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RESUM | PARAULES CLAU

Les malalties criptogamiques afecten greument als cultius viticoles i suposen importants
pérdues economiques. El principal tractament fitosanitari per controlar aquestes malalties
és el coure, no obstant, el seu Us perllongat ha provocat bioacumulacid, fitotoxicitat i el
deteriorament de 1’ecosistema. En aquest sentit, la Comissiéo Europea n’ha restringit 1’0s,
pel que és necessari explorar alternatives sostenibles i respectuoses amb el medi ambient.
El control biologic utilitzant microorganismes antagonistes és una alternativa que ha
demostrat eficacia amb anterioritat, per aixo, s’ha plantejat la possibilitat d’aillar fongs
biocontroladors dins dels ecosistemes agricoles del nostre pais, amb I’objectiu de
contribuir a la gestio sostenible de les malalties fungiques. En aquest treball s’han aillat i
identificat 33 soques dels géneres Trichoderma i 3 soques del génere Epicoccum de
diferents mostres de cultius de vinya DO Priorat. S’ha avaluat in vitro, amb cultius duals,
I’activitat antagonista de Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride i Epicoccum
nigrum enfront Diplodia seriata i Didymella glomerata, agents causals de malalties de la
fusta de la vinya. Trichoderma harzianum i T. atroviride han demostrat un 100%
d’inhibicié per micoparasitisme enfront ambdds patogens als 14 dies. Epicoccum nigrum
ha demostrat un 31% d’inhibicié enfront Diplodia seriata i un 45% a Didymella
glomerata mitjancant la produccié de metabolits secundaris. L’estudi metagenomic de
dues mostres de rizosfera de vinya amb 1’empresa Biome Markers, a través de la
plataforma Becrop®, ha confirmat la preséncia d’agents biocontroladors en el sol i ha
permes determinar que les técniques biodinamiques de maneig agricola afavoreixen la
diversitat microbiana i aporten resisténcia al cultiu. Podem concloure que els ecosistemes
viticoles ecologics son un reservori de fongs antagonistes que resultarien una bona
alternativa per al control de les malalties criptogamiques en el marc d’un nou model

agricola més sostenible, ecologic, i respectués amb el medi ambient.

Paraules clau: control biologic; microbioma; antagonisme; Trichoderma; Epicoccum
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INTRODUCCIO

1. El regne Fungi

El regne dels fongs és un dels grups més diversos i antics de microorganismes, en el qual
s’estima que existeixen entre 2 i 5 milions d’espécies (Hawksworth et al. 2017). El regne
Fungi s’inclou dins el domini Eukarya (Fig. 1 A) (Ballen et al. 2017), i actualment, esta
dividit taxonomicament en sis subregnes, en els que es distribueixen 12 phyla o divisions
i més de 200 ordres. Dins el subregne Dikarya s’inclouen els phylums Basidiomycota,
Ascomycota i Entorrhizomycota, als que pertanyen la gran majoria de fongs descrits fins
ara (Fig. 1 B) (Li etal. 2021).

Chlamydias

Spirochetes
Proteobacteria
Cyanobacteria

All archaean lineages

\ " Basidiomycota

Plantae
Excavates

Rhizarians
Stramenopiles
Alveolates

Amoebozoans

Choanoflagellates

Animals

Figura 1. A. Arbre filogenétic arrelat amb I'ancestre comu universal (LUCA), representant les relacions
evolutives entre els principals grups taxonomics Modificat de Ballen et al. 2017. B. Filogénia a escala
genomica del Regne dels Fongs basada en 290 gens i 1644 especies Modificat de Li et al. 2021.

Historicament, els fongs estaven inclosos dins el regne Plantae; tanmateix, no tenen
clorofil-la i es distingeixen per caracteristiques estructurals i fisiologiques Uniques: paret
cel-lular de quitina i glucans i membrana cel-lular amb ergosterol. Aquestes

caracteristiques van promoure la separacio dels fongs de les plantes.

Els fongs son heterotrofs i tenen una nutricié absortiva, la qual els posiciona
estratégicament en la natura dins dels cicles de nitrogen i carboni i els aporta gran
capacitat de colonitzar substrats molt diferents. Els fongs constitueixen un grup
d’organismes molt variat i es troben practicament a qualsevol ninxol ecologic, terrestre o

aquatic, i es consideren organismes ubics i cosmopolites (Cepero de Garcia et al. 2012).
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El tal-lus 0 soma dels fongs pot ser unicel-lular, com és el cas dels llevats, o pluricel-lular.
Els fongs pluricel-lulars estan formats per filaments tubulars denominats hifes, pel que
s’anomenen fongs filamentosos. El conjunt de les hifes s’anomena miceli. Alguns poden
presentar ambdos tipus de fenotips, tant unicel-lular com filamentoés, i s’anomenen fongs
dimorfics, entre els que es troben moltes espécies patogenes tant per 1’ésser huma com

pels animals (Sil et al. 2015).

Els fongs poden presentar dos tipus de reproduccio: sexual i asexual. Alguns poden
reproduir-se de les dues formes mentre que d’altres només se’n coneix una de les dues.
La fase sexual es denomina teleomorf, mentre que 1’asexual correspon a 1’anamorf.

L’organisme en totes les seves formes i fases es coneix com holomorf.

Asexualment, els fongs es poden reproduir per fissio, gemmacio o esporulacio. La fissio
1 la gemmaci6 son propies dels llevats, mentre que 1’esporulacio €s propia dels fongs
filamentosos. L’esporulacié consisteix en la formacié d’espores asexuals mitjangant
mitosis, anomenades genericament mitospores. Pels membres del subregne Dikarya, les
mitospores s’anomenen conidis. Els conidis es dispersen per 1’aigua, el vent 0 a través
dels animals, i son els responsables de la formacié d’un gran nombre de propaguls,

permetent una disseminacié eficient i la colonitzacié dels substrats.

La reproduccié sexual implica la recombinacié genética que origina nous genotips i
permet una rapida adaptacid dels fongs en resposta a les condicions canviants del medi.
Que un fong es reprodueixi de forma sexual o asexual depen de les condicions externes:
la reproduccid sexual esta regulada per factors ambientals, nutricionals i genétics i en
molts individus s’esdevé quan les condicions son desfavorables per a la supervivéncia.
Aguest procés resulta en la formacio d’espores sexuals haploides. Els propaguls d’origen
sexual generalment tenen parets gruixudes i pigmentades, pel que actuen, a més, com a
formes de resistencia que poden romandre llargs periodes de temps en estat de laténcia
(Cepero de Garcia et al. 2012).

1.1. El phylum Ascomycota
Els ascomicets son els fongs més abundants i diversos del regne Fungi. El nom d’aquest
phylum prové de les estructures sexuals formades per aquests fongs, anomenats ‘ascs’(del
grec antic aoxoc - askés). Els ascs generalment es formen en I’interior dels C0SSOS
fructifers, els quals s’anomenen ascocarps 0 ascomes. Dins els ascs es formen les espores

sexuals, denominades ascospores. A més de la reproduccio sexual, els ascomicets poden
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reproduir-se asexualment mitjancant la formacié de conidis. La gran diversitat de formes
I estructures propies d’aquest grup de fongs, i, especialment, les diferéncies
morfologiques entre les formes sexuals i asexuals, va donar lloc a una nomenclatura dual,
on I’anamorf i el teleomorf rebien un nom cientific diferent. Es el cas, per exemple, del

génere Trichoderma, els estats sexuals del qual es van descriure dins el génere Hypocrea.

2. Taxonomia fungica molecular
Historicament, els fongs s’han identificat i classificat per les seves caracteristiques
fenotipiques i fisiologiques. Ens els altims anys, els organismes s’han reclassificat
filogeneticament gracies al desenvolupament de la biologia molecular i les técniques de
seqiienciacié d’ADN. Aixo ha permés caracteritzar com a holomorfs moltes espécies de
les quals les seves fases sexuals i asexuals estaven descrites de forma independent
(Fajarningsih 2016; Cepero de Garcia et al. 2012).

Per a la identificacio fingica a nivell molecular, un dels métodes que més s’utilitzen és el
DNA barcoding. Aquest métode utilitza regions d’ADN anomenades barcodes o codis de
barres com a patrons unics per a la identificacio i classificacié dels éssers vius. Idealment,
els barcodes han de ser regions curtes i estandarditzades, i ser les mateixes per a tots els
regnes, amb sequiéncia Unica per a cada espécie, constants dins la mateixa espécie, i
variables per permetre distingir entre espécies diferents, encara que siguin properes

filogeneticament (Fajarningsih 2016).

Una de les regions més utilitzades per a la identificacié molecular dels fongs és el cistrd
nuclear de ’ARN ribosomic, el qual inclou els gens 18S, 5.8S i 28S i dues regions
intergéniques conegudes com Internal Transcribed Spacers anomenades ITS1 i ITS2
(Fig. 2). El gen 18S correspon a la subunitat petita de ’ARN ribosomic (nuclear
ribosomal small subunit, SSU) i la 28S a la subunitat gran (nuclear ribosomal large
subunit, LSU). Els loci LSU i SSU s’han estudiat com a barcodes pero han demostrat ser
regions massa conservades per a permetre la identificacio a nivell d’espéecie. Laregi6 ITS
és una sequencia no codificant altament polimorfica i permet distingir tant especies
conegudes com noves, pel que ha sigut designada com el barcode de referéncia per a la
identificacié fangica. No obstant, no aporta suficient informacié en alguns géneres
fangics, pel que s’ha d’incloure la seqiienciaci6 d’altres marcadors moleculars o barcodes
secundaris (Schoch et al. 2012). Alguns exemples de marcadors secundaris son el gen de

la B-tubulina (tub2) i la subunitat Il de la polimerasa ribosomal (second largest subunit of

10
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ribosomal polymerase Il, rpb2). L’rpb2 s’ha proposat com el marcador molecular
alternatiu per a moltes especies de fongs, ja que permet distingir millor entre taxes

filogenéticament properes (Vétrovsky et al. 2016).

5 ITS1 ITS2 3
4{ 183 (SSU) 5.85 285 (LSU) }7

Figura 2. Esquema del cistrd nuclear de I’ARN ribosomic. Modificat de Fajarningsih 2016.

3. Les malalties criptogamiques
Les malalties criptogamiques son malalties de les plantes causades per fongs vertaders
del Regne Fungi o per pseudofongs anomenats oomicets. Els oomicets son eucariotes
microscopics que inclouen algunes de les especies més destructives ecologicament
(McCarthy et al. 2017). Tant els fongs com els oomicets formen espores que perduren al
sol en estat latent durant llargs periodes de temps, i tenen una gran capacitat de
propagacio. Quan les condicions de temperatura i humitat son favorables, aquestes
espores s’activen causant infeccions primaries, pel que causen danys devastadors i grans

pérdues economiques.

Les malalties criptogamiques inclouen un ampli rang d’afectacions. Per exemple, a fulles
i fruits Botritys cinerea causa la podridura grisa (Williamson et al. 2007). A la vinya
’agent causal del mildiu és I’oomicet Plasmopara viticola i causa greus problematiques.
A Catalunya, I’any 2020, el mildiu va causar fins a un 70% de pérdua de produccié per a
molts viticultors, especialment productors ecoldgics (Diari Oficial de la Generalitat de
Catalunya, Nam. 8229 - 21.9.2020). Per altra banda, altres fongs causen malalties a les
parts llenyoses. En viticultura, a les malalties de la fusta se les coneix en anglés com
Grape Trunk Diseases (GTD) i a dia d’avui no tenen tractament eficag (de Almeida et al.
2020). De fet, s6n tant devastadores que es considera la major problematica en la
viticultura, reduint la productivitat, qualitat i longevitat dels cultius (Diaz et al. 2013) i
els agents causals inclouen organismes com Phaeoacremonium minimum,
Seimatosporium vitis, Diplodia seriata i Didymella glomerata (Diaz et al. 2013; Cobos et
al. 2022; de Almeida et al. 2020; Mondello et al. 2018; Cimmino et al. 2021).

3.1.Tractaments fitosanitaris per a les malalties criptogamiques
Antigament, les malalties criptogamiques en 1’agricultura es prevenien o tractaven amb
productes naturals. Fins I’any 1940, els fungicides estaven basats en quimics inorganics

sintétics, majoritariament a base de coure i sofre i sovint preparats pels mateixos usuaris.

11
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Aquests productes necessitaven dosis molt altes, entre 10 i 20 kg per hectarea, i
aplicacions frequents, perd no sempre eren efectius i sovint provocaven fitotoxicitat. A
mitjans del segle XX es van introduir fungicides organics moderns més actius que es
podien administrar en dosis menors (d’1,5 a 3 kg per hectarea), pero van resultar altament
toxics i alguns patogens hi van esdevenir resistents (Conway 2020; Tudi et al. 2021).
Tanmateix, els fitosanitaris inorganics com el coure i el sofre s’han mantingut fins a

I’actualitat, ja que son altament eficacos com a fungicides.

L’Gs i I’abus dels productes quimics en 1’agricultura comporta grans riscos tant per a la
salut ambiental com per la humana. Els pesticides persisteixen en 1’ambient, provocant
bioacumulacio, toxicitat i contaminacié dels ecosistemes. A meés, poden ser metabolitzats
0 degradats i donar lloc a molécules més mobils i toxiques que el producte original.
Aquests contaminants persisteixen al sol i poden migrar a noves zones a través de 1’aire i
I’aigua (Tudi et al. 2021), exposant finalment a la poblaci6 general als residus, ja sigui a
través de 1’aigua, 1’aire o els aliments (Bernardes et al. 2015). Per una altra banda, els
fungicides no només actuen sobre els microorganismes diana: poden afectar a insectes,
animals, les propies plantes (Tudi et al. 2021), i als fongs que son beneficiosos per als
cultius, resultant en la pérdua de biodiversitat, funcionalitat i resiliéncia dels sols de
conreu (Duke 2018; Keiblinger et al. 2018) i exercint una pressio biologica que afavoreix
la seleccio d’organismes resistents, provocant finalment la persisténcia dels fitopatogens
altament virulents (Fisher et al. 2012). Alguns d’aquests fitopatogens han creuat les
barreres interespécie, causant infeccions en humans i suposant un greu risc per a la salut
(Silva et al. 2019; Gauthier et al. 2013).

Els fongs juguen papers clau en els cicles dels nutrients al sol i s6n importants per a la
retenci6 de carboni. L’afectacid de les poblacions fungiques condueix a la pérdua de
materia organica al sol, un factor associat amb el canvi climatic i I’efecte hivernacle
(Gougoulias et al. 2014). A més, factors associats al canvi climatic -com I’increment de
la temperatura i el canvi en els patrons pluvials-, han resultat en I’increment de 1’Gs de
pesticides i la contaminacid associada (Tudi et al. 2021), de forma que el model de gestio

afecta de forma especialment negativa al medi ambient.

Per tots aquests motius, hi ha una preocupacio politica i social creixent en relacio a 1’us
dels productes quimics per a I’agricultura, que ha derivat en la creacio del ‘Pacte Verd

Europeu’, un recull d’intencions de la Uni6 Europea en que s’incentiva la creacié d’un

12
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sistema alimentari saludable i respectués amb el medi ambient. En aquest document es
planteja 1’objectiu de reduir en un 50% I’s de productes quimics en I’agricultura abans
de I’any 2030 1 fomenta el model de 1’agricultura ecologica com a solucio per a la

sostenibilitat del sistema agrari (Comision Europea COM2019 640 final).

No obstant, I’agricultura ecologica utilitza com a principal fungicida i bactericida el brou
bordeles, un producte basat en coure. Tradicionalment, els fungicides preventius basats
en coure han sigut considerats respectuosos amb el medi ambient degut a que el seu
principi actiu existeix de forma natural en els ecosistemes (Pérez et al. 2007), pero el seu
us freqiient com a fungicida foliar ha provocat I’acumulacié de coure en el sol. Com a
conseqiiencia ha provocat contaminacié dels sols afectant directament 1’equilibri en la
microbiota i, en consequiéncia, els processos de reciclatge de nutrients i la fertilitat del sol
(Komarek et al. 2010; Wightwick et al. 2008). Es necessari, per tant, trobar alternatives
als compostos de coure que siguin eficients per als tractaments dels cultius ecologics i
que no interfereixin amb la microbiota beneficiosa de la interficie sol-planta. En aquest
sentit, la Comissid Europea analitza la introducci6 de nous bioproductes per a la proteccio
vegetal, per dissenyar un sistema de producci6 ecologica i sostenible (Comission Europea
COM2020 381 final). Alguns productes ja aprovats a Europa son el Binab-T ®, basat en

dues soques de Trichoderma, o el Bethirul, basat en Bacillus thuringensis.

4. Agents de control biologic com a alternativa per als productes quimics
El control biologic es defineix com la reduccié de la quantitat o I’activitat d’un patogen
en el seu estat actiu o dorment, per part d’'un o més microorganismes (Arya et al. 2010).
Aquests microorganismes s’anomenen agents de control biologic (BCAs, de ’angles
Biological Control Agents) o antagonistes i conformen una alternativa prometedora
alternativa a 1’s de productes quimics en I’agricultura. Normalment, els antagonistes son
microorganismes aillats de la filosfera (microambient de la fulla) o la rizosfera
(microambient del sol influenciat per les arrels de la planta) que poden controlar els
fitopatogens. Els BCAs son capagos d’establir-se 1’ecosistema, reproduir-se i colonitzar
la filosfera i/o la rizosfera (Silva et al. 2019), de forma que el seu efecte és molt més
perllongat que ’aplicacié de fungicides quimics i son compatibles amb el nou model

d’agricultura en desenvolupament.

Els BCAs duen a terme el biocontrol a través de diversos mecanismes, ja siguin directes

o indirectes (Fig. 3). Els mecanismes directes inclouen la secrecié de metabolits
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(antibiotics o antifingics: antibiosis), la secrecidé d’enzims extracel-lulars i el
micoparasitisme, on 1’antagonista extreu nutrients directament del fong hoste. Els
mecanismes indirectes inclouen la competéncia, la promocio del creixement vegetal i la

induccio de la resposta immune vegetal (resisténcia induida) (Thambugala et al. 2020).

e Millora del

creixement

Resisténcia
induida
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Figura 3. Mecanismes clau d’accié involucrats en el control bioldgic per part dels fongs antagonistes en

les malalties de les plantes. Modificat de Thambugala et al. 2020.

Els fongs s6n microorganismes especialment interessants com BCAs degut a la rapida i
massiva reproduccio, la produccié d’espores que romanen latents i la seva especificitat
d’acci6 (Thambugala et al. 2020). Diversos generes flngics s’han identificat com a agents
de biocontrol, entre els quals destaquen Alternaria, Chaetomium, Epicoccum,
Penicillium, Talaromyces, i Trichoderma (Arya et al. 2010). Un antagonista especialment
destacable per la seva diversitat de mecanismes d’accié contra les malalties
criptogamiques son les espécies del génere Trichodema (Adnan et al. 2019; Thambugala
et al. 2020).

4.1. El génere Trichoderma
Trichoderma és un genere que pertany a la familia Hypocreaceae, dins de 1’ordre dels
Hypocreales (Pezizomycitina, Ascomycota). Els estats sexuals es van identificar
inicialment en el genere Hypocrea, pero actualment, amb 1’abandonament de la
nomenclatura dual, el nom acceptat per a I’holomorf és Trichoderma (Fig. 4). A dia

d’avui, al génere se li atribueixen 493 representants segons 1’Index Fungorum, pero no
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totes les especies han estat sequienciades o estan disponibles a la base de dades del
GenBank (Adnan et al. 2019).

Figura 4. Trichoderma cremeoides. A. Cos sexual. B-C. Ascs i ascospores. D—E. Conidiofors i fialides
(formes asexuals). Adaptat de Jaklitsch et al. 2015.

Les especies de Trichoderma poden ser biotrofiques, -viuen de nutrients obtinguts
d’hostes vius durant llargs periodes i no produeixen toxines-, hemibiotrofiques -patogens
que combinen el biotrofisme amb etapes en que generen metabolits secundaris i maten
I’hoste-, saprofites -extreuen els nutrients de materia organica en descomposicié- o
hipersaprofites de plantes o altres fongs (Maharachchikumbura et al. 2016). Generalment,
es troben en la rizosfera o sén endofites de les plantes, amb les quals estableixen relacions
mutualistes (Adnan et al. 2019).

Trichoderma és un genere amb una alta diversitat, que es pot trobar en tot tipus de sols i
climes arreu del mon, colonitzant diversos tipus de ninxols ecologics i suprimint la
poblaci6 d’altres microorganismes competitius (Adnan et al. 2019). El conjunt d’aquests
factors converteixen a Trichoderma en un gran agent de biocontrol local, actuant a traves
de mecanismes tant directes com indirectes. Es considerat ’antagonista amb major
potencial: Trichoderma harzianum és 1’agent de control bioldgic més comu i s’ha utilitzat
comercialment contra malalties fangiques en diferents cultius. Entre els productes
desenvolupats presents al mercat trobem RootShield ® (BioWorks, Inc., USA), basat en
T. harzianum i utilitzat contra fitopatdgens com Fusarium i Thielaviopsis i Soilgard ®
basat en T. virens i Gtil contra patogens del terra com Rhizoctonia o Phythium
(Thambugala et al. 2020).

4.2. El génere Epicoccum
Epicoccum és un génere fungic inclos en la familia Didymellaceae, de 1’ordre

Pleosporales (Dothideomycetes, Ascomycota). Fins ara, 162 noms d’espécies S’han
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inclos dins aquest genere a 1’Index Fungorum, no obstant, no totes les especies estan
validades.

Figura 5. Epicoccum spp. A — C. Forma sexual Epicoccum mackenziei. A. Ascomes. B. Ascs. C.
Ascospores. D, E. Sinanamorfs (diferents formes asexuals) D. Picnidis d’Epicoccum viticis. E. Conidis i

esporodoqui d’Epicoccum nigrum. Adaptat de Jayasiri et al. 2017 i Chen et al. 2015.

La forma sexual del genere Epicoccum només ha estat descrita per a I’espécie Epicoccum
mackenzei, i es caracteritza per presentar ascomes ostiolats i ascs amb 8 ascospores
hialines (Fig. 5 A-C). Pel que fa a la morfologia asexual, s’han descrit dos sinanamorfs,
és a dir, dos morfotipus diferents d’estats asexuals. Una es caracteritza per formar cossos
fructifers denominats conidiomes, a I’interior dels quals es desenvolupen cél-lules
conidiogenes i conidis hialins i unicel-lulars (Fig. 5 D). L’altra tipologia de cos asexual
caracteristica d’E. nigrum, I’especie tipus del genere, esta determinada per un sinanamorf
amb cos fructifer de tipus esporodoqui, al qual es produeixen conidis pluricel-lulars,
anomenats fragmoconidis, amb septes foscos i parets verrucoses (Fig. 5 E) (Jayasiri et al.
2017; Chen et al. 2017; 2015).

Epiccocum es troba majoritariament associat a plantes com a endofit (Hou et al. 2020).

Es habitual aillar-lo de la fusta de la vinya, tant de material sa com material infectat per
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GTDs (Del Frari et al. 2019) i algunes especies també han estat aillades de la filosfera de
fruits i fulles de la vinya (Gonzalez et al. 2011). No obstant, s’han descrit especies
saprofites i algunes de fitopatogenes. Algunes s’han descrit com BCAs, entre les quals
destaca E. nigrum (Taguiam et al. 2021; Koledenkova et al. 2022). No obstant, es creu
que diverses espécies s han identificat erroniament com a E. nigrum i caldria reclassificar-
les taxonomicament (de Favaro et al. 2011). Els mecanismes d’accié d’Epicoccum com a
controlador biologic son 1’antagonisme directe, la produccié de metabolits secundaris i la

induccio de la resisténcia vegetal (Taguiam et al. 2021).

5. Microbiota del sol
La microbiota del sol juga un paper crucial en 1’ecosistema dels cultius. Els
microorganismes interaccionen amb les plantes de forma directa i contribueixen en
moltes de les seves funcions, com metabolitzar els nutrients del sol en formes assimilables
per les plantes, promoure el seu creixement o aportar resisténcia a la planta enfront els
patogens i plagues (Fig. 6) (Bakker et al. 2020). En aquest sentit, és important tenir en
compte 1’estat del microbioma del sol i la rizosfera per afavorir la salut del cultiu. De fet,
I’equilibri de la microbiota i una alta diversitat afavoreixen la resisténcia del sol davant

les pertorbacions biotiques i abiotiques (Ortiz-Alvarez et al. 2021).

Per congixer 1’estat microbiologic del terra i la seva biodiversitat no és suficient amb el
cultiu en placa tradicional dels microorganismes, ja que molts d’ells no son cultivables in
vitro o els resulta competitivament desfavorable. Les tecniques de sequienciacié massiva
han permés I’estudi de la diversitat microbiana a partir de I’estudi de les sequéncies de
nucleotids dels organismes d’una mostra complexa. Aquest métode permet estudiar la
microbiota del terra en el seu conjunt, obtenint molta més informaci6 de la que es pot

obtenir amb els métodes tradicionals.

A més de la diversitat dels microorganismes, és important congéixer les seves interaccions
i funcionalitat. L’empresa Biome Makers ha desenvolupat la tecnologia BeCrop ®. Els
analisis de BeCrop ® es basen en la seqiienciacio massiva de les regions 16S i ITS de
I’ ARN ribosomic (rRNA) de les mostres de terra. Amb aquesta informacid, proporcionen
informes intuitius sobre la biodiversitat, funcionalitat, qualitat i resisténcia del cultiu en
relacié amb la microbiota que hi habita. També aporten informacié completa sobre la
diversitat microbiana autoctona de cada cultiu, tant de bacteris com de fongs. Aquesta

tecnologia permet guanyar una visio global de 1’ecosistema i fer comparacions entre
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diferents mostres i estudiar les consequiéncies de variacions en les tecniques de maneig

dels cultius.

Millora del creixement dela planta

Majortoleranciaa I'estrés

Resisténcia sistémica induida

Figura 6. Conceptes clau en les interaccions planta-microbioma. Modificat de Bakker et al. 2020.

Cada ecosistema té la seva propia composicio i dinamica, i les espécies que hi habiten
interaccionen entre elles i amb 1’entorn a través dels cicles dels nutrients i els fluxos
d’energia. Aquests aspectes sOn crucials a I’hora d’introduir agents de control biologic
als cultius. La introduccioé de BCAs, tant en forma d’organismes vius com de metabolits,
modificara inevitablement la composicid i funcié de tot I’ecosistema, sigui de forma
temporal o permanent. Es important, per tant, que a més de ser capacos de controlar els
fitopatdgens, els antagonistes no tinguin efectes no desitjats sobre el cultiu o el sol. En
aquest sentit, no es pot descartar que els microorganismes introduits puguin esdevenir
espécies invasores 0 patogens emergents per al cultiu i causar danys irreparables (He et
al. 2021).

Per una altra banda, un dels problemes que en ocasions pateixen els agricultors amb els
bioproductes que es troben actualment al mercat, és la falta d’activitat o efectivitat. Aixo
és degut a la falta d’adaptacio de les soques antagonistes a les condicions de 1’ecosistema
on s’apliquen. La majoria dels microorganismes son sensibles als factors abiotics com ara

la corrent de I’aire, el pH i la llum ultraviolada, la manca de recursos i a la competencia

Millorrecepcid de nutrients
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amb altres organismes. Aquestes interaccions competitives predominen a les comunitats
naturals (Ghoul et al. 2016). Per una altra banda, les comunitats residents no s’acostumen
a veure afectades per I’aplicacio d’altres microorganismes, probablement degut a
I’adaptacié a I’entorn del cultiu local i la resisténcia a la introduccid6 de nous
microorganismes entomopatogens o antagonistes de patogens vegetals (Krober 2014;
Mayerhofer et al. 2017; Perazzolli et al. 2014).

Per evitar aquestes possibles problematiques, €s important estudiar detingudament les
interaccions abans de desenvolupar comercialment i/o aplicar un bioproducte. Una
estratégia interessant és la cerca de microorganismes antagonistes propis de 1’ecosistema:
I’as de la microbiota autoctona minimitza el risc de desequilibri de la microbiota del
sistema alhora que maximitza la probabilitat d’accid6 del producte, ja que els
microorganismes presents a 1’ecosistema del cultiu estan millor adaptats a les condicions
d’aquest ecosistema i tenen més probabilitat d’éxit per establir-se al terra com a simbionts

1 per exercir I’activitat biocontroladora enfront els patogens.

Per tant, I’aillament i us d’aquests biocontroladors autoctons per al control de les malalties
criptogamiques ofereix una alternativa ecologica, sostenible i respectuosa amb els

ecosistemes agricoles a I’Us de quimics sintetics actuals.

5.1. Maneig dels cultius
La microbiota del sol es veu fortament influenciada pel maneig agronomic del cultiu.
L’agricultura convencional no només fa s de pesticides quimics (insecticides,
fertilitzants, fungicides, etc.), sind que també llaura la terra, causant erosid del sol. En

conjunt, aquesta metodologia afecta la xarxa microbiana, minvant-la i desequilibrant-la.

L’agricultura ecologica 0 organica esta regulada a nivell Europeu i es basa en 1’us
d’energies renovables, el reciclatge de productes d’origen vegetal i animal, la millora de
la fertilitat del sol i la prevencié de I’erosié (Consell Regulador Europeu EC No.
834/2007; Consell Regulador Europeu EC No. 2021/1165). Per una altra banda, el maneig
biodinamic és una metodologia ecologica no regulada que considera el conjunt de
I’explotacio agricola com un organisme viu. L’agricultura biodinamica es caracteritza per
no utilitzar productes quimics, no llaurar la terra, mantenir coberta vegetal i fertilitzar el
terreny de forma natural mitjancant compostatges i la integracié d’animals, seguint els

requisits de la certificacio descrita per ’associacio Demeter (https://www.demeter-

usa.org) (Maioli et al. 2021). Ortiz-Alvarez i col-laboradors (2021) demostren al seu
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estudi que un maneig biodinamic en els cultius de vinya beneficia a 1’ecosistema
microbia, especialment reforcant la comunitat flngica i equilibrant la microbiota. El
maneig convencional, en canvi, propicia un major desequilibri de la comunitat

microbiana i una menor resisténcia a les pertorbacions.

HIPOTESI | OBJECTIUS

Es planteja la hipotesi de que dins la microbiota autoctona dels cultius ecologics
existeixen microorganismes amb activitat antagonista contra els principals fitopatogens

del cultiu de la vinya.

Aquest treball té com objectiu organic principal contribuir en el procés de transformacio
del model de produccié agricola en un de més sostenible, avangant en el desenvolupament
de solucions de control fitosanitari per aportar solucions eficients i respectuoses amb el
medi ambient en el marc de la produccidé agricola ecologica i regenerativa, en

concordancga amb els objectius del Pacte Verd Europeu.
Per donar consecuci6 a I’anterior desenvoluparem els segiients objectius operatius:

- Aillar i identificar fongs presents en el sol i la rizosfera de cultius viticoles amb
activitat antagonista contra els fongs fitopatogens de la vinya.

- Avaluar la seva activitat in vitro contra alguns del fitopatogens propis de la vinya.

- Obtenir informacié de I’estat microbiologic del sol mitjancant tecniques de
metagenomica.

- Inferir laimportancia de la microbiota fingica i la seva relacié amb el maneig dels

cultius 1 I’aplicaci6 de productes quimics.

METODOLOGIA

1. Mostreig
Les mostres es van col-lectar entre Maig i Novembre de 2021 en camps de vinya diversos
de I’empresa col-laboradora “Clos Mogador SL” (Cami Manyetes s/n, 43737, Gratallops,
Tarragona). Es van utilitzar bosses de plastic per recollir terra procedent tant del sol com
de la rizosfera de diferents punts dels cultius vitivinicoles. Tambe es van prendre mostres
de diferents composts i de teixits vegetals presumptament infectats per malalties

criptogamiques.
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2. Sembra de les mostres
Les mostres de terra es van homogeneitzar manualment dins dels mateixos contenidors.
1 gram de terra es va dissoldre en 10 ml d’aigua destil-lada esteril. Cadascuna d’aquestes
mostres es va distribuir de forma equivalent en 4 plaques de Petri de 90 mm de diametre,
buides i esterils. La meitat de les plaques de cada mostra es van mesclar amb agar
dichloran rose-bengal-chloramphenicol (DRBC; 5 g peptona, 10 g glucosa, 1 g KH2POg,
0.5 g MgSO0s4, 25 mg Rose Bengal, 100 mg cloramfenicol, 20 g agar, 1 L aigua destil-lada)
i I’altra meitat amb potato carrot agar (PCA; 20 g patata, 20 g pastanaga, 13 g agar, 1 L
aigua destil-lada, 5 ml cloramfenicol), en estat liquid a 45 °C. Ambdos medis es van
suplementar amb cloramfenicol, un antibiotic per evitar el creixement de bacteris al
cultiu, i 5 gotes de dieldrina, un insecticida que evita el desenvolupament dels acars. Un
cop solidificats, els cultius es van incubar en diferents condicions: la meitat de les plaques
es van incubar a 15 °C mentre que les repliques es van incubar a 25 °C, de 4 a 5 setmanes.

Les plaques es van revisar visualment sota la lupa binocular cada setmana.

3. Dilucions seriades i recompte
Per una altra banda, 1 g de terra es va dissoldre en 10 mL d’aigua destil-lada estéril i se’n
van fer dilucions seriades fins a una concentracié de 1-107. 100 pl de la diluci6 es van
sembrar en superficie amb ajuda d’una nansa Drigalsky sobre agar DRBC i agar PCA.
Les plaques es van incubar a 25 °C de 4 a 5 setmanes i es van utilitzar per fer el recompte
de colonies totals (Unitats Formadores de Colonies per gram, UFC/g). Es van dur a terme

dues répliques per cada medi de cultiu.

4. Activacio d’espores latents
Paral-lelament, les mostres es van sotmetre a una activacié de les espores amb fenol. 1
gram de terra es va dissoldre en 5 ml de fenol al 2%, es va agitar i incubar a temperatura
ambient durant 5 minuts, se’n va decantar el fenol i es va resuspendre la mostra en 10 ml
d’aigua destil-lada esteril. Aquest procediment té com a finalitat activar les espores latents
0 dorments presents en la mostra. Les mostres es van sembrar en massa en dues plaques
de DRBC i dues de PCA, de les quals una de cada medi de cultiu es va incubar a 15 °C i

25 °C, seguint el mateix protocol que al punt 2.

5. Processament de teixits vegetals
Els teixits vegetals amb simptomes i/0 signes d’infeccio es van rentar amb aigua

destil-lada esteril. Posteriorment, es van submergir en hipoclorit de sodi al 5% durant 3
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minuts, i es van rentar de nou amb aigua destil-lada esteril. Algunes de les mostres es van
tallar en fragments petits en condicions esterils amb ajuda d’un bisturi i es van sembrar
en superficie en plaques de sythetic nutrient-poor agar (SNA; 1 g KH2PO4, 1 g KNO, 0,5
g MgS04-7H20, 0,5 g KClI, 0,2 g glucosa, 0,2 g sacarosa, 14 g agar, 1 L aigua destil-lada).
Paral-lelament, part de les mostres es van incubar en cambra humida, un métode senzill
on les mostres es dipositen sobre paper de filtre humidificat amb aigua destil-lada estéril
dins de plaques de Petri. Les plaques es van incubar a 25 °C i es van revisar amb lupa

binocular per tal de detectar i aillar els fongs fitopatogens i/o endofits.

6. Aillament fangic

Amb I’objectiu d’obtenir cultius purs d’aquells fongs procedents tant de les mostres de
terra com dels teixits vegetals, es van recollir conidis o es va tocar un petit fragment de
colonies aillades de les soques d’interés amb una agulla esteril i es van transferir a les
plaques de Petri de 55 mm de diametre de diferents medis de cultiu segons el genere
fangic. Els medis d’eleccié van ser PCA per a la majoria d’aillats, i oatmeal agar (OA,
30 g farina de civada, 13 g agar, 1 L aigua destil-lada) per altres generes que formen
estructures de reproduccié sexual. Totes les plaques es van incubar a 25 °C en obscuritat
de 5a 14 dies.

7. Col-leccié de treball i conservacio de les soques
Un cop obtinguts els cultius purs, es van sembrar en tubs amb agar inclinat de PCA i OA
per tal de crear una col-leccié de soques de treball. També es van sembrar en plaques
d’agar potato dextrose agar (PDA; Pronadisa, Madrid Spain) i es van incubar durant 5 a
7 dies a 25 °C en obscuritat. Del cultiu en PDA se’n va fer la preservacio de les soques
tant liofilitzades com conservades en aigua. Tots els aillats es van depositar en la
col-lecci6 de la Facultat de Medicina de Reus (FMR).

8. Identificacio fenotipica

La caracteritzacié fenotipica presumptiva es va dur a terme mitjancant la observacio de
les colonies tant a ull nu com sota la lupa binocular en els diferents medis. Per a la
visualitzacié microscopica i la captura d’imatges, es van realitzar microcultius en agar
PDA i es van muntar els cobreobjectes sobre solucié Shears (3 g acetat de potassi, 150
mL aigua destil-lada, 60 mL glicerina, 90 mL etanol al 95%) i blau de lactofenol (10 g
acid lactic, 20 g fenol, 40 g glicerol, 20 mL aigua destil-lada) al cap de 5 dies d’incubacid
a 25°C.
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9. Extraccio d’ADN, amplificacio i electroforesi
Els aillats es van sembrar en agar PDA i es van incubar de 5 a 7 dies a 25 °C en obscuritat.
L’extraccié d’ADN es va realitzar amb el kit comercial “FastDNA kit” (MP Biomedicals,
Thermo Fischer Scientific Inc., Massachussets, USA). La concentraci6 d’ADN
(mesurada en ng/ul) i la qualitat final (Densitat optica a 260 nm entre densitat optica a
280nm, A260/280) de I’ADN de I’extracte es va quantificar instrumentalment amb
I’equip espectrofotomeétric NanoDrop 2000 (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific Inc.,

Massachussets, USA) (Material suplementari, Fig. 1s). Els extractes es van diluir a una

concentracio d’ADN final de 30 ng/ul. Es va realitzar 1’amplificacio per PCR de
marcadors moleculars especifics d’ADN (barcodes) per a la filogénia de cada familia i

genere fungic, fent Gs d’encebadors o primers especifics, tal com es recull a la Taula 1.

La master mix per a la PCR es va preparar en condicions aséptiques amb els components
del kit EmeraldAmp GT PCR Master Mix (Takara Bio Inc., Shiga, Jap0), seguint el model
recollit a la Taula 2. L’EmeraldAmp és una premix a 2X que conté tampo de reaccid
optimitzat, ANTPs, ’ADN polimerasa, un reactiu de densitat i un colorant verd, de forma
que per a fer la master mix només és necessari afegir els primers, I’ADN motlle (mostra)
i I’aigua, que també proporciona el kit. Les condicions de la PCR per a cada marcador es

recullen a la Taula 3.

Taula 1. Barcodes utilitzats i sequiéncia dels primers. ITS: Internal Transcribed Spacer; rpb2: RNA

polymerase 1l 2nd largest subunit; tub2: tubulin beta chain.

Locus Primer Direcci6 Sequiencia Referéncia
ITS5 Forward GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG (White et
TS ITS4 Reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC al. 1990)
b2 Bt2a Forward GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC (Glass et
Bt2b Reverse ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC al. 1995)
(ob2 RPB2-5F Forward  GA(T/C)GA(T/C)(AIC)G(A/T)GATCA(T/C)TT(T/C)GG  (Liu et al.
RPB2-7Rc Reverse CCCAT(A/G)GCTTG(T/C)TTRCCCAT 1999)

Taula 2. Concentracid i volum dels components de la master mix per a I’amplificaci6 per PCR.

Component Concentracio final Volum per una reaccid
EmeraldAmp GT ® 1X 12,5 ul
dH20 - 9,5ul
Primer Forward 0,2 yM 0,5 ul
Primer Reverse 0,2 yM 0,5l
ADN motlle (30 ng/ul) <10 ng/ul 2 ul

Volum final: 25 pl
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Taula 3. Condicions i cicles d’amplificacio en la PCR dels diferents marcadors moleculars.

Desnaturalitzacio N° de L o . Elongacio
Locus L . Desnaturalitzacio Hibridacid Elongacio .
inicial cicles final
ITSy
94°C, 5 35 94 °C, 30” 56 °C, 45” 72°C, 1’ 72°C, T
tub2
rpb2 94°C, 5 35 95 °C, 45~ 56°C, 1’ 72°C, 1’45” 72°C, T

Es va realitzar electroforesis en gel d’agarosa a 1’1% per a comprovar la puresa dels
amplicons. Els gels es van preparar manualment (1 g d’agarosa en 100 mL de TAE 1x
(Tris/Acetat/EDTA) i 3 ul de RedSafe (iINtRON Biotechnology Inc., Korea)). Es van
sotmetre a 90 V durant 45 min i es van revelar en transil-luminador. Les imatges es van
obtenir amb el software ImageLab (Bio-Rad, California, USA). Les mostres que van
donar lloc a una Unica banda corresponen a mostres amplificades correctament (veure

Material suplementari, Fig. 2s).

10. Sequenciacio i identificacié molecular
Per a la sequienciacid, es va tornar a quantificar I’ ADN del tub d’amplificacio, es va diluir
a una concentracié de 20 ng/ul per cada 100 parells de bases de la longitud de la sequéncia
amplificada teorica i es va enviar a sequenciar, amb els mateixos primers utilitzats a
I’amplificacio, a I’empresa MacroGen (Madrid, Espanya). Les sequencies es van analitzar
amb el programa BioEdit 7.2 (BioEdit LTD, Manchester, Regne Unit) per seleccionar la
part de la sequéncia fiable i de qualitat.

La identificacié presumptiva es va dur a terme per comparacio de les seqiiencies amb les
seqiiéncies dipositades a la base de dades GenBank de I’NCBI mitjancant I’eina BLAST

(https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Aquelles sequiencies que van donar resultats

amb un percentatge de similitud major al 98% es van considerar identificades en quant a
genere i espécie, mentre que aquelles amb un percentatge menor al 98% requereixen

estudi filogenetic detallat per establir si es tracta d’especies noves.

11. Avaluacio de la capacitat antagonista
Dues soques de Trichoderma (T. atroviride, T1 FMR 19309 i T. harzianum T7 FMR
19312) i dues d’Epicoccum (Epicoccum cf nigrum i Epicoccum nigrum) es van assajar
enfront dos fongs fitopatogens, Diplodia seriata (FMR 18743) i Didymella glomerata
(FMR 18750), agents causals de malalties de la fusta en vinya. Les soques fitopatogenes
s’han obtingut de la col-lecci6 FMR de la Facultat de Medicina de la URV 1 han estat
cedides pel Dr. Stchigel.
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L’assaig de la capacitat antagonista es va dur a terme mitjangant dos métodes diferents
de cultiu dual. El métode del cultiu dual classic avalua la capacitat d’inhibir el creixement
dels fitopatogens per contacte directe i/o la produccio de substancies no volatils, mentre
que el mateix métode realitzat sobre medi de cultiu separat en dos compartiments avalua
la capacitat d’inhibici6é de I’antagonista per produccié de substancies volatils, ja que les
colonies no entren en contacte. En ambdos métodes es va seguir una modificacio del
procediment descrit per Stracquadiano et al. (2020): es van col-locar en extrems oposats
d’una placa d’agar PDA sense cloramfenicol, un disc de 5 mm d’un cultiu de 7 dies en
agar PDA del patogen i de I’antagonista. En el cas del segon métode, la placa d’agar PDA
va ser previament dividida en dues meitats, eliminant en condicions estérils, una linia
central del medi d’1 cm d’espessor amb un bisturi. Totes les plagues es van incubar a 25
°C. El radi de creixement de les soques fitopatogenes es va mesurar els dies 5, 7 i 14 dies
de cultiu. Com a control es van utilitzar plaques amb un unic disc de cultiu del fitopatogen
col-locat en un extrem. Es van fer tres repliques per cada cultiu i condicié amb 1’objectiu

de fer I’analisi estadistic.

El percentatge d’inhibicié del creixement radial es va calcular segons la formula
d’Stracquadiano et al. (2020):

Dc — Dt
(Be=Db8) .,

PICRY% =
% Dc

0

On PICR% és el percentatge d’inhibici6 del creixement; Dc és la mesura del creixement
del patogen (control); Dt és la mesura del creixement del patogen en preséncia del
potencial biocontrolador.

12. Estudi metagenomic
Dues mostres de rizosfera de vinyes en cultiu biodinamic (Taula 4) es van enviar a
I’empresa BiomeMakers SL (Spain) per fer-ne 1’analisi del microbioma i obtenir
informacid sobre la qualitat del sol, el seu estat de salut i resistencia, la presencia de

patogens i la presencia de potencials biocontroladors i fer-ne un analisi comparatiu.

Taula 4. Mostres i condicions seleccionades per a I’estudi metagenomic del sol.

Codi Procedéncia Condicions del cultiu

CFB003 Rizosfera cultiu de la varietat Garnatxa, finca “Carretera” 2 anys en cultiu biodinamic

CFB004 Rizosfera cultiu de la varietat Carinyena, finca “Bienvenido” Més de 10 anys de cultiu biodinamic
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RESULTATS I DISCUSSIO

1. Aillament i identificacio

Un total de 33 soques de Trichoderma s’han aillat de totes les mostres recollides, d’entre
les quals 23 soques de Trichoderma han estat identificades molecularment mitjangant el
marcador rpb2, i 10 soques encara no han estat identificades a nivell molecular (Material
suplementari, Taula 1s). D’entre elles, 18 soques de Trichoderma s’han aillat de
diferents mostres de rizosfera de cultius de vinya i de compostos manufacturats per

I’empresa Clos Mogador SL.

D’entre totes les soques obtingudes, s’han identificat 9 espécies diferents de
Trichoderma: Trichoderma afroharzianum, T. atroviride, T. gamsii, T. guizhouense, T.

harzianum, T. koningiopsis, T. longibrachiatum, T. saturinsporum i T. virens.

Corresponents a les 18 soques de Clos Mogador SL, s’han identificat a nivell d’espécie
un total de 5 soques de Trichoderma harzianum, 3 de T. gamsii, i una Unica soca de les
espécies T. afroharzianum, T. atroviride, T. ghizouense, T. koningiopsis i T. virens. Tres
soques, dues que presumptivament corresponen a T. saturnisporum (T4 FMR 19309 T6
FMR 19311), i unaa T. harzianum (T17 FMR 19549), requereixen un analisi filogenétic
més detallat degut a que el percentatge d’identitat obtingut amb 1’eina BLAST és menor
al 98% i es podria tractar d’espécies noves. Finalment, tres de les soques obtingudes

encara no s’han pogut identificar molecularment.

Trichoderma afroharzianum, T. atroviride, T. virens i dues soques de T. harzianum (T7
FMR 19312 i T10 FMR 19315) s’han aillat de diferents mostres de compost
manufacturats per la mateixa empresa Clos Mogador SL. T. harzianum T17 FMR 19549
s’ha aillat d’un fermentat d’ortiga preparat també per I’empresa, mentre que la resta de
soques, T. gizhouense, T. koningiopsis, T. saturnisporum, T. gamsii i 2 soques de T.
harzianum (T11 FMR 19316 i T33 FMR 19886) han estat aillades de mostres de rizosfera
dels camps de cultiu de vinya, tant de la rizosfera dels ceps com de la rizosfera de les

cobertes vegetals.

L’espécie més representada és T. harzianum, amb 5 aillats, i s’ha aillat tant en mostres de
compost com de rizosfera. Aquesta espécie s’ha aillat en totes les condicions excepte
I’activacio amb fenol a 15 °C en medi DRBC. T. gamsii s’ha aillat unicament a 25°C, tant

en medi PCA com DRBC. Les espécies T. atroviride, T. ghizouense i T. koningiopsis
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unicament s’han aillat en agar PCA a 25 °C, mentre que T. virens s’ha aillat en DRBC a

25°C i T. afroharzianum en DRBC a 25 °C després de ’activacid de la mostra amb fenol.

Les especies de Trichoderma son comunes en la rizosfera dels camps de cultiu viticoles,
incloent T. harzianum, tal com van reportar Gonzalez et al. (2011). Es comu aillar-les de
larizosfera ja que son atretes per la preséncia dels exsudats de les arrels, i aquestes soques
son especialment interessants com a agents de biocontrol degut a que tenen una gran
persisténcia i capacitat de colonitzacio a les arrels (Lopez-Bucio et al. 2015). A més,

Trichoderma també pot actuar com a endofit (Rajani et al. 2021).

Del génere Epicoccum s’han aillat un total de 3 soques a partir de teixit vegetal procedent
de vinya. Les soques EPF (FMR 19857) i EPN (FMR 19959) s’han aillat directament de
fulles de vinya en cambra humida, mentre que la soca EPI (FMR 19856) s’ha aillat de
branques petites de cep sembrades en medi SNA. L’amplificacié del marcador molecular
tub2 ha permés identificar a nivell d’espécie dues de les soques com a Epicoccum nigrum
(EPF FMR 19857 i EPN FMR 19959). La soca EPI FMR 19856 morfologicament es

correspon amb E. nigrum (1.1. Identificacio fenotipica, Fig. 9), no obstant, encara no

s’ha identificat molecularment. E. nigrum és reconegut com a endofit de la vinya i com a
agent biocontrolador (Del Frari et al. 2019; Taguiam et al. 2021; Koledenkova et al.
2022).

1.1. Identificacié fenotipica
La identificacié fenotipica es va dur a terme observant el creixement de les soques de
Trichoderma i Epicoccum en plaques d’agar PDA als 7 i 14 dies d’incubaci6 a 25 °C,
respectivament (Fig. 7 i 8 A i B). Les imatges microscopiques es van obtenir a partir de
microcultius en agar PDA (Fig. 7 i Fig. 8 C i D). Es va confirmar que la morfologia es

correspon amb les soques identificades molecularment.
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Figura 7. Caracteristiques morfologiques de les soques de Trichoderma seleccionades per als assajos in
vitro. Cultiu en agar PDA, 7 dies d’incubaci6é a 25 °C. A. Trichoderma atroviride, FMR 19306. B.
Trichoderma harzianum FMR 19312. a. Revers de la placa. b. Anvers de la placa. C i D. Fialides amb
conidis a I’extrem. E. Clamidospores. C, D i E: T. harzianum, muntatge en blau de lactofenol, 100x. 28

Figura 8. Caracteristiques morfologiques de les soques d’Epicoccum seleccionades per als assajos in vitro.
Cultiu en agar PDA, 14 dies d’incubaci6 a 25 °C. A. Epicoccum nigrum FMR 19857 B. Epicoccum sp.
FMR 19857. a. Revers de la placa. b. Anvers de la placa. C. Conidis. D. Cél-lula conidiogena (marcada
amb una fletxa). C i D: Epicoccum sp., muntatge sobre soluci6 Shears, 40x.
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2. Recompte en placa
Es va fer el recompte d’unitats formadores de colonies (UFC) per gram de sol de les
plagues amb diluci6 10 en medi PCA i DRBC de les mostres CFB003 i CFB004 (Taula

6). La mostra CFB003 presenta menor poblacio6 fungica que la mostra CFB004.

Taula 6. Resultats del recompte d’UFC/g de terra de les mostres de Clos Mogador SL seleccionades.

Recompte (Dil. 10°3) UFClg
Codi Mostra
PCA25°C DRBC25°C PCA25°C DRBC25°C
CFB003 7 9 7 11 8-10° 9.10°
CFB004 30 10 50 65 2-108 5,75-106

Ambdues mostres pertanyen a la rizosfera de camps de vinya cultivats sota maneig
biodinamic. La mostra CFB003 prové d’un cultiu de la varietat Garnatxa de recent
adquisicio per part de I’empresa Clos Mogador SL (DO Priorat), que préviament es
trobava sota maneig convencional i nomes porta 2 anys amb practiques biodinamiques,
mentre que la mostra CFB004 prové d’un camp de Carinyena sotmes al maneig
biodinamic durant més de 10 anys per part de la mateixa empresa. No es poden extreure
conclusions comparant unicament dues mostres individuals de cada condicid i varietat,
pero els resultats obtinguts apunten a que el maneig biodinamic afavoreix la poblacié de
la microbiota fingica, ja que la mostra del cultiu que s’ha sotmes durant més temps a
aquesta metodologia de cultiu, mostra un gran increment de poblacié fungica en el
recompte. No obstant, cal tenir en compte que les varietats cultivades en cada camp son
diferents. Tant el tipus de varietat cultivada com el tipus de practiques en el maneig del
cultiu, son factors que modifiquen la poblacié microbiana del sol (Ortiz-Alvarez et al.
2021; Trivedi et al. 2020). Per tant, no podem determinar quin paper hi juga la propia
planta en la interaccié amb la microbiota, i fins a quin punt pot modificar la varietat del

cultiu a la densitat i biodiversitat d’aquesta.

3. Analisi metagenomic

Les mateixes mostres del recompte de colonies van ser enviades a I’empresa
BiomeMakers per a I’analisi metagenomic. Els informes resultants corresponen als
annexos 1 i 2 d’aquest manuscrit. Els resultats dels informes mostren un recompte total
de 107 d’unitats fingiques per gram de terra. El nombre d’individus de la poblaci6 fungica

determinat per I’analisi metagenomic €s molt més alt que el nombre d’UFC per gram
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obtingut en cultiu, ja que no tots els fongs son cultivables per metodes tradicionals o es

troben en condicions de competencia desfavorables en condicions in vitro.

En relacié amb la biodiversitat, els resultats BeCrop ® determinen que la biodiversitat és
baixa a la mostra CFB004 i mitja a la mostra CFB003. Els resultats en placa indiquen una
poblacio6 fungica molt major a CFB004, pel que aparentment la biodiversitat s’esperaria
més alta en aquesta mostra. No obstant, el recompte no determina en cap cas els generes
presents i no pot concloure dades de biodiversitat. Comparativament, es detecten 602
espécies microbianes diferents a la CFB004 i 571 a la CFB003, i nomes 325 espécies
coincideixen en ambdues mostres (Fig. 9). Aquests resultats ens indiquen la possible
influéncia que t¢ la varietat a I’hora de seleccionar els microorganismes que conformen
la rizosfera, a més de permetre deduir que hi ha una comunitat relativament comuna que
conforma un nucli constant en els cultius de Vitis vinifera tal com han descrit préviament
altres autors (Gobbi et al. 2022; Trivedi et al. 2020).

La pagina web (https://portal.becrop.com/) permet analitzar els resultats en profunditat

per part de I’usuari, a més de fer comparatives entre mostres. A la mostra CFB003 es va
detectar la presencia de Trichoderma asperellum, Epicoccum nigrum, E. plurivorum i E.
thailandicum. Pel que fa a CFB004, es van detectar Trichoderma aerugineum, T.

atroviride, T. piluliferum, Epicoccum keratinophilum i E. thailandicum.

® Cluster1 ® Cluster2
CFBO03-Garnatxa Carretera CFB004-Bienvenido Carinyena

Figura 9. Diagrama de Venn. Comparacié de la diversitat d’espécies presents en les mostres CFB003 i
CFBO004.

S’ha demostrat que els analisis metagenomics detecten la preséncia d’espécies que no han

estat aillades en el metode de cultiu en placa tradicional. Trichoderma atroviride ha estat
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aillada de les mostres i també s’ha detectat en 1’analisi, no obstant, cap altra Trichoderma
de les que s’han aillat en placa ha estat reportada als informes. Els analisis BeCrop® es
basen en les regions ITS de I’ARN ribosomic dels microorganismes del sol, mentre que
les identificacions moleculars que nosaltres hem dut a terme es basen en marcadors
d’ADN (la regio rpb2 en el cas de les soques de Trichoderma i la regio tub2 per a les
soques d’Epicoccum). Encara que, a priori, ambdues técniques son igual de valides a
I’hora de fer identificacions, el marcador molecular de la plataforma és poc resolutiu per
distingir especies properes, de forma que no es detecta el conjunt d’aquelles que s’han

trobat en cultiu.

Pel que fa a la qualitat i la salut del sol, els informes determinen que la mostra CFB003
té una qualitat de terra mitjana, pero de molt alta resisténcia. En canvi, per la CFB004, la
qualitat és alta i la resisténcia alta. La resisténcia és calculada en relacié amb les propietats
de la comunitat microbiana i, especialment, la co-ocurréncia o exclusio de parells de
microorganismes, i reflecteix la resiliéncia que la xarxa microbiana pot oferir a les
pertorbacions externes, tals com 1’aplicacio de pesticides. Aquesta informacid esta
correlacionada amb el tipus de maneig del cultiu: els cultius sota maneig convencional
mostren una resistencia mitja o baixa, mentre que els biodinamics mostren una resisténcia
alta 0 molt alta (Ortiz-Alvarez et al. 2021). Ambdues mostres tenen una resisténcia alta o
molt alta, de forma que es confirma que ambdues estan sota maneig biodinamic i que

aquesta practica millora la resisténcia de la xarxa microbiana del sol.

L’estat de salut del terra i la capacitat de biocontrol és mitja en ambdues mostres
analitzades. Es detecta risc lleu de Botrytis, malaltia de Petri, putrefaccio per Aspergillus
i Cladosporium en tots dos casos, mentre que en CFB004 també es detecta risc molt baix
de la malaltia “peu negre”, coneguda com a Black foot. El nivell de risc reportat es basa
en I’abundancia en la mostra dels patdogens que causen la malaltia, a més de les relacions
ecologiques del patogen amb altres microorganismes, de forma que es fa una estimacio
de la probabilitat de que les plantes pateixin infeccions, tenint en compte el tipus de cultiu.
En el cas de CFB004, es detecten agents de biocontrol insecticides, bactericides i
nematicides a nivell alt, i fungicides a nivell mig, mentre que en el cas del CFB003 els
agents fungicides, insecticides i nematicides es troben a nivell mig, i els agents
bactericides a nivell baix. Per tant, tot i que en ambdues mostres es detecta risc de malaltia
I la presencia de patogens, els riscos son lleus i en ambdues hi ha agents de biocontrol

presents en el sol. Cal destacar, pero, que en el cas de la mostra CFB004, es detecten més
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agents de biocontrol presents, ja que els nivells de bactericides, insecticides, nematicides
i fungicides s6n més alts que en el cas de la mostra CFB003. Aquests son resultats que
cabria esperar, ja que la mostra CFB004, sota maneig biodinamic durant més temps que

la mostra CFB003, té més poblacié fungica i mes capacitat de resisténcia.
4. Estudi de I’activitat antagonista

Les dues soques de Trichoderma assajades, T. atroviride i T. harzianum, han mostrat
capacitat d’inhibici6 enfront les dues soques fitopatogenes Diplodia seriata i Didymella
glomerata, amb un 100% d’inhibici6 als 14 dies pel métode del cultiu dual, que permet
avaluar si hi ha inhibicid per contacte o per secrecié de metabolits no volatils (Taula 5).
Tal com s’aprecia a la Fig. 11, als 14 dies ambdues especies de Trichoderma van envair
tot I’espai del cultiu i creixen per sobre de les colonies dels fongs fitopatogens, degradant-
ne el miceli. La inhibicio6 sobre D. seriata i D. glomerata es duu a terme per mecanismes
directes, ja que les colonies entren en contacte en el cultiu dual. EI génere Trichoderma
es caracteritza especialment per la seva capacitat micoparasitica, un procés complex
mitjancant el qual Trichoderma detecta fongs hostes (molts dels quals son fitopatogens)
I secreta enzims que degraden la paret cel-lular del mateix, entre els quals trobem
glucanases, quitinases i proteases (Silva et al. 2019). Trichoderma atroviride i T.
harzianum posseeixen un sistema quitinolitic complex, amb més de 6 enzims
quitinolitics, endoquitinases i dues N-acetylhexoaminidases que els hi aporten gran
capacitat micoparasitica (Ulhoa et al. 1991), pel que la inhibicié observada i la capacitat
de degradacio sobre la colonia de D. seriata i D. glomerata es pot deduir que es deu a
I’acci6 de micoparasitisme sobre les soques assajades. Per a confirmar I’accid
micoparasitica, s’hauria d’observar la interaccio de les hifes d’ambdos fongs mitjangant
microscopia electronica, per confirmar la preséncia d’hifes de Trichoderma envoltant i
perforant les hifes del patogen, tal com demostren Rajani et al. (2021) a I’enfrontar T.

harzianum contra Sclerotinia sclerotiorum i Sclerotium rolfsii.

A mes del micoparasitisme, les espécies de Trichoderma també han estat estudiades per
la seva capacitat de produccié de metabolits secundaris, com pirones, terpens i
gliotoxines, entre d’altres. Una de les pirones més produides per Trichoderma spp. és la
6-pentil-alfa-pirona (6PAP), la qual produeixen tant T. harzianum com T. atroviride, i
que té una forta activitat antifungica. Aquest metabolit és biodegradable i minimament
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toxic, el que el converteix en un molt bon candidat per al desenvolupament de fungicides

agricoles (Dale et al. 2017).

Taula 5. Percentatge d’inhibicio del creixement radial (PICR) en assaig de cultiu dual de les soques de
Trichoderma i Epicoccum. Els resultats s’expressen com * d’error estandard després de 5, 7 i 14 dies

d’incubacio. ND: No determinat.

T. atroviride FMR 19306 T. harzianum FMR 19312
Soques . . . . . .
Dia 5 Dia7 Dia 14 Dia5 Dia 7 Dia 14
Diplodia seriata 76,92 + 0,00 84,44 + 3,85 100 4513+1,78 84,44+3,85 100
Didymella
ND 60,47 + 4,03 100 52,22 +3,85 66,67 £2,69 100
glomerata
Epicoccum cf nigrum FMR 19856 Epicoccum nigrum FMR 19857
Dia 5 Dia 7 Dia 14 Dia 5 Dia 7 Dia 14

Diplodia seriata 23,00 = 0,00 33,33+£0,00 3333+0,00 2154+266 30,67+231 31,11+3,85

Didymella
2,22 £3,85 9,30 £ 4,03 40,00+£0,00 2,22+3,85 6,98 £0,00 4578+1,54
glomerata

Per una altra banda, els resultats de I’assaig pel metode del cultiu dual de les dues soques
d’Epicoccum mostren que ambdues tenen relativament poca capacitat d’inhibicio enfront
Diplodia seriata, amb un PICR al voltant del 30% als 14 dies per ambdues (Fig. 10). La
soca d’Epicoccum cf nigrum FMR 19856 (EPI) exerceix la seva activitat inhibitoria sense
entrar en contacte amb el miceli del patogen, tal com es demostra en la Fig.12 Aa, on es
pot observar que crea un halo d’inhibicié d’1 c¢cm al voltant de la zona de creixement de
D. seriata. En canvi, la soca E. nigrum FMR 19857 no crea un halo d’inhibicié enfront
D. seriata (Fig. 12 Ab). Pel que fa a Didymella glomerata, ambdues soques d’Epicoccum
assajades presenten capacitat antagonista. EPI FMR 19856 inhibeix el creixement de D.
glomerata un 40% als 14 dies d’incubacid, mentre que la soca EPF FMR 19857 és capag
d’inhibir el creixement un 45,78% (Taula 5, Fig. 10). En ambdos casos es pot observar
la formacié d’un halo d’inhibicié de 0,7 cm (Fig. 12 B). Per tant, es pot deduir que el
principal mecanisme que utilitza E. nigrum és 1’antibiosi, i que la inhibici6 del creixement
del miceli dels patogens es deu a la secrecié de metabolits secundaris amb accio
fungistatica. Epicoccum nigrum ha estat reportat previament com a un bon candidat a

agent de biocontrol, i la seva activitat antagonista s’atribueix a la produccio de metabolits
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secundaris com I’epipirona A (Lee et al. 2020) i la epicorazina A (Harwoko et al. 2021),

entre d’altres, amb activitat antifingica.

Tant Trichoderma sp. com Epicoccum nigrum havien demostrat previament capacitat
biocontroladora contra fongs causants de malalties de la fusta en vinya, com Diaporthe
sp., Phialophora fastigiata, Diplodia pseudoseriata (de Almeida et al. 2020), Diplodia

seriata o Neofusicoccum parvum (Silva-Valderrama et al. 2021).

Percentatge d'Inhibicié del Creixement Radial
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Figura 10. Percentatge d’inhibici6 del creixement radial de Trichoderma i Epiccocum enfront D. seriata i

D. glomerata. Les barres d’error corresponen a I’error estandard calculat.

Figura 11. Cultiu dual de les soques de Trichoderma als 14 dies d’incubacié. Diplodia seriata (A) i
Didymella glomerata (B) en co-cultiu (a ’esquerra de cada placa) amb Trichoderma atroviride FMR 19306
(a), Trichoderma harzianum FMR 19312 (b) i el control (c).

34



Treball de Fi de Grau Iris Sanchez Godino
Grau en Biotecnologia Curs 2021/2022

—

Figura 12. Cultiu dual de les soques d’Epicoccum als 14 dies d’incubacié. Diplodia seriata (A) i Didymella
glomerata (B) en co-cultiu (a I’esquerra de cada placa) amb Epicoccum sp. FMR 19856 (a), Epicoccum
nigrum FMR 19857 (b) i el control (c).

Pel que fa al segon metode de cultiu dual que s’ha dut a terme, en el qual I’agar s’ha
dividit en dues zones diferenciades per evitar la interaccio directa dels micelis dels fongs
i avaluar si hi ha inhibicié per metabolits volatils, no es va detectar inhibici6 per part de
cap de les dues soques de Trichoderma assajades enfront Diplodia seriata. Aixo permet
deduir que la inhibicié que causa tant T. harzianum com T. atroviride no és deguda a la
preséncia de metabolits volatils, sind que es deu a la inhibicié directa per part de
metabolits no volatils i/o al micoparasitisme. En el cas de D. glomerata no es va poder
interpretar 1’experiment, ja que ambdues soques de Trichoderma van envair ’espai
contrari de la placa, i les colonies dels dos fongs van entrar en contacte directe. Aquest
meétode tampoc es va poder interpretar en els cultius duals d’Epicoccum enfront D.
seriata, ja que el fitopatogen també va envair 1’agar contrari. No obstant, es va poder
determinar que cap de les dues soques d’Epicoccum estudiades inhibeixen el creixement
de D. glomerata quan no hi ha contacte entre les colonies. Per tant, es pot deduir que la
inhibicié que les soques de Epicoccum cf nigrum i E. nigrum exerceixen contra D.
glomerata no esta causada per accido de metabolits volatils (dades no mostrades, les

figures es mostren a Material suplementari, Fig. 3s i Fig. 4s).
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S’ha de destacar que el segon métode utilitzat de cultiu dual no és (til per a determinar la
inhibicié per metabolits volatils quan es treballa amb soques de creixement expansiu.
Dividir I’agar en dues parts diferenciades sense una barrera fisica, ha demostrat no tenir
la capacitat de detenir el creixement dels fongs en la zona de la placa lliure de medi de
cultiu. Per tant, per dur a terme aquesta part de 1’experimentacio s’haurien d’utilitzar

plaques de Petri comercials dividides en seccions.

Els resultats en conjunt demostren la hipotesi i confirmen que existeixen
microorganismes antagonistes a la microbiota autoctona dels cultius de vinya, els quals

contribueixen a la resiliéncia de les plantes a les malalties.

Tot i que els microorganismes del sol s6n bons candidats per al biocontrol de les malalties
criptogamiques, s’ha de tenir en compte que les interaccions entre els diferents
microorganismes no estan estudiades del tot (He et al. 2021; Del Frari et al. 2019), pel
que els fongs antagonistes han de ser estrictament avaluats per entendre les implicacions
ecologiques, biologiques i evolutives. En aquest cas, al tractar-se de microbiota
autoctona, els microorganismes es troben ja adaptats a la comunitat microbiana
(Perazzolli et al. 2014), de forma que el paper que juguen en 1’ecosistema esta ben definit
-sigui 0 no conegut- i, a priori, el risc de causar desequilibris que impliquin consequéncies
negatives per a la planta o el microbioma estaria minimitzat. Igualment, tenint en compte
que algunes espécies d’Epicoccum han estat descrites com a fitopatogenes en altres
espécies vegetals, una consideracio prévia al desenvolupament d’accions encaminades a
la comercialitzacié d’un bioproducte, seria assegurar que les soques amb que es treballa
no causen malalties a les plantes, mitjancant assajos in vivo previs als assajos de camp,

tal com recomanen Del Frari et al. (2019).

Finalment, és important entendre que les malalties criptogamiques, aixi com la resta de
malalties de les plantes, sovint resulten d’un desequilibri en I’ecosistema. L’exit del
control biologic recau sobre un ecosistema sa, que contingui una xarxa microbiana rica
en especies competidores i bioestimulants. La interaccio del microbioma amb la planta i
altres organismes del sol és crucial per al manteniment de 1’ecosistema funcional i per a
la defensa natural de les plantes contra els fitopatogens (He et al. 2021). En aquest sentit,
és important estudiar els agents de biocontrol no només com a antagonistes, siné també
com a bioestimulants del creixement o de la resistencia vegetal induida, a més de

considerar les tecniques de maneig dels cultius, promovent la substitucié dels fungicides
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i pesticides quimics per preparats naturals o agents de biocontrol, entre d’altres practiques

que formen part de la viticultura organica o biodinamica.

PERSPECTIVES DE FUTUR

En primer lloc, aquest treball correspon a un estudi preliminar i és necessari identificar
amb seguretat totes les soques aillades, tal com es destaca a la Taula 1s (Material
suplementari). A més, s’ha de realitzar I’estudi filogenétic d’aquelles soques amb
percentatge d’identitat menor al 98% en els resultats del BLAST, per tal d’establir si son

espécies noves.

També és necessari destacar que no només les soques seleccionades de Trichoderma, T.
atroviride i T. harzianum, tenen potencial antagonista contra les malalties
criptogamiques, sind que moltes de les espécies identificades en aquest estudi també
tenen capacitat antifungica, encara que no s’hagin provat in vitro, com és el cas de T.
gamsii, T. afroharzianum o T. viride (Chen et al. 2016; Zhang et al. 2015; John et al.
2010). En aquest sentit, futurs estudis son necessaris per estudiar el seu potencial
antagonista enfront els patogens seleccionats. En afegit, estudis enfront altres patogens
causants de malalties criptogamiques viticoles s’han de dur a terme per comprovar
’activitat dels agents de control biologic en relacié amb el maxim nombre d’agents
causals possible, com poden ser Botrytis cinerea, Phaeoacremonium minimum,
Seimatosporum vitis o Plasmopara viticola. A més, tenint en compte les diferents
capacitats i caracteristiques dels microorganismes biocontroladors i els diversos
mecanismes que utilitzen per exercir els efectes antifangics, és interessant contemplar la
opcid de combinar-los. De fet, I’aplicacié de mescles d’agents antagonistes ha demostrat
millorar I’eficacia biocontroladora (Thambugala et al. 2020), com n’és un exemple el
producte Ketomium ®, basat en 22 soques del genere Chaetomium (Soytong et al. 2001)
0 BinabT ®, basat en Trichoderma harzianum i Trichoderma polysporum (Thambugala
et al. 2020).

Igualment, els assajos in vitro de microorganismes antagonistes SGn nomeés un pas previ,
encara que necessari, per a I’establiment de solucions alternatives als fungicides quimics.
Un cop confirmada I’activitat biocontroladora o bioestimulant d’una soca fingica in vitro,
és necessari dur a terme assajos in vivo i in situ posteriors. Els assajos in vivo es duen a
terme en ceps plantats en torretes, mentre que els assajos in situ es desenvolupen ja en

camps de cultiu o en hivernacles, i és necessari que es superin satisfactoriament totes les
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etapes dels estudis per a poder considerar un microorganisme com a un potencial agent
biocontrolador, especialment a I’hora de desenvolupar un producte comercial basat en el
microorganisme viu (Thambugala et al. 2020). Epicoccum nigrum ha estat assajat in vivo
contra els fongs causants de malalties de la fusta en vinya Phaeoacremonium minimum i
Phaeomoniella chlamydospora i ha demostrat causar un considerable decreixement en la
simptomatologia de les malalties, sense afectar negativament al creixement de les plantes
(Del Frari et al. 2019).

Per una altra banda, el desenvolupament de la biotecnologia moderna i les tecniques
d’enginyeria genética i ’ADN recombinant i la genomica poden potenciar les estratégies
del control biologic en un futur molt proper (Thambugala et al. 2020; Adnan et al. 2019).
No només els microorganismes vius o les espores poden ser utilitzades com a agents de
biocontrol, sind que els metabdlits bioactius poden ser recuperats en cultiu o sintetitzats
mitjancant técniques d’enginyeria genética per desenvolupar productes més efectius i

segurs, a més de naturals i ecologics.

No obstant, per al desenvolupament d’un producte comercial s’han de tenir en compte
molts altres aspectes. En primer lloc, els productes basats en microorganismes vius son
especialment sensibles a les condicions ambientals a 1’hora de ser aplicats, pel que és
imprescindible desenvolupar formules altament estables i capaces de sobreviure a les
condicions dels cultius on previsiblement s’hagin d’utilitzar. A més, han de complir els
criteris normatius per a la seva comercialitzacio establerts pels organismes reguladors de
la zona, amb especial emfasi en que siguin microorganismes innocus per altres especies
vegetals, els animals i els humans. Per tltim, han de passar multiples etapes a 1’hora de
poder-los produir a escala industrial, tals com I’aillament en cultiu pur, I’enriquiment, la
caracteritzacio, el desenvolupament d’una férmula viable, la producci6 massiva, les
condicions optimes per a la conservacio, i totes les etapes burocratiques de registre i
marqueting, de forma que €s un procés costds en quant a economia i temps (Thambugala
et al. 2020).

CONCLUSIONS

S’han aillat 33 soques de Trichoderma i 3 soques d’Epicoccum amb potencial
biocontrolador de mostres de sol de vinyes DO Priorat. Trichoderma harzianum i
Trichoderma atroviride han mostrat la major capacitat antagonista amb un 100%

d’inhibicio enfront Diplodia seriata i Didymella glomerata i Epicoccum nigrum ha
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mostrat eficacia enfront Didymella glomerata amb més d’un 45% d’inhibicio als 14 dies
de cultiu.

L’analisi metagenomic de dues mostres de rizosfera de vinya ha confirmat que el metode
de cultiu biodinamic millora la resisténcia de la xarxa microbiana al sol enfront les

pertorbacions externes i la capacitat de biocontrol dels patogens que afecten als ceps.

Es pot concloure que els fongs son una bona alternativa en estudi per al control de les
malalties criptogamiques en el marc del nou model agricola a desenvolupar sota el

paraigua del Pacte Verd Europeu, mes sostenible i respectuds amb el medi ambient.

AUTOAVALUACIO

El present Treball de Fi de Grau, aixi com tot el recorregut universitari, ha suposat un
autentic repte. Ha requerit esforg, treball dur, sobreposar-se al cansament i a les
limitacions mentals. No obstant, he aprés que l’organitzacid és fonamental 1 que
I’autonomia és imprescindible, perd que el treball en equip €s la pega clau que completa

el trencaclosques.

Les practiques a la Unitat de Micologia 1 Microbiologia Ambiental m’han fet créixer com
a professional, aplicar i ampliar els conceptes adquirits durant els graus i completar la
meva formacio. Pero també m’han fet créixer com a persona, com a companya i COM a
amiga. Les relacions laborals sén tan importants com les relacions personals, i al grup de

treball he reforcat I’empatia, el col-laboracionisme i el treball en equip.

Individualment, participar al Projecte d’organismes antagonistes m’ha brindat la
oportunitat de treballar unint les dues meves passions: el camp i el laboratori. Ha estat
una experiéncia exigent, on he hagut de sobreposar-me a les meves pors i alhora
gratificant, que m’ha permes obrir els ulls 1 aprendre a mirar 1’agricultura com un acte
d’estima no només al camp, sind als petits individus que el conformen. La Doctora Dania
Garcia, a més de tutoritzar-me el treball tant escrit com practic, m’ha fet particip de tots
els actes del projecte i m’ha brindat tantes oportunitats com s’han presentat (gracies de
nou). He participat en reunions amb els productors col-laboradors del projecte, jornades
tecniques del Departament d’Acci6 Climatica 1 Agenda Rural de la Generalitat de
Catalunya, i els resultats del projecte els presentaré personalment en una comunicacio
oral en el proxim Simposi de Botanica Criptogamica de Valencia al Juliol d’aquest any.

Aixi que el repte encara no ha acabat.
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He aprés moltissim de micologia, técniques d’aillament tradicionals, biologia molecular
i agricultura. Pero també de valors, d’esforg, d’humanitat, de relacions, de divulgaci6 i
del mén universitari. Guardaré ben a dins I’experiéncia i 1’aprenentatge. L’aventura

continua.
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Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Unit AZ260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230 Sample T|
P labmicro 16/03/2022 1411 1602 ng/ul 3,205 2236 1,43 7,32 DNA

AWM labmicro 16/03/2022 14:11 |366,8 ng/ul 7,336 10,382 0,71 -11,27 DNA
Chs1 labmicro 16/03/2022 1413 (1397 ngiul 2,793 1,749 1,60 3,83 DNA
13884 labmicro 16/03/2022 14:12 | 1551 ng/pl  |3,101 2,07 1,50 3,28 DNA
Chs0 labmicro 16/03/2022 1414 1239 ng/l 2,479 1,433 1,73 3,18 DNA

ALT labmicro 16/03/2022 14:13 140 4 ng/ul 2,807 1 EBD 1 66 2 91 DNA

ASC \ahm\cro 16/03/2022 1414 1665 3 1 DNA
_E!E-
Chs labmicro 16103/2022 14 15 143 1 ng/ul 2 861 1 9?2 7,82 DNA

cur labmicro 16/03/2022 14:16 27863 ng/ul 5,626 3,643 1 56 -3,99 DNA

EPF labmicro 16/03/2022 1417 [ 114,1 ngil 2,282 1,542 1,48 13,13 DNA

TA labmicro 16/03/2022 14:16 1747 ng/l  |3,494 2236 1,56 1473 DNA

EPI labmicro 16/03/2022 1418|1269 ng/ul  |2,538 1671 1,52 9,76 DNA
Chs2 labmicro 16/03/2022 1417 [111,2 nglal 2,224 1,408 1,58 3.94 DNA

? labmicro 16/03/2022 1418|1482 nglpl | 2,064 1,808 1,55 418 DNA

T29 labmicro 16/03/2022 1419 [112,3 ngll 2,247 1,561 1,44 4,58 DNA

CF labmicro 16/03/2022 1419 83,3 ng/ul 1,665 0,981 1,70 2,16 DNA

p* labmicro 16/03/2022 1420 |113,0 ng/pl 2,259 1,155 1,06 268 DNA
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Figura 1s. Interficie del software NanoDrop 2000. Resultats de la quantificacié d’ADN
de les mostres d’extraccié d’ADN. La primera columna correspon al codi d’identificacio
de la mostra, la quarta columna a la concentracié d’ADN en ng/ul i la sisena columna a
la qualitat (relacido d’absorbancia A260/A280). La qualitat de I’ADN s’accepta quan la
relaci6 A260/A280 es troba entre 1,9 i 2,1. A la part inferior es mostra el grafic
d’absorbancia (Absorbancia de la mostra respecte a la longitud d’ona en nanometres) de

la mostra destacada en blau (T27).

Figura 2s. Gel d’electroforesis resultant de I’amplificacié del marcador RPB2 de
diferents soques de Trichoderma. Carril 1: marcador de pes molecular (PCR Sizer 100
bp DNA Ladder, Norgen Biotek Corp, Thorold, Canada). Carrils 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11:
T11, T12, T13, T14, T15, T16, T17, T18, T19, T20, T21. Carril 14: Control negatiu

(Master Mix sense ADN).
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Figura 3s. Cultiu dual en agar dividit de les soques de Trichoderma als 14 dies
d’incubacié. Diplodia seriata (A) i Didymella glomerata (B) en co-cultiu (a I’esquerra de
cada placa) amb Trichoderma atroviride FMR 19306 (a), Trichoderma harzianum FMR

19312 (b) i el control (c).

Figura 4s. Cultiu dual en agar dividit de les soques d’Epicoccum als 14 dies d’incubacio.
Diplodia seriata (A) i Didymella glomerata (B) en co-cultiu (a I’esquerra de cada placa)
amb Epicoccum sp. FMR 19856 (a), Epicoccum nigrum FMR 19857 (b) i el control (c).
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Taula 1s. Espécies de Trichoderma aillades i identificades en I’estudi amb el marcador rpb2. Dades obtingudes amb BLAST (GenBank). En verd, les espécies correctament
identificades, en gris les identificacions presumptives, en vermell espécies no identificades molecularment i en blau aquelles que requereixen estudi filogenétic. ND: No

determinat. Els codis marcats amb un asterisc (*) corresponen a les soques escollides per als assajos in vitro.

. % Longitud de N° accés . Aillamen
Codi FMR ID identitat segiiencia GenBank Origen t
T1* 19306 T. atroviride TRS638 99,42% 695 pb KP009020 Clos Mogador. Compost amb femta de cavall ;;,’é
T2 19307 T. guizhouense S628 99,85% 661 pb KJ665273 “ «“
T3 19308 T. koningiopsis S359 99,75% 829 pb KJ665285 Clos Mogador. Rizosfera Vitis vinifera, Garnatxa negra «“
T. saturnisporum « «
T4 19309 DAOM:233997 97,71% 567 pb KJ842205
T5 19310 T. virens ATCC 9645 98% 482 pb KU933456.1 Clos Mogador. Compost amb femta de cavall DzFé?CC
T6 19311 T. saturnisporum 97,10% 656 pb KJ84220 Clos Mogador. Rizosfera coberta vegetal Syrah PCA
DAOM:233997 ' ‘ 25°C
i « DRBC
T7* 19312 T. harzianum T3 100,00% 952 pb MG917685.1 250C
T8 19313  T.gamsii PPRI 13817 99,10% 960 pb MF043059.1 Clos Mogador. Rizosfera Vitis vinifera Syrah gg,’é
T9 19314  T.gamsii PPRI 14674 99,56% 910 pb MF043076.1 “ «“
Ph-
T10 19315 T. harzianum T3 99,49% 782 pb MG917685.1 Clos Mogador. Compost vegetal DRBC
25°C
T11 19316 T. harzianum T3 99,37% 949 pb MG917685.1 Clos Mogador. Rizosfera Vitis vinifera, Garnatxa negra «“
T12 19317 Trichoderma spp. ND ND ND Independent. OrtoVins. Micopesticida (Trichoderma) propagat en PCA

arros. 25°C
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Ph-
T13 19318 Trichoderma spp. ND ND ND VerdCamp Fruits. Rizosfera Quercus ilex DRBC
25°C
T4 19546 anLOSh;rIZF',?”m 99,74% 780 pb MN725763.1 Clos Mogador. Compost «
T15 19547 Trichoderma spp. ND ND ND VerdCamp Fruits. Cultiu Cucurbita pepo Pg;(éA
T16 19548  T. koningiopsis S359 99,50% 845 pb KJ665285.1 VerdCamp Fruits. Rizosfera Quercus ilex «“
Ti7 19549 T harzianum T3 97,56% 943 pb MG917685.1 Clos Mogador. Fermentat d’ortiga 2555?0_2
Ph-
T18 19550 Trichoderma spp. ND ND ND VerdCamp Fruits. Bosc Pinus DRBC
°15C
T. longibrachiatum - . . Ph-PCA
T19 19551 DAOM: 167674 99,74% 819 pb KJ842212.1 VerdCamp Fruits. Cultiu Prunus persica 159G
Ph-
T20 19552 Trichoderma spp. ND ND ND VerdCamp Fruits. Cultiu Cucurbita pepo DRBC 5 3
°15C
19682  T.gamsii PPRI 17304 99,15% 355 pb MF043092.1 Clos Mogador. Finca Carinyena 23@%33
. « PCA
T22 19683 Trichoderma spp. ND ND ND 250C 1073
T23 19684 Trichoderma spp. ND ND ND «“ «“
T24 19685 Trichoderma spp. ND ND ND Clos Mogador. Garnatxa i Syrah, Obagues «“
T25 19687  T.gamsii PPRI 17304 99,81% 519 pb MF043092.1 Compost Johnson Su «“
T26 19688 Trichoderma spp. ND ND ND «“ «“
T27 19880 Trichoderma spp. ND ND ND VerdCamp Fruits. Cultiu Cucurbita maxima 15':5?0_1
T. harzianum strain . . . PCA
T28 19881 HZA11 99,35% 770 pb MH647801.1 VerdCamp Fruits. Cultiu Phaesolus vulgaris 250G 101
T. harzianum strain « PCA
T29 19882 MO-2014 98,27% 809 pb KP009157.1 15C 107
T. longibrachiatum o Independent. OrtoVins. Micopesticida (Trichoderma) propagat en PCA
19883 DAOM:167674 100% 380 pb KJ842212.1 AIToS. 250C
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T31 19884 T. afroharzianum

. . . . PCA
0,
strain PPRI 14680 99,37% 797 pb MF043078.1 VerdCamp Fruits. Cultiu Cucurbita maxima 150C 10
T32 19885 T harﬂ;rlerg strain 99,38% 641 pb MH647801.1 VerdCamp Fruits. Cultiu Brassica oleracea i Foeniculum vulgare DlF;?CC
T33 19886 T har2|a_I[131‘Jm strain 99,60% 753 pb MG917685.1 Clos Mogador. Garnatxa i Syrah, Obagues Pg;gA

Taula 2s. Espécies d Epicoccum aillades i identificades en 1’estudi amb el marcador tub2. Dades obtingudes amb BLAST (GenBank). Els codis marcats en verd corresponen a

espécies correctament identificades i en gris a identificacions presumptives. ND: No determinat. Els codis marcats amb un asterisc (*) corresponen a les soques escollides per

als assajos in vitro.

Codi FMR ID . - Longllyud_de N° accés GenBank Origen Aillament
identitat seqliencia
EPI* 19856 Epicoccum cf nigrum ND ND ND Clos Mogador. “El maset” Teixit vegetal SNA 25°C
Epicoccum nigrum strain Independent. “La Vermella” Fulla de vinya. Barbera de la Cambra
* 0,
EPF 19857 P11 100% 265 pb GU563380.1 Conca, 43422 (Tarragona) humida
EPN 19959 Eplcocmi:ng ;_lzg_rlum strain 100% 98 pb MN262525.1 Independent. “La Vermella” Fulla de vinya. Barbera de la «

Conca, 43422 (Tarragona)
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Biocontrol Prod. hormo..  Adapt. estrés Distribucion bacterias por filo

Sa’ud ‘ ‘ . 34% Actinobacteriota

. 19% Proteobacteria
Medio Alto Alto —

D 8% Firmicutes
c N F “ Rangos
Nut”c,én . ( ( ‘ A ( No detectado Muy bajo
‘ \ Bajo Medio
Alto Medio Medio Medio o ) B
CALIDAD DE SUELO
BIODIVERSIDAD MEDIO
FUNCIONALIDAD MEDIO
RESISTENCIA MUY ALTO

%_ BECROP Informe de analisis del microbioma ©c Ode4
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BECROP Garnatxa Carretera UniversitatRoviraiVirgili

SALUD

4

Riesgos detectados

Estado de salud del cultivo en funcién de los patégenos detectados

«  Riesgo Leve Detectado

BOTRYTIS
l I l l l MUY BAJO Nivel de riesgo

I PODREDUMBRE POR ASPERGILLUS ¢ PODREDUMBRE POR CLADOSPORIUM

ENFERMEDAD DE PETRI

l I I I I MUY BAJO Nivel de riesgo

*  No Detectado

OIDIO + PODREDUMBRE POR ALTERNARIA ¢ MILDIU ¢ QUEMADURA DE HOJA ANGULAR / ROTBRENNER *
PODREDUMBRE DE RAIZ POR ARMILLARIA ¢ YESCA ¢ PLAGA BACTERIANA ¢ BOTRYOSPHAERIA DIEBACK ¢
PIENEGRODE LAVID ¢ PODREDUMBRE DE RAIZ POR DEMATOPHORA ¢ EUTIPIOSIS ¢ PODREDUMBRE POR
MACROPHOMA ¢ PODREDUMBRE DE RAIZY CORONA POR PHYTOPHTHORA ¢ TUMORESDELAVID ¢
ENFERMEDAD DE PIERCE ¢ PODREDUMBRE MADURA ¢ PHOMOPSIS DIEBACK ¢ TEXAS PODREDUMBRE DE
RAIZ ¢ ANTRACNOSIS ¢ MARCHITO POR VERTICILLIUM ¢ PODREDUMBRE BLANCA

- Biocontrol

AGENTES FUNGICIDAS MEDIO AGENTES BACTERICIDAS BAJO
CGEED CGENED CGE— CGEED G

AGENTES INSECTICIDAS MEDIO AGENTES NEMATICIDAS MEDIO
CGEED G CGE— CGEED CGED CE—

1de 4
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BECROP

HORMONE PRODUCTION

ALTO

Potencial de fitohormonas basado en las especies detectadas

PRODUCCION DE AUXINAS (IAA)

DIVISION CELULAR ELONGACION DEL TALLO

ALTO

PRODUCCION DE GIBERELINAS (GA)

ELONGACION DELTALLO  GERMINACION  FLORACION
ALTO

STRESS ADAPTATION
ALTO

Garnatxa Carretera

UniversitatRoviraiVirgili

3

Detectado

PRODUCCION DE CITOQUININAS (CK)

PROLIFERACION CELULAR DIFERENCIACION CELULAR

ALTO

b

Detectado

Especies microbianas agrupadas en funcién de su relacién con los metabolismos vinculados a la capacidad de soportar condiciones de

estres

PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS
BLOQUEO DE NUTRIENTES PROTEC. SALINIDAD

PROTEC. SEQUIA
ALTO

SOLUBILIZACION DE METALES PESADOS

BIOREMEDIACION DETOXIFICACION PROTEC. METALES

ALTO
. . N N )
TOLERANCIA SALINIDAD
PROTEC. SALINIDAD POTENCIA CRECIMIENTO RAIZ
ALTO
. _______x N N )
PRODUCCION DE SIDEROFOROS
MOVILIZACION DE HIERRO BIOFERTILIZANTE
ALTO

& BECROP

Informe de analisis del microbioma

ACC DEAMINASA (ACC-D)
PROTEC.PATOGENOS ~ PROTEC. SALINIDAD

PROTECT. SEQUIA
ALTO

ACIDO SALICILICO (SA)

PROTEC.SEQUIA  PROTEC.SALINIDAD ~ PROTEC. METALES
NO DETECTADO

ACIDO ABSCISICO (ABA)
REGULACION CRECIMIENTO RESISTENCIA DE PLANTA

AUMENTA RENDIMIENTO
MEDIO

@ o o
@ o o o
o000 2de4
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BECROP Garnatxa Carretera UniversitatRoviraiVirgili

NUTRICION

Estado nutricional basado en la movilizacién microbiana de ciertos compuestos

Compuestos Principales

GANANCIA PERDIDA BENEFICIOS INDIRECTOS
(%]
C :
6 RESPIRACION AEROBICA BAJO
o L]
< - z LIBERACION DE MATERIA
Carbono {, FLACION DE CARBONO BAJO FERMENTACION BAJO ORGANICA MEDIO
- L J
5 METANOGENESIS MEDIO
L
ALTO %
4
APORTE DE NUTRIENTES COMPETICION DE NUTRIENTES BENEFICIOS INDIRECTOS
(%]
N :
-
8
oL < LIBERACION DE NITROGENO CONSUMO DE NITROGENO o
Nitrageno E INORGANICO MEDIO INORGANICO BAJO CICLADO DEL NITROGENO MEDIO
L _________________J N
(%]
MEDIO 2
=)
@
APORTE DE NUTRIENTES COMPETICION DE NUTRIENTES BENEFICIOS INDIRECTOS
(%]
P 3
-
Q
o
Fasforo E SOLUBILIZACION DE PINORG.  MEDIO CONSUMO DE P INORGANICO ~ MEDIO ASIMILACION DE P ORGANICO  MEDIO
= L J L J C___________________J
(%]
MEDIO 2
=)
4
APORTE DE NUTRIENTES COMPETICION DE NUTRIENTES
(%]
K :
Q
om
Potasio E SOLUBILIZACION DE POTASIO MEDIO CONSUMO DE POTASIO MEDIO
=
(%]
MEDIO =
=)
@

Compuestos Secundarios

Fe In

Mn S

Hierro Zinc Manganeso Azufre
MEDIO MEDIO MEDIO MEDIO
Asimilacion de hierro Equilibrio del transporte de zinc Equilibrio del transporte de Equilibrio del ciclo de azufre
manganeso
Cobre Magnesio Cloro
BAJO MEDIO MEDIO BAJO
Transporte de calcio Exporte de cobre Transporte de magnesio Transporte de cloro

3de4
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ANEXO O

PERFIL MICROBIOLOGICO RELACIONADO CON EL VINO Garnatxa Carretera

PRESENCIA DE POTENCIADORES

Bacterias de acido lactico Levaduras No-Saccharomyces Levaduras Saccharomyces
NO DETECTADO DETECTADO NO DETECTADO

Un microorganismo encontrado

Meyerozyma guilliermondii + HONGO
ALTO

Wickerhamomyces anomalus « HONGO

ALTO

PRESENCIA DE RIESGOS
Problemas fermentativos Brett Bacterias de acido acético
NO DETECTADO NO DETECTADO NO DETECTADO

%_ BECROP ANEXO: Perfil Microbioldgico relacionado con el Vino A
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@. BECROP Garnatxa Carretera UniversitatRoviraiVirgili

COPYRIGHT ® 2022 BIOME MAKERS INC. TODOS LOS DERECHOS RESERVADOS

Solo para fines de investigacion, la informacion que ofrece dicho informe no debe tomarse como un consejo. No se
base en la informacion de dicho documento como alternativa al asesoramiento agronémico de un profesional
debidamente calificado. Biome Makers Inc. no se hace responsable de la toma de este informe como material
orientativo tras cualquier pérdida en el negocio, incluyendo aquellas que no hayan supuesto pérdidas limitantes o hayan
afectado a los beneficios, ingresos, produccion, ahorros anticipados, negocios, contratos, oportunidades comerciales o
de buena voluntad. Ninguna parte de este informe puede ser reproducida o utilizada para uso comercial o piblico sin

permiso expreso de Biome Makers Inc.

Los resultados de este informe son confidenciales y iinicamente compartidos con el cliente

8. BECROP

Para cualquier duda o comentario sobre el informe, no dude en contactar con nosotros a través de
+1(415) 795 7469

info@biomemakers.com

BIOMEMAKERS

better Soil, better Food, better Life

BECROP Informe de anéalisis del microbioma
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@_ BECROP UniversitatRoviraiVirgili

By BIOMEMAKERS

Informe de anélisis del microbioma

#CFBo04

Bienvenido Carinyena

SUELO CULTIVO VARIEDAD FECHA
Desconocido Uvas Carinyena 20-oct-2021

Toda la informacion mostrada en este informe microbiano se basa en la presencia de deteccion de 602 diferentes especies

i' 1e+8 unidades/gr 1e+7 unidades/gr '

Total Bacterias Total Hongos ¢
' 1:28 1:31.96
Ratio Arbuscular-Ectomicorriza Ratio Hongo-Bacteria
RESUMEN
Celidad de Su.. Biodiversidad Funcionalidad Resistencia DiStribucién
Calidad de Suelo . ‘ ‘ Distribucion hongos por filo
50% Ascomycota
Alto Bajo Medio Alto 24% Mortierellomycota
20% Basidiomycota
Estado salud
Biocontrol Prod. hormo...  Adapt. estrés Distribucion bacterias por filo
SaIUd . . . 36% Actinobacteriota
o Medio Alto Medio 20% Proteobacteria
edio 7% Firmicutes
c K Rangos
Nut”cién No detectado @ Muybajo
// [ ) Bajo () Medio
o Muy alto
i Bajo A e
CALIDAD DE SUELO
BIODIVERSIDAD BAJO
X
Puntuacién de calidad de suelo | FUNCIONALIDAD MEDIO
! X ]
RESISTENCIA ALTO

Ode4
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BECROP

SALUD

Bienvenido Carinyena

UniversitatRoviraiVirgili

5

Riesgos detectados

Estado de salud del cultivo en funcién de los patégenos detectados

«  Riesgo Leve Detectado

I PODREDUMBRE POR ASPERGILLUS

BOTRYTIS

MUY BAJO Nivel de riesgo

PIE NEGRO DE LA VID

MUY BAJO Nivel de riesgo

*  No Detectado

OIDIO ¢ PODREDUMBRE POR ALTERNARIA ¢ MILDIU -

PODREDUMBRE DE RAIZ POR ARMILLARIA ¢ YESCA e
PODREDUMBRE DE RAIZ POR DEMATOPHORA ¢
PODREDUMBRE DE RAIZ Y CORONA POR PHYTOPHTHORA

¢ PODREDUMBRE MADURA ¢ PHOMOPSIS DIEBACK *

MARCHITO POR VERTICILLIUM ¢ PODREDUMBRE BLANCA
- Biocontrol

AGENTES FUNGICIDAS MEDIO

. x N ]

AGENTES INSECTICIDAS ALTO

Informe de analisis

& BECROP

EUTIPIOSIS

ENFERMEDAD DE PETRI

MUY BAJO Nivel de riesgo

PODREDUMBRE POR CLADOSPORIUM

QUEMADURA DE HOJA ANGULAR / ROTBRENNER

PLAGA BACTERIANA ¢

TUMORESDELAVID
TEXAS PODREDUMBRE DE RAIZ ¢

del

BOTRYOSPHAERIA DIEBACK *

PODREDUMBRE POR MACROPHOMA  *

ENFERMEDAD DE PIERCE
ANTRACNOSIS  »

AGENTES BACTERICIDAS ALTO
CGEED CGEIINNED GO CE—
AGENTES NEMATICIDAS ALTO
CGEED CGENNED CGEED CE—
@ o o o
microbioma @ o oo 1de4
[N X N ]
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BECROP

HORMONE PRODUCTION

ALTO

Potencial de fitohormonas basado en las especies detectadas

PRODUCCION DE AUXINAS (IAA)

DIVISION CELULAR ELONGACION DEL TALLO

MEDIO

PRODUCCION DE GIBERELINAS (GA)

ELONGACION DELTALLO  GERMINACION  FLORACION
ALTO

STRESS ADAPTATION
MEDIO

Bienvenido Carinyena

UniversitatRoviraiVirgili

3

Detectado

PRODUCCION DE CITOQUININAS (CK)

PROLIFERACION CELULAR DIFERENCIACION CELULAR

MEDIO

b

Detectado

Especies microbianas agrupadas en funcién de su relacién con los metabolismos vinculados a la capacidad de soportar condiciones de

estres

PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS
BLOQUEO DE NUTRIENTES PROTEC. SALINIDAD

PROTEC. SEQUIA
MEDIO

SOLUBILIZACION DE METALES PESADOS

BIOREMEDIACION DETOXIFICACION PROTEC. METALES

ALTO
. . N N )
TOLERANCIA SALINIDAD
PROTEC. SALINIDAD POTENCIA CRECIMIENTO RAIZ
MEDIO
. _________x N ]
PRODUCCION DE SIDEROFOROS
MOVILIZACION DE HIERRO BIOFERTILIZANTE
ALTO

& BECROP

Informe de analisis del microbioma

ACC DEAMINASA (ACC-D)
PROTEC.PATOGENOS ~ PROTEC. SALINIDAD

PROTECT. SEQUIA
ALTO

ACIDO SALICILICO (SA)

PROTEC.SEQUIA  PROTEC.SALINIDAD ~ PROTEC. METALES
NO DETECTADO

ACIDO ABSCISICO (ABA)
REGULACION CRECIMIENTO RESISTENCIA DE PLANTA

AUMENTA RENDIMIENTO
ALTO
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BECROP Bienvenido Carinyena

NUTRICION

Estado nutricional basado en la movilizacién microbiana de ciertos compuestos

Compuestos Principales

GANANCIA PERDIDA
2
C -
6 RESPIRACION AEROBICA MEDIO
o |
Carbono E FIJACION DE CARBONO MEDIO FERMENTACION MEDIO
N N
5 METANOGENESIS MEDIO
L
MEDIO %
4

COMPETICION DE NUTRIENTES

>
o
o
Bl
ot
m
o
m
z
C
S
D
m
z
=1
m
n

2
o
S
2
oo < LIBERACION DE NITROGENO CONSUMO DE NITROGENO
Nitr 0geno E INORGANICO ALTO INORGANICO MEDIO
|
1%}
ALTO =
=)
x

COMPETICION DE NUTRIENTES

>
o
o
B
-t
m
o
m
z
C
S
=t
m
z
=1
m
n

UniversitatRoviraiVirgili

BENEFICIOS INDIRECTOS

LIBERACION DE MATERIA
ORGANICA ALTO

BENEFICIOS INDIRECTOS

CICLADO DEL NITROGENO ALTO

BENEFICIOS INDIRECTOS

2
P )
—
‘O
om
Folsforo E SOLUBILIZACION DE P INORG. MEDIO CONSUMO DE P INORGANICO ALTO ASIMILACION DE P ORGANICO ALTO
. ]

=
(%]}
BAJO 2
o)
[a

APORTE DE NUTRIENTES COMPETICION DE NUTRIENTES
(%}
K :
‘O
om

Potasio E SOLUBILIZACION DE POTASIO MEDIO CONSUMO DE POTASIO ALTO

=
(%]
BAJO 2
o)
[a

Compuestos Secundarios

Fe In
Hierro Zinc

Manganeso
MEDIO ALTO MEDIO
Asimilacion de hierro Equilibrio del transporte de zinc Equilibrio del transporte de
manganeso
Cobre Magnesio
MEDIO ALTO MEDIO
Transporte de calcio Exporte de cobre Transporte de magnesio

%_ BECROP Informe de analisis del microbioma

BAJO

Equilibrio del ciclo de azufre

H

Cloro

MEDIO

Transporte de cloro

3de4
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ANEXO

PERFIL MICROBIOLOGICO RELACIONADO CON EL VINO

PRESENCIA DE POTENCIADORES

Bacterias de acido lactico Levaduras No-Saccharomyces
NO DETECTADO NO DETECTADO

PRESENCIA DE RIESGOS

Problemas fermentativos Brett
NO DETECTADO NO DETECTADO

O

Bienvenido Carinyena

Levaduras Saccharomyces
NO DETECTADO

Bacterias de acido acético
NO DETECTADO

i%%_ BECROP ANEXO: Perfil Microbioldgico relacionado con el Vino /\

BC-R-CFB004-A
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Solo para fines de investigacion, la informacion que ofrece dicho informe no debe tomarse como un consejo. No se
base en la informacion de dicho documento como alternativa al asesoramiento agronémico de un profesional
debidamente calificado. Biome Makers Inc. no se hace responsable de la toma de este informe como material
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permiso expreso de Biome Makers Inc.

Los resultados de este informe son confidenciales y iinicamente compartidos con el cliente

8. BECROP
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