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El Coure ha estat el principal agent de proteccio contra les malalties criptogamiques en cultius ecoldgics. No obstant,
en els ultims anys s’ha restringit el seu Us i I'objectiu europeu a llarg termini és la seva substitucio per alternatives
meés respectuoses amb el medi ambient. El control biologic utilitzant microorganismes antagonistes és una eina eficag
i una estratégia compatible amb els models d'agricultura sostenible i regenerativa. En aquesta accié hem estudiat la
diversitat de la microbiota autoctona, la seva funcionalitat i la seva relacié amb parametres de qualitat del sol, hem
aillat microorganismes ben adaptats a les condicions dels cultius locals i hem avaluat la seva capacitat antagonista.
Aquest treball s'ha desenvolupat amb les empreses de produccio biodinamica i bioregenerativa "Verd Camp Fruits"

(Cambrils) i el "Celler Clos Mogador" (DOQ Priorat).

S'ha estudiat la diversitat microbiana (fongs i bacteris) de la rizosfera de 7 parcel-les utilitzant técniques de
seqlienciacié massiva (metabarcode). S’han generat informes BeCrop que han permes determinar els principals riscs
de malalties i la preséncia d'agents de control biologic. Les técniques dependents de cultiu ens van permetre aillar
meés de 100 soques de géneres de fongs reconeguts per la seva activitat antagonista.

Els resultats obtinguts representen un petit pas dintre de les estratégies per arribar a una agricultura més sostenible
pero son prometedors.Productors i microbiolegs estem desitjant continuar avangant en aquest repte.

01.Introduccio

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
espécies més destructives ecologicament. El mildiu
representa una de les malalties més esteses i que provoca
grans perdues econdmiques, tant en els cultius horticoles
com a la vinya. La simptomatologia de la malaltia es
divideix en dos grans grups, mildiu pulverulent (powdery
mildew) a causa de I'abundant esporulacié que es
visualitza com una pols blanquinosa, i el mildiu vellds o
pilds (downy mildew), on els primers simptomes son les
"taques d'oli" al damunt de les fulles i que es corresponen
amb un borrissol blanquinds al revers de la fulla produit
pels esporangis que irrompen a través dels estomes. Tot
i la similitud dels noms i algunes semblances superficials,
els agents causals son molt diferents; uns sén fongs
vertaders del Regne Fungi i, els altres, espécies de
pseudofongs (oomicets) del Regne Chromysta. Tot i les
diferéncies, el que tenen en comu ambdds grups
d'organismes és la seva capacitat de perdurar en el sol
per uns quants anys mitjangcant propaguls dorments, o en
estat de laténcia, que s'activen quan les condicions
d'humitat i temperatura sén propicies, donant lloc a
infeccions primaries. D'altra banda, sén organismes que
es propaguen amb una gran facilitat i d'aqui les seves
devastadores conseqliéncies quan les condicions els sén
favorables.

Pero les malalties criptogamiques inclouen un ampli rang
d’afectacions, com les 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 efica¢ (de Almeida et al. 2020). De fet,
son tant devastadores que es considera la major

problematica en la viticultura, reduint la productivitat i
longevitat dels cultius (Diaz et al. 2013). Els agents
causals son diversos, entre ells, es troben
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).

Segons el llibre blanc per a la produccié agroecologica
(Descombes et al. 2007), aixi com la publicacio resultant
del projecte Life Priorat pel desenvolupament d'una
viticultura de muntanya sostenible, els fungicides
preventius basats en compostos de coure sén
respectuosos amb el medi ambient (Pérez i Feliu 2007).
No obstant aixd, Descombes i col-laboradors (2007) ja
advertien sobre la problematica amb aquests tipus de
compostos i suggerien la recerca de fitosanitaris
alternatius que s'ajusten als principis de la produccio
agroecologica.

Encara que I'Us del coure s'ha reduit drasticament gracies
a les noves formulacions i a les millores en les técniques
d'aplicacio, el seu Us freqlient com a fungicida foliar ha
provocat la seva acumulacié en el sol, a conseqiiéncia en
part de la seva mobilitat limitada, relacionada amb el
contingut d'argila del terra i amb el contingut de matéria
organica. D'altra banda, com les dosis efectives per a la
seva accié fitosanitaria superen les necessitats de
captacié de micronutrients per part de les plantes, el
resultat a llarg termini és la contaminacio per coure dels
sols. Com a resultat, I'equilibri en la microbiota del sol es
veura afectat i en conseqiiéncia també els processos de
reciclatge dels nutrients i, per tant, la fertilitat.

Per una altra banda, la proteccié quimica de les plantes
contra les malalties fungiques no només perjudica els
patogens diana, sind que pot causar efectes perjudicials
sobre diversos organismes beneficiosos, com Ia
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micobiota saprofita, els insectes, animals, i les propies
plantes, resultant en la peérdua de biodiversitat,
funcionalitat i resiliencia dels sols de conreu. Aixi mateix,
exerceixen una pressié biologica que afavoreix la seleccié
d’organismes resistents, provocant la persisténcia dels
fitopatogens altament virulents.

En aquest context, el repte és trobar alternatives als
compostos quimics que siguin eficients en la viticultura i
en l'agricultura ecologica, i que no interfereixin amb la
microbiota beneficiosa que es desenvolupa i interactua a
la interficie sol-planta.

Una d’aquestes alternatives fitosanitaries és el control
biologic, que es defineix com la reduccid de la quantitat o
I'activitat d'un patogen en el seu estat actiu o dorment,
per part d'un o més microorganismes. Aquests
microorganismes s'anomenen agents de control biologic
(BCA) o antagonistes. Els antagonistes comparteixen i
competeixen pels mateix ninxols que els fitopatogens,
per aixo son aillats de la filosfera (microambient de la
fulla) o la rizosfera (microambient del sol influenciat per
les arrels de la planta). Per tant, una altra de les
avantatges del Us de BCA es que son capacgos d'establir-
se a l'ecosistema, reproduir-se i colonitzar la filosfera i/o
la rizosfera, de forma que el seu efecte és molt més
perllongat que l'aplicacié de fungicides quimics (Silva et
al. 2019) i sén compatibles amb el nou model
d'agricultura sostenible i regenerativa.

Els fongs sédn microorganismes especialment interessants
com BCAs degut a la rapida produccié d’espores que
romanen latents i la seva especificitat d’accid
(Thambugala et al. 2020). Diversos generes fungics s’han
identificat com a agents de biocontrol, entre els quals
destaquen  Alternaria,  Chaetomium,  Epicoccum,
Penicillium, Stachybotrys, Talaromyces, i Trichoderma.
Especialment destacable, per la seva diversitat de
mecanismes d’accid es troben les especies del genere
Trichoderma (Adnan et al. 2019; Thambugala et al. 2020).

Tanmateix, cada ecosistema té la seva propia composicio
i dinamica de microorganismes, i les espéecies que hi
habiten interaccionen entre elles i amb I’entorn. Aquests
aspectes sén crucials a I'hora d’introduir agents de
control biologic als cultius. La introduccié de BCAs, tant
en forma d’organismes vius com de metabolits,
modificara inevitablement la composicié i funcié de tot
I’ecosistema, sigui de forma temporal o permanent.

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.
Aix0 és degut a la falta d’adaptacié de les soques
antagonistes a les condicions de I'ecosistema on
s’apliquen, on els microorganismes assajats o els
bioproductes sén produits a quilometres del territori o
inclius a partir de soques foranies. Les comunitats
residents no solen veure's afectades per I'aplicacid
d’altres microorganismes, probablement degut a
I'adaptacié a I’entorn del cultiu local i la resistencia a la
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introduccié de nous microorganismes (Mayerhofer et al.
2017, Perazzolli et al. 2014).

En el marc d'aquesta problematica general, el nostre
principal proposit és contribuir en el procés de
transformacié del model de produccid agricola en un de
més sostenible i ecolodgic. En aquest sentit els nostres
esforcos es centraran en la recerca de fongs amb
activitat antagonista. La nostra estratégia es basaraen la
utilitzaciéo de la microbiota autoctona, evitant aixi la
incorporacio de microorganismes aliens a |'ecosistema.

02. Metodologia

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) i arees de cultiu horticola
de I'Empresa Verd Camp Fruits SAT (Cami de Mont-roig,
s/n, "Masia Barrabeig", 43850, Cambrils, Tarragona).

Es van realitzar quatre mostrejos de sol entre els mesos
de maig i novembre de 2021. Es va estudiar la micobiota
de vuit parcel-les de vinya (Garnatxa, Syrah, Carinyena) i
10 parcel-les amb cultius de I'horta (sindria, carabassg,
carbassa, faves, cogombre, ceba, col i fonoll).

La recol-leccié de la mostra es va fer amb una barrina a
una distancia de 30 cm de I'eix principal de la plantai a
una profunditat entre 10—15 cm. De cada parcel-la es van
mostrejar sis punts tal i com es mostra a la Figura 1. Les
mostres de cada punt es van col-locar en bosses de
plastic de forma independent.

Per a la determinacié de la diversitat microbiana per
metabarcode es van seleccionar 7 parcel-les. Les mostres
de cada punt se'n van homogeneitzar i es van prendre 2
g que es van barrejar en un recipient esteril. Aquesta
mostra composta es va homogeneitzar, i es va obtenir
una fraccio que es va destinar a la seqiienciacié massiva.

També es van analitzar diferents parts vegetals (fulles,
sarments, bragos, raquis d'inflorescéncia...). Aquest
material va ser enviat directament pels viticultors quan
apareixien simptomes compatibles amb mildiu o altres
malalties criptogamiques (Clos Mogador, Orto Vins,
Vinya experimental INCAVI, Agricola de Barbera S.C.C.L.

X6 6-submostres per parcel-la

T
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10-15cm metabarcode ——p BECROP

Figura 1. Esquema representatiu de la presa de mostres de sol i
de preparacié de la mostra composta per als analisis
metabarcode.

” Generalitat de Catalunya
¥ Alimentacié i Agenda Rural

Departament d’Accic Climatica,



FITXA 43

ORGANISMES ANTAGONISTES COM A ALTERNATIVA A LA UTILITZACIO DE PRODUCTES QUIMICS CONTRA EL MILDIU ENHORTA

| VINYA: UNA ESTRATEGIA PER IMPULSAR UN SISTEMA DE PRODUCCIO AGRICOLA SOSTENIBLE | ECOLOGIC.

02.01. Aillament de fongs

Mostres de rizosfera

Aproximadament 1-2 g de sol es van suspendre en 10 ml
d'aigua esteéril i posteriorment la suspensio es va repartir
en tres plagues de Petri amb medi de cultiy,
preferentment agar Dicloran-Rosa-Bengala-
Cloramfenicol (DRBC), i Patata Dextrosa Agar (PDA;
Pronadisa, Madrid Spain). Totes les plaques s'incubaren a
25 + 2 ° C en la foscor, sent examinades periodicament
durant 2-4 setmanes.

Activacio d’espores latents

Paral-lelament, les mostres es van sotmetre a una
activacio 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 re-suspendre la mostra en 10 ml d’aigua
destil-lada esteril. Aquest procediment té com a finalitat
activar les espores latents o dorments presents en la
mostra. Les mostres es van sembrar en massa en dues
plagues de DRBC i dues de Potato Carrot Agar (PCA), de
les quals una de cada medi de cultiu es va incubar a 15 2C
i259C.

Processament de teixits vegetals

Els teixits vegetals amb simptomes i/o signes d’infeccid es
van rentar amb aigua destil-lada estéril. Posteriorment,
es van submergir en hipoclorit de sodi al 5% durant 3
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 I’ajut d’un bisturi i es
van sembrar en superficie en plaques de Synthetic
Nutrient-poor Agar (SNA). Paral-lelament, part de les
mostres es van incubar en cambra humida, 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 2C i es van revisar amb lupa binocular
per tal de detectar i aillar els fongs fitopatogens i/o
endofits.

02.02. Obtencio de cultius purs i conservacio de les
soques

Es va fer una seleccid dels aillats fungics a partir de les
mateixes plaques de sembra, mitjangant una identificacié
morfologica presumptiva a nivell génere. Aquesta
identificacid es va basar en l'estudi microscopic de les
estructures observades a partir de preparacions fetes
amb acid lactic (85%) i examinades en un microscopi optic
de camp clar o de contrast de fases.

Es van obtenir cultius purs a partir de petites porcions de
les colonies o espores dels fongs transferides amb ajuda
d'una agulla hipodérmica a tres plaques contenint,
respectivament, Oatmeal Agar (OA), PDA i PCA per
afavorir I'esporulacié dels fongs. Totes aquestes plaques
s'incubaren a temperatura ambient (25 2C+ 2 ¢C) en la
foscor.

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 PDA i es
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van incubar durant 5 a 7 dies a 25 2C en obscuritat. Del
cultiu en PDA se’n va fer la preservaciod de les soques tant
liofilitzades com conservades en aigua. Tots els aillats es
van depositar en la col-leccid de la Facultat de Medicina
de Reus (FMR).

02.03. Identificaci6 molecular i
(BeCrop ®)

La identificacié molecular (génere i especie) dels aillats es
va fer a través de la seqlienciacid dels espaiadors
intergenics (regid ITS) i els dominis D1-D3 del gen 28S de
I'operd d'RNA ribosomic. Amb aquestes seqliéncies, es va
fer una cerca BLASTn al GenBank i a la base de dades de
seqliencies del Westerdijk Fungal Biodiversity Institute
(CBS) per determinar el percentatge d'identitat entre les
nostres sequencies i les dipositades a les bases de dades.
En els casos en que un marcador Unic no és suficient per
garantir una identificacid molecular fiable (% d'identitat
> 98,0%), es recorre a la seqiienciacié d'altres gens més
discriminatoris (tefl, act, benA, rpb2, cmdA, etc).

Per altra banda, I'analisi del metabarcode es basa en la
seqlienciacié massiva de les regions 16S (codi de barres
per bacteris) i ITS (codi de barres per fongs) de I'ARN
ribosomic (rRNA) de les mostres de terra. Amb aquesta
informacié, s'elaboren informes intuitius sobre la
biodiversitat, funcionalitat, qualitat i resistencia del
cultiu en relaci6 amb la microbiota que hi habita. Cal
aclarir que l'eina BeCrop no mesura la quantitat de
nutrients, sind els processos microbians que intervenen
en el cicle dels nutrients, com els que subministren a les
plantes en forma de nutrients disponibles (per exemple,
la mineralitzacié o la solubilitzacid) i els que immobilitzen
els nutrients de nou en formes no facilment disponibles
per a les plantes (immobilitzacio).

metabarcode

02.04. Avaluacid de la capacitat antagonista

L’assaig de la capacitat antagonista es va dur a terme
mitjancant el métode del cultiu dual, que avalua la
capacitat d’inhibir el creixement dels fitopatogens per
contacte directe, competéncia ifo la produccié de
substancies no volatils.

L'activitat antagonica per competéencia o per parasitisme
es va avaluar en plaques amb medi PDA. Es van col-locar
en extrems oposats un disc de 5 mm d'un cultiu de 7 dies
del patogen i de I'antagonista. Per avaluar la inhibicio per
metabolits volatils es van fer servir plaques dividides en
dues seccions diferenciades. Totes les plaques 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 plagues amb un Unic
disc de cultiu del fitopatogen col-locat en un extrem. Es
van fer tres repliques per cada cultiu i condicid.

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

Dt

Dc X
PICRY% = —— x 100
Dc
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On PICR% és el percentatge d’inhibicié del creixement; Dc
és la mesura del creixement del patogen (control); Dt és
la mesura del creixement del patogen en presencia del
potencial biocontrolador.

03.Resultats

La utilitzacié de productes quimics durant decades ha
provocat l'erosid i contaminacié del sol i la perdua de
diversitat microbiana. La microbiota, i especialment els
fongs associats a la rizosfera, constitueix un dels
principals components d'aquest ecosistema, que actuen
com mecanismes de control contra els patogens i regulen
els cicles dels nutrients. Per aix0 la composicié
microbiana del sol i la rizosfera esta lligada a I'estat de
salut dels cultius.

En aquest estudi es va analitzar la diversitat
microbiologica del sol en cultiu ecologic de vinya i d'horta
a través de la seqlienciacio directa de I'ADN de les
mostres de sol (metabarcode). Es van seleccionar
parcel-les explotades durant diversos anys aplicant
tecniques  d'agricultura  ecologica-biodinamica o
regenerativa i es van comparar amb altres en que
aquestes estrategies es van aplicar durant menys de dos
anys (parcel-les “convencionals”). En el cas de I'estudi en
horta, es va seleccionar el cultiu de carabassa.
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Figura 2. Diagrama de Venn mostrant les unitats taxonomiques
operatives (fongs i bacteris) comunes i exclusives de les
parcel-les estudiades. Els cercles superposats representen les
parcel-les. Vinya eco.: CFBO03, CFBO06; convencional CFBOO4.
Carbassa eco.: CFB001; cultiu convencional CFBOOO.

Amb les dades obtingudes es va poder avaluar la
concordancga entre les mostres a través del diagrama de
Venn (Fig. 2). Aquest analisi es va realitzar a la plataforma
BeCrop de Biome Makers.

A la vinya s’observa que la parcel-la CFB004 té un major
nombre de taxons associats que les parcel-les
ecologiques. D'altra banda, les parcel-les més properes
CFB0O03 i CFB0O04 comparteixen més microorganismes
entre si que les d'un mateix maneig, pero es troben més
allunyades. En estudis recents, s'ha demostrat que hi ha
importants variacions en relaci6 a la comunitat
bacteriana i fingica en la mateixa vinya sota les mateixes
condicions de maneig i que aix0 podria estar relacionat
amb les caracteristiques edafiques com ara la qualitat del
sol, el pH i el carboni organic a terra (Liang et al. 2019). En
aquest punt vam voler comprovar si les parcelles
ecologiques tenien alguna diferéncia respecte a la
presencia de generes fungics amb coneguda activitat
antagonista. Es va demostrar la preséncia de Trichoderma
a totes les parcel-les, no obstant aix0, no van ser
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detectades especies de Chaetomium a la parcel-la de
cultiu convencional CFB0O04. Els géneres Chaetomium i
Trichoderma han estat descrits com a part dels
organismes que contribueixen a la salut de les plantes, bé
per la seva activitat com a estimuladors del creixement o
per la seva habilitat per suprimir agents fitopatogens
(Barelli et al. 2019). A les dues parcel-les es detecten
géneres d'activitat antagonista com Chaetomium,
Stachybotrys i Trichoderma, no obstant els percentatges
detectats sdn molt baixos. A les parcel-les estudiades, els
géneres fungics prevalents van ser Alternaria,
Cladosporium, Fusarium, Mortierella i Solicoccozyma.
Aix0 coincideix amb el que han informat Gobbi i
col-laboradors (2022) en analitzar 200 vinyes arreu del
moén. A més, es va detectar la preséncia en relativa
abundancia d'especies de Didymella i de Fusarium,
especies generalment fitopatogenes. Igualment, aixo no
implica un risc directe, ja que dependra de l'estat
funcional de la microbiota de la rizosfera i de les
interaccions que s'estableixen entre patogens i
antagonistes.

Per al cultiu de la carbassa trobem que ambdues
parcel-les comparteixen entre el 40-45% de la seva
microbiota, no obstant les parcel-les es troben
geograficament distants i la parcella de cultiu
convencional es troba en un medi amb molta alteracié
antropica, ja que es localitza al costat de I'autovia. A les
dues parcel-les es detecten generes d'activitat
antagonista com Chaetomium, Stachybotrys i
Trichoderma, no obstant els percentatges detectats sén
molt baixos.
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Figura 3. Estimacié del index de resisténcia del sol i de la
activitat antifungica en Carabassa amb maneig ecologic
CFBOOO i cultiu convencional CFB0OO1.

L'estudi del metabarcode de la plataforma BeCrop ens va
permetre fer estimacions predictives sobre |a resistencia
del cultiu a I'estrés abiotic i biotic tenint en compte la
diversitat funcional dels organismes detectats i la
capacitat de la rizosfera de controlar els organismes
patogens a través de les seves relacions antagoniques. A
les Figures 3 i 4 es pot observar com les parcel-les de
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cultius ecologics i biodinamics podrien presentar una
major resisténcia i una major activitat fungicida. Es a dir,
el microbioma en aquest tipus de maneig té més
capacitat per respondre als desequilibris abiotics o a
I'atac de fongs fitopatogens. La diversitat d'agents amb
activitat antagonista o estimuladors del creixement
poden marcar la diferéncia en relacid a la proteccié de les
plantes és a dir, sols conductius o sols supressius de les
malalties.
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Figura 4. Estimacié del Index de resisténcia del sol i de la
activitat antifungica en Vinya amb maneig ecologic: CFB0O03,
CFBO0O06; convencional CFBOO4.

Els cultius ecologics i biodinamics presenten una
major resisténcia, una major activitat fungicida i
son més resilients.

Un cop determinats els fongs antagonistes presents a les
parcel-les en estudi a través de la seqlienciacié massiva,
s’han aplicat les técniques i els medis de cultiu selectius
adequats pel seu aillament en cultiu pur.

Les soques es van aillar de la rizosfera i de teixits sans de
les fulles. Es van decidir aillar principalment espécies
d'Epicoccum, Chaetomium, Stachybotrys i Trichoderma,
donat que treballs previs avalen I'eficacia d'algunes de les
seves espécies com antagonistes contra reconeguts
fitopatogens de la vinya i diferents cultius horticoles
(Didnez et al. 2015, Ribeiro et al. 2018, Del Frari 2019, Zin
i Badaluddin 2020, Christova i Slavov 2021).

Els géneres més freqlients en cultiu van ser Chaetomium
i Trichoderma, i es van poder recuperar de la majoria de
les mostres analitzades, tant de I'horta com de les vinyes.
S'han aillat 63 soques de Chaetomium o Chaetomium-
like, que van ser inicialment identificats per Ia
caracteristica morfologica del teleomorf, que forma
ascomes setosos (cossos fructifers de la forma sexual).
Del geénere Trichoderma se n'han recuperat 34
aillaments. La identificaci6 molecular ens ha permes
confirmar 19 especies del grup Chaetomium—
Chaetomium-like i 9 especies de Trichoderma.

Fins ara s'han identificat molecularment el 70% de les
espécies Chaetomium-like i el 68% de les espécies de
Trichoderma (Figs. 5 6).
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Les especies més freqlients entre les soques de
Chaetomium-like han estat Arcopilus cupreus (=
Chaetomium cupreum), Chaetomium carinthiacum i
Arxotrichum succineum (= Chaetomium succineum) amb
8, 6 5 aillats, respectivament (Fig. 5). Aquestes especies
es van aillar Unicament de les parcel-les de vinya, tant les
de cultiu ecologic com de la parcel-la convencional i en
totes les varietats (Carinyena, Garnatxa i Syrah).
Collariella bostrychodes (= Chaetomium bostrychodes)
(representat per 5 aillats) es va recuperar tant de vinya
com de cultius horticoles.

18 Chaetomium i chaetomium-like
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Figura 5. Diversitat d'espeécies de Chaetomium i chaetomium-
like aillades de sol i material vegetal de cultius d'hort i vinya
(totes les referéncies i dades sobre les técniques
d'aillament/medi de cultiu, substrat, etc. es troben a la
col-leccié de cultius FMR).

Aquestes dades no reflecteixen la veritable distribucié ni
abundancia d'aquestes espécies a la vinya i I'horta. Per
conéixer aquestes dades s'haurien de fer estudis
sistematics, cosa que contribuiria a determinar-ne la
importancia en aquests ecosistemes agricoles. Les
especies de Chaetomium han estat extensament
estudiades pels seus efectes protectors als cultius, per la
seva capacitat per controlar les malalties i per promoure
el creixement vegetal (Soytong et al. 2021).

Amb relacio a les especies de Trichoderma identificades
fins ara, la més freqiientment aillada va ser Trichoderma
harzianum (n=9) seguida de Trichordema gamsii (n=4)
(Fig. 6). Trichoderma harzianum es va aillar de vinya i de
cultius horticoles, mentre que T. gamsii només es va
recuperar de rizosfera vinya.

Trichoderma

Numero de soques

Figura 6. Diversitat d'espécies de Trichoderma aillades de sol i
rizosfera de cultius d'hort i vinya (totes les referéncies i dades
sobre les técniques d'aillament/medi de cultiu, substrat, etc. es
troben a la col-leccié de cultius FMR).
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Diverses mostres de material vegetal van ser rebudes al
nostre laboratori per examinar la simptomatologia
compatible amb mildiu de la vinya provinent de diferents
productors (Barbera de la Conca, Gratallops, el Masroig i
de Vilafranca del Penedeés). Les mostres de fulles van ser
examinades i incubades i no es van trobar els signes
caracteristics que ocasiona l'agent causal Plasmopara
viticola (mildiu). Les infeccions per oomicets no van ser
explosives durant I'any 2021 ni el 2022. Les condicions de
primavera menys plujosa no van propiciar el
desenvolupament de la malaltia a gran escala i no es va
poder aillar P. viticola. L'analisi de metagenomica no el va
detectar a la rizosfera a cap de les parcel-les analitzades
del Celler Clos Mogador nitampoc es van recobrar soques
a partir de les técniques de baiting. Tot i aix0, les mostres
de material vegetal es van processar, es van incubar i van
ser revisades periodicament.

Fins ara s'han pogut identificar morfologicament 6
soques del genere Alternaria (Seccions Alternaria,
Ulocladium / Ulocladioides), 7 soques d'Epicoccum i 16
soques de Stemphylium. Es van treballar a més algunes
mostres de parts llenyoses amb simptomes de malalties
de la fusta de diferents procedencies. Es van aillar en
cultiu puries van identificar les espécies Diplodia seriata,
Didymella glomerata i Seimatosporum vitis.

De totes aquestes, les especies del genere Epicoccum sén
aillades com a endofits. A la vinya han estat trobades a la
fusta, tant de material sa com infectat per diferents
agents causals de malalties (“grapevine trunk diseases”,
GTD), altres han estat aillades de la filosfera de fruits i
fulles (Del Frari et al. 2019, Hou et al. 2020); sent
Epicoccum nigrum l'especie més freqlient . Algunes
especies del génere mostren activitat bioldgica contra
diferents fitopatogens (Taguiam et al. 2021; Koledenkova
et al. 2022).

Finalment, s'han aillat i identificat morfologicament 8
soques Stachybotrys-Memnoniella-like. Habitualment,
aquestes soques son tant d'horta com de vinya i s'han
aillat de rizosfera, terra o material vegetal. Les especies
d'aquest grup d'organismes sén conegudes productores
de metabolits secundaris biologicament actius i pel
control de fongs fitopatogens a través del
micoparasitisme (Martins et al. 2015, Menendes 2015,
Elkhateeb i Ghoson 2022).

Es troben disponibles per a futurs assaigs més de
110 soques flingiques amb activitat antagonista
reconeguda contra diferents fitopatogens

03.01. Avaluacio de la capacitat antagonista

Per als assajos in vitro es van seleccionar una soca
d’Arcopilus cupreus (FMR 19716); dues soques de
Chaetomium: C. globosum (FMR 19699) i C. cochliodes
(FMR 19700); dues soques d’Epicoccum: E. nigrum (FMR
19857) i Epicoccum sp. (FMR 19857) i dues soques de
Trichoderma: T. atroviride (FMR 19306) i T. harzianum
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(FMR 19312) (Fig. 7). Els assajos es van realitzar
enfrontant Diplodia seriata i Didymella glomerata.

Figura 7. Caracteristiques en cultiu de les soques seleccionades
per als assajos in vitro. A, B. Arcopilus cupreus FMR 19716. B.
Ascomes (cossos fructifers). C. Chaetomium globosum FMR
19699. D. Chaetomium cochliodes FMR 19700. E. Epicoccum
nigrum FMR 19857. F. Epicoccum sp. FMR 19857. G.
Trichoderma atroviride FMR 19306. H. Trichoderma harzianum
FMR 19312. A-D Cultius en OA. E-H. Cultius en PDA. A-H. 14
dies d’incubacid a 25 °C.

Tant les soques de Chaetomium com d'A. cupreus van
provocar la inhibicid del creixement de D. glomerata.
Tanmateix, cap d'ells va mostrar una forta inhibici6
contra D. seriata (Fig. 8).

Controls

. ¢ ‘ |
/ Didymella glomerata
‘ ‘ & ‘ Diplodia seriata

C. globosum

C. cochliodes

A. cupreus

Figura 8. Assajos de cultiu dual als 14 dies d’incubacio.

A la Taula 1 es mostren els percentatges d'inhibicié del
creixement radial (PICR) avaluats als 5, 7 i 14 dies
d'incubacio. Al cap de 14 dies, D. glomerata va mostrar
una inhibicié del seu creixement de més d'un 40% davant
de les especies de Chaetomium assajades. Els valors PICR
més alts es van trobar per les soques de C. cochliodes i C.
globosum, 62,67%; no obstant aix0, A. cupreus va exercir
un fort efecte fungistatic provocant un halo sense
creixement de 50 mm al cap de 14 dies (Fig. 8). Aquest
efecte fungistatic és degut a la produccié de metabolits
secundaris amb efecte inhibidor.

Taula 1. Percentatge d’inhibicid del PIRG en cultiu dual. Els
resultats apareixen amb el error estandard per el PICR als 5, 7 i
14 dies d’incubacid.

C. globosum C. cochliodes A, cuprens

Strains
s day 7% day 4%day  shday 7% day 14%day  stday  7%day  14%day

Diplodin  23.72= 3822 36.89= 23.59= ERNES 36.67= 3280 3180= 3333
serlata 178 3,08 539 0.89 077 0,00 336 3,36 0,00

Didymeila 5552 EERNE 62,67+ 000 3023+ 62,67+ 000 1240 47,56 =
glomerata 191 134 0.00 ) 000 0,00 ’ 585 154
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D’altra banda, les dues soques de Trichoderma van
mostrar una capacitat d'inhibicid del 100% davant dels
dos fitopatogens al cap de 14 dies d'incubacid en cultiu
dual (Taula 2). Tal com s’aprecia a la Figura 9, als 14 dies
ambdues especies de Trichoderma van colonitzar tot
I'espai del cultiu i creixent per sobre de les colonies dels
fongs fitopatogens, tot degradant-ne el miceli. La
inhibicid sobre Diplodia seriata i Didymella glomerata es
duu a terme per mecanismes de competéncia i
micoparasitisme. En primer lloc, determinat pel rapid
creixement per part dels antagonistes que entrin en
contacte amb els patogens i posteriorment, per I'evident
capacitat de degradar les colonies de Diplodia seriata i
Didymella glomerata. Aquests mecanismes han estat
descrits ampliament gracies a la capacitat de produir
enzims com glucanases, quitinases i proteases que
degraden la paret cel-lular (Silva et al. 2019).

Taula 2. Percentatge d’inhibicié 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’'incubacié. ND: No determinat.

T. atroviride FMR 19306 T. harzianam FMR 19312

Soques
Dia § Dia 7 Dia 14 Dia 5 Dia 7 Dia 14

7692L 000 8444 L1385 100 45130178 84441385 100

Diplodia sertata

Didymelia

ND 6047 L 4,03 100 52221385 66,67L2,69 100

glomerata

Epicaccum of nigrn TMR 19856 Epicocci nigrum MR 19857

Dia § Dia 7 Dia 14 Dia § Dia 7 Dia 14

Diplodia serigta 23000000 3333 00,00 333310000 20,34 4266 30674231 3111+385

Didymelia

2224385 9304403 40004000 2224385  GI8 4000 4578+154

glomerata

Control

Diplodia seriata

Didymella glomerata

T. harzianum
FMR 19312

T. atroviride
FMR 19306

Figura 9. Cultiu dual de les soques de Trichoderma als 14 dies
d’incubacio.

Per altra banda, els resultats de 'assaig pel métode del
cultiu dual de les dues soques d’Epicoccum mostren que
ambdues tenen relativament poca capacitat d’inhibicié
enfront Diplodia seriata, amb un PICR al voltant del 30%
als 14 dies per ambdues (Taula 2). No obstant aixo,
produeixen un efecte fungistatic sobre Didymella
glomerata provocant un halo sense creixement al cap de
14 dies (Fig. 10).

Es important remarcar que no només les soques
seleccionades tenen potencial antagonista contra les
malalties criptogamiques. En aquest sentit, son
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necessaris més estudis per avaluar el seu potencial
biocontrolador enfront dels patogens de la vinya i I'hort.

Controls

‘ Diplodia seriata
2N
‘ L - . Didymella glomerata

Epicoccum sp. Epicoccum nigrum
FMR 19856 FMR 19857

Figura 10. Cultiu dual de les soques de Epicoccum als 14 dies
d’incubacid.

En la micobiota autoctona es troba la solucié per
lluitar contra les malalties criptogamiques

Tot i que els microorganismes del sol sén bons candidats
per al biocontrol de les malalties criptogamiques, s’ha de
tenir en compte que les interaccions entre els diferents
microorganismes no estan del tot estudiades, pel que els
fongs antagonistes han de ser estrictament avaluats per
entendre les implicacions ecologiques, biologiques i
evolutives que podria causar la seva introduccié en
ambients forans. En la nostra proposta, al tractar-se de
microbiota autoctona, els microorganismes es troben ja
adaptats a la comunitat microbiana local, de forma que
el paper que juguen en |'ecosistema esta definit i, a
priori, el risc de causar desequilibris que impliquin
conseqliéncies negatives per a la planta o el microbioma
estaria minimitzat.

04. Conclusions

L’analisi metagenomic de les mostres de rizosfera de
vinya i d’hort ha confirmat que el métode de cultiu
ecolégic/biodinamic millora la resisténcia de la xarxa
microbiana i la capacitat de biocontrol.

Es troben disponibles per a futurs assaigs més de 110
soques fungiques amb activitat antagonista reconeguda
contra diferents fitopatogens que podran ser assajades
en futurs projectes amb la participacié de més
productors ecologics.

Les especies assajades han demostrat capacitat
antagonista a través de diferents mecanismes d'accio:
producci6 de metabolits inhibidors/fungistatics,
micoparasitisme i competéncia directa pel substrat. Aixo
fa que siguin uns bons candidats com organismes
biocontroladors.

A la micobiota autoctona dels cultius ecologics podem
trobar microorganismes que contribueixin a la millora de
la qualitat dels sols deteriorats i a la proteccié de les
plantes. La seva aplicaci6 com a bioestimulants,
antagonistes o com a part dels organismes que reciclen i
mantenen la matéria organica al terra podria ser part de
les estrategies per substituir els productes quimics.
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