d’amoni
(CeH17N305), 2 g/l de difosfat de potassi (K;HPQO4), 1 ml de sorbitan monooleat, 0.2 g/l de
MgSO,4- 7H,0 i 0.05 g/l de MnSO, - 4H,0.

Agar MRS + rifampicina
50 mg/| de rifampicina (Sigma, Saint Louis, USA) dissolts en 400 pl de metanol i 10mg/I

Econazol (Sigma) dissolts en 100 pl de metanol.

Agar Luria Bertani (LB)
15 g/l d’agar (Oxoid), 10 g/l de triptona (Oxoid, Hampshire, UK), 10 g/l de NaCl (Merck,

Darmstadt, Alemanya) i 5 g/l d’extracte de llevat (Oxoid).
Agar MRS + nalidixic

50 mg/I de d’acid nalidixic (Sigma, Saint Louis, USA) dissolts en 400 pl de cloroform i 10mg/I

Econazol (Sigma) dissolts en 100 ul de metanol.
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2.2 AGENTS DE BIOCONTROL

2.2.1 Soques de bacteris de I’acid lactic

Es van emprar com a agents de biocontrol 100 soques diferents de bacteris de I'acid lactic
procedents de mostres vegetals fresques o minimament processades d’ambients naturals i
mercats minoristes. A la taula 2.1 es mostren les caracteristiques d’aquestes soques
determinades en estudis previs realitzats al grup de recerca CIDSAV-Patologia Vegetal de
I'INTEA (UdG). Aquestes caracteristiques son I'antagonisme in vitro en medi LBP i MRS enfront
E. amylovora i altres indicadors com Leuconostoc mesenteroides, Pseudomonas syringae,
Staphylococcus aureus, Eshcerichia coli i Bacillus subtilis; preséncia dels gens que codifiquen
per a les bacteriocines plantericina, nisina i mesentericina; eficacia significativa en el control

d’E. amylovora en flor i fruit; i I'origen a partir del qual es va aillar la soca (Surifiach, 2011).

Taula 2.1 Caracteristiques de les 100 soques de BAL utilitzades (Surifiach, 2011).

Codi Antagonisme in vitro Marcadors moleculars bEicf)i:f:ai\?g Origen
soca
E"Lg‘:di E"M";:di PLAN NIS MES Flor  Fruit
MC5 + + - - + - - maduixa Bascara
EM16 - + - - - - - enciam iceberg Bonpreu
BC24 - + + - - - + Bleda Madremanya
PC25 - + - - - - - patata Madremanya
TC28 - + + - - - - tomata Madremanya
PC29 - + + - - - + patata Madremanya
BC30 - + + - - - - bleda Madremanya
CC31 - + + - - - - cogombre Madremanya
CC32 - - + - + - - col Madremanya
TC35 + + + - - + - tomata Bascara
BC37 - + + - - - - bleda Madremanya
PCc4a0 + + + - - + + patata Madremanya
(continua)
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Antagonisme in vitro

Marcadors moleculars

Eficacia

Codi bioassaig Origen
soca

E"L'::di E"M";:di PLAN NIS MES Flor  Fruit
TC41 + + + - - + tomata Bascara
TC44 + + + - - - tomata Madremanya
TC46 - + + - - - tomata Bascara
AC47 - - - - - - alberginia Madremanya
PC49 - + + - - - patata Madremanya
BC50 - + + - + - - bleda Madremanya
PC52 - + - - - - patata Madremanya
TC54 + + + - + + tomata Bascara
AC58 + + + - + - - alberginia Madremanya
AC59 + + + - - - alberginia Madremanya
TC60 - + + - - + tomata Madremanya
S ' S S oo
BC66 + + + - - - bleda Madremanya
PC67 + + + - - - patata Madremanya
TC69 + + + - - - tomata Bascara
CC70 + + + - - - col Madremanya
TC71 + + + - - - tomata Bascara
AC73 - + + - - + alberginia Madremanya
CC80 - - + - - - col Madremanya
AC81 - + + - - + alberginia Madremanya
AC84 - + + - - - alberginia Madremanya
TC92 + + + - + + tomata Bascara
CCo3 + + + - - - col Madremanya
TC97 + + + - - + tomata Bascara

(continua)



Antagonisme in vitro

Marcadors moleculars

Eficacia

Codi bioassaig Origen
soca
E"L'::di E"M";:di PLAN NIS MES Flor  Fruit
S - o o il
CC100 - + + - - - - cogombre Madremanya
TC101 + + + - - - - tomata Bascara
TC102 + + + - + - - tomata Bascara
TM106 - - + - - - - tomata verda mercat
TC110 + + + - - - - tomata Bascara
CcC121 - + + - - - - cogombre Madremanya
CM135 - + - - + - - cirera mercat
CM144 - + - - + - - cirera mercat
CM160 - + - - + - - cirera mercat
CM165 + + - - + - - cirera mercat
BC176 . . ) ) ) ) } blat de\moro fulla
Bascara
BC184 N N ) : ) ) : blat de\moro fulla
Bascara
BC188 . . ) ) ) ) ) blat de\ moro fulla
Bascara
PC202 + + - - + - - poma Lleida
CM205 - + - - + + - cabdells Bonpreu
CM209 - + - - + - + cabdells Bonpreu
FC212 - + - - + - - figa Sils
EM214 - + - - - - - endivia envasada
PC216 + + - - + - - poma Bascara
FC248 + + + - - - - figa Bascara
PC254 - + - - + - - poma Bascara
BM259 - + - - - - -

(continua)
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Antagonisme in vitro

Marcadors moleculars

Eficacia

Codi bioassaig Origen
soca
E"L'::di E"M'::di PLAN NIS MES Flor  Fruit
PC263 + + - - + - - poma Bascara
AM266 + + - - + + - amanida envasada
PM285 - + - - + - - pebrot Bonpreu
SM303 - - - + - - soja envasada
FC306 - + + - + - - figa Sils
PM314 + + + - + - - pera decana Champion
AC316 + + - - + - alberginia Fornells S.
AC318 + + + - + - - alberginia Fornells S.
CM338 + + + - + - - col llombarda Hipercor
PM340 + + - - - - pera decana Champion
CM356 + + - - + - - col llombarda Hipercor
PM357 + + - - + - - pera ercolini Hipercor
TM358 + + - - + + - tomata cherry Hipercor
CM359 - + - + + - + carxofa Champion
PM366 + - - - + + - préssec Bonpreu
AC367 + - - - - - alberginia Fornells S.
PM407 + + - - - - préssec Bonpreu
PM411 + + + - + - pera decana Champion
CM466 + + + - - - caqui Bonpreu
PM490 + - - - - - pebrot padré Bonpreu
0C503 + + - - - - olivera curivell
GC521 - + - - - - gira-sol
RC524 - + - - - - romeguera
RC526 + + + - - - romeguera

(continua)



Eficacia

Codi Antagonisme in vitro Marcadors moleculars bioassaig Origen
soca
E"L'::di E"M'::di PLAN NIS MES Flor  Fruit

FC533 + + - - - - - figuera coll de sra.
FC534 + + + - - - - figuera paratge
CC555 - + - - - - - carbasso
FC560 - - - - - + - figuera
EC562 + + - - - - - escarola
NC568 + + + - - - - nesprer
AC569 - - - - - - - avellaner
CC575 + + - - - - - colza standing
PC579 - - - - - + - pomer golden delicious
PC583 - - - - - - - pomer granny
EC586 + + - - - - - enciam
0C590 - + - - - - - olivera curivell
NC591 - + - - - - - nectarina
CC592 - + - - - - - vinya jaquers
CC596 + + - - - - - carbasso
CC597 + + - - - - - carbasso
CC598 - + - - - - - carbasso

Nota: PLAN: plantaricina; NIS: nisina i MES: mesentericina

El medi de cultiu que es va utilitzar per al creixement de les soques de BAL a 23°C va ser |'agar
MRS. Fins a la seva utilitzacid, les soques de BAL es van conservar en medi MRS i glicerol al 20%
en un ultracongelacié a - 80 2C (MDF-U51865S, B. Braun Biotech, Sanyo, Japd). Els cultius es
van realitzar mitjancant sembra en estria en plagues de medi MRS que es van incubar
(Incubador NU-425-60E, Sanyo, Japd) a 27°C durant 48h. Per al seu manteniment fins a la

realitzacié de I'assaig, les plaques es van repicar periodicament.
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Per a preparar les suspensions bacterianes utilitzades es van recollir, amb una nansa Kolle,
colonies de la superficie d’agar d’un cultiu de 48h i es van suspendre en aigua destil-lada
esteril. Es va determinar la concentracié de la suspensié mitjancant la determinacié de la seva
absorbancia per espectrofotometria (Espectrofotometre Shimadzu UV-VIS, Grams
Instrumented, EUA). Com a referéncia, es va utilitzar que un valor d’absorbancia de 0,250 a

600 nm equival a una concentracié de 108 ufc/ml dels BAL.

2.2.2 Altres agents plaguicides de control

De forma paral-lela als bacteris de I’acid lactic, es van utilitzar altres agents de biocontrol i un
antibiotic eficacos en el control de I'E. amylovora com a tractaments de referéncia. A la
seglient taula 2.2 es detallen les caracteristiques dels productes aixi com les concentracions

utilitzades.

Taula 2.2 Productes plaguicides de referéncia utilitzats (bioplaguicides i antibiotic); producte comercial, si s’escau;

concentracions corresponents utilitzades en els assajos d’eficacia

Agent de control  Microorganisme Producte comercial Concentracid utilitzada
EPS62e Pseudomonas fluorescens - 108ufc/ml
AMP20017 Bacillus subtilis - 108ufc/ml

Co-1 Pantoea vagans Blightblan (registrat a Estats Units) 108ufc/ml
QST713 Bacillus subtilis Serenade® 4/l
Estreptomicina - - 100 mg/I

P. fluorescens EPS62e es va utilitzar una concentracié de 108ufc/ml, obtinguda mitjancant la
determinacié de I'absorbancia per espectofotometria (Espectrofotometre Shimadzu UV-VIS,
Grams Instrumented, EUA) prenent com a partida que aquesta concentracié equival a una

absorbancia de 0.3 a 600 nm.

B. subtilis AMP20017 també es va aplicar a una concentracié de 108ufc/ml que es va ajustar

mitjancant la determinacié d’absorbancia d’1 a 600 nm.

P. vagans C9-1 es va utilitzar a una concentracié de 108ufc/ml ajustada mitjancant la

determinacié d’una absorbancia de 0.4 a 600 nm.
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El medi de cultiu que es va utilitzar per al creixement de les soques EPS62e, AMP20017 i C9-1
va ser el LB. Es van incubar a una temperatura de 23°C durant les 48h prévies a la realitzacié de

I'assaig. Per al seu manteniment, les soques es van anar repicant periddicament.

El producte comercial Serenade® és un fungicida i bactericida biologic preventiu que conté la

soca QST713 com a component actiu. La dosi indicada per la casa comercial és de 4 g/I.

L'estreptomicina és un antibiotic. Per a la realitzacid dels assajos, es va utilitzar en una

concentracié de 100 mg/I.

2.3 Material Vegetal

Per a la realitzacié dels assajos d’eficacia dels BAL en fulles, es van utilitzar fulles de perer de la
varietat Passe Crassane, procedents de |'espai d'hivernacles del centre de recerca CIDSAV de la
Universitat de Girona. Prévia a la recollida de fulles, es va dur a terme una poda i manteniment
de les plantes. De cada perer, es van seleccionar Unicament les tres fulles superiors. Es van
evitar les fulles lignificades, ennegrides a causa del fred, amb cops o ferides i atacades per

plagues i/o fongs. Es van conservar en refrigeracié fins a ser manipulades.

Per als assajos d'eficacia dels BAL en el control de la infeccié per E. amylovora en planta perera
en contenidor, es van utilitzar plantes de perer de la varietat Conference procedents de I'espai
d'hivernacles del centre de recerca CIDSAV de la Universitat de Girona. Les plantes es van fer
créixer durant tres anys en testos contenidors de 20 cm de diametre (figura 2.1). Durant
I’hivern, les plantes es van deixar en repos en fred féra de I'hivernacle. A principis de
primavera, es van podar per tal de deixar tres o quatre brots i es van forgar a florir dins
I’hivernacle. Les plantes es van fertilitzar un cop per setmana amb una solucié de 200 ppm
N/P/K (20:10:20) i se’ls van aplicar insecticides i miticides estandards.

Les plantes van estar llestes per utilitzar quan els brots van tenir una longitud superior a 10 cm

i cinc o sis fulles per brot.
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Figura 2.1 Plantes de perera de la varietat Conference, seleccionades amb tres brots i preparades per a la realitzacié

de I'assaig, dins I’espai d’hivernacles del CIDSAV de la Universitat de Girona.

Per als assajos d’eficacia i de supervivencia de BALs en flors es van utilitzar flors de pomera de
la varietat Golden Delicious i flors de perer de la varietat Passe Crassane procedents d'una

finca comercial del terme municipal de Campllong, al Girones.

2.4 PATOGEN: Erwinia amylovora

Per a tots els assajos realitzats, es va utilitzar la soca d'Erwinia amylovora EPS101 (Cabrefiga i
Montesinos, 2005) com a patogen. Es tracta d'una soca virulenta d'E. amylovora aillada
anteriorment d'un brot de perer infectat a Lleida. El medi de cultiu que es va utilitzar pel seu
creixement, en incubacié a 27°C, va ser agar LB (figura 2.2). La soca es va conservar des del seu
aillament en medi LB i glicerol al 20% i amb ultracongelacié a -80°C (MDF-U51865S, B. Braun
Biotech, Sanyo, Japd). Per a la seva recuperacid, es va realitzar una sembra en estria en una
placa amb medi LB i es va incubar (Incubator NU-425-60E, Sanyo, Japd) a 27°C durant 48h. Per
al manteniment de la soca durant la realitzaciéd dels assajos, aquesta es va anar repicant

periodicament, aproximadament cada 48 - 96h.
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Figura 2.2 Placa de medi LB amb la soca virulenta EPS101 d’E. amylovora sembrada

Per a la realitzacié dels bioassajos es va utilitzar una suspensié d'una concentracié de 107
ufc/ml del patogen. Per a preparar aquesta suspensio, es van agafar amb una nansa de Kolle
colonies de cultius de 24h procedents de la superficie de les plagues on havia crescut el
bacteri; a continuacié, el material bacteria es va suspendre en aigua destil-lada estéril dins d’un
tub de dilucié. Un cop homogeneitzada la suspensid utilitzant un vortex, es va ajustar la
concentracié mitjancant la determinacid de la seva absorbancia per espectrofotometria
(Espectrofotometre Shimadzu UV-VIS, Grams Instrumented, EUA) amb la referéncia que un
valor d’absorbancia de 0.12 a una longitud d’ona de 600 nm equival a una concentracié de 108
ufc/ml d’E. amylovora EPS101. Tot seguit, es van realitzar dilucions decimals per tal d’obtenir

la concentracio desitjada.

Ja que el patogen és considerat de quarantena a Espanya, totes aquestes operacions es van
realitzar amb seguretat dins d’'una campana de flux laminar de classe Il (Nuaire class Il UN-426-

400E, Nuaire Inc, EUA).

2.5 BIOASSAJOS PER SELECCIONAR SOQUES BAL EFICACES EN EL CONTROL D’
E. amylovora

Per tal de determinar I'efecte dels aillats de BAL davant I’E. amylovora, els bioassajos realitzats

es van dur a terme en condicions ambientals controlades.
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2.5.1 Assaig d’eficacia en fulles

Es va realitzar un bioassaig ex vivo en fulles optimitzat anteriorment (Daranas, 2011). Els
resultats obtinguts van complementar els d’anteriors assajos d’eficacia en flors i fruits i van
servir per seleccionar les soques més eficaces que es van utilitzar en els assajos posteriors,

descrits en aquesta memoria, d’eficacia i supervivencia.

L'assaig va consistir en determinar I'eficacia dels BAL en la inhibicié de les infeccions d’E.

amylovora en fulles de perer.

Per a la realitzaci6 de l'assaig, es van utilitzar 106 tractaments; van consistir en 100
tractaments amb diferents soques de BAL a una concentracié de 108 ufc/ml (Taula 2.1) i 6
tractaments amb agents de biocontrol o productes de referéncia utilitzats com a controls
(Taula 2.2). Es van utilitzar P. fluorescens EPS62e a una concentracié de 108ufc/ml, P. vagans C9-
1 a una concentracié de 108ufc/ml, B. subtilis AMP20017 108ufc/ml, el producte comercial
Serenade® (4 g/l) composat per B. subtilis QST713, I'antibiotic estreptomicina (100 mg/l) i un

control no tractat amb Unicament aigua.
Per a cada tractament es van realitzar tres repeticions de tres fulles cada repeticié.

Abans del tractament les fulles es van netejar amb aigua per tal d’eliminar possibles residus de
productes fitosanitaris emprats, terra i insectes; a continuacio, es van desinfectar per immersié
en una solucié de lleixiu al 5% durant un min i es van esbandir dues vegades amb aigua

destil-lada (figura 2.3).

Figura 2.3 Procediment de neteja de les fulles. Cubells amb aigua, solucié de lleixiu al 5% i aigua destil-lada.

Per tal de proporcionar una via d’entrada al patogen, es va fer una ferida al nervi de la fulla a
una distancia d’un terg respecte la part basal (figura 2.4). Per a fer els talls, es van utilitzar un

bisturi esteril i guants.
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Figura 2.4 Realitzacid de les ferides a les fulles: al nervi de la fulla i a un terg de la dimensié de la fulla respecte a la

part basal.

Un cop fetes les ferides, les fulles es van tractar per immersié amb les soques de BAL i amb els
agents de biocontrol de referéncia. En el tractament per immersid, es van submergir les fulles
dins les suspensions amb I'ajuda d’unes pinces desinfectades (figura 2.5); un cop impregnades
del liquid, es van col-locar dins caixes de plastic de 42 x 30 x 7 cm sobre unes reixetes de
plastic, tot préviament desinfectat. Sota de les reixetes, es van col-locar quatre capes de paper
de filtre estéril humitejat amb aigua també esteéril. La funcié del paper humit va ser mantenir
una humitat elevada dins la caixa per tal de crear unes condicions optimes per al creixement
de bacteris. L'objectiu de les reixetes, va ser evitar el contacte directe de les fulles amb al

paper humit.
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Figura 2.5 Tractaments de les fulles amb BALs per immersio utilitzant unes pinces préviament desinfectades.

Finalment, es van introduir les caixes dins de bosses de plastic segellant-les amb cinta i es van
deixar al laboratori de seguretat a una temperatura ambient d’aproximadament 25°C (figura

2.6).

Figura 2.6 Caixes utilitzades per col-locar les fulles tractades amb BALs

Després de 24h des de la realitzacid dels tractaments, es van inocular les ferides de les fulles

amb 10 pl de suspensié d’E. amylovora a una concentracié de 107 ufc/ml.

La inoculacié d’E. amylovora es va dur a terme dins el laboratori de seguretat i amb totes les

precaucions esmentades amb anterioritat.

Amb la finalitat de poder quantificar el nivell d’infeccié present a cada fulla, es va establir un

index de severitat graduada del 0 al 3, de menor a major infeccid respectivament. A la seglient
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figura 2.7, es mostra I'escala d’infeccio segons els simptomes d’infeccié d’E. amylovora en les

fulles.

Figura 2.7. indexs de severitat de la infeccié d’E. amylovora en les fulles. (0, abséncia de simptomes; 1, necrosi al
nervi de la fulla, al voltant de la ferida; 2, necrosi al nervi i als extrems de la fulla; 3, progressio de la necrosi a tota la

superficie de la fulla).

Es van realitzar lectures de I'index de severitat de les fulles a partir aquestes van mostrar
indicis d’infeccio, al cap de 5-7 des de la inoculacié del patogen, fins que aquestes van assolir
un grau d’infeccié majoritari de 3. Es va considerar el dia 13 posterior a la inoculacié del

patogen com a lectura més representativa de la infeccié causada.
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Es va calcular el percentatge de severitat a partir de la seglient férmula:

S—Z(SIL
- Li\n-3

n
=1
S correspon al percentatge de severitat causada per la infeccié d’E. amylovora; Sl és I'index de severitat;

)-100

i és el numero de fulla; n correspon al nimero de fulles per tractament; 3 és el nivell maxim d’infeccio.

Es va obtenir percentatge d’incidéncia utilitzant la seglient férmula:

I = ik 100
"~ Ft

I correspon al percentatge d’incidencia de fulles infectades; Fi és el nombre de fulles infectades en valor

absolut; Ft correspon al nombre total de fulles inoculades.

2.5.2 Assaig d’eficacia en flors

L'objectiu de I'assaig va consistir en determinar I'eficacia de 8 soques BAL seleccionades a
partir dels resultats dels assajos anteriors en la inhibicié de les infeccions per E. amylovora en

flors.

Es van realitzar 8 tractaments amb les soques de BAL: TC92, TC54, PM411, PC40, FC560, AC73,
CM209 i PM366; 1 control no tractat amb aigua; 3 tractaments amb agents de biocontrol de
referéncia: P. fluorescens EPS62e i P. vagans C9-1 i el producte Serenade® composat per B.

subtilis QST713; i un tractament amb estreptomicina (100mg/I).

Es van realitzar dos experiments, amb flors de perera de la varietat Passe Crassane i amb flors
de pomera de la varietat Golden Delicious. Cada experiment, es va realitzar per duplicat. En

cada tractament es van realitzar tres repeticions de tres flors cada repeticio.

Les flors es van conservar en refrigeracio i, un cop al laboratori, se’ls van arrencar els pétals de
i es van col-locar individualment dins de tubs eppendorf amb el peduncle tallat i submergit en

una solucié de sacarosa al 10% (p/v).

Les flors es van tractar per pulveritzacid, amb les suspensions de BAL i dels agents de
biocontrol preparades anteriorment a 108ufc/ml en aigua destil-lada esteéril, de manera que la

flor quedés impregnada totalment per la suspensid.
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Un cop inoculades, les flors es van introduir dins de caixes de plastic de 42 x 30 x 7 cm
préviament humitejades que es van segellar dins bosses de plastic. Les caixes amb les flors es

van incubar a 25°C.

Després de 24 h de la realitzacié dels tractaments dels agents de biocontrol (ABC), les flors es
van inocular amb 10 pl de suspensié d’E. amylovora a una concentracié de 107 ufc/ml (imatge

2.8). El patogen es va dipositar amb una pipeta en el receptacle de les flors.

Figura 2.8 Inoculacié de la suspensié d’E. amylovora a una concentracié de 107 ufc/ml.

Una vegada inoculat el patogen, les caixes es van tornar a segellar amb bosses de plastic i es

van deixar incubant a 25°C dins el laboratori de seguretat.

La determinacié de la incidencia i severitat produides per la infeccié d’E. amylovora, es van

realitzar als 1, 2, 3 5 dies de la inoculacid del patogen.
Es va establir una escala per determinar I'index de severitat del 0 al 3, de menys a més infeccié

respectivament.

2.5.3 Assaig d’eficacia en planta perera en contenidor

L'objectiu de I'assaig, va consistir en determinar I'eficacia in vivo de les soques de BAL en el

control d’E. amylovora en plantes de perera
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L’assaig es va realitzar per duplicat. Per a la realitzacié d’aquest, es van utilitzar 96 plantes de
perer de la varietat Conference (8 tractaments x 3 repeticions x 2 plantes cada repeticié x 2,

assaig duplicat).

La inoculacié del patogen es va fer a tres brots de la planta; per tal d’evitar confusions, es van

seleccionar plantes amb Unicament tres brots.

Es van utilitzar tres soques de BAL: TC92, PM411 i TC54; i cinc controls: el producte comercial
Serenade®, I'antibiotic estreptomicina (100 mg/l), els agents de biocontrol EPS62e i C9-1 i un

control d’aigua sense tractament.

Es van fer dues ferides per fulla, a les tres primeres fulles dels tres brots de la planta. Les
ferides es van fer en el centre del nervi central de la fulla, deixant una separacié respecte els
dos talls de mig centimetre. A continuacio, es van tractar les plantes per pulveritzacié amb 10
ml per planta de les suspensions de BAL (108ufc/ml) i amb els altres agents de biocontrol
(figura 2.9). Per a la inoculacié, es va utilitzar una aerograf (Fifty, Hercules Industries, Estats

Units).

Figura 2.9 Tractaments de BALs de les plantes de perera per pulveritzacié.

Finalment, es van col-locar les plantes de dos en dos dins una bossa de plastic segellada i es

van portar al laboratori de seguretat a 25°C i amb humitat relativa elevada.
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24 h després dels tractaments amb BAL es van inocular les plantes amb 10 ul d’'una suspensio

d’E. amylovora a 10°ufc/ml, dipositada al mig de les dues ferides fetes a les fulles.

Finalment, es van segellar les plantes dins una bossa de plastic i es van col-locar al laboratori
de seguretat amb 16 h de llum fluorescent i un periode de 8 h de foscor.
La inoculacié d’E. amylovora es va dur a terme dins el laboratori de seguretat i amb totes les

precaucions esmentades amb anterioritat.

La intensitat d’infeccié es va determinar amb la mateixa escala del 0 al 3 utilitzada en I'assaig
d’eficacia en fulles (figura 2.7) (0, abséncia de simptomes; 1, necrosi al nervi de la fulla, al
voltant de la ferida; 2, necrosi al nervi i als extrems de la fulla; 3, progressié de la necrosi a tota

la superficie de la fulla).

Les lectures escollides per al tractament de les dades a I'assaig, corresponen als 8 dies
posteriors a la inoculacié de I'E. amylovora. El tractament de les dades, es va realitzar
estadisticament per analisi de variancia de la incidéncia i severitat de la intensitat de la infeccié

en cada tractament.

2.6 SUPERVIVENCIA DE BAL EN FLORS de pomera i perera

L'objectiu de I'assaig va consistir en determinar la capacitat de tres soques de BAL, TC54, TC92 i

PM411, de colonitzar i sobreviure sobre material vegetal en diferents condicions d'humitat.

Es van realitzar dos experiments, un experiment amb flors de pomera i un experiment amb

flors de perera.

Es van recollir flors de perera de la varietat Passe Crassane i de pomera de la varietat Golden
Delicious d’una finca comercial del terme municipal de Campllong i es van conservar en
refrigeracio fins a I’arribada al laboratori. Un cop al laboratori, es van col-locar individualment

dins de tubs amb el peduncle tallat i submergit en una solucié de sacarosa al 10% (p/v).

Per a la realitzacié de I'assaig es van seleccionar tres soques de BAL: PM411, TC54 i TC92; es
van utilitzar mutants espontanis resistents a I'acid nalidixic (PM411N) i rifampicina (50 pg ml™)
(TC54R i TC92R). Aquestes soques resistents als antibiotics no presenten cap diferéncia de

creixement respecte a les soques convencionals.

Les flors es van inocular per pulveritzaciéo amb 2-5 ml de suspensio de la corresponent soca de

BAL, ajustada anteriorment a una concentracié de 10% ufc/ml.
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Es van dipositar les flors de tots dos experiments, flors de perera i flors de pomera, a 25°C en

diferents condicions d’humitat: humitat alta (90%) i humitat baixa (50%).

Es van realitzar dos experiments (un en flors de pomera i I'altre en flors de perera) amb tres

tractaments de BAL cada un i amb 3 repeticions de 30 flors per a cada tractament.

Per a determinar els nivells de poblacié de les soques de BALs, es van agafar cinc flors a les 0,
24 , 48, 120, 168 i 216h posteriors a la inoculacié dels BAL. Aquestes mostres es van
homogeneitzar en 20 mL de tampd fosfat (pH 7.0) 0.05M i 0.1% de peptona mitjan¢ant un
stomacher (Masticator; IUL Instruments, United Kingdom). Amb la suspensié resultant es va
realitzar un banc de dilucions i es va sembrar mitjantant un sistema d’espiral (Eddy Jet; IUL
Instruments, Spain) en plaques de medi agar MRS amb 50 pug/ml de rifampicina o acid nalidixic
per a seleccionar la soca sembrada; es van afegir 10 pg/ml de nitrat d’econazol (SIGMA,

Missouri, USA) amb la finalitat de prevenir un creixement fangic.

Es van incubar les plaques a 252C durant 48h. Les colonies es van contar amb un sistema de
recompte automatic (Countermat Flash; IUL Instruments, Spain) per tal de determinar el nivell

poblacional al llarg del temps en forma de log,, UFC /flor.
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3 RESULTATS I DISCUSSIO

L’actual utilitzacié de productes quimics i métodes en general poc eficacos pel control del foc
bacteria i la sensibilitzacié per la cura del medi ambient, juntament amb la importancia de la
malaltia i la seva repercussid economica, desemboquen en la necessitat de buscar alternatives

de control.

Varis informes demostren les propietats bioprotectores dels BAL contra els bacteris patogens
transmesos pels aliments, incloses fruites i verdures fresques (Holzapfel et al., 1995; Trias et
al.; 2008a, 2008b) aixi com contra la pudriciéd postcollita de fruites (Trias et al., 2008c).
Rarament s’han estudiat els bacteris de I'acid lactic com a agents de biocontrol potencials dels
bacteris patogens de plantes (Visser et al., 1986). Una possible raé és que els BAL tenen un
creixement més lent i queden encoberts per altres habitants comuns com I'espécie Pantoea i

Pseudomonas en els medis de cultiu utilitzats per al seu aillament (TSA, KB o LB).

En investigacions previes del grup de patologia vegetal (INTEA), es va aillar una col-leccié de
600 soques de bacteris de I'acid lactic procedents d’ambients naturals i de fruites i hortalisses
minimament processades, es va determinar la preséncia de gens que codifiquen per alguna de
les bacteriocines plantericina, nisina i mesentericina i es va avaluar I'antagonisme in vitro
davant I'E. amylovora i altres bacteris fitopatogens indicadors (Surifiach, 2011); a partir dels

resultats, es van seleccionar 100 soques de BAL.

En el present treball, integrat en la linia d’investigacié del grup de recerca de patologia vegetal
(INTEA), s’ha experimentat amb bacteris de I'acid lactic com a agents de biocontrol del foc
bacteria amb I'objectiu de seleccionar-ne les soques Optimes. En el present estudi, s’han
obtingut possibles soques de BAL capaces d’actuar com a agents de control del foc bacteria en

plantes de la familia de les rosacies.

Per tal de determinar I'activitat antimicrobiana, és necessari disposar de bioassajos que
permetin avaluar simultaniament un nombre elevat de soques; en estudis previs es van
optimitzar assajos ex vivo en flors i fruits immadurs de perer (Cabrefiga, 2004) i en fulles de
perer (Daranas, 2011). En el procés experimental d’aquest treball, s’utilitzen aquests meétodes

optimitzats per a la realitzacid dels assajos ex vivo.

Les diferents variables a considerar que dificulten I'analisi de resultats, va fer notoria la
necessitat de realitzar repeticions dels bioassajos i d’enllagar els resultats obtinguts amb

estudis anteriors. Aquestes variables corresponen a I'estat del material vegetal: les fulles més
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tendres van presentar més sensibilitat a la infeccid per E. amylovora que les fulles adultes ja
I'estat de desenvolupament de les fulles condiciona significativament la infeccié per E.
amylovora possiblement per qué en teixits més joves els sistemes de defensa no estan tan
desenvolupats (Daranas, 2011); la severitat i la incidencia del foc bacteria depén de I'estat de
maduracié dels teixits de la planta i s'obtenen elevats nivells de la infeccidé en teixits joves

(Cabrefiga, 2004).

En el bioassaig per determinar |'eficacia dels BAL en la infeccié per E. amylovora en fulles de
perer de la varietat Passe Crassane, es van utilitzar suspensions de 100 soques de BAL (taula
2.1) a una concentracié de 10® ufc/ml, 4 agents de biocontrol de referéncia, un tractament
amb estreptomicina (100 mg/l) i un control no tractat d’H,0. Es va inocular la soca EPS101 d’E.

amylovora a una concentracié de 107 ufc/ml.

Posterior a la inoculacié del patogen, es van realitzar lectures periodicament durant 25 dies. La
lectura mostrada en aquesta memoria per al tractament de les dades a I'assaig, correspon als

13 dies de la inoculacié del patogen.

Es va determinar la severitat i la incidéncia de la infeccié amb I'objectiu d’avaluar la capacitat

de control de la infeccid de les soques de BAL.

Els resultats obtinguts en aquest bioassaig, van lligats a resultats obtinguts en estudis anteriors
amb la finalitat de seleccionar les soques de bacteris de I'acid lactic de major eficacia en la
prevencio de la infeccié per E. amylovora. En la taula 3.1 es pot observar la severitat de la
infeccid en els diferents tractaments. La severitat del primer assaig correspon a estudis
anteriors (Daranas, 2011) i la del segon assaig la determinada en aquest treball de fi de
carrera. En els dos assajos es va observar un efecte molt significatiu de les soques bacterianes
en la severitat de la infeccié (P<0.0001). Es va realitzar un ANOVA i la separacié de mitjanes
mitjancant el test de tukey la minima diferencia significativa; en el primer assaig va ser de
17,1% en el primer assaig i de 19,2% en el segon. En el primer assaig els percentatges de
severitat de la infeccid per E. amylovora que es van obtenir oscil-len entre 18,52 i 88,9%; en el
segon assaig van prendre valors d’entre 1 i 90%. Les soques de BAL que van presentar
severitats de la infeccid significativament diferents a les del control no tractat es mostren en
negreta pel primer assaig i subratllat pel segon. En el primera assaig el tractament amb
estreptomicina no va resultar ser significativament diferent del control no tractat, en el segon
assaig si que ho va ser. En els dos assajos els agents de bicontrol emprats (EPS62e, AMP20017,
C9-1 i Serenade®) van presentar percentatges de severitat significativament diferents respecte

al control no tractat. En el primer assaig les soques que van reduir la severitat de la infeccié a
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percentatges inferiors al 30% van ser: FC560, EC586, RC526, 562 i 202, juntament amb I'agent
de biocontrol AMP20017; en el segon assaig van ser: PC263, AC367, AM266, PM285, TM106,
BC37, BC188, EM214, TC46, RC524, CC598, FC212, PM411, TC92, CC597, BC176, CC575, CC596,
PC202, BC24, CC31, CM205, PC29, CM466, EC562, CM209, NC568, TC54, EC586, RC526, CC121
i BC66, juntament amb les soques de biocontrol EPS62e, C9-1 i Serenade®. A la figura 3.1 es
poden observar els simptomes de la infeccié provocada per E. amylovora en fulles que es van

tractar amb estreptomicina, les soques EPS62e, PM340, CM356, PM357 i el control no tractat.

Taula 3.1 Efecte del tractament amb 100 soques de BAL, 4 agents de biocontrol, un tractament amb estreptomicina
i un control no tractat (H,0) en la severitat de la infeccié causada per E. amylovora als 13 dies de la inoculacié de les

fulles de perer de la varietat Passe Crassane.

Tractament ' Severitat de la infeccid (%) 2
ler assaig 2 on assaig
PC64 88.89 90.00
H,0 81.48 90.00
CC70 81.48 82.00
AC569 70.37 80.10
TC69 81.48 80.00
PC216 74.07 80.00
BM259 81.48 79.50
AC81 77.78 79.00
TC71 77.78 78.30
TC97 68.30 77.20
PM340 58.00 76.20
NC591 76.00 75.30
AC84 74.07 75.20
CM338 77.78 75.00
TC44 74.07 74.07
PMA407 62.96 73.50
CC555 85.00 73.20
AC47 70.30 73.10
CM135 62.96 72.00
TC35 69.80 71.40
PM490 81.65 70.50
EM16 79.50 70.50
PC49 75.20 70.40
PC99 70.37 70.30
TM358 66.67 70.10
AC318 70.37 70.00
PC583 59.00 68.90
TC41 66.67 68.20
(continua)
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Tractament ' Severitat de la infeccid (%) 2

ler assaig 2 on assaig

Ccco3 74.07 68.00
0C590 66.67 68.00
AC316 66.67 66.30
PM314 66.67 65.70
FC248 62.96 64.70
TC110 62.96 63.80
Ccs80 59.26 62.10
PC25 62.96 61.40
smM303 62.96 61.30
TC60 55.56 60.20
TC102 62.96 60.10
PCe67 59.26 58.40
CC592 66.67 55.20
PM357 59.26 52.10
cM144 51.85 51.00
PC579 51.85 49.30
PC254 59.26 48.50
FC306 59.26 47.30
0C503 48.15 47.30
CCc32 40.74 47.20
FC534 51.85 46.20
CM359 59.26 43.30
TC101 62.96 43.20
BC184 51.85 43.20
AC73 50.00 42.30
MC5 44.44 42.30
AMP20017 25.93 42.30
CM165 40.74 41.30
PM40 59.26 38.00
GC521 37.04 36.10
FC533 37.04 35.90
PM366 44.44 35.60
FC560 29.63 35.60
PC52 59.26 35.40
CM160 44.44 35.40
TC28 62.96 34.00
BC30 51.85 34.00
AC59 51.85 33.80
BC50 44.44 33.80
CM356 44.44 32.60
CC100 44.44 31.60
AC58 40.74 30.20
PC263 44.44 29.40

(continua)



Tractament ' Severitat de la infeccid (%) 2

ler assaig 2 on assaig
AC367 40.74 28.90
AM266 44.44 28.60
C9-1 37.04 28.40
PM285 40.74 27.90
TM106 55.56 27.60
BC37 62.96 27.50
BC188 51.85 26.70
EM214 40.74 26.40
TC46 51.85 25.90
RC524 48.15 25.60
CC598 40.74 25.60
FC212 37.04 24.70
PM411 59.26 24.35
TC92 44.50 24.00
CC597 44.44 23.50
BC176 37.04 23.50
CC575 33.33 22.80
CC596 59.26 22.30
PC202 18.52 21.90
estreptomicina 74.07 21.00
BC24 48.15 19.50
Ccc31 40.74 19.20
CM205 51.85 18.90
PC29 48.15 17.60
CM466 59.26 17.50
EC562 22.22 16.80
CM209 33.33 15.40
EPS62e 44.44 15.30
NC568 51.85 12.80
TC54 40.74 12.30
EC586 29.63 12.30
RC526 25.93 12.30
Ccci121 48.15 12.00
BC66 48.15 5.00
Serenade 55.56 1.00
Minima diferéncia 17.11 19.2

significativa
Els valors de severitat estan ordenats segons la separacié de mitjanes realitzada en el bioassaig d’eficacia en fulles.

! Les fulles es van tractar per immersié en suspensions de 10® ufc/ml de 90 soques de BAL, 4 agents de biocontrol i
un tractament amb estreptomicina (100 mg/l) i es van inocular amb 10 pul d’una suspensié d’E. amylovora EPS101 a
10’ ufc/ml sobre la ferida.

2 Els valors de severitat corresponen a la mitjana de tres repeticions i tres fulles per repeticid, als 13 dies de la

inoculacié del patogen.
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Figura 3.1 Simptomes de la infeccié provocats per E. amylovora en fulles que es van tractar amb estreptomicina, les

soques EPS62e, PM340, CM356, PM357 i el control no tractat respectivament.

Els percentatges d’eficacia varien en funcié dels organs utilitzats per a la realitzacié de I’assaig
(fulles, flors i fruits); és per aixo que per avaluar I'eficacia de les 100 soques de BAL de forma
generica per a tots els organs, es van relacionar els resultats de I'assaig d’eficacia en fulles amb
altres assajos ex vivo en flors i fruits realitzats fins al moment pel centre de recerca CIDSAV de

la Universitat de Girona.

Diverses de les soques van mostrar una reduccio significativa (P<0.05) de les infeccions
causades per E. amylovora en comparacidé al control sense tractar. A la figura 3.2a es pot
observar el percentatge de la incidéncia de les infeccions en fulles, fruits immadurs i flors de
perer Passe Crassane tractades amb soques de L. plantarum, juntament amb la incidéncia en el
control no tractat. La majoria de les soques, només van reduir les infeccions en un sol organ
(figura 3.2b); 7 soques van resultar eficients en el control en fruits immadurs (TC41, BC24,
CM359, TC97, PC29, AC81 i TC60); 6 soques van ser efectives en flors (PM35, AM266, TM358,
CM205, PC579 i AC316); i 11 soques van reduir la infeccié en fulles (CC31, CM165, RC526,
BC50, EM214, CM466, FC212, PC263, EC586, PM357 i CC575). Les soques eficaces per a flors i
fulles van ser la PM366, la FC560 i la PM411; en fulles i fruits immadurs la CM209 i la AC73; i en
fruits immadurs i flors la TC40. Les soques TC54 i TC92 van resultar les soques més eficients en

el control de I'infeccid en tots els organs.

36



‘(D) Juswejuelnwis suedio saJl sie | (4) s40)4 1 S|4 ‘(3) sanpewwil syNJy | s3|N4 ‘(Q) S40]4 | SANpeww|
suNnJy ‘(D) s40)4 ‘(g) sanpewwi synJy ‘() S3|INJ U SUOIDIBUI S| 9P 01299104d Bp jeydeded eAds e| e oldejas us sapednude uelsa sanbos s “ejue|d e] ap uedio eped us awud) e syeuod
SUBWIIAAX3 SOP S|9 UD S1IJBJ} OU S|0JIUO0D S|e (TO‘0>d) SIUSJDHP JUDWEAIRIIHUSIS 012234Ul,P S[|SAIU JBJISOW UBA S3J83U S|joquijs que sanbos s97 "1e30e4) OU |0J1U0D |9 que opesedwod

quie ‘wnupjupjd *7 ap sanbos quie sapeldes) JUSWEeAIUIASIM duessel) assed Ja4ad ap (O) s40)) | (V) Sinpewwil synJy ‘(o) S9Ny ud el1a3deq 204 Jad SUOIIIBUI S| AP BIDUIPIDU| eZ *€ eandiy

sanbog

e o S &S Lo & £l PP %ﬁ.%% Pl g g P

@ttt 0
v v 1
v 4 v ¥
Yie o 5 D v o M v v ™ "0 o3 $ s $ 3 S5
Ble t I Q 9 8 Q olo|el|8 o ¢ vilsz 2
vimmm = @ o v °lo v v L
| Al v v om8 Y8 v/ © 9 g Vv v 3
Y m s ¥ .l o v v o v v gV o
|V o olo ™ o B V 9 5 o1 % o
v v v O Viol O =
v v g 8 0 - ol v m] P
v 8 0O v (=) (m sL 2.
8 oo o o
o m o0 o o o la/.M
_ﬂ‘ S—
=) sealag'ls a8 = g—g- 001
D) = 4 (d Q d \v/

37



Flors

EM214
. BC24 TCO7 .
cmape CM163 Fruits

Fo12 o PC29 %
hC5a6 T immadurs

Fulles

PC263 ACS1

Ecsge PM357

CC575

Figura 3.2b Soques de BAL amb les que s’obté una reduccié significativa (P<0.05) de les infeccions per E. amylovora
respecte el control no tractat en assajos ex vivo realitzats en flors, fulles i fruits immadurs, simultaniament en dos
experiments realitzats. Les soques remarcades amb negreta sén les que es van seleccionar per posteriors

experiments.

Es va realitzar un bioassaig d’eficacia en flors de perera de la varietat Passe Crassane i pomera
de la varietat Golden Delicious tractant amb les 8 soques de BAL amb eficacia en més d’un
organ (PM366, FC560, PM411, CM209, AC73, TC40, TC54 i TC92). Es va utilitzar una
concentracié de 10® ufc/ml, EPS62e, C9-1, Serenade® i estreptomicina, juntament amb un

control sense tractar. Es van inocular amb el patogen a una concentracié de 107 ufc/ml.
Es va realitzar la lectura dels resultats als 13 dies des de la inoculacié del patogen.

A la figura 3.3 es representen els percentatges de severitat en la infeccid dels dos experiments
que es van realitzar per duplicat. Els percentatges de severitat en I'experiment amb flors de
pomera oscil-len entre 20 i 50%, en I'experiment en flors de perer oscil-len entre 10 i 40%.
Totes les soques de BAL van presentar severitats significativament diferents a les severitats
presentades en les flors amb el control no tractat. Els nivells d’eficacia no van diferenciar-se
significativament dels obtinguts pels altres agents de biocontrol: P. fluorescens EPS62e, P.
vagans C9-1, el producte Serenade® composat per B. subtilis QST713 i el tractament amb
estreptomicina (100mg/l). Les soques amb menor severitat en la infeccid en els dos
experiments van ser la TC92, la TC54, la PM411 i la PC40. ®. A la figura 3.4 es poden observar

els simptomes de la infeccié provocada per E. amylovora en flors no tractades.
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Assajos realitzats per Pussey (1997) indiquen que els resultats en flors, obtinguts al laboratori,
de l'avaluacié dels microorganismes com a agents de biocontrol, es poden utilitzar per

pronosticar I'accié d’aquests com a control d’infeccié d’E. amylovora a camp.
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Figura 3.3 Efecte dels tractaments amb soques de L. plantarum (barres blanques) en les infeccions d’E. amylovora
en flors de perera Passe Crassane i de pomera Golden. Els tractaments amb BALs es van comparar amb
estreptomicina (barres ratllades), ACB de referéncia (barres grises) i un control no tractat (barres negres). Les flors
es van tractar i posteriorment es van inocular amb E. amylovora a 1x10” UFC mI™. Els valors sén la mitjana de tres
répliques. Les barres d’error representen el interval de confianga de la mitjana (95 %). Les barres amb la mateixa

lletra de cada figura no difereixen significativament (P<0.05) segons el test de Waller-Duncan.
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Figura 3.4 Simptomes de la infeccidé provocats per E. amylovora en flors que no tractades
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En l'assaig d’eficacia en planta perera en contenidor es va determinar la severitat dels
tractaments in vivo utilitzant tres soques de BAL a una concentracié de 108ufc/ml: TC92,
PMA411 i TC54; I'antibiotic estreptomicina (100 mg/l), els ACB de referéncia EPS62e, C9-1 i el
producte comercial Serenade®; i un control d’aigua sense tractament. Es va utilitzar una
concentracié del patogen de 10°ufc/ml. Es van realitzar dos experiments independents de

tres répliques cada un.

Les lectures escollides per al tractament de les dades a I'assaig, corresponen als 8 dies

posteriors a la inoculacié de I'E. amylovora.

A la figura 3.3 es representa la mitjana del percentatge de severitat de la infeccié de les tres
répliques per a cada un dels experiments. Totes les soques de BAL van presentar severitats
significativament diferents a les presents en les flors del control no tractat menys la soca TC54
en el primer experiment. No existeixen diferéncies significatives entre les 3 soques de BAL
(TC92, TC54 i PM411) i I'estreptomicina. En cap cas les soques de BAL han igualat en eficacia a
la soca de referéncia C9-1 P. vagans. L’ACB de referencia amb el valor de severitat més baix va
ser el C9-1 seguit per EPS62e. A la figura 3.4 s’observen els simptomes de la infeccié provocada

per E. amylovora en les plantes.

Les soques de L. plantarum PMA411, TC92 i TC54 sén candidates apropiades per a un futur
desenvolupament d’agents de biocontrol per la seva gran capacitat de colonitzacié d’hostes, I'abséncia
de preocupacions referents a la seva seguretat alimentaria, i els seus bons resultats d’eficacia en
diferents organs vegetals. Per contra, la possible utilitzacié d’aquestes soques com a nous
bioplaguicides, mereix futurs estudis per confirmar el seu mecanisme d’accié i la importancia de les
bacteriocines en la seva capacitat de control per tal de poder desenvolupar formulacions eficaces i

avaluar la seva eficacia en proves a camp en diferents condicions agricoles i climatiques.
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Figura 3.5 Efecte dels tractaments amb soques de L. plantarum (barres blanques) en les infeccions d’E. amylovora
en plantes de perera Conference comparats amb estreptomicina (barres ratllades), ACB de referencia (barres grises)
i un control no tractat (barres negres). Es van realitzar ferides a les fulles, es van tractar, i les ferides es van inocular
amb E. amylovora a 1x10° UFC ml™. Les plantes inoculades es van incubar durant 8 dies en condicions ambientals
controlades. Es van realitzar dos experiments independents. Els valors sén la mitjana de tres repliques. Les barres
d’error representen el interval de confianga de la mitjana (95 %). Les barres amb la mateixa lletra de cada figura no

difereixen significativament (P<0.05) segons el test de Waller-Duncan.
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Figura 3.6 Simptomes de la infeccié provocada per E. amylovora en les plantes.

En els bioassajos de supervivencia en flors de perera de la varietat Passe Crassane i pomera de
la varietat Golden Delicious i d’eficacia en planta perera en contenidor de la varietat
Conference, es van inocular les soques de BAL amb millors resultats d’eficacia fins al moment
(TC54, TC92 i PM411) amb l'objectiu d’avaluar la seva capacitat de sobreviure i colonitzar

material vegetal i la seva eficacia in vivo respectivament.

Es van inocular els BAL a les flors a una concentracié de 10® ufc/ml i incubar a humitat relativa

elevada (90%) i baixa (50%).

Per als dos experiments en flors de pomera i perera, no es van contemplar diferéncies

significatives respecte possibles preferencies pel diferent material vegetal (figura 3.5).

Si que es van notar diferencies de comportament de les soques PM411, TC54 i TC92 pel que fa
a les condicions d’humitat. En les flors en humitat elevada, al cap de dos dies de la inoculacié
es detecta un creixement del nivell poblacional equivalent a un logaritme, confirmant la seva
habilitat per colonitzar les flors. Durant els 7 dies posteriors a aquest creixement, la poblacié
es manté constant. A humitat relativa baixa, la poblacié de cel-lules sobreviu correctament, al
llarg dels 9 dies posteriors a la inoculacid, el nivell poblacional descendeix progressivament fins

a un logaritme.
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Figura 3.7 Creixement i supervivéncia de les soques de L. plantarum TC54 (@), TC92 (O) i PM411 (V) en flors de

perera ‘Passe Crassane’ i de pomera ‘Golden’, a humitat relativa elevada (90%) i baixa (50%). Els valors son les

mitjanes de tres répliques. Les barres d’error representen els intervals de confianga de les mitjanes (95%).
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4 CONCLUSIONS

Les principals conclusions extretes d’aquest treball sén les seglients:

1. De les 100 soques de BAL avaluades per determinar I'eficacia de control en fulla, les
gue obtenen una reduccié significativa de les infeccions per E. amylovora sén: FC560,
PM366, PM411, TC54, TC92, CM209, AC73, BC50, EM214, CM165, CM466, FC212,
CC31, PC263, EC586, PM357 i CC575.

2. El nivell d’eficacia de les soques de BAL en el control de I'E. amylovora no es manté
constant pels diferents organs de la planta (fruits immadurs, fulles i flors). Les soques
de BAL eficaces en els tres organs estudiats van ser la TC54 i la TC92. Els agents de
biocontrol de referéncia (EPS62e, AMP20017, C9-1, Serenade®) i estreptomicina
també van resultar eficients en tots els organs de la planta.

3. Les soques de BAL estudiades poden colonitzar i sobreviure en la superficie de flors de
perera i pomera. Colonitzen les flors a humitat relativa alta (90%) i sobreviuen a
humitat relativa baixa (50%).

4. Les tres soques de L. plantarum PM411, TC92 i TC54, van resultar efectives en la prevencio de
la infeccid in vivo en plantes de perera en contenidor; |'eficacia va prendre valors semblants als
de I'agent de biocontrol B. subtilis QST713 i I'estreptomicina, per contra van ser menys efectius
que P. fluorescens EPS62e i P. vagans C9-1.

5. Les soques de L. plantarum PM411, TC92 i TC54 sén candidates apropiades per a un futur

desenvolupament d’agents de biocontrol per la seva gran capacitat de colonitzacié d’hostes.
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