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RESUMEN

RESUMEN

Rambla Salada es un espacio hipersalino protegido de la Comunidad de Murcia. La
biodiversidad procariota cultivable de este hébitat ha sido estudiada previamente tanto
por técnicas clasicas como moleculares encontrando numerosos grupos que no han
podido ser cultivados. Con el propésito de ampliar conocimientos sobre su diversidad
microbiana hemos empleado la técnica de dilucidon a extincion y el uso de medios
oligotrofos para favorecer el cultivo de microorganismos de crecimiento lento y/o
indetectables por métodos clasicos de muestras de suelo. La diversidad bacteriana
cultivada perteneci6 a los filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y
Bacteroidetes siendo la clase Gammaproteobacteria la predominante. Los taxones
mas abundantes fueron Marinobacter, Halomonas y Bacillus. Como parte de los
resultados de este estudio se describieron 3 nuevos taxa: Blastomonas quesadae
9127, Roseovarius ramblicola D15" y Roseovarius bejariae A21".

La caracterizaciéon de los aislados nos permiti6 seleccionar cepas con interés
biotecnoldgico y agricola. Por ser la verticilosis una de las principales infecciones del
olivar, centramos la busqueda a la caracterizacion y evaluacion de potenciales agentes
de biocontrol frente a V. dahliae aislados a partir de suelos de Rambla de Salada v,
cepas bacterianas que ya han sido aisladas de diversos habitats salinos de Espafia y
que pertenecen a la coleccién de la empresa Xtrem Biotech S.L.

La aplicacion preventiva de las cepas en olivos infectados con V. dahliae en
invernaderos y semi-campo puso de manifiesto una proteccion a la infeccion mediante
la disminucion de la incidencia y la severidad de los sintomas de la verticilosis, la
reduccién de las esporas en el suelo, la induccibn de una respuesta sistémica
defensiva frente al hongo, la incremento en el crecimiento de los plantones, siendo
XT1 la cepa que mostré los resultados mas prometedores. De igual forma, el
formulado Heroprotec Micro® mostré actividad curativa en olivos afectados por V.
dahliae en condiciones de campo relacionada con una disminucion de la severidad de
los sintomas a lo largo de 14 meses.

La aplicacién de la cepa XT1 constituye una alternativa segura y ecolégica a los
métodos de control tradicionales y podria sumarse como elemento clave en las
estrategias integradas para el manejo de la verticilosis. Los resultados obtenidos en
este estudio demuestran el potencial de la cepa XT1 como un agente de biocontrol
capaz de estimular el crecimiento de olivos, inducir una respuesta sistémica de
defensa en el huésped frente a la infeccion por V. dahliae, reducir la incidencia y
severidad de la infeccion por verticilosis, persistir en el suelo y colonizar las raices.






1. INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION

1.1. Habitats hipersalinos y microorganismos halofilos

Se consideran ambientes hipersalinos aquellos que poseen una concentracion salina
elevada, generalmente muy superior a la de los habitats acuaticos marinos y oceanicos
(Ventosa, 2010). Estos ambientes estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se
encuentran representados principalmente por habitats acuaticos y suelos hipersalinos,
aunque también se engloban en esta categoria las areas salobres proximas a los
yacimientos petroliferos, algunas plantas del desierto, las minas de sal y una gran
variedad de productos en salmuera o salazén (Ventosa y col., 2008). En estos
ambientes no solo la elevada concentracién salina limita la microbiota de los mismos,
sino que otros factores tales como la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto o las
radiaciones solares pueden influir seleccionando los tipos de seres vivos que los
habitan. Estos microorganismos extremofilos no solo toleran estas condiciones
adversas, sino que en muchos casos se encuentran perfectamente adaptados a las
mismas y de hecho, requieren para su desarrollo determinadas concentraciones de sal,
siendo incapaces de crecer en condiciones de baja salinidad o en ausencia de las
mismas (Ventosa, 2010).

Figura 1.1. Algunos habitats hipersalinos en Espafia: A. Salinas de Santa Pola (Alicante); B.

Salinas de Cabo de Gata (Almeria); C. Salinas de Isla Cristina (Huelva); D. Salinas de la Malaha
(Granada); E. Laguna de Fuente de Piedra (Malaga); F. Rambla Salada (Murcia).

N »

Los llamados ambientes talasohalinos son originados por la evaporacion de agua de
mar, por lo que su composicion de sal es similar. Los iones mas predominantes son el
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INTRODUCCION

sodio y el cloruro, y el pH es cercano a la neutralidad o ligeramente alcalino. Cuando
hay evaporacion, ocurren algunos cambios en la composicion ionica debido a la
precipitacién de yeso (CaSO, * 2H,0) y otros minerales (Oren, 2002a). Las salmueras
talasohalinas saturadas de NaCl, como las que se encuentran en los estanques
cristalizadores de salinas, a menudo muestran una coloracion rojo brillante debido a la
gran cantidad de microorganismos pigmentados que la albergan. Por otro lado, existen
los ambientes hipersalinos atalasohalinos, en los que la composicion i6nica difiere
mucho de la del agua de mar, y que estan igualmente poblados por microorganismos.
Un buen ejemplo es el Mar Muerto, un lago salado en el que la concentracién de cationes
divalentes (1,9M Mg?* y 0,4M Ca?") excede a la de cationes monovalentes (1,6M Na*y
0,14M K), y en el que el pH es relativamente bajo, cercano a 6,0. La vida microbiana
también se ha adaptado a entornos que combinan altas concentraciones de sal con
valores extremadamente altos de pH. Un ejemplo son los lagos de salados alcalinos de
Africa, India, China y otros lugares con valores de pH de 11 y concentraciones de sal
superiores a 300 g/l que estan llenos de vida (Oren, 1988).

Kushner y Kamekura en 1988 establecen la siguiente clasificacion de los
microorganismos en funcién a la concentracién de NaCl requerida para su desarrollo
Optimo:

e Microorganismos no haléfilos, crecen éptimamente en medios con menos de
0,2M de NaCl (<1%, p/v). Dentro de este grupo algunos pueden tolerar elevadas
concentraciones de sal y se les denominan microorganismos halotolerantes. Si
toleran hasta una concentraciéon salina de 2,5M de NaCl (15%, p/v), se
denominan microorganismos halotolerantes extremos.

e Microorganismos halo6filos débiles, son aquellos que crecen 6ptimamente en
medios con una concentraciéon comprendida entre 0,2 y 0,5M de NaCl (1-3%,
p/v). A esta categoria pertenecen los microorganismos marinos.

e Microorganismos hal6filos moderados, crecen Optimamente en una
concentracion de NaCl de 0,5-2,5M (3-15%, p/v).

e Microorganismos halé6filos extremos, presentan un crecimiento 6ptimo entre
2,5-5,2M de NaCl (15-32%, p/v).

Los dos grupos de microorganismos predominantes en los ambientes hipersalinos son
los hal6filos moderados y haléfilos extremos (Benlloch y col., 2002; Rodriguez-Valera,
1988; Rodriguez-Valera y col., 1985) y se pueden encontrar en cada uno de los tres
dominios: Archaea, Bacteria y Eucarya (Figura 1.2).
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Bacteria Archaea Eukarya

Animals
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bacteria Euryarchaeota
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) Crenarchaeota Methano- Halobacteriaceae
Firmicute bacterium
Proteobacteria Thermoproteus \
Methano-

Pyrod:cnu\m coccus Thermoplasma

Chloroplast

Thermococcus
N\

Flagellates|

Trichomonads

Marine
Crenarchaeota

Bacteroidetes

Pyrolobus™ _ ptethanopyrus

Korarchaeota
Thermotoga
Nanoarchaeota
Thermodesulfobacterium Microsporidia
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Figura 1.2. Arbol filogenético universal. Los grupos marcados con cuadros azules poseen al
menos un microorganismo haléfilo representativo (Oren, 2008).

Las arqueas halofilas aerdbicas del orden Halobacteriales dentro de la Familia
Halobacteriaceae, son los haléfilos por excelencia. Ellas son el componente principal de
la biomasa microbiana de tales entornos como el Mar Muerto, lagos hipersalinos de sosa
como el Lago Magadi en Kenia y los estanques de cristalizadores de las salinas. La
mayoria o la totalidad de la coloracion roja de estos lagos se debe a los pigmentos
carotenoides C50 (a-bacterioruberina y derivados), que se encuentra en grandes
concentraciones en las membranas de la mayoria de los miembros de esta familia
(Oren, 1994).

Dentro del dominio Eucarya, los haldfilos son escasos, de hecho, el dnico
microorganismo de importancia de este dominio, es el alga verde Dunaliella, ubicua en
ambientes con altas concentraciones de sal. Esta alga es el Unico o principal productor
primario en el Mar Muerto y en muchos otros lagos y lagunas hipersalinas. Existen
diferentes especies de Dunaliella; muchas de ellas sintetizan grandes cantidades de -
caroteno en condiciones adecuadas, una propiedad explotada en biotecnologia.
Dunaliella es halotolerante en lugar de ser realmente hal6fila: la mayoria de las cepas
pueden crecer en un amplio rango de concentraciones de sal, creciendo incluso en
concentraciones relativamente bajas del orden de 1M. También hay un eucariota que
juega un papel importante en muchos ambientes con altas concentraciones de sal, el
camaron de salmuera Artemia salina (Oren, 2002a).

El dominio Bacteria contiene muchos tipos de halédfilos y microorganismos
halotolerantes, repartidos en un gran nimero de filos. Dentro de este dominio se han
descrito microorganismos haldéfilos moderados o extremos en los filos: Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes, Bacteriodetes, Thermotogae, Cyanobacteria y
Tenericutes (De la Haba y col., 2011). El mayor nimero de taxa se encuentra en
Proteobacteria y Firmicutes (Oren, 2002b).
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1.2. Rambla Salada

Rambla Salada es un habitats salino que forma parte de un espacio protegido por la Ley
4/1992 de Ordenacion y Proteccion del Territorio de la Region de Murcia y es una zona
de elevado valor ecol6gico ya que es una zona de especial proteccion para las aves
(ZEPA). Es un cauce de aproximadamente 27 kilbmetros que conecta dos zonas de
gran significado ecoldgico, el Parque Natural de Sierra Espufia y el Rio Segura. Se
localiza en una extensa superficie de materiales sedimentarios en la que surgen aguas
subterraneas, que junto al agua proveniente de las precipitaciones originan ramblas y
cauces (Figura 1.3).

El agua suele ser bastante salina como consecuencia del sustrato geoldgico-litolégico
alcanzando valores de hasta 150 g/l. La flora y la fauna son un tanto singulares y es en
muchos casos endémica. En las zonas encharcadas de los humedales abundan las
guenopodiaceas, Anthrocnemum macrostachyum y Sacocornia fruticosa, mas alejadas
del agua se encuentran Anabasis hispanica, las siemprevivas y los tarajes. En los
taludes de las ramblas, donde hay una alta concentracién de yesos, se encuentran
formaciones halonitréfilas, Unicas en Europa, constituidas por Atriplex glauca, Suaeda
vera, Thymelaea hirsuta, Lygeum spartum, acompafiados por diferentes especies de
Artemisa, Atriplex halimus, Frankenia corymbosa, etc. Entre la fauna presente en este
habitat, hay que destacar los invertebrados acuaticos, los heterdpteros y cole6pteros.
Las aves son los vertebrados mas importantes, considerdndose, como ya se ha
mencionado, una zona de especial proteccion para las mismas. En la actualidad este
habitat Unico se encuentra seriamente amenazado, las filtraciones de agua dulce
procedentes del transvase Tajo-Segura, asi como las nuevas roturaciones de tierras
para cultivo, el uso de fertilizantes y los regadios que estan modificando la concentracion
de sal del mismo lo que trae como consecuencia una pérdida de biodiversidad de la flora
y fauna, asi como posiblemente de los microorganismos que alli habitan.

Murcia

LIC “Humedal del
Ajauque y Rambla Salada”

Figura 1.3. Situacion geogréfica del Humedal del Ajauque y Rambla Salada.
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Rambla Salada fue estudiada por primera vez desde el punto de vista microbiolégico
por el grupo de investigacion “Exopolisacaridos Microbianos” del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, en el afio 2005.
En este estudio se aislaron y describieron nuevas especies hal6filas. En 2006, comenzé
un estudio mas exhaustivo de dicho ambiente, analizdndose concretamente la
biodiversidad procariota cultivable en diversos puntos de Rambla salada empleando
técnicas de cultivo clasicas y técnicas moleculares.

1.3. Microorganismos procariotas que aun no han sido cultivados

Los microorganismos procariotas constituyen el principal componente de la diversidad
de cualquier ecosistema y son los seres vivos mas abundantes en nuestro planeta
(Ferrer, 2004; Pedrds-Ali6, 2006). Aun siendo tan abundantes, hasta la fecha solo se ha
podido cultivar un pequefio porcentaje de éstos (Lloyd y col., 2019; Nguyen y col., 2018;
Stewart, 2012; Green y Keller, 2006; Leadbetter, 2003, Ward y col.,, 1990).
Especificamente en suelos, los estudios de las secuencias del gen del ARN ribosomal
16S han revelado que existen 4 x 10° taxones microbianos diferentes por tonelada de
suelo y 10° células por gramo de suelo, de los cuales mas del 99% continian aun sin
ser cultivados (Chaudhary y col., 2019) y, aunque las técnicas moleculares permitan el
estudio de la diversidad y el rol de los microorganismos en el ambiente, su cultivo es util
y necesario para entender el metabolismo y las funciones de estos organismos (Pham
y Kim, 2012).

La primera evidencia de que no todas las bacterias de un determinado entorno crecian
en los medios de laboratorio procedid de la microscopia: el nUmero de células que se
observaron al microscopio superaba con creces el nimero de colonias que crecian en
una placa de petri. Esto se denomind “la gran anomalia del recuento en placa” y la
magnitud de la anomalia podria llegar a varios 6rdenes de magnitud. Se propuso que
se trataban de células muertas y por lo tanto nunca crecerian. Posteriormente, se
demostré que muchas de estas células estaban metabdlicamente activas, a pesar de
gue no podian crecer en los medios de laboratorio (Stewart, 2012).

La evaluacién de la diversidad de los procariotas estuvo limitada, al estudio de la
microbiota que podia ser aislada y cultivada en el laboratorio por técnicas de
enriquecimiento y cultivo clasicas. Hoy en dia, gracias a las técnicas moleculares se
sabe gue éstas técnicas sélo permiten el desarrollo de algunos microorganismos (Rappé
y Giovannoni, 2003). A finales de los afios 80 y principios de los 90 se publicaron unos
trabajos que demostraron que la naturaleza estaba llena de procariotas desconocidos.
Los autores de estos articulos aplicaron técnicas moleculares para identificar los
microorganismos in situ a través de la secuencia de su gen ribosomal 16S. Desde
entonces, humerosos trabajos han demostrado, no solo la abundancia y diversidad de
procariotas, sino que los tipos que aun no hemos logrado cultivar por métodos clasicos
son los mas abundantes en la naturaleza, pudiendo estos microorganismos tener un
importante papel ecologico y ser productores de sustancias de interés biotecnologico
(Nichols, 2007).
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En cuanto a los héabitats salinos, nos encontramos con una situacion similar, la mayoria
de las especies cultivables se encuadran dentro de los filos Proteobacteria y Firmicutes
(Oren, 2002b), sin embargo los estudios ecol6gicos moleculares estan poniendo de
manifiesto la abundancia de Bacteroidetes, Plantomyces y otros taxones de los cuales
hay poco o ningun representante (Pedrés-Ali6, 2006). Lloyd y col.,, 2019 estimaron
mediante andlisis de datos de metagenomas y metatranscriptomas, que casi la mitad de
las arqueas y bacterias de ambientes hipersalinos provienen de géneros cultivados y
muy pocas de filos no cultivados.

1.4. Técnicas y estrategias para el cultivo de procariotas que adn no se han
podido cultivar

Las bacterias que pueden ser cultivadas en el laboratorio son s6lo una pequefia fraccién
de la diversidad total que existe en la naturaleza. El término “no cultivable” indica que
las técnicas de cultivo actuales no permiten el crecimiento de una determinada bacteria
en el laboratorio, lo que no significa que nunca pueda ser cultivada, sino mas bien, que
carecemos de la informacion critica sobre su biologia. Esto representa tanto retos como
oportunidades para aprender los principios moleculares que estan detras del
crecimiento recalcitrante y obtener acceso a la diversidad metabdlica hasta ahora
desconocida (Stewart, 2012).

La diversidad microbiana se ha medido por cultivos de bacterias en medios de
laboratorio y por enfoques moleculares basados en metodologias relacionadas con el
gen ribosomal ARNr 16S. Sin embargo, durante los pasados 25 afios, son muchos los
avances que se han hecho en las técnicas basadas en cultivos, y que han contribuido
significativamente a nuestra comprension acerca de los microorganismos vivos. El
objetivo del cultivo in situ es crear sistemas artificiales que mimeticen las condiciones
naturales. Sin embargo, algunas condiciones naturales son dificiles de mimetizar como
la quimica de un habitat natural, las interacciones de los factores bidticos y abioticos, la
diversidad de microbios, el efecto de los cambios climaticos y otras funciones en los
ecosistemas a nivel microbiano (Pham y Kim, 2012). Algunas de las estrategias se
describen a continuacion:

1.4.1. Empleo de medios modificados

Esta estrategia se basa en el disefio medios de cultivo especificos que permitan adaptar
las condiciones de aislamiento al habitat natural del microorganismo, entre ellos, la
disminuciéon del contenido en nutrientes, ya que las concentraciones elevadas de
nutrientes son atipicas en la gran mayoria de los medios naturales, inhibiendo asi el
crecimiento de los microorganismos oligotrofos (Janssen, 2008). Otro método es el uso
de extractos de suelo con agar como agente solidificante o medios que contienen
ingredientes complejos diluidos como extracto de levadura o peptona y que permiten
obtener taxa anteriormente no cultivables (Davis y col., 2005; Joseph y col., 2003).
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Algunos microorganismos requieren diferentes componentes a concentraciones
especificas para su cultivo, tal es el caso de Tannerella forsythia que necesita acido N-
acetil-murédmico para crecer, mientras Abiotrophia spp. y Granulicatella spp. requieren
piridoxal o L-cisteina (Vartoukian y col., 2010). Utilizando medios bajos en nutrientes, se
han logrado aislar especies pertenecientes a los filos bacterianos Actinobacteria,
Acidobacteria, Proteobacteria, y Verrucomicrobia (Pham y Kim, 2012). De igual forma,
cambiando las condiciones de cultivo como por ejemplo, la concentracién de oxigeno o
adicionando acidos humicos y moléculas de sefalizacién, se ha conseguido aumentar
la presencia de algunos microorganismos nuevos en el suelo (Stevenson y col., 2004).

También, los medios de cultivo pueden ser sometidos a tiempos de incubacion mas
prolongados y en atmésferas con diferentes concentraciones de gases como CO; (Davis
y col., 2005) asi como, aproximando el pH de los medios de cultivos al pH real de los
habitats objetos de estudio.

1.4.2. Modificaciones de las condiciones de crecimiento

Las condiciones de cultivo, tales como el periodo de incubacion, la temperatura, el pH'y
las concentraciones de CO2/O2, son importantes para mimetizar las condiciones
naturales y lograr el cultivo de bacterias hasta ahora no cultivadas.

Tiempo de incubacidon: El aumento del periodo de incubacion es uno de los factores
mas importantes cuando se trata de identificar aislados exigentes y de crecimiento lento.
Incubaciones prolongadas entre 5 y 12 semanas han permitido el cultivo de cepas de
grupos tanto conocidos como nuevos (Davis y col., 2005; Stevenson y col., 2004; Jassen
y col., 2002). Se han aislado con éxito nuevas cepas bacterianas con periodos de
incubacién prolongados de los siguientes filos: Acidobacteria, Actinobacteria,
Chloroflexus, Gemmatinonadetes, Planctomydetes y Verrucomicrobia (Pham y Kim,
2012).

Aire: La incubacion en presencia de aire y atmésferas hipdxicas y andxicas y afiadiendo
una concentracion elevada de CO, se emplean para aislar diversas bacterias que viven
en diferentes microhabitats en el suelo, especialmente para autétrofos. Un ejemplo de
ello, es el aislamiento de nuevas bacterias anaerobias del orden Verrucomicrobiales a
partir de suelos de arrozales anoxicos utilizando medios no oxigenados (Janssen y col.,
1997) y una amplia variedad de diazotrofos aerdbicos, anaerdbicos facultativos y
microaerobicos, a partir de agua de mar usando medios de cultivos con gradiente de O;
(Riemanny col., 2010).

Temperatura: Debido a que las temperaturas bajas disminuyen la tasa metabdlica,
también se disminuye la produccion de sustancias inhibidoras del crecimiento,
favoreciendo asi, la aparicion de mas aislados. Las bacterias del suelo frecuentemente
crecen mejor en un rango de temperatura de 20-25°C en lugar de 30°C (Janssen, 2008).

pH: Es un factor critico para cultivar bacterias del suelo aun no cultivadas. Los medios
de cultivo mas comunmente utilizados tienen un pH cercano a la neutralidad y un
contenido de sal de 1-3 g/I. El disefio de medios con valores bajos de pH similares al
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aguade turbas (pH 3,5 a 5,5) y con contenidos de sal mineral de 5-50 mg/l, han permitido
el cultivo de bacterias que habitan estos ambientes y que no se desarrollan en medios
convencionales (Pham y Kim, 2012).

1.4.3. Simulacién de los ambientes naturales

Es dificil replicar un entorno natural a un alto nivel de fidelidad, si no se conocen los
parametros importantes para el crecimiento de un taxén bacteriano propio de ese
entorno. Por lo tanto, una alternativa es tomar las bacterias y el medio ambiente donde
crecen y llevarlas al laboratorio. El desafio de este enfoque es separar los
microorganismos de interés del resto de la poblacién microbiana (Stewart, 2012). Para
ello, se emplean las camaras de difusion y el método de dilucién a extincion:

1.4.3.1. Uso de cAmaras de difusion

Se han disefiado camaras de difusion selladas que encierran la bacteria dentro de una
camara semipermeable donde las células son incapaces de atravesar la membrana pero
los nutrientes y factores de crecimiento del medio ambiente si son capaces de hacerlo.
La evaluacion microscoépica de las camaras revela crecimiento de microcolonias dentro
de ellas, la mayoria de las cuales podrian ademas aislarse y propagarse por
reinoculacién en camaras frescas. La comparacion del numero de microcolonias en
crecimiento con recuentos microscapicos de células del indculo inicial ha conseguido
tasas de recuperacién de hasta 40%. Sin embargo, cuando el mismo indculo es
sembrado en placas de petri para obtener colonias, la tasa de recuperacion es de 0,05%.
Las microcolonias de las cAmaras en estos casos pudieron ser aisladas en cultivo puro.
Estos resultados demuestran que el propio medio ambiente podria ser una herramienta
poderosa para obtener acceso a bacterias que no han podido ser cultivadas en el
laboratorio. Esta técnica también ha demostrado ser eficaz fuera del medio ambiente
marino (Stewart, 2012). Con este método se ha conseguido el enriquecimiento de
actinobacterias filamentosas, con una mayor diversidad y nimero, incluyendo aislados
de grupos raros, a través de una modificacion de la camara en una trampa, de tal manera
gue una de las membranas que posee un tamafio de poro suficientemente grande
permite el crecimiento de bacterias filamentosas por hifas, sin embargo las bacterias no
filamentosas no pueden atravesar esta membrana (Ferrari y Gillings, 2009).

1.4.3.2. Técnica de dilucion “a extincion”

En el método de dilucién “a extincién” se llevan a cabo una secuencia de diluciones
hasta que s6lo una o unas pocas bacterias estan presentes en un volumen de cultivo
dado a fin de reducir las interacciones interespecificas y aumentar la sensibilidad de
deteccion de células con tasas de crecimiento lento o especies que aparentemente no
eran cultivables. El fraccionamiento de las células en los pocillos permite que el nimero
de especies cultivables aumente a medida que disminuye la densidad del in6culo
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(Stewart, 2012; Collado y col., 2007; Button y col., 1993). Esta técnica se empled para
el cultivo de un representante del clado SAR11 de Alphaproteobacteria que se denominé
inicialmente como “Candidatus Pelagibacter ubique”. Este clado fue originalmente
identificado como un importante productor primario en los océanos y un primer ejemplo
de bacteria ubicua no cultivable. También es el clado con la mayor abundancia de
organismos que poseen una bomba de protones impulsada por la luz llamada
proteorodopsina, a la cual se le atribuye un importante impacto global en el balance de
carbon y energia en los océanos. Para su aislamiento se empleé agua de mar como
medio de cultivo, y al tratarse de microorganismos muy abundantes en las muestras se
utilizé el método de dilucién a extincion (Rappe y col., 2002).

Utilizando también este método con agua de mar como medio de cultivo y combinado
con una técnica de encapsulamiento de células bacterianas individuales en microgotas
de agarosa solidificada, se consiguio detectar mayor diversidad que utilizando agua de
mar con nutrientes afiadidos, comprobando que el entorno natural puede ser esencial
para el crecimiento en el laboratorio de bacterias no cultivables. Asi, se ha conseguido
aislar miembros del orden Planctomycetales anteriormente no cultivados, algunos de los
cuales mostraron identidad menor al 84% con secuencias validamente descritas
obtenidas por cultivo u otros métodos (Zengler y col., 2002). De igual forma, la técnica
de dilucién a extincion permitié el cultivo de bacterias plancténicas psicrotolerantes de
lagos permanentemente cubiertos de hielo en los valles secos de McMurdo de la
Antértida (Stingl y col., 2008).

1.4.4. Cocultivo

Algunas bacterias no crecen a menos que se cultiven cerca de otras bacterias del mismo
ambiente, demostrando asi una dependencia de cocultivo (Stewart, 2012). Son
numerosos los ejemplos en donde se evidencia este fendbmeno. Por ejemplo, se ha
logrado obtener mayor crecimiento de Catellibacterium nectariphilum a partir de una
planta de tratamiento de aguas residuales en presencia de medio agotado por otra
bacteria. También se ha conseguido identificar una serie de microorganismos terméfilos
anaerobios de la familia Clostridiaceae que dependen del extracto de células de
Geobacillus toebii. Sin embargo, en ambos casos, ain no se han identificado los
factores que promueven su crecimiento (Tanaka y col., 2004; Kim y col., 2011). De igual
forma, el género bacteriano fotosintético Prochlorococcus aunque se ha cultivado en
agua de mar y sintética, los aislamientos dependen del cocultivo con bacterias
heterotroficas que reducen el estrés oxidativo favoreciendo su crecimiento (Moore y col.,
2007). Maribacter polysiphoniae KLE1104 elegida como modelo para identificar su
mecanismo de codependencia, ademas de depender de bacterias del medio ambiente
fue también capaz de crecer junto a una cepa de E. coli de laboratorio en una placa de
petri. Esto permitié el uso de mutantes de E. coli para identificar los genes involucrados
en la produccion del factor de crecimiento revelando que, los mutantes en la via de
sintesis de la enterobactina fueron incapaces de inducir el crecimiento de la bacteria. La
enterobactina es un sider6foro, capaz de solubilizar hierro oxidado (Fe*®) y de esta
manera hacer disponible este nutriente esencial para la bacteria (D’Onofrio y col., 2010).
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Los microorganismos que dependen de otros para su crecimiento, aparentemente han
perdido la capacidad de llevar a cabo procesos esenciales por ellos mismos y por tanto,
también han perdido la capacidad de crecer en nuevos entornos en los que los
microorganismos no estan presentes. Esto puede ser explicado como un “engafo
evolutivo” mediante el cual las bacterias evitan el costo de la realizacion de estas
funciones aprovechandose de sus vecinos. También es posible que en realidad estén
utilizando la presencia de ayudantes especificos como una sefial de un entorno propicio
para iniciar el crecimiento. Una alternativa a estas hipotesis, es la llamada "hip6tesis de
la reina negra" en analogia con el juego de cartas del mismo nombre (Morris, y col.,
2012). Segun esta teoria, los organismos pierden funciones que se complementan con
sus vecinos, de forma similar a la hipétesis del tramposo. Sin embargo, se sugiere que
esta dependencia de organismos auxiliares es adaptativa, ya que crea la especializaciéon
dentro de las comunidades microbianas que son impulsadas por la seleccién individual,
lo que resulta en una mayor aptitud para toda la comunidad (Stewart, 2012).

1.5. Aplicaciones biotecnolégicas de los microorganismos halofilos

El estudio de la diversidad microbiana se ha convertido en una de las lineas de
investigacion mas relevantes en el area de la Ecologia Microbiana, no sélo por su papel
en el conocimiento de la funcién, estructura y evoluciébn de las poblaciones que
componen una comunidad microbiana, sino como una fuente importante de
investigacion médica y biotecnoldgica (Oueriaghli y col., 2010). Los microorganismos
haléfilos se emplean en diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Algunas aplicaciones se
conocen desde hace mas de cien afios y existieron antes de que fuesen entendidos sus
aspectos microbiologicos. En los ultimos afios, el nimero de usos en biotecnologia de
microorganismos haldéfilos se ha incrementado, y se encuentran en desarrollo
numerosas aplicaciones adicionales (Oren, 2002a).

Las enzimas haldfilas, tipicas de las arqueas y de la bacteria halofila extrema
Salinibacter sp. asi como las exoenzimas de otros microorganismos haldfilos, se
caracterizan por presentar un exceso de aminoacidos acidos y una carga superficial
negativa. Esta peculiaridad les permite competir en soluciones con baja actividad de
agua, incluyendo mezclas de disolventes organicos/agua. Entre las ventajas mas
inmediatas de la tecnologia de enzimas podriamos destacar: el incremento de la
tolerancia a la sal y al calor, un entorno catalitico que permite el uso de productos menos
polares, y un potencial de inversion de reacciones hidroliticas, las cuales las hacen
fuertes candidatos para la biocatdlisis industrial. Una aplicacién industrial cada vez mas
importante de las enzimas es la produccion estéreo-especifica de moléculas
estructurales en la construccion de productos farmacéuticos en la Illamada
"biotecnologia blanca". Un ejemplo de ello, es la produccién estéreo-especifica de
alcoholes a partir de cetonas. Otras enzimas estudiadas y con posibles aplicaciones
biotecnoldgicas son proteasas, celulasas, lipasas, amilasas y manasas. Los metabolitos
secundarios y, en particular, los productos de los actinomicetos haléfilos han ganado
interés en la produccion de nuevos antibidticos. En el contexto de descubrimientos de
nuevos quimioterapicos, algunos compuestos de actinomicetos aislados de salinas han

14



INTRODUCCION

mostrado efecto citotoxico contra una amplia gama de lineas celulares de cancer (Ma y
col., 2010).

La produccién de algunas enzimas citoplasmaticas sal-resistentes, e incluso, sal-
dependientes, se pueden encontrar dentro de grupos de microorganismos que
mantienen altas concentraciones iénicas intracelulares, tales como las arqueas del
orden Halobacteriales. Ademas, todas las exoenzimas excretadas por los haléfilos son
activas en presencia de las altas concentraciones de sal que se encuentran en su medio,
incluso cuando los organismos que los producen mantienen bajas concentraciones
i6nicas intracelulares. Muchas enzimas hal6filas son también consideradas terméfilas
(Oren, 2002a). Mientras que anteriormente, las investigaciones iban dirigidas a la
produccion de polimeros extracelulares halofilicos y al estudio de sus propiedades
reolégicas, en los Ultimos afios, ha ganado atencién la produccién y aplicacion de los
poliésteres intracelulares. Algunas bacterias hal6filas o halotolerantes han demostrado
ser excelentes productoras de bioplasticos como el poli-B-hidroxialcanoato, un polimero
biodegradable con propiedades similares al plastico. Un ejemplo de ello es Halomonas
boliviensis (Van-Thuoc y col., 2010).

Una historia de éxito de la biotecnologia haldfila es la produccion y la aplicacion del
soluto compatible “ectoina”, actualmente producida a gran escala en Alemania por el
método conocido como "ordefio de bacterias" a partir de Halomonas elongata. La
ectoina es el ingrediente activo de muchos productos cosméticos y de cuidado de la piel
y cada vez se hace mas importante en las preparaciones medicinales. Ademas, la
ectoina y sus derivados se utilizan como protectores para biomoléculas y potenciadores
en aplicaciones de la biologia molecular tales como la PCR y las técnicas de microarrays
de ADN (Graf y col., 2008).

La aplicacion de microorganismos haldéfilos también ha sido demostrada en
investigaciones para la biorremediacién de suelos contaminados con petréleo. Un nuevo
aislado, similar a Alcanivorax dieselolei, es capaz de crecer en el petréleo crudo, en
combustible diesel y en hidrocarburos alifaticos pero no degrada los compuestos
aromaticos. Sin embargo, un consorcio con seis cepas incluyendo Marinobacter y
Halomonas sp. fue capaz de degradar varios hidrocarburos poliarométicos sobre un
rango de salinidad del 1 al 17% de NaCl (Ma y col., 2010).

1.6. Bacterias promotoras de crecimiento y agentes de biocontrol

Dentro de la gran cantidad de comunidades microbianas del suelo podemos encontrar
microorganismos que promueven el crecimiento de las plantas. Estos microrganismos
pueden ser bacterias, hongos o algas que, asociados a las plantas promueven efectos
favorables en condiciones de estrés ambiental. Las rizobacterias promotoras del
crecimiento de plantas (PGPR, del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria) estan
presentes en el suelo tanto en forma libre como en asociacion simbiotica con sus
huéspedes y, estan involucradas en la fertilidad del suelo, la germinacion de semillas, la
proliferacion de raices y el crecimiento de las plantas (Tiwari y col., 2019).
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Las bacterias promotoras de crecimiento pueden actuar mediante mecanismos directos
como la fijacién de nitrégeno, la produccién de fitohormonas, la solubilizacion de fosfato
y el aumento de la disponibilidad de hierro utilizado para promover el crecimiento de las
plantas mediante la secrecion de sideroforos. Por otra parte, los mecanismos indirectos
estan relacionados con la competencia por espacio fisico, produccion de enzimas,
antibiéticos y compuestos volatiles como acetoina y el 2,3 butanodiol, la eliminacién de
patdégenos, induccién de respuestas de defensa sistémica de las plantas, la reduccion
del estrés por salinidad, la remediacion de metales pesados y la resistencia a la sequia
(Siyar y col., 2019; Kannojia 2019; Kumari y col., 2019; Whipps, 2001).

El uso de bacterias promotoras de crecimiento para una agricultura sostenible vy
respetuosa con el medio ambiente ha aumentado a nivel mundial durante las ultimas
décadas debido al aumento de los costos de los fertilizantes quimicos y su impacto
negativo en el medio ambiente. Los bioestimulantes basados en bacterias promotoras
de crecimiento mejoran la absorcién de nutrientes y la tolerancia al estrés como la
sequia, la salinidad, etc. Hay varias formulaciones registradas de PGPR en el mercado,
incluidas las especies de los géneros Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella,
Azobacter, Variovorax, Azospirillum y Serratia, sin embargo, la utilizacién de PGPR en
la industria agricola representa solo una pequefia fraccion de la practica agricola en todo
el mundo (Kumariy col., 2019).

Las PGPR como agentes de control biol6gico (BCA, del inglés Biological Control Agents)
inducen mecanismos de defensa sistémicos en las plantas y proporcionan una mayor
resistencia al huésped frente al ataque de diferentes patdégenos mediante mecanismos
como la competencia, el antagonismo y la produccion de compuestos con actividad
antibiotica frente a patégenos. Su uso es mas ventajoso que los compuestos quimicos
usados regularmente, ya que no son toxicos, habitan naturalmente la rizosfera, son
ecoldgicos y no son perjudiciales para el medio ambiente (Kannojia y col., 2019).

Las caracteristicas que deben poseer las bacterias PGPR son las siguientes: tener una
alta competitividad rizosférica, contar con un amplio espectro de accién, tener una
actividad elevada y constante, ser seguras para el medio ambiente, ser compatible con
otras rizobacterias y ser resistente a la desecacion, calor, agentes oxidantes y
radiaciones UV (Jeyarajan y Nakkeeran, 2000).

La agricultura estad sujeta a diversos factores exégenos que pueden dificultar su
desarrollo, entre ellos, el estrés abidtico y el estrés bidtico. En este Ultimo se incluyen
las enfermedades de las plantas causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos
gue generan pérdidas e incrementan costos en la produccién agricola (Agrillo, 2019).

En Andalucia la comunidad autbnoma con mayor produccién de aceite de oliva y
aceitunas de mesa en Espafia y el principal productor del mundo las enfermedades
causadas por hongos y bacterias y que afectan al cultivo del olivar estan descritas en la
guia de gestion integrada de plagas del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente (2014) y son: repilo (Fusicladium oleagineum/Spilocaea oleagina), verticilosis
(Verticillium dahliae), emplomado o repilo plomizo (Pseudocercospora cladosporioides),
escudete (Bostryosphaeria dothidea), lepra (Phlyctema vagabunda), tuberculosis
(Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi), negrilla (Capnodium sp., Limacinula sp.,
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Aureabasidium sp.) y antracnosis o aceituna jabonosa (Colletotrichum spp.). Entre estas
la verticilosis es una de las principales infecciones.

1.7. Verticilosis

El marchitamiento por Verticillium en el olivo (Olea europea) o verticilosis del olivo es
causado por el hongo del suelo Verticillium dahliae Kleb. y es una enfermedad
destructiva ampliamente distribuida en todas las regiones del mundo donde crecen
arboles de olivo, ocasionando grandes problemas a agricultores, viveros y a la industria
del aceite de oliva (Lépez-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). Se encuentra
ampliamente distribuida en todos los paises de la Cuenca Mediterranea. Fue descrita
por primera vez en lItalia por Ruggieri en 1946 y diagnosticada en Espafa en 1979 en
olivares experimentales del actual Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y
Pesquera (IFAPA) en Cordoba. Algunos estudios aleatorios en olivares de las provincias
de Cordoba, Jaén y Sevilla entre 1980 y 1983 indicaron que ya se encontraba
ampliamente establecida en el valle del Guadalquivir. Desde entonces, la distribucion
de la verticilosis del olivo se ha extendido a todas las provincias andaluzas, asociada
aparentemente con las innovaciones agrondmicas que han tenido lugar en el manejo
del cultivo para incrementar su productividad (por ejemplo, la propagacion viverista del
material de plantacion o la extension del regadio, entre otras.), alcanzando prevalencias
de hasta el 70% de los olivares e incidencias de hasta 50% de olivos enfermos en las
plantaciones afectadas (Jiménez-Diaz y col., 2015). Espafia es el principal productor de
aceite de oliva, por lo que la verticilosis del olivo constituye un grave problema (Lépez-
Escudero y Mercado-Blanco, 2010). En la campafia 2018/2019 se produjeron en Espafia
1.417.417 toneladas de aceite de oliva, de las cuales el 80,52 % fueron producidas en
Andalucia, donde la incidencia de V. dahliae es importante (Agencia de Informacion y
Control Alimentarios, AICA).

V. dahliae es capaz de infectar e inducir la enfermedad a mas de 400 especies
vegetales, todas ellas dicotileddneas. Ademas, el hongo es capaz de colonizar especies
monocotiledéneas y malas hierbas sin causar sintomas, por lo que estas especies
pueden actuar como reservorio de indculo capaz de iniciar un brote de verticilosis
(Keykhasaber y col., 2017; Berlanger y Powelson, 2000).

Los olivos tienen un periodo juvenil largo antes de entrar en produccién y durante este
tiempo es mayor la probabilidad de ser atacado por el organismo patégeno. A lo largo
de su vida pueden sufrir infecciones repetidas en la misma o en sucesivas temporadas,
pudiendo ocasionar retraso en el crecimiento, muerte de arboles tanto jévenes como
adultos, e importantes reducciones de rendimiento. Sin embargo, es mas comudn que un
arbol sélo sea afectado durante un determinado periodo de crecimiento, con una
severidad variable de sintomas de marchitamiento, limitando o deteniendo el
crecimiento del &rbol y la produccion. Como la floracion ocurre en brotes de un afio de
edad, si éstos estan afectados por la enfermedad, su produccién se perderd en la
siguiente temporada. No obstante, muchos éarboles con verticilosis pueden llegar a
superar la enfermedad como resultado de la produccién de nuevos tejidos alrededor de
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las lesiones necrdéticas, y las ramas recuperadas de arboles afectados pueden alcanzar
niveles normales de rendimiento en los siguientes periodos de crecimiento (Deketelaere
y col., 2017; Lépez-Escudero y Mercado-Blanco, 2011).

Se distinguen dos tipos de sindromes de la verticilosis en el olivo: agudo y cronico,
conocidos como apoplejia y decaimiento lento, respectivamente (Jiménez-Diaz y col.,
1998). La apoplejia, es de desarrollo rapido e implica marchitamiento severo de las
ramas principales y secundarias y se produce principalmente a finales del invierno e
inicios de la primavera bajo las condiciones de la cuenca del Mediterraneo. Inicialmente
las hojas muestran clorosis o pérdida de la coloracion, luego cambian a marrén claro y
se doblan sobre si mismas permaneciendo unidas a las ramas (L6pez-Escudero y
Mercado-Blanco, 2011). El marchitamiento de brotes y ramas suele comenzar desde la
punta de las ramas hacia el tallo y puede ocasionar la muerte del arbol principalmente
en arboles jovenes. La corteza de las ramas afectadas puede tomar color morado o
purpura y a veces también se observa una coloracién marrén en los tejidos del xilema.
El decaimiento lento, se caracteriza por una fuerte defoliacién de hojas verdes excepto
las del extremo distal, clorosis foliar y la momificacién y muerte de las inflorescencias.
Estos sintomas se inician en la primavera y progresan lentamente hasta inicios del
verano. En un mismo arbol se pueden observar ambos tipos de sindromes. La incidencia
y severidad de la verticilosis disminuye con la edad de la planta y disponibilidad de
potasio mientras que aumenta con el exceso de nitrégeno (Jiménez-Diaz y col., 1998).

La severidad de los ataques de verticilosis del olivo depende de la virulencia del patotipo
de V. dahliae que infecta el arbol. Tradicionalmente, los aislados de V. dahliae que se
encuentran infectando olivos se han clasificado de acuerdo a su capacidad para causar
la caida completa de las hojas verdes en: patotipo defoliante (D o raza 2) y no defoliante
(ND oraza 1) (Varo y col., 2016). El patotipo D es altamente virulento y causa sintomas
graves, incluyendo marchitez, clorosis, defoliacion, decoloracion vascular, reduccion
drastica de peso y altura y senescencia. Puede producir la muerte de arboles enteros o
la seca de ramas ocasionando un retraso en el crecimiento y mermas de produccion
(Lépez-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). El patotipo ND causa casi los mismos
sintomas pero en niveles bajos (defoliacion de las hojas) y moderados (clorosis o
necrosis); del mismo modo induce reduccién de peso y altura.

V. dahliae presenta micelios hialinos simples o ramificados, septados y multinucleados
(Fradin y Thomma, 2006), mientras que los conidios son uninucleados y se agregan en
forma de pequefias gotas en la punta de las fialides, que se organizan en espirales sobre
conidiéforos no ramificados y erectos denominados verticilios (Jiménez-Diaz y col.,
2012) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Micelio de V. dahliae. Tincion diferencial con safranina. Fotografia obtenida en este
estudio.

V. dahliae forma estructuras de resistencia conocidas como microesclerocios que le
permiten sobrevivir y diseminarse en el suelo y sobre restos de plantas afectadas. En
primer lugar, una vez que las células de los microesclerocios germinan generando hifas
o filamentos, son atraidas por un gradiente de nutrientes hacia las raices (Fradin y
Thomma, 2006). Estas estructuras recubren principalmente la zona de elongacion de la
raices y tienen la capacidad de invadir a través de tejidos sanos o por heridas. Después
de la invasién de la raiz, el micelio pasa al sistema vascular colonizando células
epidérmicas y corticales, ya sea mediante la proliferacién de hifas o la formacién de
apresorios (Prieto y col., 2009; Vallad y Subbarao, 2008, Berlanger y Powelson, 2000).
Este proceso invasivo ocurre de manera similar tanto en cultivos susceptibles a la
infeccién como en los resistentes (Vallad y Subbarao, 2008).

Tras esta primera etapa, el hongo progresa hacia el xilema del hospedador, donde la
colonizacién lo conduce hacia los tejidos aéreos alterando la distribucién del agua y de
los nutrientes, ocasionando el desarrollo de los sintomas caracteristicos de verticilosis
(Figura 1.5). Una vez colonizado el sistema vascular, se aprecia un descenso de la
presencia del patégeno en las raices hasta que se vuelve indetectable (Vallad y
Subbarao, 2008; Prieto y col., 2009). El progreso a través del sistema vascular se da
por la formacién de conidios que son transportados por el fluido xilematico hasta que
guedan atrapados en cavidades, donde germinan formando nuevas hifas que colonizan
tejidos vecinos (Fradin y Thomma, 2006).
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Figura 1.5. Ciclo de vida de Verticillium dahliae (Berlanger y Powelson, 2000. Sociedad
Americana de Fitopatologia).

En este punto es donde la planta puede recuperarse de la infeccién, ya que podria aislar
el patégeno ocluyendo los vasos infectados gracias a la deposicion de lignina en las
raices o de suberina en los tejidos vasculares, tras lo cual libera compuestos
antimicrobianos como fitoalexinas, terpenos o compuestos fendlicos, e incluso enzimas
como quitinasas y glucanasas para tratar de eliminar el hongo, ademas de generar
nuevas capas de xilema (Fradin y Thomma, 2006; Keykhasaber y col., 2017; Gharbi y
col., 2017). Otra respuesta del hospedador es la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS), ante las cuales también se generan enzimas detoxificadoras, cuya
produccion es mayor en variedades resistentes (Gharbi y col., 2016). La respuesta
desencadenada en las variedades resistentes es totalmente diferente que la de las
susceptibles a la infeccion, ya que un estudio metatranscriptdmico ha determinado que
muy pocos genes comunes se activan tras la infeccion en ambas variedades (Leyva-
Pérez y col., 2017). V. dahliae es capaz de superar estos mecanismos de defensa por
la activaciéon de la transcripcion de genes relacionados con la respuesta antioxidante y
de genes de virulencia como los codificantes de proteinas de unién de quitina (Jiménez-
Ruiz y col. 2017). Si el hongo es capaz de superar estas barreras, la infeccion llega
hasta las hojas e inflorescencias, donde se forman microesclerocios que serviran de
nuevo de inéculo primario cuando caigan al suelo (Trapero y col., 2009).

Diversos factores dificultan el control de la verticilosis del olivo, entre los que podemos
mencionar: i) la capacidad de produccion y diseminacion de los microesclerocios
capaces de resistir en el suelo por periodos de tiempo prolongados, aproximadamente
10 afios; ii) el amplio rango de hospedadores que pueden ser colonizados incluso sin
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causar sintomas, lo que incrementa la capacidad de supervivencia del patégeno en el
suelo; iii) la pérdida de efectividad de fungicidas debido a la ubicacién patégeno dentro
de los vasos del xilema durante su fase parasitaria; iv) la presencia de la variabilidad
genética en las poblaciones de V. dahliae que residen en el suelo donde el olivo se haya
establecido, lo que explica la existencia de virulencia diferencial (patotipos D y ND)
(Deketelaere y col., 2017; Varo y col., 2016; Lopez-Escudero y Mercado-Blanco, 2011).

Entre las medidas preventivas para el control de la verticilosis del olivo se incluyen: la
cuarentena, la certificacién de la manipulacion del material vegetal, la seleccién de
practicas de cultivo apropiadas, y el uso de variedades resistentes, asi como de medios
de control fisicos, quimicos y bioldgicos. Sin embargo, la eficacia de estos controles se
ve afectada por la variabilidad genotipica y espacio-temporal de las poblaciones del
fitopatdgeno, ademas de la evolucion y desarrollo de mecanismos de patogenicidad que
descartan como estrategia, la seleccion de especies vegetales resistentes a las
enfermedades. En estos casos es necesaria la eliminacién de los arboles afectados y la
vegetacion silvestre circundante que pueda actuar como hospedadora (Lépez-Escudero
y Mercado-Blanco, 2011).

El empleo de agroquimicos es una de las medidas paliativas mas utilizadas, sin
embargo, su uso esta restringido debido al efecto perjudicial sobre el medio ambiente.
La guia de gestion integrada de plagas para el cultivo de olivar del Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente recopila los productos fitosanitarios frente a
la verticilosis disponibles en el mercado y de uso actual en Espafia. Los productos de
naturaleza quimica autorizados para la verticilosis son: Folpet (nhocivo, carcinogénico
categoria 3, peligroso para el medio ambiente) y Procloraz (nocivo, peligroso para el
medio ambiente). Una vez que el patdgeno alcanza el tejido vascular de la planta, los
fungicidas quimicos parecen ser ineficaces (Deketelaere y col., 2017). Esta pérdida de
eficacia asi como la actual sensibilizacion ambiental en el manejo de enfermedades y el
rechazo social hacia estos insumos, han intensificado la blsqueda de métodos
alternativos para el control de la verticilosis (Varo y col., 2016).

Ya que en la actualidad no existe un método eficaz para combatir la enfermedad vy
ninguna de las medidas de control disponibles es suficientemente eficaz cuando se
aplica de forma individual, se hace necesaria la aplicacion de una estrategia de manejo
integral de la enfermedad. Esta estrategia debe basarse en el desarrollo y aplicacién de
medidas preventivas de control (antes de la siembra) y paliativas (después de la
siembra) (Deketelaere y col., 2017; Tjamos, 1993; Blanco-Lépez y Jiménez-Diaz, 1995;
Tjamos y Jiménez-Diaz, 1998).

Un enfoque interesante para el control de la verticilosis es el uso de bacterias PGPR
como agentes de control bioldgico. La interaccién de estas bacterias con las plantas
ofrece ventajas, pues no sélo producen metabolitos con actividad antimicrobiana sino
gue, ademas, interactlan directa e indirectamente con las plantas para protegerlas del
efecto perjudicial de los patégenos, colonizando espacios y compitiendo por nutrientes,
induciendo resistencia sistémica o promoviendo el crecimiento de la planta mediante la
liberacién de fitohormonas y nutrientes, entre otros productos (Whipps, 2001).

Entre las caracteristicas deseables de un agente de biocontrol frente a la verticilosis se
mencionan: la capacidad para inhibir la germinacion de las esporas, colonizar el xilema
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ylo la corteza 'y competir con el patdgeno por nutrientes y/o espacio, inducir respuestas
de resistencia en la planta y/o promover el crecimiento de la planta. Los potenciales
agentes de biocontrol deben evaluarse y seleccionarse en condiciones similares a la
situacion del cultivo en el campo para aumentar las posibilidades de uso exitoso,
considerando aspectos como la produccibn a gran escala, la formulacién, las
condiciones de conservacion, la vida util y los métodos de aplicacion (Deketelaere y col.,
2017).

Entre los microorganismos que han sido estudiados como agentes de control biolégico
frente a la verticilosis se mencionan: Serratia plymuthica cepa HRO-C48 (Mdller y col.,
2008), Paenibacillus alvei cepa K165 (Markakis y col., 2016) y ciertas especies de los
géneros Bacillus y Pseudomonas (Mercado-Blanco y col., 2004). Diferentes cepas de
Pseudomonas spp. han sido identificadas y evaluadas en plantas de olivo (Triki y col.,
2012) asi como P. fluorescens PICF7 (Gémez-Lama-Cabanas y col., 2014) que muestra
un control eficaz frente a la verticilosis en olivo en diferentes condiciones de crecimiento:
controladas o semi-controladas (Prieto y col., 2009). Entre los hongos, Trichoderma spp
esta ampliamente distribuido en diversos nichos ecoldgicos y también ha sido estudiado
como agente de control frente a la verticilosis del olivo. Existe en el mercado un
preparado de dos especies de Trichoderma, T. asperellum y T. gamsii, el cual debe ser
aplicado por personal especializado y esta aprobado sélo para tratamientos de plantas
de olivo en viveros antes de ser plantadas en el campo (Varo y col., 2016).
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2. OBJETIVOS

La empresa biotecnolégica Xtrem Biotech S.L. junto con el Grupo de Investigacion
"Exopolisacaridos Microbianos" (BIO188) de la Universidad de Granada, mediante un
Doctorado Industrial, se plantearon llevar a cabo un estudio de aislamiento y
caracterizacion taxonémica de cepas bacterianas en el habitat salino Rambla Salada en
Murcia, que permitiera en primer lugar ampliar conocimientos sobre la diversidad
microbiana de este habitat, asi como seleccionar agentes de control bioldgico de la
verticilosis del olivar. De igual manera, nos planteamos evaluar las cepas bacterianas
aisladas de diversos habitats salinos de Espafia pertenecientes a la coleccién de la
empresa y que presentaban actividad antifiingica.

En este estudio se empled la técnica de dilucién a extincion, que favorece el aislamiento
y cultivo de bacterias que ain no han podido ser cultivadas. De los aislados, ademas de
su caracterizacion taxonémica se pretende evaluar su actividad como agentes de control
bioldgico.

Ante la ausencia de tratamientos especificos en el mercado que tengan una actividad
eficaz frente a V. dahliae y que ademas sean inocuos para el medio ambiente, nos
planteamos en este estudio el objetivo de desarrollar un formulado de naturaleza
bioldgica que tenga las mismas 0 mejores prestaciones que un fertilizante quimico con
la ventaja de ser compatible con el ser humano y el medio ambiente, para contribuir al
manejo integrado de la verticilosis en el olivar.

Los objetivos concretos planteados en este estudio son:

1. Caracterizar taxonbmicamente los microorganismos aislados de suelos de Rambla
Salada (Murcia), mediante la técnica de dilucion a extincion.

2. Seleccionar y caracterizar fisiologicamente el grupo de cepas de Rambla Salada y
de la coleccion de Xtrem Biotech que presenta mayor actividad antifingica frente a
V. dahliae.

3. Determinar in vivo en olivos infectados por V. dahliae la actividad antifungica
preventiva y curativa de las cepas seleccionadas.

4. Analizar la presencia y permanencia de las cepas seleccionadas en plantas
afectadas por V. dahliae.

5. Determinar la bioseguridad de la cepa con mayor potencial como agente de
biocontrol de la verticilosis del olivar.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Muestras de suelo

Se analizaron 6 muestras de suelo provenientes de dos zonas de Rambla Salada
Murcia, tres muestras de sedimentos acuosos de una zona de surgencia de agua salada
(S1, S2 y S3) y tres muestras de suelo de una zona denominada Finca La Salina (FS1,
FS2 y FS3). La ubicacién y la fecha de muestreo se presentan en la Tabla 3.1. Las
muestras fueron recogidas en botes estériles sellados con papel de parafina y se
conservaron en camara fria a 4°C en el laboratorio hasta su analisis.

Tabla 3.1. Fecha de muestreo y ubicacion de las muestras de suelo analizadas.

Muestras Fecha Ubicacién

Zona de surgencia  S1 junio 2012 38°07'29.09" N; 1° 07' 42.15" W
S2 febrero 2013
S3 noviembre 2013

Finca La Salina FS1 noviembre 2013 38°07'27.1"N; 1 07" 1.4"W
FS2 enero 2014
FS3 enero 2014

3.2. Microorganismos utilizados

Las cepas bacterianas objeto de estudio en esta tesis tienen distinta procedencia. Un
primer grupo de 354 cepas que se aislaron a partir de las muestras de suelo de Rambla
Salada y, un segundo grupo de 72 cepas de la coleccion de microorganismos de la
empresa biotecnolégica Xtrem Biotech, S.L. aislados de ambientes hipersalinos.

Como bacterias control utilizamos Blastomonas natatoria CECT 42737, Blastomonas
ursincola DSM 90067, Roseovarius azorensis DSM 100674", Roseovarius tolerans EL-
172", Roseovarius pacificus LMG 245757, Escherichia coli MC4100 y OP50,
Pseudomonas putida KT2440, Burkholderia cepacia CC-Al74 y P. aeruginosa PAO 32.
La conservacion de las cepas bacterianas a corto plazo se realiz6 mediante siembras
en medios solidos que se almacenaron a 4°C. A largo plazo, se conservaron en medio
liquido con glicerol 10% v/v y se llevaron a congelacion a -80°C.

Para evaluar la actividad antifungica se utilizaron los siguientes hongos: Verticillium
dahliae V024 patotipo D (Dpto. Produccion Vegetal, Universidad de Cordoba),
Phytophotora cinnamomi (Dpto. Ingenieria Forestal y del Medio Natural, Universidad de
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Extremadura), Sclerotinia sclerotiorum CECT2769, Magnaporthe oryzae CECT20276,
Thanatephorus cucumeris CECT2813, Phytium ultimum CEC2364, Botrytis cinerea
(Dpto. Produccién Animal y Ciencia de los Alimentos, Universidad de Zaragoza),
Alternaria alternata y Fusarium oxysporum (Dpto. de Microbiologia, Facultad de
Bioldgicas, Universidad Complutense de Madrid). Asimismo se empledé y el nematodo
Caenorhabditis elegans estirpe silvestre N2 para los estudios de toxicidad (Instituto del
Agua, Universidad de Granada). La conservacion a corto plazo de los hongos se realizd
por resiembras en PDA a 4°C mientras que la conservacion a largo plazo se llevé a cabo
mediante congelacion a -20°C de cortes de 4 mm de didmetro del hongo crecido en
dicho medio sélido. La conservacién y cultivo del nematodo C. elegans se describe
posteriormente en el apartado 3.15.3.

3.3. Plantas de olivos

Se utilizaron 4 grupos de plantones de olivo del cultivar Picual, susceptibles a la
infeccion por V. dahliae, y olivos de edad adulta también del cultivar Picual con sintomas
de infeccion por V. dahliae pertenecientes a una finca de Colomera, Granada (DD)
37.421499, -3.744019. Las condiciones de luz, temperatura y riego se describen para
cada grupo en el apartado 3.16.

3.4. Medios de cultivo

3.4.1. Medio salino S3 liquido y sélido (Sait y col., 2006)

El medio S3 fue utilizado para el cultivo y aislamiento de las cepas procedentes de
Rambla Salada. Su composicion se describe en las Tablas 3.2, 3.3, 3.4, 3.5y 3.6. El pH
del medio se ajust6 a 7 en el medio solido, mientras que en el medio liquido se utilizaron
los pH 5,5; 7 y 10.
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Tabla 3.2. Composicion del medio de cultivo S3.

Componentes

Extracto de suelo” 200 ml
Solucién traza’ 2 ml
Solucion de vitaminas I 2 ml
Solucion de vitaminas II* 6 ml
Sales Subow’ 333 ml
Proteosa peptona 500 mg
Solucién selenito/tungsteno 2 ml
Agar purificado 20 g
H20 destilada c.s.p 1000 mi

*descritos a continuacion.

El extracto de suelo fue preparado diluyendo 1 g de la muestra en 1000 ml de agua
destilada. Esta suspension inicial se sonico durante 15 minutos y se dejé decantar
durante una noche. El sobrenadante fue transferido a un nuevo matraz y se filtré con
papel Whatman™ grado 1. Posteriormente se autoclavo a 112°C durante 30 minutos,
se dej6 enfriar y se almacené en camara fria a 4°C hasta su uso. Cada muestra que se
procesO para el aislamiento de microorganismos fue sembrada en medio S3 que
contenia 1/5 v/v de su propio extracto de suelo.

Tabla 3.3. Composicién de la solucion traza

Componentes

HCI 25% 10 ml
FeCl2x 4H20 15¢g
CoCl2 x 6H20 190 mg
Na:MnO4x 2H20 36 mg
MnClzx 4H20 100 mg
Kl 2 mg
ZnCl> 70 mg
HsBOs 6 mg
NiCl2 x 6H20 24 mg
CuCl2 x 2H20 2 mg
H20 c.s.p. 1000 ml

Tabla 3.4. Composicién de la solucién de vitaminas |

Componentes

4- aminobenzoato 40 mg
Biotina 10 mg
Hemicalcio D+/- pantotenato 100 mg
Piridoxamina hidroclorada 50 mg
Tiamina clorada hidrogenada 150 mg
Cianocobalamina 100 mg
H20 c.s.p. 1000 ml
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Tabla 3.5. Composicion de la solucién de vitaminas Il

Componentes

DL-6,8 - acido nicotinico 10 mg
Riboflavina 10 mg
Acido félico 4 mg
H20 c.s.p. 1000 ml

Tabla 3.6. Composicion de sales Subow 30% (p/v) (Rodriguez-Valeray col.,
1981)

Componentes

NaCl 205,2 g
MgClz « 6H20 3649
MgSOg * 7H20 52¢g
CaClz » 2H20 0,89
KCI 529
NaHCO:s 0,2¢
NaBr 0,649
FeCls « 6H20 0,5 % (p/v) 0,6 mi
H20 c.s.p. 1000 ml

Se pesaron y mezclaron los componentes descritos anteriormente, excepto las
soluciones de vitaminas, se ajusté el pH a 7,2 y se autoclavé a 112°C durante 30
minutos. Se dej6é enfriar a 50°C aproximadamente y se afiadieron las soluciones de
vitaminas | y Il. Por dltimo, el medio se vertié en placas de Petri y se almacené a 4°C
tras su solidificacion. Para preparar medio S3 liquido seguimos el mismo procedimiento
pero sin afadir el agar.

3.4.2. Medio R2A

El medio deshidratado (Difco®) empleado habitualmente para el mantenimiento de las
cepas se suplementd con 3% de sales de Subow. Este medio solido también se empled
para evaluar el crecimiento de las cepas a diferentes concentraciones de sales Subow.
El pH final del medio se ajusté a 7.

3.4.3. Medio R2 liquido

Medio empleado como base de otros medios y pruebas. Su composicién de describe en
la Tabla 3.7. El pH final del medio se ajusté a 7.
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Tabla 3.7. Composicion del medio liquido R2

Componentes

Proteosa peptona 0,59
Extracto de levadura 0,59
Casaminoacidos 0,59
Dextrosa 0,59
Almidén soluble 0,59
Piruvato sodico 0,39
K2HPO4 0,3g
MgSOa4 0,05¢
H20 c.s.p. 1000 ml

3.4.4. Medio patata dextrosa, agar y patata, dextrosa caldo (PDA y PDB)

Medio deshidratado (Difco®) utilizado para el mantenimiento y conservacion de los
hongos asi como para los ensayos de actividad antifingica. En los caso necesarios se
suplement6 con antibiéticos: estreptomicina y penicilina G con una concentracion final
de 100 mg/l y 25 mg/Irespectivamente.

3.4.5. Caldo y agar nutritivo (CNy AN)

Medio empleado para el recuento y mantenimiento de cepas. Su composicion se
describe en la Tabla 3.8. Para la preparacion del medio solido se adicion6 agar (15 g/l).

Tabla 3.8. Composicién del caldo nutritivo

Componentes

Extracto de carne 1lg
Extracto de levadura 29
Peptona 59
NaCl 59

H20 c.s.p. 1000 ml

3.4.6. Caldo marino

Este caldo deshidratado (Difco®) fue empleado para el cultivo de las cepas. En los casos
requeridos este caldo fue adicionado de agar (15 g/l) para obtener placas de agar marino
(MA).
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3.4.7. Medio Luria-Bertani LB

Medio empleado para el cultivo y mantenimiento de diversas cepas entre ellas, E. coli
DH5a. Para su preparacion se utilizaron 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5
g de NaCl, agar 15 g y agua c.s.p. 1000 ml ajustando el pH a 7,0. Se esterilizé a 121°C
durante 20 minutos.

3.4.8. Medio Molp

Medio empleado para incrementar la produccién bacteriana de metabolitos secundarios
(lipopéptido) (Ahimoua y col., 2000). Su composicion se detalla en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Composicion del medio Molp

Componentes

Peptona 309
Sacarosa 209
Extracto de levadura 79
KH2PO4 199
MgSOa4 0,45 mg
CuSO0g4 0,0001 mg
FeCls « 6H0 0,0005 mg
Na:MoO4 0,004 mg
Kl 0,002 mg
MnSQOg « H20 3,6 mg
ZnS0O4 * 7TH20 0,14 mg
H3BOs3 0,01 mg
CeHsO7 10 mg
H20 c.s.p. 1000 ml

3.4.9. Medio NGM (Nematode Growth Media)

Medio utilizado para los ensayos de toxicidad con el nematodo C. elegans (Stiernagle,
2006). Para su preparacion se mezclaron los componentes de la solucién | (Tabla 3.10)
en un matraz de 2 litros de capacidad y se autoclavaron durante 50 minutos a 121°C.
Una vez esterilizado y enfriado a 50°C se afiadieron los componentes de la solucién I
(Tabla 3.10) esterilizados por filtracién. Se mezcl6 bien y se dispensé en placas de Petri.
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Tabla 3.10. Composicion del medio NGM

Solucién |

Peptona 254¢g
NaCl 39
Agar 179
H20 975 ml
Solucién I

MgSOs 1M 1mi
CaClz 1M 1ml
Colesterol 5 mg/ml etanol 1ml
KPO4s 1M 25 ml

3.4.10. Medio NP10 Sorensen’s

Medio semi-selectivo utilizado para el aislamiento de V. dahliae a partir de muestras de
suelo. Se prepar6 de acuerdo al procedimiento descrito por Kabir y col., 2004.
Inicialmente, se prepararon las soluciones | y Il (Tabla 3.11) y se autoclavaron a 121°C
durante 15 minutos. Una vez enfriadas hasta 50°C se mezclaron en proporcion 1:1, se
adicionaron los antibiéticos cloranfenicol y estreptomicina a 50 mg/l cada uno y se

dispensaron en placas petri.

Tabla 3.11. Composicién del medio NP10 Sorensen’s

Solucién |

acido poligalacturénico (PGA) 59
NaOH5M 2,5mi
H20 c.s.p. 500 ml
Solucién I

KNOs lg
KH2PO4 lg
KCI 0,59
MgSOa4 * 7H20 0,59
Tergitol 0,5 ml
Agar 15¢g
H20 c.s.p. 500 ml

3.4.11. Medio Cooper

Medio utilizado para el crecimiento de las cepas y el ensayo de toxicidad con V. fischeri
ATCC 49387. Inicialmente se pesaron y mezclaron todos los componentes que se
muestran en la Tabla 3.12, y a continuacion se adicioné 1 ml de solucion de sales traza
100X (Tabla 3.13). Se ajust6 el pH final a 7,5y se autoclavé a 115°C durante 20 minutos.
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Tabla 3.12. Composicion del medio Cooper

Componentes

Glucosa 40 g
NHaNO3 49

Naz HPO4 5,689
MgSOa4+ 7H20 0,29
KH2PO4 4,08 g
NaCl 509
H20 c.s.p. 1000 ml

Tabla 3.13. Solucién de sales traza 100X para medio Cooper

Componentes

CaClz » 2 H20 0,1g
FeSO4+ 7 H20 0,114¢
EDTA « 2 H20 0,15¢
MnSQOg « H20 0,07 g
H20 c.s.p. 100 ml

3.4.12. Medio SG

Medio utilizado para el cultivo de bacterias y extraccidn de lipopéptidos (Schaeffery col.,
1965, Leighton y Doi, 1971). Inicialmente se preparé una solucién de sales stock de
acuerdo con la Tabla 3.14 y a continuacién, se utilizé para preparar el medio junto con
el resto de los componentes que se muestran en la Tabla 3.15. El pH final se ajusté a

7,2.

Tabla 3.14. Composicion de la solucién de sales stock para el medio SG

Solucién de sales stock

Ca(NO3)2 199
MnCl2 19,6 g
FeSO4 * H20 0,4 mg
H20 c.s.p. 1000 ml

Tabla 3.15. Composicién del medio SG
Componentes
Extracto de carne 39
Peptona 59
KCI 29
MgSO4 * 7H20 054¢g
NaCl 10g
Sacarosa 29
Solucion de sales 250 ml
H20 c.s.p. 1000 ml
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3.4.13. Medio K

Este medio fue utilizado en los ensayos de toxicidad con el nematodo C. elegans. Se
prepar6 con 2,36 g de KCI, 3 g de NaCl y H,0 c.s.p. 1000 ml (Boyd y col., 2012).

3.4.14. Medio K+

Este medio es también conocido como medio K completo, fue utilizado en los ensayos
de toxicidad con el nematodo C. elegans. Se preparé con 1000 ml de medio K, 1 ml de
colesterol (5 mg/ml), 1 ml de CaCl, 1My 1 ml de MgSO4 1 M (Boyd y col., 2012).

3.4.15. Medio minimo salino 9 (MM9)

Este medio fue utilizado para la preparacion del medio CAS. Se preparé con 15 g de
KH2PO., 25 g NaCl y 50 g de NH4Cl en 500 ml de agua destilada. Se esterilizé por
filtraciéon (Louden y col., 2011).

3.4.16. Medios M1y M2

Medios de cultivo desarrollados por la empresa Xtrem Biotech S.L. bajo secreto
industrial a partir de materias primas de origen vegetal con el propésito de ser utilizados
en la produccion de los agentes de control biolégico a gran escala.

3.5. Soluciones

3.5.1. Antimicrobianos

Se utilizé ampicilina, estreptomicina, cloranfenicol y rifampicina para suplementar
algunos medios de cultivo. Las soluciones madres se prepararon en agua bidestilada
excepto la rifampicina que se prepard en metanol. La esterilizacion de estas soluciones
se realizé por filtracién utilizando filtros de 0,22 um y posteriormente se almacenaron a
-20°C en alicuotas.

En los casos requeridos, estas soluciones antimicrobianas se afiadieron a los medios
de cultivos a las siguientes concentraciones: cloranfenicol (Cm) 12,5 pg/ml, ampicilina
(Amp) 100 pg/ml, estreptomicina (Sm) 100 pg/mly rifampicina (Rif) 100 pug/ml.
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3.5.2. X-gal
La soluciébn de 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopirandsido (X-gal) (Sigma) se

preparé6 a una concentracion final de 20 mg/ml utilizando N,N- dimetilformamida
(Panreac®) como disolvente, y se conservé a -20°C.

3.5.3. Tampén TE

La solucién Tris-EDTA (TE) se utilizé para resuspender el ADN. Su composicion final
fue 1 mM EDTA y 10 mM Tris-Cl; se ajusté a pH 7,5.

3.5.4. Tampdn TAE

La solucién Tris-Acetato-EDTA para la electroforesis en geles de agarosa se prepar6
diluida (TAE 1X) a partir de una solucion concentrada TAE 10X (400mM Tris-acetato,
10mM EDTA, pH 8).

3.5.5. Tampon CTAB

Esta solucion fue utilizada para las extracciones de ADN a partir de material vegetal.
Esta constituido por bromuro de cetil-trimetil amonio 2%, NaCl 1,4 M, 2-mercaptoetanol
0,2%, EDTA 20 mM y Tris-HCI 100 mM, pH 8.

3.5.6. Tampon M9

Esta solucion fue utilizada en los ensayos de toxicidad con el nematodo C. elegans. Se
prepar6 con 3 g de KH2PO4, 6 g de Naz:HPO,, 5 g de NaCl, 1 ml de MgSO4 1 My H20
€.S.p. 1000 ml; el pH se ajusté a 7,2.

3.5.7. Solucién salina citrada (SSC 0,1X)

Esta solucion se utiliz6 para determinar el contenido de G+C de los genomas
bacterianos. Se realizé a partir de un stock 1X el cual se prepard con 4 g de citrato
sddico, 0,8 g de NaCl y agua destilada c.s.p. 100 ml.
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3.6. Técnica de aislamiento de dilucidon a extincion

Esta técnica de alta eficiencia se utiliz6 para aislar y cultivar bacterias que no han podido
ser cultivadas por técnicas convencionales. En el tratamiento de nuestras muestras se
empled la técnica descrita por Button y col., (1993) con modificaciones.

3.6.1. Procesamiento y estimacion del nUmero de microorganismos de las
muestras

Se prepararon diluciones de 10? hasta 107 de las muestras de suelo y sedimentos
acuosos en solucién salina fisioldgica a partir de 1 gramo de cada una de las muestras
y se determind el nimero de microorganismos por gramo de suelo con el empleo de una
camara de recuento para bacterias Petroff Hausser y azul de metileno como contraste.

3.6.2. Inoculacion de las placas de microtitulacion

Una vez obtenido el nUmero de microorganismos por gramo de muestra, se prepararon
las diluciones necesarias para conseguir que solo una o pocas bacterias estuvieran
presentes en un volumen de cultivo determinado. En nuestro caso, se prepararon las
diluciones necesarias hasta obtener 100 microorganismos por ml. Se sembraron 10 pl
en cada pocillo de una placa de microtitulacién de 48 pocillos (1 microorganismo
aproximadamente) con medio salino S3 (apartado 3.4.1) en un volumen final de 500 pl.

Las placas fueron incubadas a 20°C realizandose observaciones semanales hasta la
aparicion de la turbidez en los pocillos. En estos casos, se tomaron 20 pl del medio y se
inocularon en placas con medio salino S3 sélido y se incubaron nuevamente a 20°C. De
igual forma, se transfirieron 100 ul de cultivo de los pocillos con turbidez a tubos de
criopreservacion con 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) que fueron almacenados a -80°C
para futuros analisis.

3.6.3. Analisis estadistico

El porcentaje de cultivo fue determinado por la ecuaciéon V= -In(1-p)/X, donde: V es el
estimado de cultivo, p es la proporcion de pocillos positivos con crecimiento dividido por
el nimero de pocillos inoculados totales y X es el indculo inicial de células afiadidas en
cada pocillo (Button y col., 1993; Connon y Giovannoni, 2002).
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3.7. Pruebas fenotipicas

3.7.1. Gram, catalasa, oxidasa y movilidad

A cada uno de los aislados bacterianos obtenidos en medio sélido S3 se le realizaron
las pruebas de Gram, catalasa, oxidasa y movilidad en gota siguiendo los protocolos de
rutina.

3.7.2. Crecimiento a distintas concentraciones de sales, temperaturay pH

Las bacterias se sembraron en medio liquido R2 (apartado 3.4.3) adicionado con un 5%
de sales Subow (apartado 3.4.1) y tras su incubacion a 25°C durante 3 dias se utilizaron
como indculo para ensayar las siguientes condiciones de crecimiento:

3.7.2.1. Concentraciones de sales: Se emple6 como medio base el medio R2A
adicionado con distintas concentraciones de sales Subow: 1, 3,5, 7,5, 10, 15, 20
y 25 (% v/v). El pH y la temperatura de incubacion empleados fueron 7 y 25°C,
respectivamente.

3.7.2.2. Temperaturas: Se empled el medio R2A adicionado con 3% de sales
Subow y se realizé la incubacion a las siguientes temperaturas: 4, 15, 20, 25, 30,
32, 35y 40°C. El pH utilizado fue 7.

3.7.2.3. Valores de pH: Se empled el medio R2A adicionado con un 3% de sales
Subow ajustado a distintos pH: 4, 5, 6, 7, 8,9, 10y 11. La incubacion se realizo
a 25°C.

La evaluacién del crecimiento a distintas concentraciones de sales (a 25°C) y distintas
temperaturas se realizd durante 21 dias, mientras que, la evaluacion del crecimiento a
distintos valores de pH se realiz6 durante 15 dias.

3.7.3. Crecimiento en anaerobiosis

Para evaluar el crecimiento en condiciones de anaerobiosis, las cepas sembradas en
medio R2A con 3% de sales Subow se incubaron durante 7 dias a 30°C en jarras de
anaerobiosis comercializadas por Oxoid utilizando para ello el sistema anaerébico
Anaerogen de la misma casa comercial para crear una atmosfera exenta de oxigeno.
Paralelamente se realizé un control en aerobiosis del mismo inéculo y medio.

3.7.4. Pruebas enzimaticas

Se evaluo la capacidad de las cepas aisladas para degradar la quitina, hidrolizar la
caseina, producir lecitinasa, producir ADNasa, hidrolizar el almidon, degradar la
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celulosa, hidrolizar la gelatina e hidrolizar el Tween 20 y el Tween 80. Para algunas
cepas seleccionadas se evalud igualmente la actividad fosfatasa &acida y alcalina, la
produccion de sideroforos y la presencia de ACC desaminasa. En todas las pruebas se
realizé la incubacion a 30°C.

3.7.4.1. Hidrolisis del almiddn

Con esta prueba se determind la actividad amilasa de los aislados (Mourey y Kilbertus,
1976). El medio se prepard afiadiendo al medio R2 un 1% (p/v) de almidén y agar 15
g/l. La incubacién se realizé durante 2 dias. Para el revelado se empleé lugol vertido
sobre el crecimiento en las placas.

3.7.4.2. Hidrdlisis de la caseina

Para evaluar la actividad proteolitica de las cepas se utiliz6 el método descrito por
Barrow y Feltham, 1993. Inicialmente se preparé el medio R2 con la mitad de la cantidad
de agua necesaria (500 ml) y agar 15 g/l y, una vez esterilizado, se le afiadié 500 ml de
leche desnatada estéril. Las bacterias se sembraron con asa y se incubaron durante 5
dias. Se consideraron positivas para la hidrélisis de la caseina las bacterias que
presentaron un halo traslucido alrededor de su crecimiento.

3.7.4.3. Hidrélisis de Tween 20y Tween 80

Se evalud la actividad lipolitica de las cepas de acuerdo con el método de Mourey y
Kilbertus, 1976. Para su preparacién se afadié 1 % (v/v) de Tween 20 o Tween 80
(derivados del polioxietilén sorbitdn) y agar 15 g/l al medio R2. Se tomaron como
positivas las bacterias que presentaron un halo opaco alrededor del crecimiento tras 10
dias e incubacion, producto de la precipitacion de la sal célcica del acido liberado.

3.7.4.4. Quitinasa

Se evalud la actividad quitinolitica de las cepas segun el protocolo descrito por Wu y
col., 2009. El medio se prepar6 afiadiendo al medio sélido R2A un 1% (p/v) de quitina
coloidal. Para su preparacion, la quitina fue solubilizada en HCI 10 N y precipitada en
etanol 98% (p/v) frio. El precipitado se lavé con agua abundantemente y se dej6 secar.
Se tomaron como positivas las cepas que presentaron un halo claro alrededor de su
crecimiento tras 10 dias de incubacion.
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3.7.4.5. Fosfatasa alcalina

Se evalué la produccion de la enzima fosfatasa segun el método descrito por Baird-
Parker, 1963. El medio se prepar6 afiadiendo 1 ml de fosfato de fenolftaleina 0,01 %
(p/v) (Merck) al medio R2A tras su esterilizacion en autoclave. Las bacterias se
sembraron con asa o depositando una gota desde cultivo liquido. Transcurridos 7 dias
de incubacién la actividad fosfatasa se revel6 con una solucion de amoniaco sobre la
placa. Se considero la prueba positiva cuando la masa bacteriana o la zona de alrededor
se colore6 de rosa.

3.7.4.6. Fosfatasa acida

Con esta prueba se evalué la capacidad de las bacterias de solubilizar el fosfato tri-
calcico (Pikovskaya, 1948). Su composicion se describe en la Tabla 3.16. El pH final fue
ajustado a 7,5. Las bacterias se sembraron con asa o depositando una gota desde un
cultivo liquido, se incubaron durante 10 dias y se tomaron como positivos los aislados
gue presentaron un halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano.

Tabla 3.16. Composicion del medio para la prueba de la fosfatasa acida

Componentes
Glucosa 59
MgCl2 2549
MgSOa4 0,1g
KCI 0,149
NHsNO3 29
Caz(POa)2 2549
Agar 15¢g
H20 c.s.p. 1000 mi
3.7.4.7. DNAsa

Prueba utilizada para detectar la produccién de la enzima DNAsa. Las bacterias fueron
sembradas en el medio Agar DNAsa (Cultimed®) con asa o en gota desde cultivo
liguido, y se incubaron durante 7 dias. Para hacer la lectura se afadi6 sobre el
crecimiento HCI 1N. Se tomaron como positivas las bacterias que presentaron un halo
transparente alrededor del crecimiento bacteriano.

3.7.4.8. Gelatinasa

Con esta prueba se evalu6 la capacidad de produccion de enzimas proteoliticas
(gelatinasas) que hidrolizan la gelatina empleando el medio deshidratado de gelatina
nutritiva (Difco®). La prueba se realizé en tubos de ensayo con 2,5 ml de medio, la
inoculacion de la bacteria se realiz6 con asa vy, transcurridas 48 horas, los tubos se
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enfriaron a 4°C hasta que el control no inoculado solidific6. Se tomaron como positivos
los tubos que permanecieron liquidos.

3.7.4.9. Lecitinasa

Prueba utilizada para detectar la produccioén de lecitinasa (Larpent y Larpent-Gourgand,
1957). El medio se prepard afiadiendo una emulsion de una yema de huevo estéril
preparada en 100 ml de solucién salina a 900 ml de medio base (R2A). La lectura de la
prueba se realizé a los 7 dias posteriores a la siembra. La actividad lecitinasa se
considerd positiva en todas aquellas bacterias en donde se observé un halo opaco
alrededor de la zona de crecimiento.

3.7.4.10. Hidrdlisis de la celulosa

Prueba empleada para detectar la produccion de enzimas celuliticas (Villalba y col.,
2014). Como medio base se empled R2A sin piruvato o AN suplementado con 1 % p/v
de celulosa. Las bacterias fueron sembradas depositando una gota de un cultivo liquido
y pasados 15 dias de incubacién se determiné la presencia de un halo claro alrededor
de las bacterias que poseen actividad celulolitica.

3.7.4.11. Fijacion nitrégeno

Para determinar la capacidad de fijacion de nitrdgeno se empleé el medio Burk (Stella 'y
Suhaimi, 2010). Inicialmente las bacterias fueron sembradas en Burk liquido y
mantenidas en incubacién durante 5 dias y, posteriormente, estos cultivos liquidos se
sembraron en placas del mismo medio sélido incubandose durante 7 dias (Tabla 3.17).

Tabla 3.17. Composicién del medio de Burk

Componentes

MgSO4 -+ 7H20 0,29
CaSO0s * 2H20 0,059
KH2PO4 0,16 g
K2HPO4 0,64 g
Sacarosa 209
NaCl 0,2g
Agar 209
H20 c.s.p. 1000 ml

Una vez mezclados todos los componentes se ajusto el pH a 7,3 y se autoclavo a 121°C
durante 15 minutos. Se prepar6 una solucién de Na;MoO, ¢ 2H,0 al 0,05% p/v y otra de
FeSOa4 7H,0 al 0,3% pl/v, se esterilizaron por filtracion y se afiadieron 5 ml de cada una
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al medio autoclavado. La actividad nitrogenasa se considero positiva en todas aquellas
bacterias que crecieron en el medio sélido.

3.7.4.12. Actividad ACC desaminasa

Se utilizé el procedimiento descrito por Poonguzhali y col., 2006 con modificaciones,
para conocer la capacidad de las cepas de desaminar el l-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC), un precursor de la sintesis de etileno. Inicialmente las bacterias
fueron sembradas en medio Burk liquido y se mantuvieron en incubacion durante 5 dias
y, posteriormente, estos cultivos liquidos se sembraron en placas del mismo medio
sélido suplementado con 1-aminociclopropano-1-carboxilato 0,3 g/l.

3.7.5. Produccién de sider6foros

Se utilizé el medio cromo azurol (CAS) descrito por Louden y col., 2011. Este medio
utiliza como indicadores, sulfonato de chromo azurol (CAS) y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) vy, piperazina - N, N’-bis (acido 2-etanosulfonico)
(PIPES) como tampén del medio. Para su preparacion, se disolvieron con agitador
magnético 60 mg de CAS en 50 ml de agua, 10 ml de FeCl; 6H,0O 1 mM (en HCI 10 mM)
y 72 mg de HDTMA en 40 ml de agua. La solucion azul oscura resultante se autoclavo
a 121°C durante 15 minutos. A continuacion se prepararon 4 soluciones stock, 500 mi
de medio minimo salino MM9 (apartado 3.4.15), 100 ml de glucosa al 20%, 150 ml de
NaOH 4,2 M (comprobando su pH alrededor de 12) y una solucion de casaminoacidos
(3 g en 27 ml de agua) y se esterilizaron por filtracién. Finalmente para la preparacion
del agar CAS, se disolvieron 100 ml de MM9 en 750 ml de agua destilada y 32,24 g de
PIPES. La disolucién de PIPES se realiz6 manteniendo el pH por encima de 6 utilizando
la solucién stock de NaOH. Una vez disuelto completamente el PIPES, el pH se ajusto
hasta 6,8. A continuacion se adicionaron 15 g de agar y se autoclavé a 121°C durante
15 minutos. Se dejé enfriar a 50°C y se adicionaron 30 ml de la solucién stock de
casaminoacidos y 10 ml de la solucién stock de glucosa. Finalmente se adicionaron 100
ml de la solucién CAS inicial y se mantuvo a 4°C hasta su uso.

Inicialmente las bacterias fueron sembradas en placas de agar (R2A o agar nutritivo)
como medio base y una vez crecidas las bacterias, se afiadieron 10 ml de medio CAS
a sobrefusion y las placas se incubaron nuevamente a 28°C entre 15 minutos y las 24
horas. Se consideraron positivas aquellas bacterias que produjeron un cambio de color
de azul a purpura o naranja en el medio CAS debido a la transformaciéon del Fe** a Fe*?
por la accion de los sidero6foros.

3.7.6. Sistemas miniaturizados

Para la caracterizacion de bacterias que pudieran constituir nuevos taxa, se emplearon
los sistemas estandarizados APl 20NE (identificacion de bacterias Gram negativas no
enterobacterias), APl 50CH (fermentacion de carbohidratos), APl ZYM (produccion de
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enzimas) de la casa comercial Biomerieux® (Tabla 3.18). Los pocillos con los sustratos
deshidratados se inocularon con las suspensiones de las bacterias a evaluar en medio
R2 suplementado con 3% de sales Subow, las cuales habian sido previamente
estandarizadas al 0,5 de la escala de MacFarland (108 UFC/ml). Las reacciones
producidas durante el periodo de incubacion se evidenciaron por cambios de color o se
revelaron mediante la adicion de reactivos siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 3.18. Pruebas determinadas mediante los sistemas miniaturizados API

API 20NE APl ZYM

Prueba  Reaccidén/Enzima Enzima Sustrato

NOs Reduccion NO3 y NO2 Fosfatasa alcalina 2-naftil fosfato

TRP Produccién de indol Esterasa (C4) 2-naftil butirato

GLU Fermentacion/oxidacion Esterasa lipasa (C8) 2-naftil caprilato

ADH Arginina deshidrolasa Lipasa (C14) 2-naftil meristato

URE Ureasa Leucina arilamidasa L-leucil-2-naftilamida

ESC Esculetina citrato ferrico Valina arilamidasa L-valil-2-naftilamida

GEL Gelatinasa Cisteina arilamidasa L-cistil-2-naftilamida

PNPG B-galactosidasa Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-
naftilamida

GLU Asimilacion glucosa a- quimotripsina N-glutaril-fenilalanina-2-
naftilamida

ARA Asimilacion L-rabinosa Fosfatasa acida 2-naftil fosfato

MNE Asimilacion D-manosa Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa  Naftol-AS-Bl-fosfato

MAN Asimilacién D-manitol a-galactosidasa 6-Br-2-naftil-aD-
galactopiranosido

NAG Asimilacion N-acetil- B-galactosidasa 2-naftil-BD-galactopiranosido

glucosamina
MAL Asimilacién D-maltosa B-glucoronidasa Naftol-AS-BI-BD-glucurénido
GNT Asimilacion gluconato a-glucosidasa 2-naftil-aD-glucopiranosido
potasico

CAP Asimilacion ac. caprico B-glucosidasa 6-Br-2-naftil-BD-
glucopiranosido

ADI Asimilacion Ac. adipico N-acetil-B-glucosaminidasa  1-naftil-N-acetil-BD-
glucosaminida

MLT Asimilacion Ac. malico a-manosidasa 6-Br-2-naftil-aD-
manopiranosido

CIT Asimilacion citrato trisédico | a-fucosidasa 2-naftil-aL-fucopiranosido

PAC Asimilacion ac. fenilacético

API 50CH

Glicerol Glucosa 1-metil-D-glucésido Sacarosa D-lixosa

Eritrol Fructosa N-acetil glucosamina Trehalosa D-tagatosa

D-arabinosa Manosa Amigdalina Inulina D-fucosa

L-arabinosa Sorbosa Arbutina Melezitosa L-fucosa

Ribosa Rhamnosa Esculina Rafinosa D-arabitol

D-xylosa Dulcitol Salicina Almidén L-arabitol

L-xilosa Inositol Celobiosa Glicégeno Gluconato

Adonitol Manitol Maltosa Xilitol 2-keto-gluconato

B-metil-D-xilosa Sorbitol Lactosa Gentiobiosa 5-ketogluconato

Galactosa 1-metil-D-manosido  Melibiosa DTUranosa Control

45



MATERIAL Y METODOS

3.8. Determinacion de acidos grasos, lipidos polares y quinonas respiratorias

La determinacion de &cidos grasos se realizo a partir de las cepas cultivadas en medio
agar marino MA (apartado 3.4.6) durante 48 horas de incubacion a 30°C. Tras este
tiempo, los cultivos a 4°C se enviaron a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)
donde se analizaron mediante cromatografia de gases.

El analisis de lipidos polares, poliaminas y quinonas respiratorias se llevé a cabo en el
Servicio de ldentificacion de la Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos
Celulares (DSMZ, Braunschweig, Alemania) donde fueron analizadas mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Las cepas se cultivaron en caldo
marino a 30°C durante 48 horas. El sedimento obtenido tras su centrifugacion se liofilizo
y se envi6 para su analisis.

3.9. Andlisis genéticos y filogenéticos

3.9.1. Extraccion de ADN de bacterias

Para la extraccién de ADN gendmico de bacterias se empled el método descrito por
Martin-Platero y col., 2007 con modificaciones. Para ello, se utilizaron tres soluciones.
La solucioén | se preparé con 5 g de sacarosa, 1,25 ml de Tris-HCI 1 M pH 8 y agua
destilada c.s.p. 50 ml. La solucién Il se prepar6é con 5 ml de Tris-HCI 1 M pH8, 10 ml de
EDTA 0,5 M, 20 ul de NaCl 5M, 1 ml de SDS 10 % (p/v) y agua destilada c.s.p. 50 ml, y
la solucion 1l con acetato sédico 3 M pH 5.

El procedimiento se realiz6 como se describe a continuacién: se suspendieron las
células bacterianas procedentes de 1 ml de cultivo en fase estacionaria en 100 pl de
solucion | (suplementada con lisozima 10 mg/ml) y se incub6 durante 30 minutos a 37°C.
A continuacién se adicion6é 40 pg/ml de ARNasa a esta solucion (4 pl de una solucion
stock de 10 mg/ml de ARNasa) y 600 pl de solucion Il y posteriormente se realizé la
incubacién a 37°C durante 10 minutos con agitaciones suaves por inversion. Se
adicionaron 4 pl de proteinasa K (10 mg/ml) o 10 pl pronasa (10 mg/ml) y se incub6
durante 15 minutos a 55°C. Posteriormente, se incubé a 80°C durante 5 minutos y se
dejé enfriar durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadieron
200 pl de solucion lll, agitando vigorosamente durante 15 segundos y posterior
incubacién en hielo durante 15 minutos. Se centrifugd a 13.000 g durante 15 minutos
transfiriendo el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga. La precipitacion del
ADN del sobrenadante se llevdé a cabo con un volumen de isopropanol
(aproximadamente 600 ul), agitando 10 veces por inversion. Finalmente, se centrifugd
a 13.000 g durante 10 minutos retirAndose el sobrenadante. Se lavo el sedimento celular
con 1 ml de etanol al 70% (v/v) y se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones.
El sedimento se sec6 al vacio y se resuspendié en 100 pl de agua estéril previamente
calentada a 37°C. El ADN obtenido se conservo a -20°C hasta su uso.
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3.9.2. Extraccién de ADN del material vegetal

Para la extraccion de ADN total de plantas se utiliz6 la metodologia descrita por Doyle
y Doyle, (1990), con algunas modificaciones. Inicialmente, se prepard el buffer de
extraccion con CTAB (bromuro de cetil trimetil amonio) al 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM
pH 8 y TRIS-HCI 100 mM pH 8,0. Justo antes de realizar la extraccién se afiadid -
mercapto etanol al 0,2% v/v. Se precalent6 un tubo eppendorf a 60°C que contenia 750
pl del buffer. Se pesaron 120 mg de muestra vegetal, se pulverizaron en un mortero con
nitrégeno liquido y se adicionaron al tubo con buffer, incubdndose en bafio maria a 65°C
durante 1 hora mezclando por inversién cada 10 min. A continuacion, se realizé una
extraccion con un volumen de cloroformo y se mezclé suavemente. Se centrifugd a
9.300 g durante 5 minutos, y la fase acuosa se transfirié a un tubo limpio. Posteriormente
se afiadieron 2/3 de volumen de isopropanol frio, mezclandolo para precipitar el ADN.
Se incubd durante toda la noche (12 horas) a 25°C y se centrifugé a 9300 g durante 5
minutos. Finalmente, el pellet se lavé con 1 ml de etanol 70% (dos veces). En el primer
lavado, se centrifugé a 9300 g durante 10 minutos y en el segundo, se centrifugd a 2.300
g durante 5 minutos. El sedimento celular se dej6 secar y se resuspendié en 20 ul de
agua destilada estéril.

3.9.3. Determinacion de la concentraciéon de ADN

La concentracibn de ADN se determind utilizando un espectrofotdmetro Nanodrop
(Thermo®) adoptando las recomendaciones del manual de Sambrook y Russell, 2001.
La concentracion de ADN de la muestra se expresé respecto al valor estandar de
DO260=1 para soluciones con 50 pg de ADN de cadena doble de E. coli. La pureza de la
muestra viene dada por la relacion DO2g/DO2g de forma que un valor de esta relacion
por debajo de 1,8 es indicativo de contaminacién por proteinas o polisacaridos.

3.9.4. Reaccidn en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa se utilizd para la identificacién taxonémica de
las cepas a través del gen ribosomal 16S, para la secuenciacién de productos de PCR
clonados en pGEM-T vy, para la deteccién de V. dahliae a partir de muestras vegetales.

La mezcla de reaccién se prepard con 1 ug de ADN, buffer 1X (Bioline), MgCl, 2 mM
(Bioline), dNTPs 0,2 mM (Sigma), primers 25 uM, 5 U Taq ADN polimerasa (Bioline) y
H.O bidestilada c.s.p. 50 ul. Las secuencias de los primers utilizados se recogen en la
Tabla 3.19.

Las reacciones para la identificacion taxondémica y la secuenciacién de productos de
PCR clonados en pGEM-T se llevaron a cabo con los siguientes ciclos: 4 minutos a
95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 40 segundos a 56°C y 2 minutos a 72°C
con una extension final a 72°C durante 10 minutos.

Por otra parte, la deteccion de V. dahliae se realizé con dos pares de primers (19c / 22c
y Vd_f/Vd_r) en dos amplificaciones independientes con los siguientes ciclos: 4 minutos
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a 94°C, seguido de 40 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C y 1 minuto
a72°C.

Tabla 3.19. Oligonucledétidos utilizados para las PCR

Primer Secuencia 5’- 3’ Uso Referencia
16F_B27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Identificacion taxon6mica  Lane, 1991
16R B1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC

T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciacion productos  Promega
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG clonados en pGEM-T

pufLf CTKTTCGACTTCTGGGTSGG Deteccion de genes de Hiraishi y
pufMr CATSGTCCAGCGCCAGAA bacterioclorofila « col., 1998
19 CGGTGACATAATACTGAGAG Deteccion de V. dahliae Cardery
22 GACGATGCGGATTGAACGAA col., 1994
vd_f GGCTCAAGTTAACTACGG Deteccion de V. dahliae Maurer y
vd_r CTGTCATGTATATAAGATACTACTG col., 2013

3.9.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los ADN gendmicos, los fragmentos de PCR vy los plasmidos se analizaron mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa al 1% tefiidos previamente con RedSafe
(Labotaq®) disueltos en TAE 1X (apartado 3.5.4). Por cada 5 pl de muestra a analizar,
se afadidé 1 pl de tampon de carga 5X (Bioline®) y la mezcla se depositd en un pocillo
del gel sumergido en una cubeta con el tampén TAE 1X. La separacion se realizd por
electroforesis horizontal a un voltaje de 90 V. El ADN se visualizo tras la exposicion del
gel a la luz ultravioleta (254 nm) en un transiluminador Universal Hood (Biorad®). Las
imagenes se recogieron con una camara digital acoplada al transiluminador empleando
el programa Gel Doc 2000 (Quantity One, Biorad®). Como marcador de peso molecular
se utilizé Hyperladder | de 10Kb (Bioline®). Los fragmentos de ADN amplificados se
purificaron mediante el kit lllustra GFX PCR (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

3.9.6. Reaccion de ligacion y clonacién de ADN

Para insertar los amplificados del gen del ARNr 16S de los aislados, se utilizo el
plasmido pGEM-T (ApR) de la casa comercial Promega®. El procedimiento fue
realizado de acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando la enzima T4 ligasa
(Promega®) en un volumen de 10 pl. La relacién molar vector:inserto fue de 1:2. Las
cepas transformadas con el plasmido que contenia el inserto se seleccionaron en placas
de LB (apartado 3.4.7) con ampicilina 'y 300 pl de X-gal (apartado 3.5.2).
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3.9.7. Secuenciacion de los amplificados

La secuenciacion se llevé a cabo en el servicio de secuenciacion automatica del Instituto
de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra (CSIC) de Granada utilizando un
secuenciador Applied Biosystems (modelo 373 Strecht). EI método seguido fue el
comercializado por Perkin Elmer, ABI PRISMTM Big Dye Terminators, que utiliza en la
reaccion de extension el enzima AmpliTag ADNpolimerasa y emplea dideoxinucle6tidos
marcados con croméforos fluorescentes.

Las mezclas de reaccion para la aproximacion taxonémica de las cepas se prepararon
mezclando 80 ng del fragmento de ADN amplificado, 6,4 pmol de primers y agua c.s.p.
12 ul. Mientras que, las mezclas de reaccion para la secuenciacion del gen del ARN
ribosomal 16S insertado en el plasmido pGEM-T se prepararon mezclando 800 ng de
ADN plasmidico, 6,4 pmol de primers y agua c.s.p. 12 pl.

3.9.8. Contenido de G+C

El contenido en bases guanina mas citosina del ADN (G+C moles %) fue determinado
a partir de la temperatura media de desnaturalizacion (Tm), mediante el método gréfico
descrito por Ferragut y Leclerc (1976). Se empled para ello el perfil de desnaturalizacién
térmica (Marmur y Doty, 1962) dado por un espectrofotometro UV-Vis Lambda3B
(Perkin-Elmer), a una longitud de onda de 260nm. EI ADN bacteriano fue extraido
mediante el protocolo descrito en el apartado 3.9.1 y a continuacion, se calentd desde
40°C hasta 110°C a una velocidad constante de 1°C por minuto mediante el
programador de temperatura modelo PTP-1 (Perkin-Elmer) determinando la densidad
Optica a las distintas temperaturas. La variacién de la densidad éptica (DO) con la
temperatura se representd graficamente. A continuacion, se determiné la temperatura
gue produce el incremento del 50% de la densidad 6ptica (Tm) y se calculé el porcentaje
de G+C utilizando la ecuacion de Owen y Pitcher (1985). Se escogidé como referencia la
temperatura media de desnaturalizacion de 74,6°C en SSC 0,1X (apartado 3.5.7) de E.
coli NCTC 90017 y su porcentaje de G+C de 50,9 moles %. Dicha ecuacion se expresa
como: G+C moles% = 50,9 + 2,09 (Tm-74,6). El ensayo se realizé por triplicado.

3.9.9. Secuenciacién de genomas

El ADN gendmico de las cepas seleccionadas se extrajo empleando la metodologia
descrita por Marmur, 1961. A continuacion se determiné la concentracion de ADN
(apartado 3.9.3) y se comprob6 su integridad en un gel de agarosa al 0,8% p/v. Las
muestras se enviaron a la empresa Stabvida, Caparica, Portugal para su secuenciacion
empleando la plataforma de secuenciacién Illlumina MiSeq. Se calcul6 la identidad
promedio de nucledtidos empleando blast (ANIb) y se llevé a cabo la hibridacion in silico
ADN-ADN entre especies filogenéticamente relacionadas. Se realiz6 un analisis
comparativo de genomas empleando el software BRIG (Alikhan y col., 2011).
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3.10. Anadlisis filogenético

Las secuencias del gen del ARNr 16S fueron revisadas y editadas con el programa
BioEdit (Hall, 1999). Seguidamente, fueron analizadas y comparadas con las
disponibles en las base de datos EzTaxon (Yoon y col., 2017) y GenBank mediante el
programa Blast, Basic Local Alignment Search Tool (Altschul y col., 1997) disponibles
en el servidor del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI). Las
secuencias fueron alineadas empleando el programa Clustal Omega (Sievers y col.,
2011).

El analisis filogenético de las secuencias obtenidas fue realizado empleando el
programa MEGA (molecular evolutionary genetics analysis) version 7.0 (Kumar y col,
2016). Las distancias evolutivas, incluyendo un factor de correccion para las mutaciones
reversas (Jukes y Cantor, 1969), se calcularon en funcién del namero de pares de bases
en que difieren o asemejan dos genes mediante los métodos neighbor joining (Saitou y
Nei, 1987), maximum parsimony (maxima parsimonia) y maximum likelihood (Maxima
Verosimilitud); asi mismo, se determinaron los valores de remuestreo o bootstrap
basados en 1000 repeticiones. Para inferir posibles relaciones de parentesco entre los
microorganismos en estudio, se utilizaron secuencias de referencia y las secuencias de
maxima identidad obtenidas por BLAST. La consistencia de una determinada relacion
filogenética se evalué por un lado, por su permanencia en un cluster
independientemente del algoritmo usado (Chelo y col., 2007) y por otro, por el valor de
remuestreo o bootstrap de la agrupacion, mediante el cual se comprob6 estadistica y
aleatoriamente si el orden en que se habian introducido las secuencias afectaba a las
caracteristicas del modelo empleado.

3.11. Recuento de microorganismos

Para realizar los recuentos de bacterias, se prepararon diluciones de la muestra (10
hasta 10°®) en solucién salina fisioldgica estéril. Seguidamente se extendieron con el asa
de Digralsky 20 pl de cada una de estas diluciones en placas de agar. Las placas se
incubaron a 28°C en aerobiosis durante 24 horas.

Los recuentos de los hongos se realizaron con la misma metodologia usada para las
bacterias con algunas modificaciones. La siembra se realizé por duplicado en medio
PDA (con antibiético) con un volumen de 100 pl por placa y se extendi6é con el asa de
Digralsky. Las placas se incubaron a 20°C durante 4 dias. El resultado se expresé como
el nimero de esporas/ml.

En el caso de V. dahliae y para determinar el nUmero de esporas o propagulos presentes
en el suelo se siguié la metodologia descrita por Kabir y col., (2004) con modificaciones.
Inicialmente se trituraron 5 gramos de suelo en un mortero y se secaron en una estufa
a 37°C durante 2 dias y a continuacion, el polvo seco se transfirié a un tubo de 15 ml de
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capacidad que contenia 2,5 ml de solucion de metionina (0,0075 g/ml en agua destilada)
y se incubo abierto a 30°C durante 2 dias hasta sequedad. A continuacién el producto
seco se pulverizé nuevamente en mortero y se sembro en capa fina sobre 4 placas de
medio NP10 Sorensen’s (apartado 3.4.10) o PDA (apartado 3.4.4) adicionados con
cloranfenicol y estreptomicina a 50 mg/lI cada uno. Las placas se incubaron a 20°C
durante 15 dias protegidas de la luz. Transcurrido este tiempo, la superficie de las placas
se lavd con agua destilada estéril para eliminar restos de suelo y el nimero de esporas
en cada placa se contaron en una lupa 10X. Los resultaron se expresaron como el
namero de esporas por gramo de suelo.

3.12. Ensayos in vitro para determinar la actividad antifungica

3.12.1. Actividad antifGngica en medio sélido

Para el analisis de la actividad antifingica en medio sélido se utilizaron placas del medio
PDA. En un extremo de la placa se sembraron las cepas bacterianas (10ul de un cultivo
de 18 horas) y, a 3-4 cm de la cepa, se colocé un trozo del micelio del hongo de 4 mm
de diametro obtenido de un cultivo en una placa de PDA. Las placas se incubaron a
25°C durante 20 dias y la lectura se realiz6 midiendo el radio maximo y minimo del
micelio para calcular el porcentaje de reduccién del micelio.

Para un grupo de cepas seleccionadas, se determiné el porcentaje de inhibicién de V.
dahliae mediante la lectura de las areas de crecimiento utilizando el programa de
procesamiento de imagen digital ImageJ 1.52a (Collins, 2007).

3.12.2. Actividad antifingica en medio liquido

El analisis de la actividad antifingica en medio liquido (Trujillo, 2014, comunicacién
personal) se realizé en placas microtitter Cellstar de 1,7 ml de capacidad. Los hongos
se cultivaron en caldo patata dextrosa (PDB) en agitacién a 23°C durante 7 dias.
Transcurrido este tiempo se homogenizaron los cultivos con un mezclador comercial
(tipo tarmix) previamente esterilizado. El cultivo homogeneizado fue filtrado con una
gasa estéril y posteriormente diluido en medio PDB hasta una concentracion de 1 x 108
esporas/ml de acuerdo con el recuento en camara de Neubauer. La viabilidad y el
porcentaje de germinacion de las esporas se determinaron por siembra y recuento de
diluciones en medio PDA. A la suspension de esporas estandarizada se le adicioné
estreptomicina y penicilina G a una concentracion final de 100 mg/L y 25 mg/L
respectivamente.

Las bacterias a analizar se cultivaron 72 horas en caldo nutritivo a 30°C y se
centrifugaron a 12.000 g durante 5 minutos para obtener los sobrenadantes. A
continuacion se enfrentaron en cada pocillo el sobrenadante del cultivo bacteriano y el
cultivo estandarizado de esporas en una relacion 1:3 (v/v), respectivamente. Como
control negativo se utiliz6 una soluciébn de solucién de cicloheximida 50 ug/ml en
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contacto con el hongo, y sin cicloheximida como control positivo. La lectura se realizé
observando la turbidez y comparando con los respectivos controles.

3.12.3. Actividad antifungica de los compuestos volatiles

También se determind la actividad antifingica de los compuestos volatiles en medio
sélido en placas divididas en dos compartimentos mediante una pared central. En un
compartimento se sembré el hongo en PDA, y en el otro, la cepa en agar Molp. Tras la
incubacion se determind la inhibicion de V. dahliae por compuestos volatiles producidos
por las cepas ensayadas. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion del hongo mediante la
siguiente formula:

e area del control — area tratamiento
% inhibicion = area del control x 100

3.13. Crecimiento de las cepas bacterianas seleccionadas en distintos medios de
cultivo

Se evaluo el crecimiento de las cepas XT1, XT5, XT6, XT7, XT8 y XT212 en medio SG,
Molp y M2. El inGculo inicial se realizé a partir de un cultivo de 24 horas (2% v/v). Para
ello, las cepas se incubaron a 28°C y se realizaron recuentos en agar nutritivo a las 2,
4,6, 8y 24 horas.

3.14. Estudios de compatibilidad entre las bacterias

Para evaluar la compatibilidad entre las bacterias se utilizaron dos métodos en medios
solidos.

En el primer método, se emplearon placas con 10 ml de agar nutritivo (apartado 3.4.5)
sobre cuya base se dispusieron 6 torres de Oxford. A continuacion se adicionaron 15 ml
del mismo medio a sobrefusién y una vez solidificado, se retiraron las torres para
descubrir los pocillos resultantes. A partir de una suspension de las bacterias a evaluar
(10° UFC/mI) en solucion salina fisiolégica y con la ayuda de un bastoncillo estéril se
inocul6 la superficie de las placas para obtener un césped homogéneo. Seguidamente,
20 ul de distintas suspensiones bacterianas se introdujeron en los pocillos y se
incubaron a 28°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se determind la existencia
0 no, de zonas de inhibiciéon de crecimiento.

En el segundo método, se evalud el crecimiento de cada cepa en medios de cultivo
preparados con distintas concentraciones de los sobrenadantes de las distintas cepas

52



MATERIAL Y METODOS

a ensayar. Para ello, el agua utilizada para hidratar el agar nutritivo fue sustituida,
completamente y a la mitad del volumen, con los sobrenadantes bacterianos. De este
modo se evalué si alguno de los sobrenadantes de las distintas cepas ejerce un efecto
antagoénico o sinérgico sobre el crecimiento de alguna otra cepa. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. Se utilizé la prueba t de Student para el andlisis de los
resultados. Los valores de P < 0,05 se consideraron significativos.

3.15. Ensayos in vivo de la actividad antifungica de las cepas en olivos infectados
con V. dahliae

Se evalud la eficacia de las cepas seleccionadas en platones de olivo de la variedad
Picual, inoculados de forma artificial con la cepa V-024 (patotipo defoliante) de V. dahliae
después del tratamiento preventivo con dichas cepas. Estos estudios se realizaron en
invernadero y en condiciones de semi-campo. lgualmente se hicieron ensayos en
condiciones de semi-campo en los que se inocularon las cepas bacterianas tras la
infeccion por el hongo y finalmente se hicieron ensayos en campo para determinar la
actividad curativa de la cepa con mayor actividad con olivos afectados por este hongo.
Un resumen de las cinco experiencias realizadas y de los parametros analizados se
indica en la Tabla 3.20.
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Tabla 3.20. Resumen de experiencias realizadas en olivos para determinar la actividad antifingica de las cepas

Tipo ensayo Condiciones Ubicacién Cepas utilizadas Olivos Controles Duracion Pardmetros determinados
Invernadero Temperatura: Granada XT1, XT5, XT6, XT7, 70 olivos de 6 - olivos infectados, sin 90 dias -Malondialdehido (MDA)
19-24°C XT8y XT212 meses de edad tratar -Compuestos fendlicos totales
Actividad: -Actividad polifenol oxidasa (PPO)
Preventiva Humedad relativa: Medio: Molp Macetas con 1,5 | -Numero de esporas de V. dahliae/g suelo
30 - 60% Dosis: 2% de sustrato -Incidencia de infeccion
200 ml/kg sustrato -Severidad de sintomas
Riego por goteo - V. dahliae a nivel foliar mediante PCR
Invernadero -En camara de cultivo Coérdoba XT1, XT5, XT6, XT7y 70 olivos de 12 -olivos infectados, sin 14 -Severidad de los sintomas
a 18-20°C, 48 h. XT8 meses de edad tratar semanas -Incidencia de infeccion
Actividad: -Curva de progreso de la enfermedad
Preventiva -En invernadero a 16- Medio: SG Macetas con 0,81 -olivos infectados, -Deteccion de V. dahliae por crecimiento en
25°C hasta final Dosis: 2% de sustrato tratados con Bioten® PDA
150 ml/kg sustrato
Riego por goteo
Semi-campo Cielo abierto Granada XT1, XT5, XT6y XT8. 51 olivos de 12 -olivos sin infectar y sin 19 meses -Alos 5 meses: severidad y altura de las
meses de edad tratar plantas
Actividad: Riego por goteo Medios: SG y M1
Preventiva Dosis: 1y 2% Macetas con 4,31 -olivos infectados y sin -Alos 19 meses altura de las plantas
100 ml/kg sustrato sustrato tratar
Semi-campo Sombra Murcia XT1 40 olivos de 4 -olivos infectados, 166 dias A los 68 dias: altura de la planta y peso fresco
meses de edad tratados con agua de raiz y parte aérea.
Actividad: Riego por goteo Medio: Molp
Post infeccién Dosis: 1%, 2%y 4% Macetas con 3 | -olivos infectados, A los 166 dias: altura de la planta y peso
Temperatura maxima 100 ml/kg sustrato de sustrato tratados con medio fresco de raiz y parte aérea (n=3)
39,8
-olivos infectados,
Temperatura minima tratados con Tellus®
4,1
-olivos infectados,
tratados con Cercobin®
Campo Cielo abierto Granada XT1 25 olivos de 10 olivos que manifiestan 24 meses Al inicio y a los 6 meses: recuentos de
Medio: afos de edad. sintomas de seca sin esporas/g de suelo
Actividad Cultivo de secano Dosis: 20 litros por tratar
curativa planta (2% v/v), A los 24 meses: severidad de los sintomas y

inyectado en suelo

recuentos de arboles vivos
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3.15.1. Actividad antifungica preventiva en condiciones de invernadero

La actividad antifungica preventiva frente a V. dahliae de las cepas seleccionadas se
estudié en condiciones controladas en invernadero. Se emplearon dos invernaderos
localizados en Granada y Cérdoba.

3.15.1.1. Invernadero en Granada

El ensayo realizado en Granada, se llevo a cabo con un total de 70 plantones de olivos
de 6 meses de edad con los cuales se evalué el efecto de las cepas XT1, XT5, XT6,
XT7, XT8y XT212. Se utilizaron los caldos bacterianos en medio Molp diluidos al 2% en
agua y se aplicaron durante 90 dias. La aplicacion de las cepas bacterianas se realiz6
15 y 2 dias antes de la inoculaciéon con el patégeno y, 4 y 7 dias después de ésta. El
patdégeno se inoculd por inmersion del sistema radicular en una suspensién conidial (1
x 107 conidios/ml) y posteriormente se trasplantd a macetas nuevas con sustrato de
cultivo. Se incluyeron plantas infectadas con V. dahliae como control, que fueron
tratadas con agua. La dosis de aplicacion de los tratamientos fue de 200 ml por
kilogramo de sustrato. El ensayo fue realizado en condiciones controladas de
temperatura (19-24°C), humedad relativa (30-60%) y riego por goteo en un invernadero
experimental. Tras la inoculacién con el patégeno, los plantones se trasplantaron a
macetas de 1,5 litros de capacidad con sustrato de cultivo. Se realizaron observaciones
cada dos semanas para evaluar la aparicion y severidad de los sintomas de la infeccién.
Este ensayo fue realizado en un invernadero dispuesto por la empresa Innoplant S.L.
bajo la contratacién de Herogra Especiales S.L.

A los 30 dias de inoculacién con el patégeno se determinaron para cada tratamiento los
siguientes parametros:

— Contenido en malondialdehido (MDA) en hojas.

— Contenido en compuestos fendlicos totales (CFT) en hojas.

— Actividad polifenol oxidasa (PPO) en hojas.

— Numero de esporas de V. dahliae por gramo de suelo (apartado 3.11.2).
— Presencia de V. dahliae a nivel foliar mediante PCR.

A los 90 dias de inoculacion con el patégeno se determinaron nuevamente los
pardmetros del muestreo anterior y se cuantificd6 el grado de infeccion para cada
tratamiento mediante la determinacién de la incidencia de la infeccién y la severidad de
los sintomas.

— La incidencia de infeccion: referido al porcentaje de plantas afectadas en cada
tratamiento.

— La severidad de los sintomas: clorosis, marchitez, necrosis, defoliacién y se
calculd segun una escala del 0 al 4, donde 0= planta sana o sin sintomas; 1=
planta afectada en 1-33%; 2= 34-66%; 3= 67-99%; 4= planta muerta (LOpez
Escudero y col., 2004).
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Se analizé la significacion estadistica de las diferencias entre los contenidos de MDA,
CFT y PPO entre los grupos de plantas tratadas y no tratadas usando la prueba t de
Student (Gauvreau y Pagano, 1993). Los valores de P < 0,05 se consideraron
significativos. Para el andlisis estadistico del nimero de esporas de V. dahliae se
empleod el test de Tukey (Tukey, 1949) mediante el programa GraphPad Prism version
8.2.1 para Windows.

3.15.1.2. Invernadero en Cérdoba

El ensayo se llevo a cabo en un invernadero del Departamento de Agronomia de la
Universidad de Cérdoba donde se evaluaron las cepas XT1, XT5, XT6, XT7 y XT8
crecidas en medio SG. Como control de comparacién, se utiliz6 el producto de uso
agricola Bioten® WP compuesto por Trichoderma asperellum y T. gamsii empleado
frente a V. dahliae en olivo. Cada tratamiento estuvo constituido por un total de 10
plantones. Se incluyeron plantas infectadas con V. dahliae sin tratar, y plantas no
infectadas sin tratamiento. La aplicaciéon de las cepas bacterianas se realiz6 15y 2 dias
antes de la inoculacion con el patégeno y, 4 y 7 dias después de ésta. El patdgeno se
inoculd por inmersion del sistema radicular en una suspension conidial (1 x 107
conidios/ml) y posteriormente se trasplanté a macetas nuevas con sustrato de cultivo.
La dosis de aplicacion de los tratamientos bacterianos fue de 150 ml por kilogramo de
sustrato. Tras la inoculacién, las plantas se mantuvieron en cdmara de ambiente
controlado a una temperatura de 18 a 20°C durante 48 h y posteriormente se trasladaron
a invernadero, con temperaturas entre 16 y 25°C hasta la aparicion de sintomas.

La evaluacion de la enfermedad se llevd a cabo atendiendo a la severidad de los
sintomas como se ha indicado previamente (L6épez Escudero y col., 2004). Los valores
de incidencia se compararon mediante el test de comparacion multiple de proporciones
de Zar (Analytical Software, 2013). Se realizaron andlisis de la varianza de los valores
de severidad y comparacion de medias mediante el test LSD al nivel de probabilidad del
5%. Al final del experimento se realizaron aislamientos, en medio PDA, de las plantas
afectadas, a fin de confirmar la infeccién por V. dahliae.

3.15.2. Actividad antifingica preventiva en condiciones de semi-campo

La actividad antifangica preventiva de las cepas seleccionadas se estudié asimismo en
condiciones de semi-campo con sol directo (Granada) y sombra (Murcia).

3.15.2.1. Condiciones de semi-campo en Granada

En condiciones de semi-campo y con sol directo se evalu6 el efecto preventivo de las
cepas, XT1, XT5, XT6 y XT8 crecidas en dos medios de cultivos: medio SG (apartado
3.4.12) y medio M1 (apartado 3.4.16) sobre V. dahliae. Se ensayaron los cultivos
diluidos al 1 % y al 2 % en agua. Igualmente se hicieron mezclas con las distintas cepas.
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Se incluyeron dos grupos control: sin tratamiento e inoculado con el patdégeno y el
segundo sin tratar y sin infectar. Se utilizaron 51 plantones de olivo de 1 afio de edad
gue se ubicaron en la terraza de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada
en condiciones de semi-campo, a cielo abierto durante 19 meses. Se instalé un sistema
de riego que suministraba 100 ml de agua por dia a cada planta. Las cepas bacterianas
se aplicaron 15 y 2 dias antes de la inoculacion con el patégeno y, 4 y 7 dias después
de ésta. La dosis de aplicacion de las cepas fue de 100 ml por kilogramo de sustrato
para cada planta. La inoculacién con el patégeno se realizé por inmersién del sistema
radicular en una suspension conidial (1 x 10’ conidios/ml) tras lo cual, se trasplantaron
a macetas de 4,3 litros de capacidad con sustrato de cultivo.

Se realizaron observaciones mensuales para evaluar la aparicion y severidad de los
sintomas de la infeccion. Tras 5 meses de ensayo, se determiné la longitud de la parte
aérea de las plantas y el numero de hojas, tomando en consideracion las hojas
marchitas, con clorosis y caidas y, tras 14 meses (19 meses totales), se determino el
peso fresco y seco de las partes aéreas. Se analiz6 la significacion estadistica de las
diferencias entre los grupos de plantas tratadas y no tratadas usando la prueba t de
Student (Gauvreau y Pagano, 1993). Los valores de P < 0,05 se consideraron
significativos.

3.15.2.2. Condiciones de semi-campo en Murcia

En condiciones de semi-campo pero en situacidbn de sombra se evalud la actividad
antifingica de la cepa XT1 frente a V. dahliae en plantones de olivos de la variedad
Picual de 4 meses de edad, a través de la empresa Métodos Servicios Agricolas S.L. en
Murcia. La cepa XT1 se evalud a distintas concentraciones (1%, 2% y 4% v/v), dos
productos de uso agricola, Tellus® WP (T. gamsii 2% y T. asperellum 2% p/p) y
Cercobin® 70WG (Metil tiofanato 70% p/p) a las concentraciones recomendadas para
el manejo de plagas. Se utilizaron como controles dos grupos de olivos inoculados con
V. dahliae, uno tratado con agua y otro tratado con medio de cultivo. Se utilizaron 5
plantones de olivos en cada grupo de ensayo. Los olivos se trasplantaron en macetas
de 3 litros de capacidad con una mezcla de sustrato de cultivo constituida por
turba:arena 1:1 v/v. La inoculacion del patdgeno se realizé adicionando 100 ml de una
suspension de V. dahliae en agua estéril (107 conidios/ml) por kilogramo de suelo, en la
zona de la raiz. La concentracion final fue de 10° conidios/gramos de suelo. Tras 72
horas de la inoculacion del suelo se adicionaron 100 ml por kilogramo de suelo de los
distintos tratamientos. Los tratamientos se repitieron 2 veces mas a intervalos de 14
dias. Se realizaron dos evaluaciones, a los 68 dias y a los 166 dias después de la tltima
aplicacion. En cada evaluacién se determind la altura de la planta (cm), el peso fresco
de la raiz (g) y el peso fresco de la planta (g). El analisis de los resultados se realizé
utilizando el Test de Duncan (Duncan’s New Multiplate Range Test, MRT) (Duncan,
1955).
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3.16. Ensayo de campo de la actividad antifingica curativa de la cepa XT1 en
olivos con sintomas de infeccién por V. dahliae

Se evalud la actividad antifangica de una formulacién con la cepa XT1 (Heroprotec
Micro® 2% v/v) en una finca de secano de la provincia de Granada con 20 olivos que
manifestaban sintomas de verticilosis. Cada olivo se traté con 20 litros de la formulacion
en la zona de la raiz mediante el uso de una piqueta. A los 7 meses se repitid la
aplicacién en iguales condiciones. La severidad de la enfermedad se determiné
mediante observaciones a los 7 y a los 14 meses, registrando nimero de ramas secas
por arbol, nimero de esporas de V. dahliae por gramo de suelo y estado general del
olivo. Como control, se hizo un seguimiento de la evoluciéon de los sintomas de la
enfermedad en 5 arboles con verticilosis que no fueron tratados con la formulacién y
gue se encontraban adyacentes al grupo tratado.

3.17. Determinacién de la presencia y permanencia de las cepas bacterianas
seleccionadas en olivos

3.17.1. Obtencién de mutantes resistentes a rifampicina

Para determinar la presencia y permanencia de las cepas bacterianas en muestras
vegetales y de suelos, se obtuvieron mutantes resistentes a rifampicina de las cepas
XT1y XT212 siguiendo el protocolo de rutina del Instituto para la Biologia Integrativa de
la Célula (12BC) de la Universidad de Paris-Sud, Francia, cedido amablemente por la
Dra. Marta Torres-Béjar. Esta técnica permite la seleccion y el recuento de las cepas de
interés en medios suplementados con este antibiético.

Las bacterias se incubaron a 28°C durante 24 horas en 5 ml de caldo nutritivo y se
centrifugaron a 6.000 g durante 30 segundos. Se descarté el medio de cultivo y el
precipitado se resuspendid en 200 ul de solucidn salina fisiolégica. Se sembraron 100
pl de la suspension en placas con agar nutritivo suplementado con rifampicina 100
pHg/ml. Se extendid con asay se incubd a 28°C durante 48 horas. Tras la incubacion, se
realizaron pases de las colonias en medio de cultivo nuevo con la presién selectiva del
antibiotico y alternando siembras en medio sin antibiético y con antibiético para asegurar
la transferencia y estabilidad de la resistencia antibi6tica en la progenie.

3.17.2. Aplicacién de los mutantes rif+ sobre plantas y sustratos

Los mutantes resistentes a rifampicina se crecieron en caldo Molp sin antibiético y se
aplicaron en las plantas de olivo en macetas mediante riego a la dosis de 100 ml por
kilogramo de suelo a partir de una dilucion al 2% v/v, y se repitio la aplicacion a los 15
dias. Como control de ensayo se incluyé un grupo de 3 plantas sin tratar.
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3.17.3. Recuento de microorganismos rif+ de las muestras vegetales

Para evaluar la permanencia y caracter endofitico de nuestras bacterias, las muestras
vegetales (hojas y raices) se lavaron inicialmente con abundante agua destilada estéril
y etanol 70% hasta visualizar las partes limpias. Se separaron las raices de los tallos de
las plantas y se sumergieron en una solucion de lejia comercial diluida al 50% v/v en
agua estéril durante 1 minuto y 30 segundos. Mediante vortex durante 20 segundos, se
descart6 la solucion de lejia y se lavo tres veces con abundante agua destilada estéril
en iguales condiciones. Las raices y tallos se transfirieron a un tubo plastico de 15 mly
con la ayuda de una varilla estéril, se homogenizaron en 4,5 ml de solucién salina estéril.
A continuacion, se prepararon diluciones (10 hasta 10°), sembrandose en placas con
agar nutritivo suplementado con rifampicina y se incubaron a 28°C durante 48 horas. En
todos los ensayos, se comprobd paralelamente que no crecian microorganismos
resistentes a la rifampicina, ni en suelos ni en plantas sin tratar.

3.18. Andlisis de metabolitos implicados en la actividad antifungica

3.18.1. Actividad antifiungica de los sobrenadantes de las cepas XT1, XT5, XT6,
XT8y XT212.

Para el ensayo con sobrenadantes, se emplearon los cultivos de las distintas cepas en
medio Molp con 3 dias de incubacién. Tras la centrifugacién a 5.000 g durante 5 minutos,
los sobrenadantes fueron utilizados para hidratar el medio PDA. Para ello, el agua para
hidratar el medio de cultivo fue sustituida completamente y a la mitad del volumen. El
pH se ajust6é a 5,6 £0,2 y se esterilizé a 121°C durante 15 minutos. A continuacion se
colocé un trozo del micelio del hongo sobre las placas y se incubé a 20°C durante 20
dias. El control negativo se realizé con una placa de PDA hidratada completamente con
agua. El porcentaje de inhibicion del crecimiento del fitopatégeno fue calculado usando
el programa de procesamiento de imagen ImageJ 1.52a. Por otra parte, se evalud la
actividad antifingica de los sobrenadantes de las distintas cepas bacterianas tras ser
sometidos a 121°C durante 20 minutos.

3.18.2. Actividad antifingica de los lipopéptidos producidos por XT1y XT212

Los lipopéptidos de las cepas XT1 y XT212 se extrajeron tras su cultivo en dos medios
distintos, medio Molp y medio M2, empleando la metodologia descrita por Romero y
col., 2007. El ensayo antifungico se llevé a cabo como se ha descrito en el apartado
3.12. El lipopéptido se evalué a las siguientes concentraciones finales: 0,5, 1, 2, 4, 6, 8,
10, 20 mg/mL con un volumen final de 1200 ul por pocillo. Ademas del control de
crecimiento del hongo y del control de inhibicion con cicloheximida, se incluy6 un pocillo
control con el medio PDB para comprobar su esterilidad y un segundo control con
lipopéptido (10 mg/ml) obtenido de la cepa XT1.
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3.19. Ensayos de bioseguridad

3.19.1. Ensayo de sensibilidad con E. coli MC4100

En este ensayo se evaluo la supervivencia de E. coli MC4100 frente a sobrenadantes
de la cepa XT1 utilizando la metodologia descrita por Vilchez y col., 2016. Para ello, se
mezclaron 0,5 ml del sobrenadante de un cultivo en fase estacionaria de XT1 con 0,5
ml de una suspension en fase exponencial de E. coli MC4100 (108-10° UFC/ml) en
tampdn M9 (apartado 3.5.6) incubandose durante 1,5 horas a 25°C. A continuacion, se
realizaron diluciones en el mismo tampén y se sembraron en placas con medio TSA
para determinar el nimero de UFC/ml. Para permitir la comparacion, se incluyeron en
este ensayo, los sobrenadantes de P. putida KT2440, B. cepacia CC-Al74 y un producto
de uso agricola a base de sulfato de cobre utilizado a la concentracién recomendada
para el manejo de plagas en olivos. El control negativo se realiz6 con medio TSB en
lugar de los sobrenadantes. Tras la incubacion, se determinaron las UFC/ml de E. coli
MC4100 en cada tratamiento y se calcul6 su significancia con respecto al control en
medio M9 (P < 0,05 Prueba t de student).

3.19.2. Ensayo de toxicidad con V. fischeri

Para evaluar el impacto potencial de los productos liberados por la cepa XT1 sobre el
metabolismo de otros microorganismos se empled el sistema Microtox® (Johnson,
2005) el cual examina la toxicidad aguda de muestras medioambientales y compuestos
puros basandose en la reduccion de la bioluminiscencia natural de la bacteria marina V.
fischeri ATCC 49387 en presencia de agentes nocivos (Bulich, 1979, Vilchez y col.,
2016). Esta metodologia se llevé a cabo en Instituto del Agua de la Universidad de
Granada, donde se evaluaron sobrenadantes obtenidos a partir de un cultivo en fase
estacionaria en medio Cooper (apartado 3.4.11) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La toxicidad se expresdé como la concentracion de agente que produce la
reduccion del 50% de la luminiscencia inicial (EC50) (Onorati y Mecozzi, 2004).

3.19.3. Ensayo de toxicidad con el nematodo C. elegans

Para llevar a cabo este ensayo, se utilizd la cepa N2 de tipo salvaje de C. elegans
proveniente del departamento de Fisiologia de la Universidad de Granada con la que se
han llevado a cabo ensayos de toxicidad en medio sélido (Tan y col., 1999) y en medio
liguido (Williams y Dusenbery, 1990). El método en medio sélido fue utilizado para
comparar la toxicidad de cultivos de la cepa XT1 con la de P. aeruginosa (PAO 32), una
bacteria que causa la muerte del nematodo (Darby y col., 1999; Tan y col., 1999). El
método en medio liquido se utiliz6 para evaluar la toxicidad y calcular la LC50
(concentracion letal que causa la muerte del 50 % de los animales ensayados) de dos
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productos de uso agricola (sulfato de cobre y abamectina) y, compararlos con un cultivo
en fase estacionaria de la cepa XT1.

3.19.3.1. Cultivo de C. elegans

Como fuente de alimentacién del nematodo se emple6 un cultivo de la cepa E. coli
OP50, una bacteria auxotrofa para el uracilo cuyo crecimiento es limitado en el medio
NGM, lo que facilita la observacion y el recuento de los gusanos y de los huevos. Para
su obtencion, se prepararon tubos con 5 ml de caldo Luria Bertani (LB), se inocularon
con E. coli OP50 y se incubaron a 37°C en agitacion durante 24 horas. La suspensién
obtenida fue sembrada sobre placas de NMG conservandose el resto a 4°C para los
siguientes ensayos, hasta un maximo de 7 dias (Stiernagle, 2006).

El cultivo y mantenimiento del nematodo se realiz6 en placas de medio NGM (apartado
3.4.9), las cuales se sembraron con 50 pl del cultivo de E. coli OP50 en el centro de
cada placa y extendiendo con la ayuda del asa de siembra y evitando siempre tocar los
bordes. A continuacion, se incubaron a 30°C durante 14 horas y se enfriaron a 18°C
antes de adicionar los nematodos. Las placas que no se utilizaron inmediatamente se
guardaron cerradas herméticamente a 4°C durante 3 semanas para siguientes ensayos.

La transferencia y sincronizacién de los huevos de C. elegans se realizé a partir de una
placa madre con huevos y larvas en diferentes estadios. Inicialmente se lavé la
superficie varias veces con agua destilada estéril para arrastrar los huevos y las larvas
y se recolectaron en fracciones de 3,5 ml en 2 tubos de plastico de 15 ml de capacidad.
A cada tubo se le adicionaron 500 pl de NaOH 5N y 1 ml de solucion de hipoclorito de
sodio al 5%. Los tubos se agitaron 5 veces en vortex durante 10 segundos a intervalos
de 2 minutos, y se centrifugaron a 1.300 g durante 30 segundos. Cuidadosamente se
aspird el sobrenadante hasta dejar un volumen aproximado de 100 pl de sedimento. Se
lavd 2 veces con 5 ml de agua destilada estéril y se centrifugé huevamente a 1.300 g
durante 30 segundos. Tras la segunda centrifugacion, el sobrenadante se aspird
dejando aproximadamente 500 ul de sedimento (Stiernagle, 2006) para ser usados en
los métodos de toxicidad sdlido y liquido.

3.19.3.2. Evaluacién de la toxicidad en medio sélido

Este método fue realizado de acuerdo al protocolo descrito por Navas y col., 2007 con
algunas modificaciones. Inicialmente, se transfirieron 50 pl del sedimento obtenido en el
apartado anterior, en los bordes de placas de medio NGM y césped de E. coli OP50. A
las 18 horas de incubacién a 20°C los huevos eclosionaron y las larvas se desplazaron
hacia el interior del césped de E. coli OP50. Con la ayuda de agujas de jeringas de 0,5
ml se transfirieron 5 larvas a placas con medio NGM y césped de la cepa XT1. Como
control de crecimiento se sembraron larvas en medio NGM con césped de E. coli OP50
y como control de toxicidad, con césped de P. aeruginosa PAO. Se realizaron tres
réplicas de cada placa y se incubaron a 24°C durante 8 dias. Los nematodos fueron
examinados cada 24 horas con lupa de 20X de aumento y se determin6 el nimero de
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individuos vivos y muertos, considerando muertos aquellos que no mostraban
movimiento espontaneo.

3.19.3.3. Evaluacion de la toxicidad en medio liquido

El método en medio liquido se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita por
Williams y Dusenbery, 1990 recogida en los protocolos estandarizados de la Sociedad
Americana para Pruebas y Materiales ASTM, 2014. Para ello, se transfirieron 100 pl del
sedimento de C. elegans obtenido en el apartado 3.19.3.1 a pocillos de una placa de 48
pocillos que contenia previamente 500 pl de tampdn M9. Las placas se incubaron a 20°C
durante 24 horas. Se visualizaron los pocillos, seleccionando aquellos que contenian
larvas en fase L1, a partir de los cuales se transfirieron 250 pl a placas de agar NGM,
gue contenian el césped de E. coli OP50. Se incubaron a 20°C durante 24 horas para
obtener larvas limpias y sincronizadas entre fase L2 y L3. A continuacion, con la ayuda
de una jeringa de 0,5 ml, se colocaron 10 larvas por pocillo en placas que contenian 500
pl de medio K+ (apartado 3.4.14).

Se evaluaron los sobrenadantes de los cultivos de 24 horas de la cepa XT1 y P.
aeruginosa PAO a las diluciones 1/2, 1/4, 1/8 y 1/50, en un volumen final de 1 ml. Como
controles, se llevaron a cabo las evaluaciones de dos productos quimicos comerciales
utilizados a nivel foliar para el manejo de plagas, sulfato de cobre y abamectina al 0,2%,
0,1% y 0,05% p/v. A continuacioén, se agregaron 50 pl de un cultivo de 24 horas de E.
coli OP50 concentrado a la mitad de su volumen a todos los pocillos evaluados como
alimento para el nematodo. El volumen final por pocillo fue de 1 ml. Tanto las muestras
como los controles se evaluaron por duplicado. Las placas se incubaron a 20°C durante
24 horas, tras lo cual se contaron los supervivientes por pocillo y se determiné la LC50
para cada sobrenadante o compuesto evaluado.
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4. RESULTADOS

4.1. Cultivo por la técnica de dilucion a extincién

A partir de los 4800 pocillos inoculados con las muestras de los seis puntos de muestreo
solo182 pocillos resultaron positivos (mostraron crecimiento) (Tabla 4.1). Los primeros
pocillos positivos comenzaron a observarse a partir del dia 15, siendo el tiempo maximo
considerado para la toma de resultados, 60 dias. Los pocillos positivos se sembraron en
medio R2A suplementado con sales Subow y tras sucesivos pases se obtuvieron un total
de 354 aislados. Los porcentajes de cultivo estuvieron comprendidos entre el 1,8 y el 6,1%
con una mayor proporcion de pocillos positivos en las muestras provenientes de Finca La
Salina.

Tabla 4.1. Porcentaje de cepas cultivables para las 6 muestras de suelo

Muestras bacterias/ pocillos pocillos % de
g suelo inoculados positivos cultivo’
S1 4,3 x108 1056 44 4,3
S2 3,8x 107 816 20 25
S3 4,1x108 1008 18 1,8
FS1 1,6 x 108 624 37 6,1
FS2 1,6 x 10° 672 40 6,1
FS3 1,8 x 10° 624 23 3,8

'Determinado por la ecuacion V= -In(1-p)/X, donde: V es el estimado de células cultivables, p es la
proporciodn de pocillos positivos con crecimiento dividido por el nimero de pocillos inoculados totales
y X es el inéculo inicial de células afadidas en cada pocillo (Button y col., 1993; Connon y
Giovannoni, 2002). S1-3: Surgencia; FS1-3: Finca La Salina.

4.2. Caracterizacion fenotipica

La caracterizacion fenotipica de los 354 aislados se realiz6 de forma global con 13 pruebas
fenotipicas cuyos resultados se relacionan detallados en el apéndice 1.

4.2.1. Caracterizacion morfoldgica y fisiolégica

Los aislados obtenidos mediante el método de dilucién a extincién se caracterizaron en
primer lugar morfolégicamente y por la estructura de la pared celular mediante la tincion de
Gram. De los 354 aislados, el 84,2% fueron Gram negativos y el 15,8% Gram positivos. En
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las muestras de Rambla Salada analizadas, se encontraron cocos y bacilos Gram positivos
en muy poca proporcion, 0,8% y 15%, respectivamente. En relacion a la prueba de la
oxidasa, catalasa y movilidad realizada a los aislados, el 87% fueron oxidasa positivos, el
78% catalasa positivos y el 55% mostraron movilidad.

En lo que respecta al crecimiento a distintas concentraciones de sales, la mayoria de los
aislados fueron capaces de crecer en un rango amplio de salinidad mostrando un marcado
caracter eurihalino, 31 crecieron entre 1-10%, 98 entre 1-15%, 128 entre 1-20% y 97 entre
1-25% p/v NaCl, de estos ultimos, 9 no crecieron a concentraciones de sales inferiores a
3%.

4.2.2 Actividades enzimaticas

Del total de 354 aislados, 116 fueron capaces de hidrolizar la caseina, 141 el almidén, 39
hidrolizaron la gelatina, 159 produjeron lecitinasa, 28 hidrolizaron la quitina, 67 hidrolizaron
el Tween 20, 84 hidrolizaron el Tween 80 y 152 produjeron DNAsa. En la Figura 4.1 se
muestra el porcentaje de aislados con actividad hidrolitica para los sustratos evaluados, lo
que pone de manifiesto su potencial biotecnoldgico.
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Abundancia relativa de aislados

Figura 4.1. Actividades enzimaticas de las cepas. Los resultados representan la
abundancia relativa de 354 aislados.

4.3. Estudio filogenético

Las secuencias del gen del ARNr 16S de los 354 aislados se compararon con las
disponibles en las bases de datos GenBank y EzTaxon. El analisis revelé que las cepas
pertenecian a los filos Proteobacteria (81,9%), Firmicutes (11,3%), Actinobacteria (4,5%) y
Bacteroidetes (2,3%) siendo la clase Gammaproteobacteria la predominante (65,7%). Las
secuencias compartian identidad entre 94% y 100% con secuencias de especies ya
descritas, de las cuales, 25 mostraron identidad <98%. Este grupo de 25 aislados se
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sometid a un estudio filogenético mas profundo. Para ello, dicho gen se clon6 en el
plasmido pGEM-T y se introdujo mediante transformacién en E. coli DH5a. El plasmido
con el inserto fue purificado y secuenciado empleando la pareja de primers SP6/T7. La
identificacion de las especies filogenéticamente mas cercanas fue llevada a cabo
inicialmente por BLAST frente a secuencias de cepas tipo validamente descritas y
representantes de filotipos no cultivados presentes en las bases de datos del
GenBank/EMBL/DDBJ. También se realiz6 la identificacién utilizando el servidor EzTaxon.

Tras el andlisis de las 25 secuencias, 16 resultaron tener una identidad >98% con especies
validamente descritas, mientras que 9 secuencias continuaron mostrando identidad <98%.
Estas ultimas corresponden con los siguientes aislados: D14 (97% de identidad con
Lysobacter daejeonensis GH1-9T), D22-912 (95,9% de identidad con Blastomonas
natatoria DSM3183T), D6 (97,9% de identidad con Marinobacterium nitratireducens CN44),
D7 (96% de identidad con Marinobacterium lutimaris AN9), D15 (97,4% de identidad con
Roseovatrius tolerans EL-172T), A21 (97,9% de identidad con Roseovarius pacificus 81-2),
A19 (98,9% de identidad con Roseovarius tolerans EL172T), A46 (98% de identidad con
Pseudoruegeria aquimaris SW-255T), D1 (97,9% de identidad con Microbulbifer
taiwanensis CC-LN1-12T).

Tras el analisis global de los 354 aislados, se identificaron 60 especies distintas ya
descritas. La Tabla 4.2 muestra estas cepas, las cuales presentan porcentajes de identidad
= 98%. Los taxones mas abundantes fueron Marinobacter (38,9%), Halomonas (20,2%) y
Bacillus (11,2%). Sus secuencias se depositaron en la base de datos GenBank y les fueron
asignados los codigos de acceso del MH266125 al MH266185.

Tabla 4.2. Especies aisladas por dilucion a extincion. Identificacion por comparacion de
sus secuencias del gen ARNr 16S usando BLAST.

%

Aislado N° GenBank Especie mas cercana (N° GenBank)

identidad
PL20 MH266125 99 Acinetobacter albensis ANC 4874 (NR_145641)
25-D-8 MH266126 99 Alcanivorax jadensis T9 (NR_025271)
M35R MH266127 100 Alkalibacillus silvisoli BM2 (NR_041482)
SR54 MH266128 99 Bacillus enclensis SGD-1123 (KF265350)
D16_1 MH266129 100 Bacillus halotolerans ATCC 25096 (LPVF01000003)
D28_1 MH266130 100 Bacillus safensis kv2 (MH200636)
16SRL MH266131 100 Bacillus siamensis KCTC 13613 (AJVF01000043)
R63L MH266132 100 Bacillus tequilensis FJAT-40022 (MG905894)
SR43 MH266133 100 Bacillus thioparans KmS3200909 (MG011570)
M5-FL MH266134 98 Bacillus velezensis CR-502" (AY603658)
R25L MH266136 99 Citreimonas salinaria CL-SP20 (NR_043303)
SR37F MH266137 99 Erythrobacter litoralis HMIF8222 (KY047411)
D11 MH266138 98 Erythrobacter longus DSM 6997 (NR_041889)
2-C-1 MH266139 99 Erythrobacter marinus HWDM-33 (NR_109054)
D40-857 MH266140 100 Flavobacterium jumunjinense HME7102 (NR_109367)
M35(1)RL  MH266141 100 Halobacillus alkaliphilus SP22 (KX885464)
ML35R MH266142 100 Halobacillus halophilus 3 (NR_075035)
M45 MH266143 08 Halomonas alimentaria YKJ-16 (NR_025054)
F-5-2 MH266144 99 Halomonas fontilapidosi HMF4436 (KT984005)
SR33 MH266145 99 Halomonas gomseomensis M12 (AM229314)
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SR1
28-C-6
A-10-2
L30
L30-F
26-F-6
261-6
L30B
D14-37
G-6-2
38CL
14Df
D-4-4
17-F-15
241L
28-C-8
27-E-1
D17-1
F-7
709
16SF
1-5-E
D26
R14
SR14FL
18RL
M28-R
L43-F
L11-R
23-B-5
M6RL
B6FL
13-B-7
D-6-6
12-D-7
6-F-3
20-B-2
4-C-4
6-D-7
M34FL

MH266146
MH266147
MH266148
MH266149
MH266150
MH266151
MH266152
MH266153
MH266154
MH266155
MH266156
MH266157
MH266158
MH266159
MH266160
MH266161
MH266162
MH266163
MH266164
MH266165
MH266166
MH266167
MH266168
MH266169
MH266170
MH266171
MH266172
MH266173
MH266174

MH266175
MH266176
MH266177
MH266178
MH266179
MH266180
MH266181
MH266182
MH266183
MH266184
MH266185

100
99
99

Halomonas janggokensis FMH54 (KX821765)
Halomonas stenophila N8 (MG563245)

Halomonas ventosae NRS2HaP1 (LT221212)
Idiomarina abyssalis MCCC:1A05090 (KM407705)
Idiomarina homiensis MCCC:1A05917 (KM407707.1)
Idiomarina loihiensis GSL 199 (CP005964)
Idiomarina ramblicola R22 (NR_025806)

Idiomarina salinarum MCCC:1A02680 (KM407738)
Lysobacter concretionis Ko07 (NR_041003)
Marinobacter adhaerens NIOSSK56#15( KY604871)
Marinobacter algicola VSW110 (KC534310)
Marinobacter aquaticus M6-53 (LT714149)
Marinobacter flavimaris D6028 (FJ161304)
Marinobacter guineae M3B (AM503093)
Marinobacter nanhaiticus EAR19 (KU320883)
Marinobacter pelagius KJ-W13 (JQ799110)
Marinobacter persicus M9B (NR_109110)
Marinobacter salsuginis 11WSA1 (LN794817)
Marinobacter sediminum UDC408 (HM031994)
Marinobacterium lutimaris AN9 (NR_116590)
Microbulbifer salipaludis SM-1 (NR_025232)
Microbulbifer taiwanensis CC-LN1-12 (NR_108519)
Modestobacter marinus AL27 (KU258224)
Palleronia marisminoris 221-F2 (KJ638254)
Pararhodobacter aggregans D1-19 (NR_115018)
Planococcus maritimus Y67 (KU601234)
Planococcus rifietoensis M8 (CP013659)
Pseudoalteromonas issachenkonii KMM 3549 P011030
Pseudomonas psychrotolerans Pp1 (MH233970)

Pseudoruegeria aquimaris SW-255 (NR_043932)
Rheinheimera pacifica NBRC 103167 (NR_114230)
Rheinheimera tangshanensis RB-213 (JQ361154)
Roseovarius mucosus DFL-24 (NR_042159)
Roseovarius nubinhibens SM25 (LT600603)
Roseovarius pacificus 81-2 (NR_043564)
Roseovarius tolerans EL-164 (KP723471)
Sediminimonas giaohouensis YIM B025 (EU878004)
Thalassospira profundimaris WP0211 (NR_042766)
Wenzhouxiangella marina 4S-CH-S3-s2 (MG264256)
Winogradskyella arenosi R60 (NR_041689)

Del grupo de 9 secuencias con identidad <98%, se continuaron los analisis genéticos y
quimiotaxonémicos con las cepas D22-912, D15 y A21 con la finalidad de caracterizarlas y
describirlas como nuevos taxa.

4.4. Caracterizacion de nuevos taxa

Para la caracterizacion de los nuevos taxa se amplid el estudio fenotipico realizado
inicialmente (apartados 4.2. y 4.3.). Se determiné el rango de crecimiento y el éptimo a
distintos pH y temperaturas y en algunos casos la presencia de pigmentos fotosintéticos y
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el crecimiento en anaerobiosis. Por otra parte y con la ayuda de sistemas miniaturizados
se analizo la presencia de diversos enzimas, la asimilacion de compuestos organicos y la
produccion de acidos de los azucares (APl 20NE, APl ZYM y API 50CH).

Para los ensayos genéticos se determiné el contenido Guanina + Citosina (G+C) a partir
de la temperatura media de desnaturalizacion (Tm), y la hibridacion ADN-ADN in silico a
partir de las secuencias completas de los genomas. Los ensayos quimiotaxonémicos se
llevaron a cabo mediante el analisis de los fosfolipidos de la membrana, la determinacion
de las quinonas, la composicién de acidos grasos y el tipo de pared celular. Finalmente el
estudio morfolégico se abordé mediante microscopia electronica de transmision. Hasta la
fecha hemos descrito y publicado 2 especies nuevas (Castro y col., 2017; Castro y col.,
2018) y se encuentra en revision la publicacion de una nueva especie mas (Castro y col.,
2019).

4.4.1. Descripcion de la cepa D22-912

La cepa D22-912 es un bacilo corto gram negativo, aerobio estricto, movil con un flagelo
polar, con un tamafio de 0,6-0,7 x 1,5-2,3 um (Figura 4.2), catalasa y oxidasa positivo y
reproduccioén por divisién asimétrica. Crece en un rango de NaCl de 0 a 5% p/v y presenta
un crecimiento 6ptimo al 3% p/v NaCl, a una temperatura entre 4 y 32°C, siendo 30°C su
temperatura 6ptima y en un rango de pH entre 6 y 9, siendo el pH dptimo para el crecimiento
7.

Figura 4.2. Micrografia electronica a partir de una tincidon negativa de las células de la cepa
D22-912. A, célula que muestra un flagelo polar. B, corte fino de la cepa D22-912 que muestra
division asimétrica y granulos de poli-B-hidroxialcanoato (PHA). Las células se cultivaron en caldo
marino a 30°C durante 24 horas con agitacion a 150 rpm y se tifieron con acetato de uranilo al 1%
p/v.

Los estudios filogenéticos basados en la secuencia del gen del ARNr 16S (1440 pb)
mostraron que las especies mas relacionadas filogenéticamente eran B. natatoria EY 42207
(95,9%) y B. ursincola KR-99" (95,8%). Las pruebas bioquimicas, fermentacién de
azucares y pruebas enzimaticas se compararon con las de las cepas B. natatoria CECT
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4273y B. ursincola DSM 9006" (Tabla 4.3) (Castro y col., 2017). El contenido de G+C fue
63 mol%. La cepa D22-912 comparte caracteristicas con las cepas B. natatoria CECT
4273 y B. ursincola DSM 9006". Las células de las tres cepas son bacilos gram negativos.
Todas son positivas para la catalasa, oxidasa, fosfatasa alcalina, leucina arilamidasa,
pigmentos carotenoides, bacterioclorofila a, naftol-AS-BI-fosfohidrolasa, esterasa C4,
esterasa lipasa C8. Todas las células son negativas para la produccion de indol, reduccion
de nitrito, hidrolisis de gelatina, arginina dihidrolasa, ureasa, lipasa C14, a-quimotripsina,
a-galactosidasa, B-galactosidasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa, N-acetil-3-
glucosaminidasa, a-manosidasa, a-fucosidasa, valina arilamidasa, cistina arilamidasa. La
produccion de acidos a partir de la D-glucosa, D-fructosa, D-manosa, L-sorbosa, L-
rhamnosa, L-arabinosa, glicerol, eritritol, arabinosa, D-ribosa, L-xilosa, D-adonitol, dulcitol,
inositol, D-manitol, D-sorbitol, adipato y trehalosa es negativa. La N-acetil-B-glucosamina,
mannosa, acido malico, acido fenilacético y acido caprico no pudieron utilizarse como unica
fuente de carbono para las tres cepas.

Tabla 4.3. Caracteristicas que distinguen la cepa D22-912 de otras especies del
género Blastomonas.

Caracteristicas 1 2 3
Pigmentacion de la colonia amarilla naranja amarilla
Parametros de crecimiento
Rango de temperatura 28-32 30-352 25-30°
pH 6ptimo 7,0 7,0-7,52 7,0-8°
Rango de concentracion de NaCl (%p/v) 0-5 0-32 0-3°
Hidrdlisis de la esculina - - +
Asimilacién (APl 20NE)
D-glucosa + - +
Manitol débil - -
Maltosa + + +
Gluconato - - +
Citrato trisédico - - +

Actividad enzimatica (APl ZYM)

Reduccion de nitratos + - -
Tripsina - + +
Fosfatasa acida débil + +
B-glucuronidasa - + -
Produccion de acidos (APl 50CH)
D-xilosa - + -
Citrato férrico de esculina - - -
Melezitosa - - +
Glucdégeno - + -
5-ketogluconato potasico - - +
DPG, PG, PE, DPG, PG, PE, DPG, PG, PE,
Lipidos polares PC, SGL, PL, PC, SGL, PL, PC, SGL, PL,
PGL, L PGL, L, GL PDE, PME®
Contenido de G+C (mol%) 63 64,82 65,1°

1, D22-912; 2, B. natatoria CECT 4273"; 3, B. ursincola DSM 9006T. DPG, difosfatidilglicerol; PC,
fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol; SGL, esfingoglicolipido; PGL, fosfoglicolipido;
PL, fosfolipido desconocido; L, lipido polar desconocido; PDE, fosfatidildimetiletanolamida; PME,
fosfatidilmonometiletanolamina. Datos de este estudio con excepcion de: 2Hiraishi y col., 1985; Yurkov y col.,
1997; °Xiao y col., 2015.
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Los analisis quimiotaxondmicos se realizaron a partir de cultivos de la cepa incubada a
30°C durante 48 horas en medio agar marino (MA). El perfil lipidico polar de la cepa D22-
912 esta compuesto por difosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilglicerol, esfingoglicolipido, fosfoglicolipido, un fosfolipido desconocido y dos lipidos
polares desconocidos (Figura 4.3.). Este patron presentoé diferencias en comparacion con
las cepas de referencia. Asi por ejemplo, la cepa D22-912 no contiene
fosfatidildimetiletanolamina o fosfatidiimonometiletanolamina a diferencia de B. ursincola
DSM 9006 (Tabla 4.3), pero presenta fosfoglicolipidos similares a B. natatoria CECT 42737
aunque en diferente concentracién. El patron de poliaminas de la cepa D22-912 consistio
en espermidina como la poliamina principal.
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Figura 4.3. Perfil de lipidos polares de la cepa D22-912 (A) y B. natatoria CECT 4273T (B). DPG,
difosfatidilglicerol; GL, glicolipido desconocido; L, lipido polar desconocido; PC, fosfatidilcolina; PE,
fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol; PGL, fosfoglicolipido; PL, fosfolipido desconocido; SGL,
esfingoglicolipido.

Los principales acidos grasos fueron Cis.1 w7¢c / C1g:1 w6cC (55,3%), C16:1 w7c / Cie1 wBC
(13,9%), C16:0(9,4%) y C17.1 wbC (6,8%) (Tabla 4.4). El perfil de acidos grasos de la cepa
D22-912 fue muy similar al perfil descrito para B. ursincola DSM 90067, mientras que
mostré diferencias en comparacion con B. natatoria CECT 4273™ como se muestra en la
Tabla 4.5. La quinona isoprenoide predominante fue la ubiquinona Q-10.
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Tabla 4.4. Perfil de acidos grasos de la cepa D22-912 y las cepas tipo de especies del
género Blastomonas.

Acido graso 1 2 3

C12:0 2-OH - - -

C13:0 2-OH - - -

C160 9.4 8.74 7.9
Ci7o 0.6 4.52 0.5
C1so 0.9 - 1.7
C14:0 2-OH 15 2.43 1.6
C1s0 2-OH 14 2.82 0.5
C16:0 2-OH 3.7 - 0.6
C16:1 2-OH - - -

is0-C12:0 3-OH - - TR
iso-C1e:0 3-OH - - 1.2
C16:1 w5C 1.1 - 1.5
C17:1 wbe 6.8 35.64 9.6
C17:1 w8c 14 4.46 1.3
C1s:1 whC 1.1 0.86 1.9
C1s:1 2-OH 0.5 - -

C1s:1 w7c 11-metil 2.4 - -

C16:1 w7c/ Cie:1 wHC 13.9 4.07 9.0
C1s:1 w7c/ Crg:1 wbC 55.3 36.46 60.0

1, D22-912; 2, B. natatoria CECT 4273T; 3, B. ursincola DSM 90067 (Xiao y col., 2015). -, No
detectado; TR, traza (<0,5%). Los datos representan porcentajes de acidos grasos totales.

Para el analisis filogenético de las secuencias se incluyeron 41 secuencias de cepas tipo
de especies relacionadas. La estabilidad de los grupos se determiné realizando un analisis
de remuestreo o bootstrap con 1000 repeticiones. Los analisis filogenéticos basados en
los métodos neighbor joining, maximum parsimony y maximum likelihood incluyeron a la
cepa D22-912 en el grupo que forma las especies del género Blastomonas, con topologias
de arboles muy similares. La Figura 4.4 muestra el arbol que contiene los filogrupos en los
que se incluye la cepa D22-912 de acuerdo con el algoritmo de maxima verosimilitud
(maximum likelihood).
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Novosphingobium marinum LA53T (KJ708552)
Novosphingobium indicumH25T (EF549586)
Novosphingobium pentaromativoranUS6-1T (AF502400)
Novosphingobium mathurense SM1177 (EF424403)
Novosphingobium chloroacetimidivorans BUT-14T (KF676669)
Novosphingobium soli CC-TPE-1T (FJ425737)

4+:Novosphingobium hassiacumW-51T (AJ416111)
80 Novosphingobium nitrogenifigensY88T (DQ448852)
] 71 Novosphingobiumtardum 16-28-2T (KM244722)

Parablastomonas arctica M0-2T (KC759680)
Novosphingobium colocasiae Teta-03T (HF548595)
Blastomonas quesadae 9127 (KX990274)
Blastomonas aquatica PE 4-57 (KJ528316)
& Blastomonas ursincola KR-99T (AB024289)
100 ' Blastomonas natatoria EY 42207 (AB024288)
Parasphingopyxislamellibrachiae JAMH 01327 (AB524074)
—: Sphingopyxis baekryungensis SW-150T (AY608604)

100 | Sphingorhabdus rigui01SU5-PT (HQ436492)
1 00* L Sphingorhabdus planktonica G1A 5857 (JN381068)
Sphingorhabdus wooponensis03SU3-PT (HQ436493)
Sphingorhabdus pacificus KMM 9574 (AB936074)

£ Sphingorhabdus flavimaris SW-151T (AY554010)
Sphingopyxis ummariensis U127 (EF424391)
Sphingomonas adhaesiva IFO 150997 (D13722)
Sphingopyxis granulikw07T (AY563034)
Sphingopyxis bauzanensisBZ30T (GQ131578)
Sphingopyxis witflariensis W-50T (AJ416410)
Sphingopyxis panaciterrae Gsoil 124 (AB245353)
Sphingopyxis ginsengisoliGsoil 2507 (AB245343)
Sphingomicrobium lutaoense CC-TBT-3T (EU564841)

[ Sphingosinicella microcystinivoransY2T (AB084247)
99 Sphingosinicella soliKSL-125T (DQ087403)

99 i Sphingobium yanoikuyae IFO 151027 (D13728)
Sphingobium scionense WP01T (EU009209)
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100 Zymomonas mobilis subsp. pomacea ATCC291927T (AF281032)
Lz ymomonas mobilis ATCC 10988 (AF281031)

Stakelama pacifica JLT832T (EU581829)
_WL Stakelama sediminis CJ70T (EU099873)
Sandaracinobacter sibiricus RB16-177(Y10678)
—85+— Sandarakinorhabdus limnophila so42T (AY902680)

RoseobacterlitoralisOch 1497 (X78312)
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Figura 4.4. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en secuencias del gen 16S rRNA para
la cepa D22-912. Se muestran las relaciones entre la cepa D22-912, la especie tipo del género Blastomonas
y las especies mas estrechamente relacionadas de la familia Sphingomonadaceae. Los circulos rellenos
indican nodos que también se encontraron en los arboles de neighbor joining y maximum parsimony en base
a las mismas secuencias. Los niumeros en los nodos son porcentajes de bootstrap basados en analisis de
1000 datos re-muestreados; solo se muestran valores superiores al 70%. La secuencia de Roseobacter
litoralis Och 1497 (X78312) se us6 como un grupo externo. La linea equivale a 0,02 cambios de nucleotidos
por posicién. El numero de acceso GenBank/EMBL/DDBJ de cada secuencia se muestra entre paréntesis.
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En relacion a los pigmentos fotosintéticos, detectamos la presencia de bacterioclorofila o'y
pigmentos carotenoides por espectrofotometria a partir de un extracto celular con
acetona/metanol. Ademas, se amplificaron por PCR los genes puf de bacterioclorofila a
(genes del centro de reaccion fotosintético pufL y pufM) obteniéndose un producto de PCR
de aproximadamente 1,5 kb (Figura 4.5). Las secuencias de los genes pufL y pufM de la
cepa 9127 (KY549924) mostraron 97 y 96% de similitud con las secuencias de genes pufL
y pufM de B. natatoria EY 42207 (AB012060) y B. ursincola KR-99T (AB031016),
respectivamente.

1,5 Kb

Figura 4.5. Productos de PCR de genes pufLM en la cepa D22-912. 1, Marcador de peso
molecular HyperLadder™ 1kb, Bioline; 2, D22-912; 3, Blastomonas natatoria ECT 42737 utilizada
como control positivo; 4, Roseovarius pacificus LMG 45757 como control negativo.

De acuerdo con las diferencias en las caracteristicas fenotipicas y quimiotaxonémicas y
filogenéticas, la cepa D22-912 ha sido reconocida como una nueva especie del género
Blastomonas, con el nombre de Blastomonas quesadae 912'. Blastomonas quesadae
(que.sa’dae. N.L. fem. gen. n. quesadae de Quesada, nombrado en honor a la profesora
Emilia Quesada, como un homenaje a sus contribuciones en el estudio de bacterias
haldfilas) (Castro y col. 2018). Su secuencia del gen del ARNr 16S fue depositada en la
base de datos GenBank con el numero KX990274.

4.4.2. Descripcion de la cepa D15

La cepa D15 es un bacilo gram negativo de 0,7-1,2 x 2,1-3,2 ym de tamafo que se
reproduce por division asimétrica (Figura 4.6). Las colonias que origina son blancas,
circulares, convexas y opacas cuando se cultivan en medios MA y R2A. Es capaz de crecer
en concentraciones de NaCl de 0,5 a 10% (p/v), con un crecimiento 6ptimo al 3%. Crece
dentro de un rango de temperatura de 5 a 30°C a valores de pH entre 6 y 9, siendo 28°C y
pH 7 los valores 6ptimos. Produce catalasa y oxidasa.
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Figura 4.6. Micrografias electrénicas a partir de una tincion negativa de las células de la cepa
D15. A, divisién asimétrica; B, flagelos peritricos. Las células se cultivaron en caldo marino a 30°C
durante 24 horas con agitacién a 150 rpm y se tifieron con acetato de uranilo al 1% p/v.

Los estudios filogenéticos basados en la secuencia del gen del ARNr 16S mostraron que
las especies mas relacionadas y con mayor porcentaje de identidad fueron Roseovarius
tolerans EL-172" (96,1%) y Roseovarius azorensis SSW084T (95,3%). El contenido de G+C
fue 63 mol% un valor similar al de los miembros del género Roseovarius. Las pruebas
bioquimicas, fermentacion de azlcares y pruebas enzimaticas se compararon con las de
las cepas R. azorensis DSM 100674 y R. tolerans EL-172" (Tabla 4.5).

La cepa D15 comparte caracteristicas con las cepas R. azorensis DSM 100674 y con R.
tolerans EL-172". Las tres cepas son bacilos gram negativos. Todas son positivas para la
catalasa, oxidasa y leucina arilamidasa. Todas son negativas para la produccion de indol,
hidrolisis de gelatina, a-quimotripsina, a-galactosidasa, 3-galactosidasa, 3-glucoronidasa,
a-glucosidasa, B-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, a-manosidasa, a-fucosidasa,
valina arilamidasa, cistina arilamidasa, tripsina y fosfatasa alcalina. La produccion de
acidos a partir de D-glucosa, D-arabinosa, D-manitol, D-galactosa, D-fructosa y D-sorbitol
es negativa. La D-glucosa, maltosa, L-arabinosa y mannosa, N-acetil-B-glucosamina y
gluconato, acido adipico, acido malico, acido fenilacético y acido caprico, citrato trisédico
no pudieron utilizarse como unica fuente de carbono para las tres cepas.

75



RESULTADOS

Tabla 4.5. Caracteristicas que distinguen la cepa D15 de otras cepas del género
Roseovarius.

Caracteristicas 1 2 32
Pigmentacién de la colonia blanca no pigmentada roja
Rangos de crecimiento
Temperatura 5-30 15-40 8,5-33,5
pH 6,0-9,0 7,0-9,0 6,2-9,0
NaCl (%p/v) 0,5-10 0,5-7,0 1,0-8
Bacterioclorofila a + - +
Actividad enzimatica APl ZYM
Nitrato reductasa - + -
Fosfatasa acida - - +
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa - + -
Esterasa C4 - + -
Esterasa lipasa C8 - + -
Produccién de acidos API 50CH
5-ketogluconato potasico - + -
. PC, PE, PG, PC, PE, PG,
Lipidos polares AL L DPG, L, AL PC, PE, DPG, PL
Contenido de G+C (mol%) 63 61,9 62,2-63,8

1,D15; 2, R. azorensis DSM 100674T; 3, R. tolerans EL-172T. DPG, difosfatidil glicerol; PC, fosfatidil
colina; PE, fosfatidil etanolamina; PG, fosfatidil glicerol; SGL, esfingoglicolipido; PGL,
fosfoglicolipido; PL, fosfolipido desconocido; L, lipido polar desconocido; PDE, fosfatidil dimetil
etanolamida; PME, fosfatidil monometil etanolamina. Datos de este estudio con excepcion de:
aLabrenz y col., 1999.

Los andlisis filogenéticos basados en los métodos neighbor joining, maximum parsimony 'y
maximum likelihood incluyeron a la cepa D15 en el grupo de las especies del genero
Roseovarius y mostraron topologias muy similares. La Figura 4.7 muestra el arbol que
contiene los filogrupos en el que se incluye la cepa D15 de acuerdo con el algoritmo de
maxima verosimilitud. Para estos analisis se incluyeron 29 secuencias de nucleétidos de
especies relacionadas y la estabilidad de los grupos se determind mediante un analisis de
remuestreo con 1000 repeticiones.
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61— Roseovarius ramblicolaD15" (MF527111)

L Roseovarius toleransEL-172T (Y11551)

76 Roseovarius mucosus DFL-24T (AJ534215)
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64 99 | Roseovarius gaetbuliYM-20T (KF208688)
—‘
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Figura 4.7. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en secuencias del gen del
ARNr 16S para la cepa D15. Se muestran las relaciones entre la cepa D15, la especie tipo del
género Roseovarius y las especies mas estrechamente relacionadas de la familia
Rhodobacteraceae. Los circulos rellenos indican nodos que también se encontraron en los arboles
de neighbor joining y maximum parsimony en base a las mismas secuencias. Los numeros en los
nodos son porcentajes de bootstrap basados en analisis de 1000 datos re-muestreados; solo se
muestran valores superiores al 50%. La secuencia de Burkholderia cepacia ATCC 254167 (U96927)
se us6 como un grupo externo. La linea equivale a 0,05 cambios de nucleétidos por posicion. El
numero de acceso GenBank/EMBL/DDBJ de cada secuencia se muestra entre paréntesis.
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El perfil lipidico polar de la cepa D15 (Figura 4.8) estd compuesto por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, aminolipido y tres lipidos polares no identificados.

16-1029 ""-’qf
L

Figura 4.8. Perfil lipidico polar de la cepa D15. L, lipidos polares no identificados; PC,
fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol; AL, aminolipido.

Los principales acidos grasos (>5% del total de acidos grasos) de la cepa D15 fueron Cig:1
w7c (61,5%), Ci6:0(11,9%) y C12:0(7,1%) (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Perfil de acidos grasos de la cepa D15 y las cepas tipo del genero
Roseovarius.

Acido graso 1 2 3
C12:0 2-OH 0,9 0,3 2,4
C12:0 3-OH - 6,0 -
C12:1 3-OH 3,6 0,2 3,6
C120 71 2,9 -
Cie0 11,9 13,4 6,2
Ciso0 1,8 0,8 0,8
Cie:1 - - 0,8
Cis2 - - S
Cie:0 2-OH 2,5 2,3 -
Ci1s:1 w9c 0,7 2,4 -
Cis:1 w7c 11-metil 2,3 5,9 -
Ciclo-c19:0 w8c 0,9 4,0 -
C1e:1 w7c/ C16:1 wWBC 0.8 0.8 -
Cia:1 W7cC 61.5 56.9 70.2

1, D15; 2, R. azorensis DSM 100674T; 3, R. tolerans EL-1727. Todos los datos son de este estudio,
excepto el de la cepa 3, que se tomé de Labrenz y col., 1999. Las células se cultivaron en MA a
30°C durante 48 horas. Los principales acidos grasos (> 5% del total de acidos grasos) estan
resaltados en negrita. -, No detectado. Los datos representan porcentajes de acidos grasos totales.
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Para analizar la presencia de bacterioclorofila « se amplificaron por PCR los genes puf. El
producto de PCR de aproximadamente 1,5 kb se muestra en la Figura 4.9. Las secuencias
de los genes pufL y pufM de la cepa D15 (MF527111) mostraron 89 y 87% de identidad
con las secuencias de genes pufL y pufM de R. tolerans EL-172T (DQ9155720) y R.
mucosus DFL-24T (CP020474) respectivamente, y un 81% de identidad con las secuencias
de genes pufL y pufM de R. denitrificans Och 114T (DQ915721) y R. halotolerans Och 210"
(D915719).

1500 pb

Figura 4.9. Productos de PCR de genes pufLM en la cepa D15. 1, R. pacificus LMG 24575T; 2,
marcador de peso molecular HyperLadder ™ 1kb, Bioline; 3, Cepa D15T; 4, R. tolerans EL-172T.

De acuerdo con las diferencias en las caracteristicas fenotipicas y quimiotaxondmicas y
filogenéticas, la cepa D15 ha sido reconocida como una nueva especie del género
Roseovarius, con el nombre de Roseovarius ramblicola D15". Roseovarius ramblicola
(ram.bli’co.la. Espafol fem. n. rambla de suelo arenoso; L. suff. -cola (de L. masc. or fem.
n. incola) habitante; N.L. n. ramblicola habitante de una rambla). Su secuencia del gen del
ARNTr 16S fue depositada en la base de datos GenBank con el numero MF527111 (Castro
y col., 2018).

4.4.3. Descripcion de la cepa A21

La cepa A21 es un bacilo gram negativo con forma ovoide, de 0,7-1,6 ym de tamafio, que
no posee flagelos (Figura 4.10). Las colonias que origina cuando se cultivan en agar marino
0 R2A, son de color rosa, circulares, convexas y opacas. Es capaz de crecer en
concentraciones de NaCl desde el 0,5 al 15% (p/v), mostrando un crecimiento optimo al
5%. Crece dentro de un rango de temperatura de 5 a 35°C a valores de pH entre 6 y 8,
siendo 28°C y pH 7 los valores 6ptimos. Produce catalasa y oxidasa.
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1 um

Figura 4.10. Micrografia electrénica a partir de una tincién negativa de las células de la cepa
A21.

Los estudios filogenéticos basado en la secuencia del gen ARNr 16S (1472 pb) indicaron
que la cepa A21 pertenece al género Roseovarius, siendo R. pacificus la especie mas
relacionada filogénicamente con un 98,6% de identidad. El contenido de G+C fue de 61,3
mol% que es un valor similar al de los miembros del genero Roseovarius. Las pruebas
bioguimicas vy fisioldgicas de esta cepa se compararon con las de las cepas R. pacificus
LMG 24575T (Wang y col., 2009) y R. tolerans EL-1727 (Sait y col., 2006) (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Caracteristicas distintivas de la cepa A21 frente a especies tipo del genero
Roseovarius. 1, cepa A21; 2, R. pacificus LMG 24575" (datos de este estudio) y 3, R.
tolerans EL-172T.

Caracteristicas 1 2 32
Pigmentacién de la colonia rosa rosa roja
Rangos de crecimiento
Temperatura 5-35 25 8,5-33,5
pH 6,0-8,0 6,2-8,5 6,2-9,0
NaCl (%p/v) 0,5-15 2,0-12,0 1,0-8
Bacterioclorofila a - - +
Actividad enzimatica (APl ZYM)
Nitrato reductasa + - -
Valina arilamidasa + - -
Leucina arilamidasa - + +
Fosfatasa acida - - +
Fosfatasa alcalina - + -
Esterasa lipasa C8 - + -
Produccion de acidos (AP1 50CH)
D-glucosa + - -
5-ketogluconato potasico d d -
Contenido de G+C (mol%) 61,3 62,3 62,2-63,8

Datos de este estudio con excepcion de: 2Labrenz y col., 1999. d, débil.
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La cepa A21 comparte caracteristicas con las cepas R. pacificus LMG 24575" y R. tolerans
EL-1727. Las tres cepas son bacilos gram negativos, catalasa y oxidasa positivas. Todas
son negativas para la produccién de indol, hidrolisis de gelatina, esterasa, tripsina, a-
quimotripsina, cistina arilamidasa, naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa, a-galactosidasa, -
galactosidasa, B-glucoronidasa, a-glucosidasa, 3-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa,
a-manosidasa, a-fucosidasa. La produccion de acidos a partir de D-arabinosa, D-manitol y
D-sorbitol es negativa. La maltosa, L-arabinosa y mannosa, N-acetil-B-glucosamina y
gluconato, acido adipico, acido malico, acido fenilacetico y acido caprico, citrato trisédico
no pudieron utilizarse como unica fuente de carbono por las tres cepas.

El genoma de la cepa A21 presentd un tamario total de 3.498.676 bases ensamblados en
3 contigs con una cobertura de 350X. El promedio de identidad nucleotidica en el blast
(ANIb) y en la hibridacion in silico ADN-ADN entre las cepas A21y R. pacificus LMG 24575T
fue de 76,8% y de 21% respectivamente. La Figura 4.11 muestra una comparacion grafica
del cromosoma de la cepa A21 con los de las cepas R. tolerans EL-1727, R. pacificus LMG
24575" usando el programa BRIG.

El analisis filogenético se llevé a cabo usando los algoritmos neighbour-joining, maximum-
parsimony y maximum-likelihood y las distancias evolutivas se calcularon empleando el
método de Jukes-Cantor. El analisis se realizé con 36 secuencias nucleotidicas y la
estabilidad de los agrupamientos fue comprobada con analisis de remuestreo (1000
repeticiones). La Figura 4.12 muestra el arbol que contiene los filogrupos en el que se
incluye la cepa A21 de acuerdo con el algoritmo de maxima verosimilitud (maximum-
likelihood).
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Figura 4.11. Visualizacion de BLAST Ring Image Generator (BRIG) de secuencias
cromosoémicas de las cepas A21, R. tolerans EL-172", R. pacificus LMG 24575, E| anillo interno
de color azul corresponde al cromosoma de la cepa A21, el anillo intermedio a EL-1727 y el anillo
externo de color azul claro a LMG 245757, Los gradientes de color del anillo corresponden a diversos
grados de identidad BLAST. También se incluye informacion sobre sesgo de G + C y el contenido
de G +C.
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Roseovarius ramblicola D157 (MF527111)
Roseovarius tolerans EL-1727 (Y11551)
Roseovarius mucosus DFL-24T (AJ534215)
Roseovarius azorensis SSW084T (KC534172)

Roseovarius lutimaris 1127 (JF714703)
Roseovarius gaetbuli YM-20T (KF208688)
Roseovarius marisflavi H50T (KC900366)
Roseovarius antarcticus M-S13-148T (KM347966)
Roseovarius hanhaiticus NH52J7T (FJ403243)
Roseovarius aquimarinus CAU 10597 (JX233494)
Roseovarius aestuani SMK-122T (EU156066)
75 rRoseovarius albus 4SM10T (HF546052)
Roseovarius scapharcae MA4-5T (KR611924)
Roseocvarius nubinhibens ISMT (AF098485)
Pacifibacter marinus HDW-97 (GQ243422)
Pseudoroseovarius crassostreae CV919-312T (AF114484)
Pseudoroseovarius sediminilitoralis M-M107 (JQ739459)
Pseudoroseovarius halocynthiae MA1-10T(HQ852039)
\— Roseovarius faecimaris MME-0707 (KP410680)
- 100 rSalipiger nanhaiensis ZH1147 (KF356414)
Thiobacimonas profunda JLT2016" (JX397932)
Salipiger mucosus A3T (AY527274)
Cribrihabitans marinus CZ-AM5T (JX306766)

Donghicola ebumeus SW-2777 (DQ667965)
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50 Pseudodonghicola xiamenensis Y-2T (DQ120728)
96 - Roseovarius confluentis SAG6ET (KX268605)
Roseovarius atlanticus R12bT (KR095198)
Roseovarius indicus B108T (EU742628)

Roseovarius aestuariivivens GHTF-24T (KX641473)
Roseovarius litoreus GSW-M15T (JQ390520)
Roseovarius halotolerans HJ50T (EU431217)
Roseovarius bejariae A21" (MK933766)

57 Roseovarius pacificus 81-2T (DQ120726)
Maritimibacter alkaliphilus HTCC2654T (DQ915443)
L Roseovarius salinarum N53T (KY973962)

Burkholderia cepacia ATCC 254167 (U96927)
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Figura 4.12. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en secuencias del gen del
ARNr 16S para la cepa A21. Se muestran las relaciones entre la cepa A21, las especies tipo del
género Roseovarius y especies estrechamente relacionadas de la familia Rhodobacteraceae. Los
circulos rellenos indican que también se encontraron en los arboles de neighbor joining y maximum
parsimony en base a las mismas secuencias. Los numeros en los nodos son porcentajes de
bootstrap basados en analisis de 1000 datos remuestreados; solo se muestran valores iguales o
superiores al 70%. La secuencia de Burkholderia cepacia ATCC 25416T (U96927) se us6 como
grupo externo. La linea equivale a 0,05 cambios de nucleétidos por posicidon. El numero de acceso
GenBank/EMBL/DDBJ de cada secuencia se muestra entre paréntesis.
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El perfil lipidico polar de la cepa A21 esta compuesto por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina
y fosfatidilglicerol (Figura 4.13), similar al de la cepa R. tolerans EL-172T.

18-632 73

PE
PG ¢

PC»

Figura 4.13. Perfil lipidico polar de la cepa A21. L, lipidos polares no identificados; PC,
fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol.

Los principales acidos grasos (>5% del total de acidos grasos) de la cepa A21 fueron C18:1
w7c/18.1 wbc (77,5%) y C16:0 (11,9%). Como se muestra en la Tabla 4.8 el perfil de acidos
grasos de la cepa A21 fue similar al de las otras especies de Roseovarius.

Tabla 4.8. Perfil de acidos grasos de la cepa A21 y las especies relacionadas del
genero Roseovarius. 1, A21; 2, R. azorensis DSM 1006747; 3, R. tolerans EL-172T7.

Acido graso 1 2 3
C1o0 1,1 - -
Ci20 1,6 42 -
Cia0 0,7 - -
Cie0 11,9 6,2 6,2
Ciro 0,6 - -
Ciso0 1,3 3,8 0,8
Cis:1 w7c¢ 11-metil 3,8 - -
C16:1 w7c/ Cie:1 WbHC 1,0 - 0,8
C1s:1 w7c/ C1s:1 wbBC 77,5 73,9 70,2

Los principales acidos grasos (> 5% del total de acidos grasos)
estan resaltados en negrita.

La presencia de bacterioclorofila a se llevé a cabo mediante la amplificacion por PCR de
los genes puf. No se detecto la presencia de los genes pufLM en la cepa A21 al igual que
ocurre con Roseovarius pacificus LMG 24575T.
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De acuerdo con las diferencias en las caracteristicas fenotipicas, quimiotaxonémicas vy
filogenéticas, se propone a la cepa A21 como una nueva especie del género Roseovarius,
con el nombre de Roseovarius bejariae A21. Roseovarius bejariae (be.ja'ri.ae N.L. fem.
gen. n. bejariae de Béjar, nombrado en honor a la profesora Victoria Béjar, como homenaje
a sus contribuciones en el estudio de bacterias haldfilas). La secuencia nucleotidica del
gen ARNr 16S y el genoma de la cepa A21 se depositaron en la base de datos del GenBank
y en la base de datos de genoma del NCBI respectivamente, con los numeros de acceso
MK933766 y SZWE00000000.

La Tabla 4.9 muestra un resumen de las nuevas descripciones aisladas de suelos de
Rambla Salada mediante la técnica de dilucién a extincion. Se indican los numeros de
acceso a las bases de datos y los depdsitos en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo
(CECT) y la Coleccion de Cultivos Bacterianos de Bélgica (BCCM/LMG).

Tabla 4.9. Nuevos taxa descritos, obtenidos por dilucion a extincién a partir de suelo
de Rambla Salada.

Aislado Especie Colecciones GenBank Publicacion
D22-912  Blastomonas quesadae 9127 Eﬁggg;g?; KX990274 g&s;ro y col,,
D15 Roseovarius ramblicola D157 Eﬁgggggg: MF527111 ggfgo y col.,
A21 Roseovarius bejariae A21T  CECT 9811 yg33766  SaSIOY COL,

4.5. Actividad antifungica in vitro

Se evalué la actividad antifungica de los 354 aislados de Rambla Salada asi como de un
grupo de 72 cepas pertenecientes a la coleccion de microorganismos de la empresa Xtrem
Biotech S.L. provenientes de otros ambientes hipersalinos. La determinacion de la actividad
antifungica se llevé a cabo en medio solido y en medio liquido enfrentandolas a 9 agentes
fitopatdgenos.

Utilizando el método en medio sélido se realizé una primera seleccion o cribado de cepas
con actividad antifungica. Para ello, en cada placa sembrada con el hongo y con la cepa a
evaluar, se midio el radio maximo y el radio minimo del micelio y se calculé el porcentaje
de reduccion del micelio comparando con las placas control (Figura 4.14). El crecimiento
de todos los hongos fitopatdogenos evaluados se redujo en presencia de al menos un
aislado bacteriano. Los porcentajes de reduccion del crecimiento oscilaron desde el 15%
hasta el 83%. La Tabla 4.10 muestra el numero de cepas con actividad antifungica sobre
los distintos hongos (método en medio sélido) y el rango de los porcentajes de inhibicion
del micelio.
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V. dahliae

Figura 4.14. Actividad antifiungica en medio sélido frente a V. dahliae. A, cepa con actividad; B,
cepa sin actividad.

Tabla 4.10. Numero de cepas con actividad antifungica en medio sélido y liquido y
porcentaje de reduccion del crecimiento del micelio en medio sélido

Medio soélido Medio liquido
Total cepas % reduccion Total cepas con
con actividad micelio actividad
Magnaporthe oryzae 18 22-82 18
Fusarium oxysporum 16 17-77 4
Pythium ultimum 23 16 - 35 23
Alternaria alternata 20 15-71 12
Thanatephorus cucumeris 17 17 - 50 17
Verticillium dahliae 29 23-83 19
Sclerotinia sclerotiorum 16 70 -80 16
Botrytis cinerea 30 17 - 82 18
Phytophotora cinnamomi 14 15-30 14

A continuacién, se evalud la actividad antifungica de los sobrenadantes de las cepas
bacterianas. El tiempo de incubacion varié dependiendo del crecimiento del hongo, desde
7 dias para P. ultimum hasta 30 dias para V. dahliae. Tras la incubacién, la turbidez del
medio fue el criterio utilizado para evaluar la inhibicién de los fitopatégenos (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Actividad de los sobrenadantes bacterianos frente a V. dahliae patotipo D.
Circulos amarillos: cepa con actividad antifungica; circulos verdes: cepa sin actividad antifingica y
control negativo; circulo rojo: cicloheximida (control positivo).

El crecimiento de los fitopatdgenos fue inhibido por al menos 4 sobrenadantes bacterianos
en el caso de F. oxysporum. El hongo mas susceptible a los sobrenadantes evaluados fue
P. ultimum con 23 sobrenadantes activos. Del total de 426 sobrenadantes evaluados, 64
mostraron actividad frente al menos un fitopatégeno. Sin embargo, el numero de aislados
con actividad antifungica fue mayor en el grupo de cepas de la coleccion de Xtrem Biotech,
el 47,2% mostré actividad antifungica frente al menos un fitopatégeno, de los cuales, el
76% (26 aislados) inhibié a mas de 2 fitopatdgenos. En relacion a los aislados de Rambla
Salada, sélo el 8,5% (30 cepas) mostrd actividad frente al menos un hongo fitopatégeno,
de los cuales el 60% pertenecen al filo Firmicutes.

Tras el andlisis de los resultados, se seleccionaron 6 cepas: XT1, XT5, XT6, XT7, XT8 y
XT212 (Tabla 4.11), cinco procedentes de la coleccion de Xtrem Biotech S.L. y una
procedente de Rambla Salada, que mostraron buena actividad antifungica frente a los
hongos seleccionados y especialmente frente a V. dahliae (Tabla 4.12) tanto en los
ensayos en medio sélido como en medio liquido.

Tabla 4.11. Cepas seleccionadas por su actividad antifungica

Cepas Identificacion ARNr 16S % identidad Procedencia

XT1 Bacillus velezensis 100

XT5 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 99 Coleccién de Xtrem
XT6 Brevibacterium halotolerans 100 Biotech S L

XT7 Bacillus mojavensis 100 '

XT8 Brevibacterium halotolerans 100

XT212  Bacillus amyloliquefaciens 99 Rambla Salada
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Tabla 4.12. Porcentajes de inhibicion de fitopatégenos de las cepas seleccionadas

% inhibicién

V. dahliae B. cinerea A. alternata P.cinnamomi F. oxysporum P. ultimum

XT1 49 30 30 50 42 28
XT5 47 30 30 25 28 32
XT6 35 25 20 20 0 0
XT7 46 15 30 50 10 15
XT8 46 17 30 40 0 0
XT212 44 25 0 0 0 15

Para este grupo de 6 cepas se determiné la actividad antifungica en medio sélido y se
calculd el porcentaje de inhibicion del fitopatdégeno V. dahliae utilizando para ello el
programa de procesamiento de imagen digital ImageJ 1.52a mediante la lectura de las
areas de crecimiento (Figura 4.16). Los porcentajes de inhibicion de V. dahliae fueron
45,7%, 42,4%, 31,3%, 43,4%, 45,1% y 43,2% para las cepas XT1, XT5, XT6, XT7, XT8 y
XT212, respectivamente.

Figura 4.16. Inhibiciéon del crecimiento de V. dahliae en PDA. A, V. dahliae; B, V. dahliae (lado
izquierdo) y cepa XT1 (lado derecho); C, V. dahliae (lado izquierdo) y cepa XT6 (lado derecho).

4.6. Actividad antifungica de los compuestos volatiles
La inhibicién del hongo por compuestos volatiles se evalu6 sobre las cepas XT1, XT6 y

XT212. Los porcentajes de inhibiciéon fueron 31,5%, 37,8% y 42,5%, respectivamente
(Figura 4.17).
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Figura 4.17. Inhibicion del crecimiento de V. dahliae por compuestos volatiles de la cepa XT1.
A, V. dahliae (izquierda); B, V. dahliae (izquierda) y cepa XT1 (derecha).

4.7. Actividad promotora del crecimiento de plantas

A continuacién se investigé la produccién de enzimas y metabolitos relacionados con la
actividad promotora del crecimiento de plantas de las 6 cepas mediante 5 pruebas, la
produccion de ACC desaminasa, la fijacion de nitrégeno atmosférico a través del
crecimiento en medio Burk, la produccion de fosfatasas acida y alcalina y la produccién de
siderdforos (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Resultado de las pruebas para determinar la capacidad de las cepas
seleccionadas para promover el crecimiento vegetal

ACC Crecimiento Fosfatasa Fosfatasa Produccion
Cepas . . . . .
desaminasa en Burk acida alcalina sideroforos
XT1 + + + - +
XT5 + + + - +
XT6 + + + - +
XT7 + + + + +
XT8 + + + + +
XT212 + + + + +

4.8. Crecimiento de las cepas bacterianas seleccionadas en distintos medios de
cultivo

El crecimiento de las cepas XT1, XT5, XT6, XT7, XT8 y XT212 se evalué en medio SG,
Molp y M2. Como se observa en la Tabla 4.14, el crecimiento de las 6 cepas bacterianas
en los tres medios evaluados alcanzo6 valores comprendidos entre 9,8 x 10" y 7,8 x 108
UFC/mL tras 24 horas de incubacion.
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Tabla 4.14. Crecimiento de las cepas seleccionadas en medio SG, Molp y M2

UFC/ml

Cepas SG Molp M2

XT1 3,3 x108 7,8 x 108 5,5 x 108
XT5 2,7 x 108 3,0x 108 1,7 x 108
XT6 3,5 x 108 4,3 x 108 1,5x 108
XT7 1,2 x 108 1,2x 108 1,0x 108
XT8 9,8 x 107 1,3x 108 1,0x 108
XT212 3,8x 108 4,3 x 108 3,56x 108

Los resultados representan el promedio de tres recuentos a las 24 horas de
incubacion. El recuento inicial de las cepas bacterianas fue 4,7 x 10* UFC/ml.

4.9. Estudios de compatibilidad entre las cepas

Para conocer la compatibilidad entre las cepas se emplearon dos métodos. En el primero
se colocaron los cultivos de las cepas en pocillos realizados en placas de agar nutritivo
sembradas previamente con una de las cepas. Tras la incubacion, la inhibicién del
crecimiento alrededor de los pocillos (halo) fue utilizada como indicador de antibiosis e
incompatibilidad entre las cepas. Con esta metodologia, se encontrd que las cepas XT6 y
XT7 inhibieron a XT1 (Figura 4.18A) y las cepas XT1 y XT6 inhibieron a XT5 (Figura 4.18B).
El resto de las cepas no mostraron efecto antagénico entre ellas.

Figura 4.18. Halos de inhibicion alrededor de los cultivos de las cepas.

En el segundo método, se utilizaron los sobrenadantes de las cepas para sustituir el agua
de preparacion de placas de agar nutritivo. Una vez solidificadas las placas, se sembraron
suspensiones estandarizadas de las cepas y se realizaron recuentos. Como control, se
sembraron las suspensiones en placas de agar nutritivo sin modificar. Cuando se evaluaron
los sobrenadantes a la mitad de su concentracién no se encontraron efectos antagonicos
entre las cepas, sin embargo, con los sobrenadantes sin diluir, el crecimiento de algunas
cepas estuvo afectado por los sobrenadantes de otras. La Tabla 4.15 muestra los
recuentos de las cepas obtenidos tras 48 horas de incubacion. El sobrenadante de la cepa
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XT5 inhibié significativamente el crecimiento de la cepa XT6, el sobrenadante de la cepa
XT7 alas cepas XT1 y XT8 y el sobrenadante de XT8 a la cepa XT1.

Tabla 4.15. Crecimiento de las cepas en presencia de sobrenadantes

UFC/ml
Control Sobrenadantes
XT1 XT5 XT6 XT7 XT8 XT212
XT1 354x10% 3,16x10%® 3,60x10%® 3,50x10%® 1,41x10% 2,39x10% 3,50 x10°
XT5 360x10% 3,61x10% 3,50x10% 3,48x10% 3,55x10% 3,60x10% 3,58 x 108
XT6 398x10% 3,78x10% 2,57x10% 3,80x10® 3,80x10% 3,75x10% 3,95x 108
XT7 1,90 x 108 1,90 x 108 1,85x10% 1,95x10% 1,95x10® 2,00x10® 2,00x 108
XT8 355x10% 3,30x10® 3,60x10%® 3,10x10® 2,23x10%d 3,40x 10® 3,40 x 108
XT212 2,30x10®8 220x10% 2,40x10® 230x10% 225x10% 240x10%® 2,20x 108

Los resultados representan el promedio de tres recuentos a las 24 horas de incubacion. Diferencias
significativas de los recuentos en presencia de los sobrenadantes al compararlos con el control; a,
P<0,01; b, P =0,05; ¢, P< 0,04; d, P< 0,04 (Prueba ¢ student).

4.10. Actividad antifingica de las cepas en plantas de olivos infectadas con V.

dahliae

4.10.1. Actividad preventiva en invernadero, Granada

Se evalué el efecto de las cepas XT1, XT5, XT6, XT7, XT8 y XT212 diluidas al 2% en agua
en 70 plantones de olivo de 6 meses de edad que fueron posteriormente infectados con V.
dahliae. El ensayo se mantuvo 90 dias bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad en un invernadero. Para ello, se dispusieron 7 grupos con 10 plantones en cada
uno, 6 grupos para los tratamientos bacterianos y un grupo control, cuyos olivos se
infectaron con el patégeno pero no recibieron tratamiento. La Tabla 4.16 muestra la dilucion
bacteriana (% v/v) y la dosis de las cepas (UFC/g sustrato). La dosis de las cepas aplicada
en cada tratamiento estuvo comprendida entre 10* y 10° UFC/g de suelo.
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Tabla 4.16. Dosis UFC/ sustrato en cada tratamiento en invernadero Granada

Tratamientos Dilucion en agua UFC/g sustrato
% viv

1 XT1 2 1,4x108

2 XT5 2 6,0x10*

3 XT6 2 1,6x108

4 XT7 2 4,0x10°

5 XT8 2 7,0x10°

6 XT212 2 1,1x10°8

7 Control + - -

A los 30 dias de la inoculacion se procedio a realizar el primer muestreo para comprobar
el progreso de la enfermedad y la respuesta temprana de los distintos tratamientos. En este
momento del ensayo, no se observaron danos de infeccion en los arboles, pero pudimos
evaluar la respuesta de la planta mediante la determinacion del contenido en
malondialdehido (MDA), compuestos fendlicos totales y la actividad polifenol oxidasa
(PPO) en las hojas.

La Figura 4.19 muestra el contenido de malondialdehido de las hojas de plantas infectadas
con V. dahliae tras el tratamiento con las cepas. El grupo de plantas tratadas con la cepa
XT1, mostré la mayor concentracion de MDA, con valores superiores a los del grupo
control. Los grupos tratados con las cepas XT5, XT6, XT7 y XT212 mostraron
concentraciones significativamente menores a las encontradas en el grupo control.

il

control + XT1 XT212

Figura 4.19. Contenido de MDA en las plantas de olivo a los 30 dias. Control +, plantas
infectadas con V. dahliae, sin tratamiento. Los resultados representan el promedio y la desviacion
estandar; *, diferencias significativas entre los porcentajes de severidad de los tratamientos
comparados con el control (P< 0,05).
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En lo que respecta a los compuestos fendlicos totales, la Figura 4.20 muestra el contenido
en las hojas. El grupo control y el grupo tratado con la cepa XT1 mostraron las mas altas
concentraciones, mientras que, el resto de cepas mostraron niveles fendlicos
significativamente mas bajos que el control.

Por otra parte, la actividad polifenol oxidasa PPO (Figura 4.21) se incrementé
significativamente en todas las plantas infectadas con el hongo y tratadas con las cepas
bacterianas en comparacion con el control que también estaba infectado con el hongo pero
que no recibio tratamiento. La mayor actividad se encontré en el grupo de plantas tratadas
con la cepa XT1.
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Figura 4.20. Contenido de fenoles totales en las plantas de olivo a los 30 dias. Control +,
plantas infectadas con V. dahliae, sin tratamiento. Los resultados representan el promedio y la
desviacion estandar. *, diferencias significativas entre los porcentajes de severidad de los
tratamientos comparados con el control (P< 0,05).
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Figura 4.21. Actividad polifenol oxidasa (PPO) en las hojas de las plantas de olivo a los 30
dias. Control +, plantas infectadas con V. dahliae, sin tratamiento. Los resultados representan el
promedio y la desviacion estandar. *, diferencias significativas entre los porcentajes de severidad de
los tratamientos comparados con el control (P< 0,05).

control +

La deteccion de V. dahliae mediante PCR en las hojas fue realizada a los 30 y 90 dias tras
la infeccion (Figura 4.22). A los 30 dias se detect6 la presencia del hongo solo en las hojas
de las plantas de olivo que habian sido tratadas con la cepa XT7. A los 90 dias, se detecto
la presencia del hongo en todas las plantas de olivo tratadas.

Figura 4.22. Identificaciéon de V. dahliae en las hojas de olivos a los 30 dias.

Al finalizar la experiencia a los 90 dias, se determin6 el porcentaje de incidencia, la
severidad y el indice de dano (Tabla 4.17). La incidencia se determiné calculando el
porcentaje de plantas que mostraron sintomas de infeccidon por V. dahliae: clorosis,
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marchitez, necrosis y defoliacion en cada grupo. El 100% de las plantas del control positivo
y las tratadas con XT7 presentaron sintomas de infeccion. EI menor porcentaje de
incidencia se encontré en el grupo tratado con la cepa XT1 (40%). La determinacién de la
severidad se calculé segun la escala del 0 al 4 de Lépez Escudero y col., 2004. El
tratamiento con la cepa XT7 mostré la severidad mas alta, y el tratamiento con XT1 la
severidad mas baja, con diferencias significativas al compararlo con el grupo control
(P<0,05). De igual forma, los resultados encontrados en el indice de dafio muestran una
reduccion significativa (P<0,05) en todos los grupos tratados al compararlos con el grupo
control. La cepa XT1 mostro el indice de dano mas bajo y el grupo tratado con la cepa XT7
el indice de dafio mas alto.

Tabla 4.17. Incidencia, severidad e indice de dafo a los 90 dias de la infecciéon con V.
dahliae.

Tratamientos % incidencia Severidad % indice de daino
1 XT1 40 0,8+0,02¢ 21,5+0,98 e

2 XT5 80 3,0+£0,09¢c 659+458¢c

3 XT6 80 22+0,17d 520+1,26d

4 XT7 100 3,5£0,10b 79,2+5,78 b

5 XT8 70 2,0+£0,08d 55,1+1,08d

6 XT212 70 2,1+£0,09d 549+1,50d

7 Control + 100 39+0,12a 89,9+236a

LSD 0,21** 8,02*

La diferencia minima significativa irrestricta (LSD) indica que las diferencias superiores a
ese valor son estadisticamente significativas respecto al control (P= 0,05, Duncan’s New
MRT). *, P < 0,05, **, P < 0,01. Las medidas con la misma letra no presentan diferencias
significativas para cada variable

Por otra parte, se determiné el nimero de esporas de V. dahliae por gramo de suelo
mediante recuentos en agar semi-selectivo Sorensen’s (Tabla 4.18) en los grupos tratados
con las cepas y calculamos el porcentaje de reduccion frente al control. Los grupos tratados
con las cepas XT5, XT6, XT212 y XT1 redujeron en 35,5%, 28,5%, 21,3% y 20,2% las
esporas en el suelo, respectivamente con diferencias significativas para los grupos tratados
con las cepas XT5 y XT6 (P <0,01) y los tratados con las cepas XT212 y XT1 (P = 0,05).
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Tabla 4.18. Namero de esporas de V. dahliae en los sustratos de las plantas tratadas
con las cepas

Tratamientos esporas/g suelo
Control infeccién 47,2+0,6

XT1 36,4 +1,7
XT5 29,4 +1,9*
XT6 32,6 £ 5,9*
XT7 45,8+ 0,3
XT8 54,4 £+ 1,7
XT212 372+1,2

Los resultados representan el promedio + desviacion estandar de
tres recuentos, *, P < 0,01 Método de Tukey’s.

4.10.2. Actividad preventiva en invernadero, Cérdoba

Evaluamos el efecto de las cepas XT1, XT5, XT6, XT7 y XT8 sobre olivos de un ano del
cultivar Picual infectados posteriormente con V. dahliae. La duracion del ensayo fue de 14
semanas. La dosis aplicada (UFC/g sustrato) y la concentracion se muestran en la Tabla
4.19. Ademas de los controles con plantones infectados sin tratar y no infectados sin tratar,
se evalud un fungicida biolégico comercial denominado Bioten® que contiene Trichoderma
asperellum 1ICC012 y Trichoderma gamsii ICC080 a la dosis de 0,25 kg/m? (recomendada
por el fabricante) para permitir comparaciones.

Tabla 4.19. Dosis UFC/ sustrato por tratamiento en invernadero Cérdoba

Tratamientos Dilucién en agua UFC/g sustrato
XT1 5% viv 1,6 x108
XT5 5% viv 4 x10°
XT6 5% viv 5x105
XT7 5% viv 2 x105
XT8 5% viv 4,5 x10°
Bioten® 0,25% plv 5 x107
Control+ - -

Los primeros sintomas de la verticilosis comenzaron a aparecer en el grupo control durante
la semana 6 tras la infeccion. Se determinaron los porcentajes de incidencia y de severidad
durante las semanas 8 y 11 (Tabla 4.20). La incidencia se determind calculando el
porcentaje de plantas que mostraron sintomas de infeccion por V. dahliae: clorosis,
marchitez, necrosis y defoliacién en cada grupo, y la severidad, segun la escala del 0 al 4
de Loépez Escudero y col., 2004. En la evaluacion de la semana 8 todos los plantones
tratados y el control mostraron signos de la infeccion por V. dahliae a excepcion del grupo
tratado con XT1. La incidencia del resto de plantones estuvo comprendida entre 40 y 55%,
mientras que, la severidad oscilé dependiendo del tratamiento, entre 11 y 25%. En la
semana 11, se observaron sintomas de verticilosis en todos los tratamientos. Los valores
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de incidencia (42,9%) y severidad (9,7%) en el grupo tratado con XT1, fueron
significativamente mas bajos que los del control y del resto de tratamientos (P < 0,05). Los
porcentajes de severidad mas altos se encontraron en los grupos tratados con XT8 y
Bioten® con valores de 50,7 y 51,1%, respectivamente.

El andlisis conjunto de los valores de severidad de la enfermedad tras siete evaluaciones
semanales, comenzando en la semana 8 tras la infeccion (2 semanas después de la
aparicion de los sintomas) (Figura 4.23), confirmd la tendencia observada en las primeras
evaluaciones. Al final del ensayo, el grupo control sin tratamiento mostré 73,8% de
severidad mientras que, el grupo tratado con XT1 mostré un 25% (Figura 4.24). El resto de
tratamientos se ubico entre el 77,5 y 93,8%. El grupo tratado con el producto biologico
Bioten® no mostré diferencias con respecto al control ni con el resto de tratamientos (Figura
4.25). Finalmente V. dahliae fue recuperado en medio PDA a partir de los tallos de las
plantas infectadas sin tratamiento (control positivo).

Tabla 4.20. Efecto de los tratamientos sobre la incidencia y severidad de la
verticilosis en plantones de olivo en invernadero de Cérdoba.

Semana Productos % incidencia (1) % severidad (2)
XT1 0,0b 00b
XT5 50,0 a 13,8 a
XT6 444 a 15,3 a
8 XT7 40,0 a 25,0 a
XT8 55,5a 11,1a
Bioten® 40,0 a 16,3 a
Control+ 40,0 a 15,0 a
XT1 429c 9,7b
XT5 100,0 a 448 a
XT6 100,0 a 46,8 a
11 XT7 889b 48,2 a
XT8 100,0 a 50,7 a
Bioten® 100,0 a 51,1 a
Control+ 90,0 a 47,6 a

(1) Porcentaje de plantones de olivo afectados por verticilosis. Valores seguidos de la misma letra
no difieren significativamente (P = 0,05 test de comparacién multiple de proporciones de Zar).

(2) Area bajo la curva del progreso de la enfermedad porcentual de las evaluaciones de sintomas
realizadas a intervalos de 7 dias desde el inicio de los sintomas. Valores seguidos de la misma letra
no difieren significativamente segun el test LSD protegido de Fisher (P = 0,05).
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Semanas posteriores a la infeccién

Figura 4.23. Progreso en la severidad de los sintomas por V. dahliae. A partir de la

semana 8 hasta el final del ensayo de acuerdo a la escala de calificacion de Lépez-
Escudero, 2004.

Figura 4.24. Efecto de la cepa XT1 sobre la severidad de la verticilosis. A, tratamiento con
XT1; B, control sin tratar.
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Figura 4.25. Plantones de olivo al final del ensayo. A, sin infectar con V. dahliae; B infectados y
tratados con el producto comercial Bioten®; C, infectados y tratados con XT1.

4.10.3. Actividad preventiva en condiciones de semi-campo, Granada

Se evaluo el efecto de 4 cepas, XT1, XT5, XT6 y XT8 crecidas en dos medios de cultivos,
medio SG y medio M1, sobre olivos de 1 afio de edad en condiciones de semi-campo. Se
incluyeron 9 tratamientos con las cepas bacterianas, los cuales fueron aplicados antes y
después de la infeccion con V. dahliae patotipo D. Esta infeccion fue realizada mediante
inmersion del sistema radicular en una suspension de 1x107 conidios/ml. Como control
negativo se incluyeron plantas que no fueron infectadas con el patégeno, mientras que,
para el control positivo utilizamos plantas que inoculamos con el patdégeno a la misma
concentracién y dosis de los grupos de tratamiento. La Tabla 4.21 describe las UFC/g de
sustrato aplicadas en cada dosis y el nimero de plantas de olivo sometidas al estudio en
cada tratamiento. La concentracion de los indculos estuvo entre 10* y 10° UFC/g de
sustrato en la maceta, las cuales fueron aplicadas 15 y 2 dias antes de la inoculacion con
el patégeno y, 4 y 7 dias después de ésta.
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Tabla 4.21. Dosis UFC/ sustrato en cada tratamiento

Tratamientos Dilucién en agua UFC/g sustrato N° plantas
T1 XT1?@ 2% 4,2x10° 5
T2 XT1? 1% 2,1x10° 5
T3 XT1P 2% 6,8x10* 5
T4 XT1P 1% 3,4x10* 5
T5 XT12 + XT52 1% clu 4,2x10° + 4,1x10* 5
T6 XT5? 2% 8,2x10* 5
T7 XT12 + XT6? 1% clu 2,1x10% + 1,2x10° 5
T8 XT82 2% 5x10° 3
T9 XT62 2% 2,4x10° 3
C- Control sin infeccion agua NA 5
C+ Control infeccion agua NA 5

2 medio SG; °, medio M1; NA, No Aplica.

La Figura 4.26 muestra los porcentajes de severidad de los sintomas presentados por las
plantas de olivo en cada tratamiento después de 5 meses del inicio del ensayo. Los
sintomas considerados para calcular este porcentaje fueron: clorosis, defoliacion y
marchitez de las hojas. Para ello, se contaron la totalidad de las hojas de cada planta
(sanas, clordticas, marchitas, caidas) y se calculé el porcentaje de hojas afectadas
respecto al total para cada planta y se determiné el promedio para cada tratamiento. Los
controles fueron procesados de igual forma y con ellos, se establecié un rango cuyo limite
inferior (linea verde) se correspondia con el control negativo o control sin infeccion vy, el
limite superior (linea roja) con el control positivo, cuyos olivos fueron infectados con el
patégeno pero no recibieron tratamiento alguno. El porcentaje de severidad de la
enfermedad de este ultimo grupo fue 19,6% + 4,8 mientras que, el del control sin infeccion
fue de 1,7% £ 0,5 (P <0,005). Como se observa, la severidad de los sintomas para los
grupos de plantas con tratamientos se distribuyd entre ambos limites con mayor tendencia
hacia el limite inferior. Todos los tratamientos bacterianos aplicados redujeron
significativamente la severidad de los sintomas por verticilosis a los 5 meses, aunque
ninguno de ellos fue capaz de eliminar los sintomas en su totalidad, siendo el tratamiento
T8 con la cepa XT8 el que redujo en mayor grado el porcentaje de severidad. A los 10
meses del comienzo del ensayo (Figura 4.27), una de las plantas del control infectado con
V. dahliae culminé en la defoliaciéon y seca completa de la planta.
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Figura 4.26. Severidad de los sintomas de la infeccion por V. dahliae patotipo D en plantas de
olivo. T1, XT1 al 2% en medio SG; T2, XT1 en medio SG 1% (P <0,007); T3, XT1 en medio M1 al
2%; T4, XT1 en medio M1 1%; T5, XT1+XT5 en medio SG al 1%; T6, XT5 en medio SG 2% ; T7,
XT1+XT6 en medio SG al 1%; T8, XT8 en medio SG al 2%; T9, XT6 en medio SG al 2%; C-, Plantas
sin infeccion y sin tratamiento (linea verde) y C+, plantas infectadas con V. dahliae, sin tratamiento
(linea roja). *, diferencias significativas de los tratamientos comparados con el C+ (P < 0,05 Prueba
t de student). Duracion del ensayo: 5 meses

# : i g2

e, e Clot (g e
Figura 4.27. Ensayo en plantas de olivo en condiciones de semicampo. A, plantas tratadas con
las cepas bacterianas e infectadas con V. dahliae, B, planta de olivo infectada con V. dahliae, sin
tratamiento y C, control: planta no infectada, sin tratamiento. Duracién del ensayo: 10 meses.
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Por otra parte, registramos la altura de cada una de las plantas a los 5 meses y a los 19
meses, y con estos datos calculamos la altura promedio para cada tratamiento y los
comparamos con los controles del ensayo (Figura 4.28). No encontramos diferencias
significativas entre el control infectado y el control sin infeccién, sefalando que la infeccion
no tuvo repercusion sobre el crecimiento de las plantas. Sin embargo, al comparar los
grupos tratados con las cepas bacterianas frente al control no infectado con V. dahliae,
encontramos diferencias significativas para T1 (P <0,009), T3 (P <0,0001), T4 (P < 0,05),
T6 (P <0,05)y T7 (P< 0,02) lo que demuestra la capacidad estimulante del crecimiento en
olivos de las cepas XT1, XT5 y la mezcla XT1+XT6 a escala de semi-campo.

30,0

25,0
20,0

15,0

10,0

| i - ﬁ

oo U—1 1 P Pl P Pl Pl Pl Pl e P
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 19 Cc- C+

Figura 4.28. Crecimiento (altura) de las plantas de olivo. T1, Tratamiento con la cepa XT1 en
medio SG 2%; T2, XT1 en medio SG 1%; T3, XT1 en medio M1 2%; T4, XT1 en medio M1 1%; T5,
XT1+XT5 en medio SG 1% c/u; T6, XT5 en medio SG 2%; T7, XT1+XT6 en medio SG 1% clu; T8,
XT8 en medio SG 2%; T9, XT6 en medio SG 2%; C-, Control de plantas sin infeccion, sin tratamiento
y C+, plantas infectadas con V. dahliae, sin tratamiento. *, diferencias significativas del crecimiento
en comparacioén con el C- (P < 0,05 Prueba t de student).

Crecimiento (cm)

Respecto a la cepa XT1, se observd que la concentracién del indculo influyé en el
crecimiento de las plantas (altura). Asi se encontraron diferencias significativas entre
grupos de tratamientos con el mismo medio de cultivo pero a distintas concentraciones de
la cepa. El crecimiento promedio en medio SG fue de 18,3+ 4,7y 5,8 + 1,0 para2% y 1%,
respectivamente (P < 0.01) y de igual forma, en el medio M1 fue de 17,2+ 2,7y 8,8 +2,8
para 2% y 1%, respectivamente (P <0,001).

4.10.4. Actividad post infecciéon en condiciones de semi-campo, Murcia

Se evalué el efecto de la cepa XT1 cultivada en medio Molp en plantones de olivos de la
variedad Picual de 4 meses de edad, infectados con V. dahliae patotipo D, en condiciones
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de semi-campo. Ademas, se evaluaron dos productos de uso agricola utilizados para el
manejo de infecciones fungicas, Tellus® una formulacion biolégica a base de T. gamsii y
T. asperellum, y Cercobin® un producto quimico a base de metil-tiofanato. Como controles
se utilizaron plantas regadas con agua y plantas regadas con medio de cultivo, infectadas
con V. dahliae y sin infectar. Todos los tratamientos se aplicaron tres veces a intervalos de
14 dias (Tabla 4.22) y se realizaron dos evaluaciones, la primera, con dos plantones de
cada grupo, a los 68 dias de la ultima aplicacion de los tratamientos vy, la segunda, con 3
plantones, a los 166 dias (Tabla 4.23).

El tamano de las plantas, el peso fresco de las raices y el peso fresco de las plantas a los
68 dias no fueron significativamente diferentes en comparacién con los controles. Sin
embargo, a los 166 dias se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
plantas tratadas con XT1 y los controles sin tratamiento. Entre los distintos tratamientos
con XT1 no se observaron diferencias significativas, salvo la diferencia en altura entre el
tratamiento con un 1% y un 4% de in6culo.

Tabla 4.22. Dosis UFC/ sustrato en cada tratamiento.

Tratamientos Dilucion en agua  UFC/g sustrato Infeccidn en suelo
T medio de cultivo 4% viv - V. dahliae
T2  medio de cultivo 4% viv - sin V. dahliae
T3 XT1 1% viv 3,1x10° V. dahliae
T4  XT1 2% viv 6,2 x 10° V. dahliae
T5 XT1 4% viv 1,2 x 108 V. dahliae
T6  Tellus® WP 95 g/l ND V. dahliae
T7  Cercobin® 70WG 7 g/l - V. dahliae
T8  Control con agua - - V. dahliae

Tabla 4.23. Altura (cm), peso fresco de la raiz (g) y peso fresco de la planta (g) a los
166 dias de la aplicacion de los tratamientos.

Tratamientos Altura (cm) Peso fresco Peso fresco
raiz (g) planta (g)

T1 Control + 21,0 d 7.9 b 5,8 d
T2  Control - 52,0 a 146 a 29,7 a
T3 XT11% 35,6 bc 13,7 a 172 ¢
T4  XT12% 45,3 ab 11,7 ab 18,1 bc
T5 XT14% 51,3 a 132 a 19,8 bc
T6  Tellus® WP 45,7 ab 13,0 ab 195 bc
T7  Cercobin® 70WG 48,7 a 122 ab 235 b
T8  Control con agua 31,7 cd 10,8 ab 10,5 d

LSD P= 0,05 11,9 4,7 55

Las medidas con la misma letra no difieren significativamente (P= 0,05, Duncan’s New
MRT). La diferencia minima significativa irrestricta (LSD) indica que solo las diferencias
superiores a ese valor entre los tratamientos son estadisticamente significativas (P < 0,05).
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4.10.5. Actividad curativa en campo, Granada

La actividad antifungica curativa de la cepa XT1 (Heroprotec Micro®) se evalué sobre 20
olivos que manifestaban sintomas de verticilosis en una finca de secano. Antes del
tratamiento, se determind la presencia de V. dahliae en las hojas mediante siembra en agar
PDA con antibidtico, encontrandose un promedio de 300 esporas de V. dahliae por gramo
de suelo. La severidad de la enfermedad antes y después del tratamiento fue calculada
para cada arbol en una escala del 1 al 4 tomando en cuenta el nUmero de ramas secas y
el estado general de los olivos (Lépez-Escudero, 2004). Como se aprecia en la Tabla 4.24
la severidad promedio al inicio del ensayo de los dos grupos, tratados y sin tratar, mostro
valores similares. Mientras la severidad de los sintomas aumenté en el grupo sin tratar
durante el ensayo, el grupo tratado con Heroprotec Micro® disminuy6 la severidad de los
sintomas tanto a los 7 como a los 14 meses al compararla con el estadio inicial antes del
tratamiento. Se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado y el grupo no
tratado a los 14 meses, y entre los 7 meses y el inicio del ensayo en el grupo tratado.

Tabla 4.24. Severidad promedio de los sintomas de verticilosis en los olivos tratados
y sin tratar

Severidad de los sintomas
Antes del

Olivos . 7 meses 14 meses
tratamiento

Tratamiento con Heroprotec Micro® 1,6x0,6 a 0,8+£0,6b 1,0£0,9b

Sin tratamiento 1,6+0,8ab 1,709 ab 2,7+12ac

Las medidas con la misma letra no difieren significativamente (Prueba de comparaciones multiples
Tukey).

La Figura 4.29 muestra el efecto del tratamiento con Heroprotec Micro® sobre la severidad
de los sintomas de verticilosis a los 7 y a los 14 meses. Como se aprecia en la Figura,
antes del tratamiento, el 70% de los olivos mostraron valores de severidad comprendidos
entre 1y 2. Tras 7 meses del tratamiento, la severidad de los sintomas del 65% de los
olivos estuvo comprendida entre 0 y 1, mientras que a los 14 meses, se observo que la
severidad aumento tanto en el grupo de olivos con severidad comprendida entre 1 y 2 y en
el grupo de olivos con severidad entre 3 y 4. La Figura 4.30 muestra el estado inicial de un
olivo antes del tratamiento (A) y la disminucion de la severidad de los sintomas a los 7
meses (B).
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Figura 4.29. Porcentaje de la severidad de la verticilosis en olivos tratados con Heroprotec
Micro® en campo.
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Figura 4.30. Disminucién de la severidad de los sintomas de la verticilosis en un arbol de
olivo. A, antes del tratamiento; B, a los 7 meses del tratamiento con Heroprotec Micro®

4.11. Presencia y permanencia de las cepas bacterianas seleccionadas en olivos

Se evalué la permanencia de las cepas XT1 y XT212 en el sustrato de plantones de olivo
durante 120 dias. Para ello, y para facilitar su recuento e identificacion se obtuvieron cepas
mutantes a la rifampicina que se aplicaron por riego a una concentracién equivalente a 10°
UFC/g de sustrato, repitiéndose la aplicacién a los 15 dias. Como control negativo se
incluyé un grupo de olivos que no se les aplicd ninguna de las cepas. Se realizaron
recuentos a partir de los sustratos a los 30, 60, 90 y 120 dias en placas de agar nutritivo
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con y sin antibidtico, y se incubaron a 28°C durante 48 horas. La Tabla 4.25 muestra las
UFC/g de bacterias resistentes a rifampicina en los sustratos de las plantas tratadas con
XT1y XT212, y el control sin tratar. Los recuentos se mantuvieron en el orden de 10° UFC/g
a las 24 horas y descendieron gradualmente hasta 10* y 10° UFC/g a los 120 dias para la
cepa XT1y XT212, respectivamente. Los recuentos del grupo control se realizaron en agar
nutritivo con y sin antibiético. Como se muestra en la Figura 4.31 no se observo crecimiento
de microorganismos en las placas con rifampicina.

Tabla 4.25. Recuentos de XT1 rif+ y XT212 rif+ en placas de agar nutritivo con
rifampicina a partir de sustrato de olivos.

UFC/g sustrato

Control* XT1 XT212
1 dia <102 6,2 x 10° 6,2 x 10°
30 dias <102 1,2x10° 9,0 x 10°
60 dias <102 8,3 x 10* 3,3x10°
90 dias <102 1,2 x 104 8,0x 104
120 dias <102 1,4 x 104 8,0x 103

*, Recuentos por debajo del limite de deteccidn, en las tres réplicas.

Figura 4.31. Recuentos de sustrato de olivos sin tratar, en placas de agar nutritivo. A, sin
antibiético; B, con rifampicina.

El caracter enddfito de las cepas XT1 y XT212 se evalué en las raices lavadas y
desinfectadas con hipoclorito (Figura 4.32A) de los olivos a los 30 dias del tratamiento
mediante siembra en agar PDA con rifampicina. Se encontraron 3,2 x 10* UFC/g de raiz en
el grupo tratado con la cepa XT1 (Figura 4.32B) y 3,4 x 10° UFC/g de raiz en el grupo
tratado con la cepa XT212.
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Vg 4 > X
Figura 4.32. Recuentos de microorganismos resistentes a rifampicina a partir de raices de

plantones tratados con XT1. A, Raices al final del proceso de desinfeccién; B, Recuento de
bacterias rif+.

4.12. Analisis de metabolitos implicados en la actividad antifangica

Se evalud la actividad antifungica frente a V. dahliae de sobrenadantes autoclavados y
sobrenadantes filtrados (sin autoclavar) de las cepas crecidas en medio Molp, y de la
fraccion lipopeptidica de las cepas crecidas en medio Molp y medio M2 tanto en medio
sélido como en medio liquido.

Se prepararon placas con agar PDA hidratadas completamente con sobrenadantes de las
cepas, y con sobrenadantes diluidos a la mitad. Sobre las placas se sembrd un boton
fungico y se incubaron a 22°C durante 10 dias. Los porcentajes de inhibicién estuvieron
comprendidos entre 58,2 y 63,2 % en las placas preparadas con sobrenadantes diluidos a
la mitad, y entre 67,3 y 73,68% en las placas preparadas con los sobrenadantes sin diluir
(Tabla 4.26). Las cepas XT1 (Figura 4.33) y XT5 redujeron en mayor porcentaje el
crecimiento del hongo.

Tabla 4.26. Inhibicion del crecimiento de V. dahliae de sobrenadantes en medio
solido.

% de inhibicion de V. dahliae

sobrenadantes 2 sobrenadantes
XT1 73,7 63,2
XT5 71,5 61,4
XT6 69,9 60,3
XT7 67,3 58,2
XT8 68,3 59,2
XT212 72,3 60,5
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Figura 4.33. Inhibiciéon del crecimiento de V. dahliae en medio PDA hidratado con
sobrenadantes de cultivos de la cepa XT1. A, medio hidratado con sobrenadante sin diluir; B, con
sobrenadante diluido a la mitad; C, V. dahliae en PDA sin sobrenadante.

En medio liquido se evalud la actividad antifungica de los sobrenadantes de las cepas XT1,
XT5, XT6, XT7 y XT8 crecidas en medio Molp en wuna proporcion 1:3
(sobrenadante:suspensién del hongo). La suspension incial del hongo fue de 9,5 x 10°
esporas/ml. En el caso de sobrenadantes filtrados, se observd una reduccién del
crecimiento del hongo para todas las cepas, al comparar con el control de crecimiento. De
igual manera, los sobrenadantes autoclavados inhibieron el crecimiento de V. dahliae
aunque con menor grado, con excepcion del sobrenadante de la cepa XT8 que inhibid
completamente al hongo tanto filtrado como autoclavado.

En relacion a la actividad antifungica de la fraccion lipopeptidica, se evalud inicialmente la
cepa XT1 en medio sélido. Como se observa en la Figura 4.34, el lipopétido inhibio el
crecimiento del hongo en un 45% a 10 mg/mly en un 55% a 20 mg/ml.

Figura 4.34. Inhibicién del crecimiento de V. dahliae en medio PDA hidratado con lipopéptido
de la cepa XT1 en caldo Molp. A, Lipopétido 20 mg/ml; B, 10 mg/ml; C, V. dahliae en PDA sin
lipopétido.

A continuacion se evalué la actividad antifingica de la fraccion lipopeptidica de las cepas
XT1y XT212 en medio liquido a distintas concentraciones: 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 20 mg/mi
frente a un indculo de 9,1 x 107 esporas de V. dahliae/pocillo. El porcentaje de germinacién
fue del 90%. Tras 10 dias de incubacion, se observd una reduccidon del crecimiento del
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hongo a partir de 6 mg/ml y 10 mg/ml para la cepa XT1 crecida en medio Molp y M2,
respectivamente. La CMI fue de 20 mg/ml para la cepa XT1 en medio Molp, mientras que,
para la cepa crecida en medio M2 fue mayor de 20 mg/ml (Figura 4.35). En el caso de la
cepa XT212, la reduccion del crecimiento del hongo fue observada a partir de 6 mg/ml y 4
mg/ml para lipopéptidos obtenidos de la cepa crecida en medio Molp y medio M2,
respectivamente. La CMI fue mayor de 20 mg/ml para ambos medios.

Figura 4.35. Inh|b|C|on del cremmlento de V. dhhae en presenma de lipopéptido de la cepa
XT1. Fila 1, de izquierda a derecha: lipopéptido: 20, 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0,5 mg/ml; Fila 2, pocillo 1:
control con cicloheximida, pocillo 8: control de crecimiento del hongo.

4.13. Ensayos de bioseguridad

4.13.1. Ensayo de sensibilidad con E. coli MC4100

Los ensayos de sensibilidad con E. coli MC4100 se realizaron utilizando sobrenadantes de
cultivos esterilizados por filtracién en fase estacionaria de la cepa XT1, P. putida KT2440 y
B. cepacia CC-Al74. Esos sobrenadantes se mezclaron en la misma proporcion con la
suspension de E. coli MC4100 en un tampon estéril M9 equivalente a 108-10° células/ml.
Tras la siembra en medio TSA se realizaron los recuentos (Figura 4.36) y se compararon
con el control en M9. La cepa XT1 disminuy6 significativamente la poblacion de E. coli
MC4100 respecto al control pero la disminucién fue inferior a la que produjeron B. cepacia
y P. putida. El sulfato de cobre a la concentracion empleada en campo provoco la practica
desaparicion de E. coli MC4100.
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Figura 4.36. Recuento de supervivientes de E. coli MC4100. *, diferencias significativas en
comparacion con el control en M9 (P < 0,05 Prueba t de student).

4.13.2. Ensayo de interferencia metabédlica con Vibrio fischeri

Se realizo la prueba Microtox con la bacteria marina V. fischeri ATCC 49387 para evaluar
el efecto sobre el metabolismo microbiano de esta bacteria (bioluminiscencia) de los
sobrenadantes de la cepa XT1 a partir de un cultivo en fase estacionaria en medio Cooper.
No se observo reduccion de la bioluminiscencia natural de la bacteria marina en presencia
del control (medio de cultivo) ni a 5 ni a los 15 minutos de exposicién. Por otro lado, el
sobrenadante concentrado de XT1 no mostré toxicidad a los 5 minutos. Después de 15
minutos de exposicion, los sobrenadantes de los cultivos XT1 a una concentracion del
89,9% (v/v) redujeron la luminiscencia de V. fischeri en un 50%.

4.13.3. Ensayo de toxicidad con el nematodo Caenorhabditis elegans

Se evalud la toxicidad de la cepa XT1 con el nematodo C. elegans N2 usando como
controles las cepas P. aeruginosa PAO y E. coli OP50. El ensayo en medio sélido se llevo
a cabo haciendo crecer el nematodo sobre placas de medio NGM que contenian las
bacterias. Se realizaron recuentos del numero de nematodos cada 24 horas durante 8 dias
(Figura 4.37).

Se encontraron diferencias significativas entre el crecimiento del nematodo en presencia
de P. aeruginosa PAO, y los otros dos tratamientos. Por otra parte, el crecimiento del
nematodo en presencia de la cepa XT1 no mostro diferencias significativas en comparacion
con el tratamiento con E. coli OP50.
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Figura 4.37. Cinética de crecimiento diferencial de la cepa N2 de C. elegans. Crecimiento con

la cepa XT1 (morado), con P. aeruginosa PAO (rojo) y con E. coli OP50 (verde). *, diferencias
significativas P < 0,05 Prueba t de student.

A continuaciéon se determind la concentracion letal que causa la muerte del 50% de los
nematodos (CL50) en medio liquido. En las placas de microtitulacion de 48 pocillos, la cepa
N2 de C. elegans se mezclé con sobrenadantes bacterianos de cepas PAO y XT1 a
distintas proporciones. Para comparar los resultados, se evalu6 la toxicidad de dos
productos comerciales utilizados a nivel foliar en el manejo de plagas (abamectina y sulfato
de cobre). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.27.

Tabla 4.27. Concentracion letal 50 (CL50) para C. elegans de sobrenadantes de la
cepa XT1 y compuestos quimicos

Sobrenadante/ Concentracion de Concentraciones

compuesto quimico uso en cultivos evaluadas CL50
XT1 2% viv 50/25/12,5/ 2 % viv 18,75 viv
P. aeruginosa PAO - 15 viv
Sulfato de cobre 0,2 % p/p 0,2/0,1/0,05/0,02 % p/p 0,03 p/p
Abamectina 0,45 % p/p 0,2/0,1/ 0,05 % p/p 0,075 p/p

La Figura 4.38 compara la concentracion necesaria para alcanzar la CL50 de la cepa XT1
y la de los productos agroquimicos evaluados. Como se observa, la concentracion de uso
en campo de XT1 es 9 veces menor a la concentracion necesaria para alcanzar la CL50,
a diferencia de la concentracion de uso de los otros dos productos evaluados, donde la
concentraciéon de uso es mayor a su CL50.
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Figura 4.38. Proporciones entre las concentraciones de uso en campo (CC) y la
concentracién necesaria para alcanzar la CL50.
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5. DISCUSION

Los microorganismos procariotas constituyen el principal componente de la diversidad
de cualquier ecosistema y son los seres vivos mas abundantes en nuestro planeta
(Ferrer, 2004; Pedros-Alio, 2006), aun siendo tan importantes y abundantes, hasta la
fecha solo se ha podido cultivar un pequefio porcentaje (Ward y col., 1990; Stewart,
2012; Nguyeny col., 2018). El desarrollo de técnicas de secuenciacién masiva junto con
herramientas metagendmicas ha permitido el analisis de las comunidades microbianas,
sin embargo, su cultivo es Util y necesario para entender el metabolismo de estos
organismos y comprender su rol en los ecosistemas (Van y Jaisoo, 2012). En un intento
por cultivar bacterias aun no cultivadas, se han desarrollado distintos métodos que
involucran el crecimiento en medios y condiciones artificiales que asemejen el entorno
natural mediante la modificacién de los componentes del medio, las condiciones de
crecimiento, pH, diluciones, cocultivos, entre otros (Nguyen y col., 2018).

Rambla Salada es un habitat cuya diversidad ha venido siendo ampliamente estudiada
por nuestro grupo de investigacion desde el 2005, tanto por técnicas clasicas de cultivo
(Luque y col., 2014) como por técnicas moleculares (Oueriaghli y col., 2018). Los
resultados mostraron que la diversidad de especies procariotas encontrada por técnicas
moleculares es mucho mayor que la hallada utilizando técnicas clasicas de cultivo. Con
esta premisa, hemos utilizado la técnica de dilucién a extincién descrita por Button y
col., (1993) con el objetivo de mejorar la eficiencia en el cultivo y aislamiento de los
microorganismos de Rambla Salada. Nuestros resultados mostraron un incremento en
los porcentajes de biodiversidad cultivable con la técnica de dilucidon a extinciéon en
comparacion con los porcentajes obtenidos por las técnicas clasicas.

El porcentaje de células cultivables definido como la fraccion de todas las células
capaces de crecer en medios de laboratorio artificiales (Bruns y col., 2003) estuvo
comprendido entre el 1,8 y el 6,1% con una mayor proporcion de pocillos positivos en
las muestras provenientes de Finca La Salina en comparacion con las muestras de suelo
de la surgencia. Connon y Giovannoni, (2002) obtuvieron porcentajes de cultivo
comparables a nuestros resultados, entre 0,4 y 14,3% empleando una técnica similar
basada en el cultivo por extincion a partir de muestras de agua de mar. De igual forma,
Bruns y col., (2003) obtuvieron porcentajes de cultivo entre 0,3 y 10,4% a partir de
muestras lacustres. La mayoria de las técnicas basadas en el cultivo por extincion se
han empleado para mejorar la tasa de recuperacion de microorganismos no cultivables
por técnicas clasicas (Connon y Giovannoni, 2002; Rappe y col., 2002; Stingl y col.,
2007).

Mediante la técnica de dilucion a extincion, se obtuvieron aislados pertenecientes a los
filos Proteobacteria (81,9%), Firmicutes (11,3%), Actinobacteria (4,5%) y Bacteroidetes
(2,2%), mientras que por técnicas clasicas, Luque y col. (2014) encontraron los mismos
filos aunque con distintos porcentajes (72,5, 25,8, 1,4 y 0,3%, respectivamente).
Utilizando la técnica de dilucién a extincién, se aislaron mas bacterias pertenecientes a
los filos Actinobacteria y Bacteroidetes que las obtenidas por los medios de cultivo
clasicos. Sin embargo, con ambas técnicas los principales géneros aislados fueron los
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mismos, Halomonas y Marinobacter. Estos resultados concuerdan igualmente con los
obtenidos por técnicas moleculares por Oueriaghli y col., (2013) que demostraron
mediante DGGE la abundancia de Halomonas en este hébitat. Algunos de los filos
cultivados en nuestro estudio se han descrito por técnicas moleculares en otros
ambientes salinos. Vera y col., 2019 en suelos salinos de Huelva, Espafa, encontraron
taxones haldfilos y halotolerantes de los filos Euryarchaeota, Proteobacteria,
Balneolaeota, Bacteroidetes y Rhodothermaeota. Mediante el uso bases de datos de
metagenomas (Lloyd y col.,, 2018) se ha conseguido elucidar que los ambientes
hipersalinos fueron los ambientes con mas especies cultivadas después del cuerpo
humano con casi la mitad de los géneros de arqueas y bacterias cultivados y muy pocos
filos no cultivados.

El predominio de las bacterias Gram negativas en ambientes salinos es muy comun,
siendo los microorganismos haléfilos mas frecuentemente descritos (Ventosa y col.,
1982; Arahal y col., 2002). También se han aislado Gram positivos formadores de
esporas del género Bacillus, y cocos Gram positivos del género Micrococcus y
Marinococcus, microorganismos que también suelen estar presentes en medios salinos
(Quesada y col., 1982; del Moral y col., 1987; Prado y col., 1991). En las muestras de
Rambla Salada analizadas, se han encontrado cocos y bacilos Gram positivos en muy
poca proporcién, 0,84% y 14,96%, respectivamente. En relacién a la prueba de la
oxidasa, catalasa y movilidad realizada a los aislados, el 87% son oxidasa positivos, el
78% catalasa positivos y el 55% mostré movilidad.

La microbiota de los suelos hipersalinos es compleja y capaz de crecer en un rango
de salinidad amplio (Quesada y col., 1982; Vera y col., 2019). Los aislados de Rambla
salada se sembraron a distintas concentraciones de sales para determinar el rango en
el cual eran capaces de crecer y la concentracion 6ptima para su crecimiento. La
mayoria de los aislados fueron capaces de crecer en un rango amplio de salinidad
mostrando un marcado caracter eurihalino. Se piensa que este fenémeno ocurre por la
heterogeneidad de los suelos salinos en donde ocurren muchos cambios ambientales
en cortos periodos de tiempo, por lo que los microorganismos estan adaptados a dichos
cambios (Ventosa y Arahal, 2002). A pesar de que Rambla Salada es un ambiente seco
y llueve poco, en invierno las lluvias producen una disminucion de la concentracion de
sales (Velasco y col., 2006). Como consecuencia, los organismos especializados o
estrictos son eliminados periédicamente, favoreciendo a los eurihalinos (Ventosay col.,
2008), hecho que se evidencia en nuestros resultados.

De acuerdo con la clasificacion de Kushner, (1985) que define diversas categorias de
microorganismos en relacion a la concentraciéon de sales 6ptima para el crecimiento,
encontramos que el 19,1% de los aislados son halofilos débiles mientras que el 80,9%
son halofilos moderados, es decir que el crecimiento 6ptimo estuvo entre 1-3% y 3-15%
p/v NaCl, respectivamente. Estos resultados concuerdan con lo descrito por otros
investigadores respecto a la abundancia de microorganismos halo6filos moderados en
ambientes hipersalinos (Ventosa y col., 1998; Benlloch y col., 2002; Ventosa y col.,
2006; Oren, 2011) y en particular en Rambla Salada (Luque y col., 2014). En
consonancia con estudios realizados previamente en Rambla Salada por nuestro grupo
de investigacion (Luque y col., 2014), no se ha encontrado ninglin microorganismo
haléfilo extremo cuyo crecimiento 6ptimo estuviera por encima del 20% p/v. Esto puede
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deberse a que estos microorganismos son generalmente arqueas y bacterias que
predominan en ambientes con concentraciones de sales superiores al 20% p/v (Benlloch
y col., 2002; Ventosa y col., 2006) y Rambla Salada tiene una concentracién de sales
que oscila entre el 3% y el 16% (Luque y col., 2014).

En los ambientes hipersalinos no solo la elevada concentracion salina selecciona los
tipos de seres vivos que los habitan, sino también, factores como la temperatura, el pH,
el oxigeno disuelto y la radiacién solar ejercen presién selectiva y limitan su microbiota.
Como consecuencia de esto, los microorganismos que los habitan poseen capacidades
genéticas y fisiolégicas extraordinarias que les permiten sobrevivir y crecer bajo
condiciones extremas. Un ejemplo de estas capacidades son las caracteristicas de las
exoenzimas de los microorganismos haldfilos: el incremento de la tolerancia a la sal y al
calor (Kamekura, 1986; Oren, 2002a) y la funcionalidad en soluciones con baja actividad
de agua incluyendo mezclas de disolventes organicos/agua; todo lo anterior ocurre
como consecuencia de poseer proporciones altas de aminoacidos acidos y carga
superficial negativa, siendo por ello fuertes candidatos para biocatdlisis industrial (Ma 'y
col., 2010).

La evaluacion de las actividades enziméticas de los microorganismos aislados resulta
interesante para determinar posibles y futuras aplicaciones industriales vy
biotecnoldgicas asi como para su caracterizacién taxonémica. Un grupo de enzimas que
ha atraido mucho interés comercial son las amilasas. Estas enzimas se emplean en la
industria para distintos propdsitos, las a-amilasas productoras de glucosa y maltosa, se
utilizan en la fermentacion de alcohol y en la formulacion del jarabe de azucar, y las a-
amilasas formadoras de malto-oligosacaridos, en el procesamiento de alimentos. Las
amilasas también juegan un papel importante en las industrias de almidén, detergentes,
bebidas y textiles, y su produccion comercial a partir de microorganismos representa del
25 al 33% del mercado mundial de enzimas (Rajagopalan y Krishnan, 2008). El 40% de
los aislados de Rambla Salada fueron capaces de hidrolizar el almidén, lo que pone de
manifiesto su potencial biotecnolégico.

Las proteasas representan aproximadamente el 65% del mercado total de enzimas
industriales (Kalwasinska y col., 2018). En particular, las proteasas purificadas de
microorganismos halotolerantes muestran una actividad y estabilidad excepcional en pH
altos por lo que son utilizadas en la formulacion de detergentes (Abdelnasser y col.,
2015). Ademas, tienen otras aplicaciones industriales, como ablandamiento de carne,
depilacion y curtido de cuero, desgomado de seda, sintesis organica, diagnosticos
médicos y recuperacion de plata de peliculas de rayos X (Kalwasinska y col., 2018). En
nuestro caso la actividad proteasa (determinada a través de la hidrdlisis de la gelatina 'y
de la caseina) fue del 43,8%

El Tween 80y el Tween 20 (ésteres de &cidos grasos de sorbitan de polioxietileno) han
sido los sustratos més utilizados para la deteccion de microorganismos lipoliticos en
placas con agar (Plou y col., 1998). El Tween 80 es usado para la deteccién de lipasas,
ya que contiene ésteres de acido oleico, mientras que el Tween 20 se usa para la
deteccion de esterasas, ya que contiene ésteres de acidos grasos de cadena inferior
(Ramnath y col.,, 2017). Las lipasas son una excelente alternativa a las técnicas
organicas clasicas, en la transformacion selectiva de moléculas complejas, utiles en la
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fabricacion de productos farmaceéuticos, pesticidas, cosmeéticos, biosensores vy
detergentes. Poseen muchas caracteristicas que favorecen su uso como un excelente
biocatalizador, imparten especificidad a reacciones en las que el proceso quimico es
tipicamente mas inespecifico (Pandey y col., 1999). Para la microbiota del suelo, los
productos hidrolizados por lipasas pueden actuar como fuente de energia (Sakai y col.,
2002). Tras la siembra de nuestros aislados en estos medios, el 19% hidrolizé el Tween
20, mientras que el 52% hidroliz6 el Tween 80.

La actividad quitinolitica es de gran interés biotecnoldgico pues puede determinar
actividad antifangica por parte de la bacteria productora (Liu y col., 2019). En nuestro
caso hemos encontrado pocas bacterias productoras de quitinasa y en esos casos no
habia relacién con la actividad antifingica

Una gran proporcion de los microrganismos evaluados tienen actividad hidrolitica frente
a la mayoria de los sustratos evaluados. Estos resultados avalan el interés de avanzar
en el futuro en el estudio de las caracteristicas y ventajas frente a otras enzimas ya
comercializadas, y en la purificacién y produccién a gran escala.

Tras el andlisis de las secuencias del gen del ARNr 16S de los aislados de Rambla
Salada, 9 secuencias resultaron tener una identidad <98% con especies validamente
descritas. De este ultimo grupo, hemos descrito y publicado 2 especies nuevas:
Blastomonas quesadae 912" (Castro y col., 2017), Roseovarius ramblicola D15 (Castro
y col., 2018), y se encuentra en revisibn una publicacibn de una nueva especie,
Roseovarius bejariae A21"T (Castro y col., 2019). Las otras 6 cepas seran estudiadas
mas profundamente para describirlas como nuevos taxa.

Blastomonas quesadae es un bacilo gran negativo, mévil que presenta una divisién
asimétrica. Esta relacionado filogenéticamente B. natatoria EY 42207 (95,9%) y B.
ursincola KR-99" (95,8%). Tiene un contenido de G+C de 63 mol%, un valor similar al
de los miembros del género Blastomonas y en el rango de géneros relacionados
incluidos en la familia Sphingomonadaceae (58,2 - 66% en moles) (Kosako y col., 2000),
con la excepcién de Parablastomonas arctica NRRL B- 59110" que presenta 47,5 mol%,
un contenido de G+C menor que el rango mencionado anteriormente (Reny col., 2015).
Contiene espermidina como poliamina principal, como se ha descrito para las cepas tipo
de especies del género Blastomonas (Xiao y col., 2015; Yabuuchi y col., 2002) y
ubiguinona Q-10 y bacterioclorofila a al igual que otras especies del género.

Roseovarius ramblicola es un bacilo gran negativo con division asimétrica y movil por
flagelos peritricos. Esta relacionado filogenéticamente con Roseovarius tolerans EL-
172" (96,1%) y Roseovarius azorensis SSW084" (95,3%) con estas especies comparte
un perfil de acidos grasos similar (Labrenz y col., 1999), asi como el tipo de quinona, la
ubiquinona Q10 y otras caracteristicas fenotipicas y quimiotaxonémicas.

Roseovarius bejariae es un bacilo gran negativo, inmévil. Tiene un contenido de G+C
de 61,3 mol% y un perfil de acidos grasos similar al de los miembros del genero
Roseovarius (Wang y col., 2009) (Sait y col., 2006) (Labrenz y col., 1999).La especie
mas relacionada filogénicamente es R. pacificus con un 98,6% de identidad. Aunque
este valor es superior al estimado para la delimitacion de una especie procariota (Fan y
col., 2017). La secuenciacion de su genoma mostro que tiene un promedio de identidad
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nucleotidica en el blast (ANIb) y en la hibridacion in silico ADN-ADN con R. pacificus de
76,8% y de 21% respectivamente. Ambos valores inferiores a los cut-off propuestos para
la delimitacién de especies, los cuales son de 95-96% para el ANIb y de 70% para la
hibridacion (Fan y col., 2017) lo que indicé que se trata de un nuevo taxon.

Como parte de la caracterizacion de las 354 cepas y con vistas a una potencial
aplicacion biotecnolégica evaluamos su actividad antifingica in vitro en medio sélido
y en medio liquido frente a 9 fitopatégenos: Verticilium dahliae V024 patotipo D,
Phytophotora cinnamomi, Sclerotinia sclerotiorum CECT2769, Magnaporthe oryzae
CECT20276, Thanatephorus cucumeris CECT2813, Phytium ultimum CEC2364,
Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Fusarium oxysporum. En este punto del trabajo
incluimos un grupo de 72 cepas de la Coleccion de Xtrem Biotech S.L. que en estudios
anteriores ya habian demostrado actividad antimicrobiana frente a distintos
fitopatégenos. La finalidad de esta incorporacion de cepas fue realizar un analisis
comparativo de dicha actividad con vistas a seleccionar un grupo de cepas para ser
aplicadas en agricultura.

Con la técnica en medio solido, el crecimiento de todos los hongos fitopatégenos
evaluados se redujo en presencia de al menos un aislado bacteriano y los porcentajes
de reduccién del crecimiento oscilaron desde el 15% hasta el 83%. En medio liquido,
del total de 426 cepas evaluadas, 64 mostraron actividad frente al menos un
fitopatdgeno, de las cuales, 35 tuvieron actividad frente a dos fitopatégenos. El nUmero
de cepas de la coleccién de Xtrem Biotech S.L. con actividad antifingica fue mayor que
el grupo de cepas aisladas de Rambla Salada. Dentro de este Ultimo grupo, el 60% de
las cepas con actividad antifingica pertenecieron al filo Firmicutes dentro del orden
Bacillales. Muchas especies del genero Bacillus han demostrado ser efectivas frente a
una amplia gama de patégenos de plantas. Khan y col., 2018, encontraron que tres
cepas de la especie Bacillus simplex y una de B. subtilis aisladas de suelo y raices,
redujeron el crecimiento de Fusarium spp. entre el 60 y 70%. En nuestro trabajo,
encontramos que el hongo més dificil de controlar es F. oxysporum, asi del total de
cepas estudiadas, 16 de ellas redujeron el crecimiento de F. oxysporum entre el 17 y el
77%, de las cuales, los sobrenadantes de 4 cepas inhibieron este hongo en ensayos in
vitro en medio liquido.

Gbmez-Lama y col., 2018 encontraron que las cepas Paenibacillus polymyxa PIC73,
Paenibacillus terrae PIC167 y Bacillus sp. PIC28 aisladas de raices de olivos, mostraron
inhibicion del crecimiento in vitro de distintos patégenos de olivos, entre ellos V. dahliae
y P. cinnamomi. En nuestro caso encontramos que 29 y 14 cepas inhibieron
respectivamente estos hongos en medio sélido aunque los sobrenadantes fueron menos
eficaces ihibiendo respectivamente a dichos hongos, 19y 14 cepas

Tras el cribado inicial de la actividad antifungica frente a 9 hongos fitopatdgenos, se
seleccionaron entre las 426 cepas, seis que presentaron elevada actividad antifangica
frente a los nueve hongos y especialmente frente a V. dahliae: XT1, XT5, XT6, XT7, XT8
y XT212. De estas cepas, 5 pertenecen a la coleccion de microorganismos de Xtrem
Biotech S.L y una cepa fue aislada del suelo de Rambla Salada. Los andlisis del gen del
ARN 16S mostraron que 4 pertenecen al género Bacillus y 2 al género Brevibacterium.
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Muchas especies del genero Bacillus han demostrado ser efectivas frente a una amplia
gama de patdégenos de plantas. Su uso como agente de biocontrol se esta
incrementando rapidamente debido a su capacidad para replicarse rapidamente, su
resistencia a condiciones ambientales adversas asi como también a su actividad frente
a un amplio espectro de fitopatégenos (Adeniji y col., 2019; Shafiy col., 2017).

A continuacién evaluamos la inhibicién del crecimiento de V. dahliae de las 6 cepas
mediante compuestos volatiles. Los compuestos volatiles de origen microbiano se
caracterizan por su bajo peso molecular (<300 g/mol) y una presiébn de vapor
suficientemente alta en condiciones normales, que son producidos a través de vias
catabdlicas, incluidas la glucdlisis, la protedlisis y la lip6lisis. Se han reconocido mas de
200 variedades de compuestos volatiles microbianos producidos por diversas bacterias
que incluyen &cidos grasos, compuestos aromaticos, compuestos que contienen
nitrégeno, compuestos de azufre, terpenoides y compuestos que contienen halégenos,
selenio, teluro u otro metal (Schulz y Dickschat, 2007). Estos compuestos volatiles
producidos por agentes de biocontrol han mostrado actividad antimicrobiana vy
nematicida, capacidad para promover el crecimiento de plantas e inducir resistencia
sistémica a infecciones en cultivos (Raza y col., 2013; Audrain y col., 2015; Shafi y col.,
2017). La inhibicion de V. dahliae observada en los ensayos realizados en placas con
compartimentos indica la produccién de este tipo de biomoléculas en las cepas XT1,
XT6 y XT212 capaces de inhibir el crecimiento del fitopatdgeno, las tres cepas restantes
no produjeron compuestos volatiles con actividad antifingica. Los compuestos volatiles
producidos por B. subtilis y B. amyloguefaciens también juegan un papel importante en
la promocion del crecimiento de las plantas y la activacion del mecanismo de defensa
de las plantas al desencadenar la resistencia sistémica inducida (ISR) (Compant y col.,
2005).

La capacidad de las cepas para promover el crecimiento de plantas fue evaluada in vitro
mediante la produccién de ACC desaminasa, la fijacion de nitrdgeno atmosférico a
través del crecimiento en medio Burk, la produccién de fosfatasas acida y alcalina y la
produccion de sideréforos. Con excepcion de la fosfatasa acida, las pruebas fueron
positivas para las seis cepas seleccionadas lo que indica que potencialmente estas
cepas tienen capacidad para promover el crecimiento de plantas.

La enzima ACC desaminasa, es una enzima que promueve el crecimiento vegetal
mediante la disminucion de los niveles de etileno en plantas. Esto lo consigue
desaminando el precursor inmediato del etileno, el &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) en a-cetobutirato (a-CB) y amonio (Bleecker y Kende, 2000). Este
ultimo metabolito es utilizado por plantas y bacterias rizosféricas como una alternativa
més de fuente de nitrégeno. En respuesta a factores adversos bidticos y abidticos, las
plantas incrementan su biosintesis de etileno. La actividad enzimética de la ACC
desaminasa es inducida por niveles bajos (alrededor de 100 nM) del sustrato ACC,
aungue no presenta una afinidad alta por el mismo. La enzima ACC oxidasa (la cual
cataliza la formacién de etileno a partir del ACC) tiene mayor afinidad por el ACC que la
enzima ACC desaminasa. Una forma para que ésta pueda competir efectivamente con
la ACC oxidasa por el ACC, es mediante un aumento en la cantidad de ACC desaminasa
disponible (Esquivel-Cote y col., 2013). Por tanto, la inoculacion en suelos de bacterias
que sintetizan la enzima ACC desaminasa puede mejorar la nutricion vegetal y la
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resistencia a factores de estrés al disminuir la concentracién de etileno en la planta.
Otros microorganismos halotolerantes se han estudiado por su actividad ACC
desaminasa, tal es el caso de Arthrobacter nicotianae (RSA68), Bacillus stratosphericus
(RS233), Corynebacterium variabile (RS665), Exiguobacterium acetylicum (RS343),
Halomonas neptunia (ES11E), Oceanimonas smirnovii (RS231), Planococcus rifietensis
(RS224) y Zhihenglivella alba (RS111) que fueron capaces de incrementar el
crecimiento y la resistencia a la salinidad de plantas de pimiento (Siddikee y col., 2010).

De igual forma, todas las cepas seleccionadas fueron capaces de crecer en medio Burk,
un medio libre de nitrégeno y con sacarosa en alta concentracion como fuente de
carbono, que permite el crecimiento selectivo de bacterias fijadoras de nitrégeno. El
nitrogeno es el nutriente mas importante y limitante para el crecimiento de las plantas.
La fijacion biol6gica de nitrogeno se limita a los microorganismos que posean un
complejo enzimético (nitrogenasa) que convierte el nitrdgeno de la atmésfera en
amoniaco haciéndolo accesible para las plantas (Hoffman y col., 2014). Las bacterias
fijadoras de nitrégeno se han clasificado en dos categorias, las asociadas a raices de
leguminosas como es el caso de Rhizobium, y las de vida libre que viven cerca de las
raices de manera tal que las plantas pueden absorber facilmente el nitrégeno fijado por
estas bacterias. Como ejemplo de bacterias de vida libre se han descrito especies
pertenecientes a los géneros Azotobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia,
Bacillus y Paenibacilluss (Tabassum y col., 2017). El proceso de fijacion de nitrégeno
por microorganismos tiene un gran impacto agrondomico, econémico y ecolégico debido
al hecho de que la disponibilidad de nitrogeno fijo representa el factor que limita con
mayor frecuencia la produccion agricola en todo el mundo (Hoffmany col., 2014). Similar
al nitrégeno, las formas de fésforo disponibles en suelo no son las apropiadas para la
absorcion en las plantas, es mas, las plantas solo pueden absorber la forma soluble del
fosforo que incluyen fosfato monobasico y dibasico. Las bacterias estimulantes del
crecimiento de plantas utilizan diferentes mecanismos para solubilizar fosfato organico,
el mas comun y prevalente es a través de la produccién de 4cidos orgénicos tales como
acido acético, acido malico, acido lactico, &cido succinico, &cido oxalico, acido tartérico,
acido 2-cetoglucénico y acido citrico, los cuales son secretados como producto final del
metabolismo de los azlcares. Estos acidos reducen el pH del suelo y desencadenan la
guelacion de Ca* para liberar la forma soluble de fosfato a partir de compuestos
insolubles. Muchas especies de Pseudomonas y Bacillus se consideran cepas
importantes en la solubilizacion de fosfatos (Tabassum y col., 2017). Las 6 cepas
evaluadas en este trabajo mostraron capacidad de solubilizar fosfato tricalcico y
dicélcico en medio sélido, ademas, fueron capaces de reducir el pH desde 7,5 hasta 4,6
(x 0,3) en cultivos liquidos suplementados con fosfato tricalcico después de 7 dias de
incubacion.

La produccion de sideréforos es también un importante mecanismo que promueve el
crecimiento de las plantas. Estas moléculas de bajo peso molecular de 0,5 a 1,0 kDa
pueden ser sintetizadas por bacterias, principalmente Gram negativas, hongos,
levaduras y algunas plantas (fitosideroforos), particularmente gramineas, y actian como
agentes quelantes especificos de Fe®*'. La sintesis de sider6foros microbianos se
incrementa en suelos con baja disponibilidad de hierro. Los complejos que forman los
sider6foros con el hierro en el suelo son asimilados eficientemente por el
microorganismo que los producen, por otros microorganismos en la rizosfera y beneficia
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la nutricion de las plantas (Aguado-Santacruz y col., 2012). Al mismo tiempo, al
secuestrar el hierro disponible en el medio, limitan el crecimiento de patdgenos y la
colonizacion de la raiz al bloquear procesos clave como la sintesis de acidos nucleicos
y la esporulacién (Sayyed y col., 2009). Este mecanismo depende de la planta, del
fitopatbgeno a controlar, de la composicién del suelo, de la bacteria productora de
sideréforo y de la afinidad del sideroforo por el hierro (Aguado-Santacruz y col., 2012).
La capacidad de los sideréforos para actuar como supresores de patdégenos también
puede ser llevada a cabo mediante la activacidn de los sistemas de resistencia sistémica
inducida en las plantas (Meziane y col., 2005; Bakker y col., 2007). La produccion de
sideréforos es muy comun en especies del género Pseudomonas y Streptomyces. Las
especies de Pseudomonas fluorescentes se caracterizan por la produccion de
pigmentos amarillo-verdosos, denominados pioverdinas que fluorescen bajo la luz UV y
funcionan como sideréforos (Sharma y col.,, 2015). En Oryza sativa, las bacterias
productoras de siderd6foros pertenecientes a los géneros Bacillus, Kochuria y
Pseudomonas, mostraron actividad antifingica frente a fitopatdgenos como F.
oxysporum, Pyricularia oryzae y Sclerotium sp. (Chaiharn y col., 2009). La prueba con
cromo azurol nos permiti6 determinar que las 6 cepas estudiadas eran capaces de
producir sideréforos.

La aplicacion de bacterias con capacidad para promover el crecimiento de plantas a
través de estos mecanismos, pueden ser utilizadas como biofertilizantes y agentes de
biocontrol para mejorar la agricultura, reducir el uso de fertilizantes quimicos y apoyar la
produccion de cultivos ecolégicos. Una de las caracteristicas deseadas para la
produccion de estos agentes a mediana y gran escala es la capacidad para crecer y
producir los metabolitos activos en medios de cultivo de bajo costo. Con esta premisa,
evaluamos el crecimiento de las 6 cepas en tres medios: SG, Molp y M2, como medios
Gtiles para ser empleados en la produccion de un agente de biocontrol para la verticilosis
a escala semi-industrial, y como medios alternativos para el crecimiento y produccion
de metabolitos secundarios con actividad antifungica. Los medios SG y Molp son medios
conocidos y de uso en investigacion y desarrollo, y el medio M2 es un medio
desarrollado por la empresa Xtrem Biotech S.L. bajo secreto industrial a partir de
materias primas de origen vegetal. Las 6 cepas bacterianas fueron capaces de crecer y
alcanzar concentraciones similares en los tres medios de cultivo. Esta caracteristica
supone una ventaja en los procesos de escalado y a la produccion a nivel industrial.

Con miras a la formulacion con varios agentes de biocontrol, evaluamos la
compatibilidad entre las 6 cepas mediante dos técnicas en medio sélido que nos
permitieron conocer el antagonismo entre ellas. En la primera técnica evaluamos las
cepas por difusién de suspensiones bacterianas y sus metabolitos desde pocillos en
placas con agar, y en la segunda, por dilucién en placa de los sobrenadantes de las
cepas. Todas las cepas inhibieron el crecimiento de al menos una de las otras del grupo
seleccionado. Los resultados de antibiosis en medio liquido y medio sélido no coinciden
pues la cantidad de metabolitos es diferente en ambos casos, asi como la concentraciéon
bacteriana. En cualquier caso y para la aplicacion conjunta de cepas, XT1 seria
compatible con XT212; XT5 con XT7 y XT8; XT6 con XT7, XT8 y XT212; XT7 con XT5,
XT6 y XT212; XT8 con XT5y XT6, finalmente XT12 seria compatible con XT1y XT7.
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Una vez caracterizado el potencial de las cepas como agentes de biocontrol frente a
distintos hongos fitopatégenos in vitro, evaluamos la actividad preventiva y curativa
en plantas de olivos frente a la infeccién por V. dahliae patotipo D, una cepa
defoliante. Para ello, evaluamos la actividad preventiva en invernadero en dos
localidades (Granada y Cordoba), la actividad preventiva en condiciones de semi-campo
(Granada), la actividad post-infeccion en condiciones de semi-campo (Murcia) y la
actividad curativa en condiciones de campo (Granada). Todas las evaluaciones se
realizaron sobre olivos de la variedad Picual, una de las variedades altamente
susceptible a la infeccion por verticilosis (Leyva-Pérez y col., 2018; Martos-Moreno y
col., 2006).

En el invernadero en Granada medimos la respuesta preventiva a la infeccion
mediante determinaciones de parametros fisioldgicos en las hojas a los 30 dias, y la
evaluacion de la incidencia y severidad de la infeccion a los 90 dias.

El malondialdehido (MDA) es un producto de descomposicién de los hidroperoxidos
de &cidos grasos poliinsaturados en plantas. Se ha utilizado con frecuencia como un
biomarcador para detectar la peroxidacion lipidica, que es un efecto del dafio oxidativo.
Las especies reactivas de oxigeno afectan directamente a la membrana lipidica de las
células, causando una degradacién oxidativa que puede provocar lisis de la célula y
dafios a nivel fisiolégico en la planta (Sofo y col., 2004). A mayor concentracion, mayor
dafio oxidativo y mayor degradacion de membranas lipidicas. Los datos obtenidos nos
muestran una disminucion en el contenido de MDA en hojas en todos los tratamientos
aplicados, excepto en el grupo tratado con la cepa XT1. En este grupo, aunque se
observé un ligero aumento con respecto al control infectado con V. dahliae, no fue
significativo, lo que nos indica que el tratamiento con esta cepa no modificé la respuesta
oxidativa en la planta. Destacamos las disminuciones estadisticamente significativas en
la concentracion de MDA determinadas en las hojas de olivos tratados con las cepas
XT5, XT6, XT7 y XT212.

Los compuestos fendélicos son metabolitos secundarios de las plantas que pueden
actuar como mecanismo de defensa en respuesta a microorganismos, COmMo
compuestos de sefalizacién y para proteger a la planta de la radiacion ultravioleta y de
oxidantes. Los compuestos fendlicos de las plantas se pueden dividir en dos clases: (i)
compuestos fendlicos preformados que se sintetizan durante el desarrollo normal de los
tejidos de las plantas y (ii) compuestos fendlicos inducidos que las plantas sintetizan en
respuesta a una lesion fisica, infeccion o situaciones de estrés como altas
concentraciones de metales pesados, radiacion UV, temperatura, etc. Los compuestos
fendlicos inducidos también pueden sintetizarse constitutivamente, pero,
adicionalmente, su sintesis a menudo se incrementa bajo estrés bibtico o abidtico. Los
compuestos fendlicos preformados, son ubicuos en las plantas y juegan un papel
importante en la resistencia frente a los hongos filamentosos. Algunos de los
compuestos fendlicos preformados se almacenan en las células vegetales como formas
inactivas, y pueden ser convertidos facilmente en antibidticos biol6gicamente activos
mediante glucosidasas en respuesta al ataque de patégenos (Lattanzio y col., 2006). En
nuestros resultados, los tratamientos aplicados en los olivos infectados con V. dahliae
disminuyeron significativamente la concentracion de compuestos fendlicos totales en las
hojas comparados con el grupo control (infectado con el hongo sin tratamiento), a
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excepcidn del grupo tratado con la cepa XT1, que no modific la respuesta frente a la
infeccidbn mostrando concentraciones de compuestos fendlicos equivalentes a la del
grupo control.

Si los compuestos fendlicos antimicoticos preformados no son suficientes para detener
el desarrollo de un proceso infeccioso, las células vegetales generalmente responden
aumentando el nivel de fenoles antifungicos en el sitio de la infeccion. El aumento del
nivel de compuestos fendlicos proporciona el sustrato para las reacciones oxidativas
catalizadas por la enzima polifenol oxidasa (PPO) (Lattanzio y col.,, 2006). La
importancia de la actividad de la polifenol oxidasa en la resistencia a las enfermedades
probablemente se deba a su propiedad de oxidar compuestos fendlicos a quinonas, que
a menudo son mas toxicas para los microorganismos que los fenoles originales. Es
razonable suponer que una mayor actividad de las polifenol oxidasas dara como
resultado concentraciones mas altas de productos toxicos de oxidacion y, por lo tanto,
mayores grados de resistencia a la infeccibn (Agrios, 2005). Nuestros resultados
mostraron que las plantas infectadas con el hongo y tratadas con las cepas bacterianas
incrementaron significativamente la actividad PPO en las hojas, en comparacién con el
control, comprobando que el incremento de la actividad PPO estd directamente
relacionado con la aplicacion de los tratamientos. Destacamos el incremento mostrado
por el tratamiento con XT1 con una concentracion aproximadamente 4 veces superior a
la del control y casi dos veces la concentracion del resto de los tratamientos. Se ha
comprobado que la actividad de la enzima polifenol oxidasa es generalmente mayor en
plantas resistentes infectadas que en aquellas susceptibles infectadas o en plantas
sanas no infectadas (Agrios, 2005). En acuerdo con esto, el aumento de la actividad de
la enzima polifenol oxidasa tras la aplicacién de los tratamientos en plantas infectadas,
estaria relacionado con un estado de resistencia inducida frente a la infeccion.

En relacién a la deteccion de V. dahliae en las hojas de olivos, encontramos
presencia del hongo en el grupo control y en el tratado con XT7 a los 30 y 90 dias,
mientras que, en el resto de los tratamientos el hongo fue detectado a los 90 dias tras
la infeccidn, lo que supone un retraso de la infeccién de V. dahliae en las hojas. A los
90 dias, el menor porcentaje de incidencia se encontré en el grupo tratado con la cepa
XT1.

Con respecto a la severidad, el tratamiento con la cepa XT7 mostré la severidad mas
alta, y el tratamiento con XT1 la severidad mas baja. De igual forma, todos los
tratamientos redujeron significativamente el indice de dafio. La cepa XT1 mostré el
indice de dafio mas bajo y el grupo tratado con la cepa XT7 el indice de dafio mas alto.
Estos resultados vistos en conjunto con la deteccion de V. dahliae en hojas nos indican
gue, a diferencia del tratamiento con la cepa XT7, el resto de los tratamientos retrasaron
el curso de la infeccion de V. dahliae.

La determinacion del niumero de esporas en los sustratos mostré una reduccion
entre el 20 y el 36% en los grupos tratados con XT1, XT5, XT6 y XT212. Otros
investigadores han conseguido reducciones mayores. En este sentido, Varo y col., 2016
consiguieron reducir la viabilidad de las esporas entre el 40 y el 70% tras la aplicacion
de tratamientos con cepas de B. subtilis en olivos de la variedad Picual. Al igual que
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nuestros resultados, no se observo una relacion de la reduccion de viabilidad de las
esporas con la disminucion de la severidad de los sintomas.

En la evaluacién de la actividad preventiva antifUngica en el invernadero en
Cdrdoba, la menor proteccion se encontré en los grupos tratados con XT8 y Bioten®
mientras que XT1 tuvo el mejor efecto protector, con la menor incidencia y retrasando
la aparicion de los sintomas. Estos resultados son coherentes con los resultados
obtenidos en la experiencia anterior en el invernadero de Granada, donde también se
observo un retraso en la aparicion de los sintomas y una disminucién de la incidencia
en los olivos tratados con la cepa XT1.

El andlisis conjunto de los valores de severidad de la enfermedad tras siete
evaluaciones semanales, confirm6é la tendencia observada en las primeras
evaluaciones. XT1 mostré la menor severidad, y el resto de tratamientos y controles
mostraron valores de severidad similares entre ellos, pero tres veces mas altos que los
conseguidos en el tratamiento con XT1.

Nuestros resultados mostraron valores de incidencia y severidad del producto comercial
Bioten® similares a los encontrados por Varo y col., 2016. Al compararlo con XT1
observamos que, XT1 tuvo mejor efecto protector que el producto biolégico comercial.
Respecto a la inhibicion de esporas en suelo, mientras que Bioten® inhibid
completamente las esporas de V. dahliae (Varo y col., 2016), XT1 las inhibié en un 20%.
Con estas observaciones podemos inferir que, la efectividad de XT1 en olivos sobre los
sintomas de la verticilosis se debié en mayor medida a una interaccién de la bacteria
con la planta y en menor medida a su actividad antifingica en el suelo.

Otros microorganismos han sido estudiados y utilizados como agentes de biocontrol
frente a V. dahliae. Entre ellos, cepas de Pseudomonas spp. (Gomez-Lama Cabanas y
col.,, 2018; Varo y col., 2016; Prieto y col.,, 2009; Mercado-Blanco y col., 2004),
Paenibacillus spp. (Markakis y col., 2016) y Bacillus spp. Este ultimo género ha venido
ganando interés como agente de biocontrol frente a V. dahliae. Tal es el caso de la cepa
de B. amyloquefaciens 5-127 que redujo el porcentaje de severidad de la verticilosis en
berenjenas en condiciones de invernadero y el indice de dafio en patatas en condiciones
de campo (Tjamos y col., 2004). Otras especies de Bacillus han mostrado efectividad
frente a la verticilosis en colza (Danielsson y col., 2007), algodon (Yang y col., 2014) y
fresa (Zhang y col., 2012), y en plantas lefiosas donde distintas cepas de B. subtilis
aisladas de arces sanos, redujeron la severidad de los sintomas de la verticilosis en
arces inoculados con el fitopatégeno en condiciones de invernadero (Hall y col., 1986).

Por otra parte, en condiciones de semicampo en Granada, evaluamos la severidad
de la infeccion y el efecto estimulante del crecimiento de los tratamientos preventivos.
Durante la experiencia, la infeccion en el control positivo no mostré un progreso similar
al encontrado en los ensayos en invernadero y apenas alcanzé el 20% de severidad.
Esto podria ser consecuencia del sustrato no estéril que utilizamos para simular las
condiciones del campo, siendo posible que la microbiota presente interfiriera en el curso
de la infeccién. Respecto a la efectividad de los tratamientos, todos redujeron la
severidad siendo XT8 el tratamiento que la redujo en mayor grado. No se habian
conseguido buenos resultados con esta cepa en experiencias anteriores por lo que
pensamos, que es posible, que la microbiota o las caracteristicas edafolégicas del suelo
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le favorecieron en la disminucion de la severidad. Sin embargo, los resultados obtenidos
hasta ahora no son suficientes y se hace necesario profundizar con otras herramientas
como un andlisis metagendmico de las poblaciones. No se encontr6é una relacion entre
el medio utilizado para el cultivo de los microorganismos y la concentracion del in6culo
con la severidad encontrada. Respecto al efecto estimulante del crecimiento, si
encontramos una relacion entre el medio de cultivo y la concentracion de XT1. A mayor
concentracion del indculo, mayor crecimiento independiente del medio. Ademas, la cepa
XT1 en el medio M1 estimulé el crecimiento de los olivos significativamente tanto al 1%
como al 2%.

Las tendencias recientes en el biocontrol de las enfermedades de las plantas se han
centrado en el desarrollo y uso de consorcios de microorganismos beneficiosos
(Gémez-Lamay col., 2018; Varo y col., 2016). En nuestros tratamientos con dos cepas,
T5 (XT1+XT5) y T7 (XT1+XT6). Este ultimo incrementd significativamente el crecimiento
de las plantas. Al comparar con los tratamientos de cada cepa de forma independiente
no encontramos diferencias significativas ni en el tratamiento con XT1 (T2) ni en el
tratamiento con la cepa XT6 (T9), sugiriendo que la estimulacién del crecimiento estuvo
relacionada con un efecto sinérgico entre ellas, este comportamiento es contrario a los
andlisis in vitro en los que se demuestra que en medio sélido XT6 inhibe a XT1 aunque
esto no ocurre con los sobrenadantes. Es probable que la inhibicion provocada en medio
solido sea debida a la utilizacion de una elevada concentracion bacteriana. Caso
contrario ocurrié con el tratamiento T5 en donde la mezcla no favorecio el crecimiento
de los olivos pero ambas bacterias por separado estimularon significativamente el
crecimiento. El comportamiento de la mezcla T5 podria deberse a la actividad
antagonica de la cepa XT1 sobre la cepa XT5 mostrada previamente en andlisis in vitro.
Por tanto los resultados de compatibilidad realizados in vitro no coinciden totalmente
con los realizados in vivo con plantas de olivo.

En base a los resultados obtenidos en las experiencias previas, nos centramos en el
estudio de la cepa XT1 para evaluar su actividad post-infeccion en condiciones de semi-
campo Y el efecto curativo en campo.

En el ensayo en condiciones de semi-campo realizado en Murcia se evaluo la
actividad post-infecciéon de la cepa XT1. Para ello los olivos, antes de ser tratados con
XT1 son infectados con V. dahliae. En estos ensayos no se observaron sintomas visibles
de la infeccion por V. dahliae pero las comparaciones del grupo infectado (T1) con el
grupo no infectado (T2) mostraron diferencias significativas en las tres variables
estudiadas: tamafio de las plantas, peso fresco de raices y peso fresco de las plantas a
los 166 dias de la infeccién con el patégeno. Por una parte, el control inoculado con V.
dahliae y no tratado con las cepas (T8) y el control (T1, inoculado con V. dahliae y tratado
con el medio de cultivo) ambos tuvieron una altura de planta significativamente menor
que las plantas tratadas con medio de cultivo sin inocular con V. dahliae (T2). Esto nos
indica que la infeccién con V. dahliae disminuy6 significativamente la altura de las
plantas. Los grupos de plantones tratados con XT1, Tellus y Cercobin tuvieron una altura
de planta significativamente mayor que el control positivo (T1). En el caso de XT1,
encontramos una relacién entre la concentracion de bacteria aplicada y el tamafio de
los plantones de cada grupo. A mayor concentracion de XT1, mayor longitud de la planta
(4%>2%>1%), destacando que la altura promedio de los plantones tratados con XT1 al
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4% (T5) fue similar a la altura promedio de los plantones tratados con medio de cultivo
y no inoculados con el hongo (T2), confirmando el efecto de XT1 sobre el crecimiento
de las plantas y descartando el efecto del medio de cultivo. Al comparar las distintas
concentraciones aplicadas de XT1 con los productos comerciales Tellus y Cercobin,
observamos que al 2% (T4) la altura de las plantas fue similar a la encontrada por el
producto bioldgico Tellus, y al 4% la altura promedio de las plantas fue mayor que la de
las plantas tratadas con el producto quimico Cercobin.

En relacion al peso fresco de las raices, encontramos diferencias significativas entre
el control positivo (T1, inoculado con V. dahliae y tratado con el medio de cultivo) y el
control negativo (T2, plantas no infectadas con V. dahliae y tratadas con medio de
cultivo) lo que nos sefiala que la presencia del hongo redujo significativamente el peso
de las raices. El peso de las raices de las plantas tratadas con XT1 al 1 y 4% se
incremento significativamente en comparacion con el control positivo, sin embargo, no
encontramos una respuesta de dosis clara entre la concentracion aplicada de XT1 vy el
incremento en peso de las raices. A diferencia de XT1, los productos comerciales
evaluados no mostraron diferencias significativas con el control inoculado con el hongo
(TD).

Finalmente, para el peso fresco de la parte aérea de las plantas encontramos un efecto
dosis dependiente entre los grupos de plantas tratadas con XT1 (4%>2%>1%) y un
mayor peso en el grupo de plantas del tratamiento de XT1 al 4% que el grupo tratado
con el producto biolégico Tellus.

Como ultimo ensayo de la actividad antifungica, evaluamos la actividad curativa de la
cepa XT1 en condiciones de campo, en olivos con sintomas de verticilosis. El terreno
donde actualmente se encuentran estos olivos fue anteriormente utilizado para cultivar
algoddn, un cultivo muy relacionado con la diseminacién de la verticilosis en Andalucia.
Para este ensayos se utiliz6 la cepa XT1 en un preparado comercial elaborado por la
empresa Herogra especiales denominado Heoprotec Micro®
http://herogra.es/tag/heroprotec-micro/

En primer lugar, los recuentos de las esporas en el suelo nos permitieron confirmar la
presencia del hongo en el mismo, obteniéndose valores entre x-y. Esto se corresponde
con los sintomas caracteristicos de la verticilosis en los olivos.

La aplicacion del tratamiento disminuyé la severidad de los sintomas de todos los olivos
a los 7 meses y a los 14 meses se mostraron recuperados, con nuevos brotes y con
ramas en buen estado. Todos los olivos con severidad inicial entre 1 y 3 respondieron
positivamente al tratamiento y ninguno regresé a los valores de severidad iniciales a
pesar de que se observé un ligero aumento de la misma entre los meses 7 y 14. Sin
embargo, la severidad de un &rbol que inicialmente mostr6 valores superiores a 3, se
logré disminuir hasta 2,8 a los 7 meses del tratamiento, pero a los 14 meses alcanzé la
mayor severidad o seca total. Esto nos hace pensar que la efectividad de Heroprotec
Micro® podria depender del estadio inicial de la enfermedad. En nuestras experiencias
anteriores en condiciones de invernadero y semi-campo, observamos una relacion
directamente proporcional entre la concentracion de microrganismos aplicada y la
disminucion de la incidencia y severidad de la verticilosis. En este caso se aplico
Gnicamente la concentracion de 2% v/v por lo que se necesitan mas estudios que
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puedan aportar datos utiles relacionados con la dosis del producto a utilizar dependiendo
de la severidad inicial.

Una caracteristica deseable de los agentes de biocontrol es la capacidad para persistir
durante largos periodos de tiempo en el suelo en condiciones ambientales adversas. La
alta tasa de supervivencia en los suelos de algunas especies de Bacillus (Gomez-Lama
y col., 2018) asi como, la capacidad para colonizar endofiticamente las raices (Prieto y
Mercado Blanco, 2008; Prieto y col.,, 2011), juegan un papel importante en su
efectividad. En este estudio evaluamos la presencia y permanencia de la cepa
seleccionada como la mejor de la coleccién de Xtrem Biotech SL, la cepa XT1y la cepa
de mayor actividad de las seleccionadas de Rambla Salada por la técnica de dilucién a
extincion, la cepa XT212 en sustratos y raices de plantones de olivos. Los recuentos
comprobaron la permanencia de las dos cepas hasta los 4 meses en los sustratos v el
caracter endofitico de ambas en las raices de olivos a los 30 dias. Esta propiedad
endofitica, que permite establecer una asociacién intima con la planta huésped, puede
estar relacionada con la capacidad para estimular el crecimiento y reducir la severidad
de infecciones por patégenos (Compant y col., 2016). Se requiere llevar a cabo mas
estudios que permitan profundizar en la diversidad, la complejidad y las interacciones
de las poblaciones microbianas en las raices de los olivos.

Muchas especies del género Bacillus son conocidas por su produccién de lipopétidos
con actividad frente a patdgenos de plantas (Dunlap y col., 2013; Volpon y col., 2000).
Estas moléculas biosurfactantes tienen varias ventajas frente a los tensioactivos
quimicos, que incluyen baja toxicidad, alta biodegradabilidad y efectividad a
temperaturas y pH extremos (Ayed y col., 2014). La evaluacién de la actividad
antifingica in vitro de la fraccion lipopeptidica de las cepas XT1 y XT212 frente a V.
dahliae mostr6 una reduccién del crecimiento del hongo que estuvo directamente
relacionado con la concentracion del lipopétido y el medio en que se creci6 la bacteria.
Entre los lipopéptidos producidos por Bacillus spp. se encuentran bacilomicina, iturina,
micosubtilina, surfactina y fengicina (Gong y col.,, 2015; Jacques y col.,, 1999).
Investigaciones llevadas a cabo previamente por nuestro grupo de investigacion han
demostrado la produccion de surfactina y bacilomicina D por la cepa XT1 (Toral y col.,
2018) y de surfactina, bacilomicina D, fengicina A y fengicina B por la cepa XT212
(Rodriguez-Ruiz, 2018). La produccion de estas moléculas en estas cepas afiade
especial interés en aplicaciones para la agricultura, la biotecnologia y la industria
farmacéutica (Shafiy col., 2017).

Finalmente, determinamos la bioseguridad de la cepa mas eficaz para el control de la
verticilosis, la cepa XT1 mediante el impacto sobre otros microorganismos y su
metabolismo, asi como sobre la viabilidad y supervivencia de nematodos. Los resultados
en conjunto nos permitieron conocer que la cepa XT1 mostro un efecto antagonico sobre
E. coli MC4100 pero inferior al mostrado por P. putida KT2440 y B. cepacia CC-Al74. El
agroquimico sulfato de cobre, que es frecuentemente utilizado en el olivar, redujo
practicamente la totalidad de la poblacion de E. coli MC4100. Por otra parte, los
sobrenadantes de XT1 no redujeron la luminiscencia de V. fisheri y la DL50 se alcanz6
tras 15 minutos con los sobrenadantes a una concentracion del 89,9%. Estos resultados
ponen de manifiesto una baja toxicidad de la cepa sobre las comunidades microbianas,
otra caracteristica deseable de los agentes de biocontrol. Adicionalmente, los estudios

128



DISCUSION

con C. elegans demostraron que XT1 no ejercidé un efecto toxico significativo sobre la
viabilidad del nematodo y mostr6 un comportamiento similar al de E. coli OP50 al final
del ensayo. Las comparaciones de XT1 con P. aeruginosa PAO demuestran su baja o
inexistente toxicidad. Los ensayos en medio liquido demostraron que la dosis de uso en
campo de XT1 (Heroprotec Micro®) tiene una toxicidad 9 veces menor que la CL50
mientras que las concentraciones recomendadas para el uso de la abamectina y sulfato
de cobre en campo resultaron toxicas en este modelo.
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La técnica de dilucion a extincién ha permitido cultivar 354 cepas pertenecientes a
60 especies validamente descritas de los filos Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria y Bacteroidetes. Los géneros mas abundantes fueron Marinobacter,
Halomonas y Bacillus.

El cultivo por extincién permitié incrementar la diversidad cultivable de los suelos
de Rambla Salada. Concretamente se obtuvieron mas representantes de los filos
Actinobacteria y Bacteroidetes que cuando se utilizan los métodos de cultivo
clasicos.

Utilizando la técnica de dilucion a extincion hemos descrito hasta la fecha 3
especies nuevas: Blastomonas quesadae 9127, Roseovarius ramblicola D15" y
Roseovarius bejariae A21".

Una alta proporcion de las cepas con actividad antifiingica in vitro frente a V. dahlie
pertenecen al filo Firmicutes, orden Bacillales.

Los metabolitos responsables de la actividad antifingica fueron los lipopéptidos y
los compuestos volatiles en las cepas XT1, XT6 y XT212.

La aplicacion preventiva de las seis cepas seleccionadas en olivos infectados con
V. dahliae puso de manifiesto una proteccion a la infeccibn mediante la
disminucion de la incidencia y la severidad de los sintomas de la verticilosis, la
reduccion de las esporas en el suelo, la induccién de una respuesta sistémica
defensiva frente al hongo y un incremento en el crecimiento de los plantones,
siendo XT1 la cepa que mostro los resultados mas prometedores.

El formulado Heroprotec Micro® realizado con la cepa XT1 mostré actividad
curativa en olivos afectados por V. dahliae en condiciones de campo.

La aplicacion de la cepa XT1 constituye una alternativa segura y ecoldgica en
relacion a los métodos de control tradicionales y podria establecerse como
elemento clave en las estrategias integradas para el manejo de la verticilosis.
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