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Resum

Xylella fastidiosa (Xf) é€s un fitopatogen que representa una amenaca mundial per als

cultius agricoles, ornamentals i paisatges ecologics. Esta altament present en el sud d'Europa,
i les seves arees potencials de distribucié van en augment. S'han documentat més de 600
espécies vegetals susceptibles, entre altres, Prunus dulcis (ametller). Aquest bacteri exhibeix
un complex cicle de vida i és capag¢ de coordinar minuciosament I'expressié genica d’acord
amb |'ésser que colonitza (sigui el vector o la planta) a través del quorum sensing (QS). En el
xilema, s'alimenta de la saba i forma un biofilm que obstrueix el vas, provocant, en el cas de
I'ametller, el socarrimat foliar que condueix a la "mort daurada". Ens és rellevant actuar deguda
a la perdua massiva dels cultius d'ametllers, els quals son simbols del paisatge rural
mediterrani. Es tracta d’'una plaga sense cura amb elevat impacte social, economic i ambiental
(de fet, la principal estratégia és I'erradicacio de les plantes infectades).
La regulacio6 del QS i viruléncia de Xf depén de nutrients essencials com el ferro. Aquest metall
juga un paper important en la viabilitat del patogen, i condicions de baixa disponibilitat
comprometen la seva capacitat de colonitzaci6 en la planta. Espécies del geénere
Methylobacterium constitueixen part de la microbiota de I'ametller i s6n capaces de segrestar
el ferro amb la sintesi de siderofors. Per tant, els siderofors de Methylobacterium spp. podrien
exercir un paper competitiu en I'ametller, constituint-se aquest endofit com bon bioagent de
control front Xf.
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Title

Siderophores: the shield of almond trees against Xylella fastidiosa.

Summary

Xylella fastidiosa (Xf) is a phytopathogen that poses a global threat to agricultural crops,
ornamental plants, and ecological landscapes. It is highly present in southern Europe, and its
potential distribution areas are expanding. Over 600 susceptible plant species have been
documented, including Prunus dulcis (almond tree). This bacterium exhibits a complex life
cycle and is capable of finely coordinating gene expression based on the host it colonizes
(either the vector or the plant) through quorum sensing (QS). In the xylem, it feeds on sap and
forms a biofilm that obstructs the vessel, leading to foliar scorching and eventual "golden
death" in the case of almond trees. It is crucial to act due to the massive loss of almond crops,

which are symbols of the Mediterranean rural landscape. It is an incurable pest with high social,



economic, and environmental impacts (in fact, the main strategy is the eradication of infected
plants).

The regulation of Xf's QS and virulence depends on essential nutrients such as iron. This metal
plays an important role in the pathogen's viability, and conditions of low availability compromise
its colonization capacity in the plant. Species of the genus Methylobacterium are part of the
almond tree's microbiota and are capable of sequestering iron through siderophore synthesis.
Therefore, the siderophores produced by Methylobacterium spp. could play a competitive role

in the almond tree, making this endophyte a promising biocontrol agent against Xf.
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Antecedents, estat actual i justificacio de la proposta

Xylella fastidiosa (Xf) és un bacteri gramnegatiu de la familia Xanthomonadaceae (1). El
nom especific “fastidiosa” ja adverteix que es tracta d’un bacteri fastidiés i problematic, i és
gue es caracteritza per ser dificil de cultivar en el laboratori i exhibir un creixement lent (2). Xf
és un fitopatogen que representa una amenaga mundial important per als cultius agricoles,
ornamentals i els paisatges ecologics (1). Segons el Reglament (UE) 2016/2031, actualment
esta considerada com a plaga quarantenaria ho molt estesa en la regi6 EPPO (Organitzacio
Europea i Mediterrania de Proteccié de las Plantes). Referent a la seva taxonomia, existeixen
tres subespécies ben establertes que infecten diversos tipus de plantes (subsp. fastidiosa,
multiplex i pauca) (3), perd se n’han reportat tres més (subsp. sandyi, tashke i morus) i una
nova espécie del génere (X. taiwanensis) (4). La classificacié de cada soca es fa segons la
seva seqliencia tipus (ST), d’aquesta forma permet el rastreig de la propagacié del bacteri i
entendre la diversitat genética en diferents regions geografiques (5). Endémica les Ameriques
(1), i anteriorment absent a Europa, s’estima que Xf va ser introduida a través d’una planta de
café des de Costa Rica en el 2008 a Puglia (Italia) (6), també es va reportar la seva preséncia
en plantes de café confinades en hivernacles en el 2012 a Franca, procedents d’Equador i
Méxic (7). No fou fins I'any 2013 quan es va detectar Xf per primera vegada en un brot
devastador que va provocar la mort massiva d'oliveres i també va afectar ametllers, altra
vegada a Puglia (3) (8). A partir d’aquest any, es van realitzar enquestes obligatories als Estats
membres i va augmentar la recerca cientifica (8), fet que va delatar la preséncia de Xf en arees
climatiques del sud d’Europa com son ltalia, Franca, Espanya, Portugal, entre altres (1) (9)
(10) (11). Pel que fa a I'Estat espanyol, el primer brot de Xf va ser detectat en els ametllers de
Mallorca (llles Balears) en el 2016, perd estudis filogenétics fan sospitar que I'entrada del
patogen a les illes va ser el 1993 degut a 'empelt de varietats d’ametllers californians amb
portaempelts locals (8). Aquesta introduccié presumiblement va possibilitar que els vectors de
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transmissio afavoriren la infeccié de Xf a multiples hostes (10). El segon brot més important
va succeir en el 2017 en ametllers d’Alacant (12). Realment, ja s’advertia la necessitat de
disposar de mesures fitosanitaries vigilants per impedir-ne la introduccid i expansio (13). Per
contra, la situacié és molt preocupant, ja que segons estudis estadistics, les arees potencials
de distribucié de Xf inclouen, a més dels paisos europeus fins ara destacats, Albania,
Montenegro, Grécia i Turquia, aixi com els paisos del nord d’Africa i Orient Mitja (14). Es per
aguest motiu que el Reglament (CE) n° 178/2002) obliga a 'EFSA (European Food Safety
Authority) a actualitzar periddicament la base de dades referent al nombre total d’hostes del
microorganisme nociu Xylella spp. (incloent X. fastidiosa i X. taiwanensis). Segons la seva
dltima publicacio en el gener del 2023, les xifres d’hostes susceptibles s'eleven a 679 especies
vegetals, 304 géneres i 88 families. D’aquest total, 15 espécies i 6 géneres no havien estat
descrits anteriorment com a hostes de Xf (15). Efectivament, Xf exhibeix una taxa elevada de
recombinacié homologa que possibilita 'emergéncia de noves variants amb elevat potencial
per colonitzar nous hostes (16).

La incidéncia copiosa de les malalties causades per Xf arreu el mén ha promogut la recerca
exhaustiva referent a I'ecologia i biologia del fitopatogen. En efecte, Xf “viu en dos mons” (17),
essent capag de colonitzar la planta hoste i I'insecte vector. L’abundancia de gens codificants
de proteines adhesives (fimbrials i afimbrials) (18) i la capacitat d’alliberament de vesicules
antiadhesives a I'entorn faciliten la formacio del biofilm i I'estat lliure, respectivament (19). La
regulacié d’aquests processos és mitjancant el quorum sensing (QS) amb els acids 2-enoics
anomenats Diffusible Signaling Factor (DSF), els quals actuen com a molécules senyal (20)
(21). La capacitat de canvi entre estats mobils-immobils beneficia I'establiment d’elevades
densitats de Xf en la planta, aixi com 'augment de probabilitat d’adquisicié del patogen per
part dels vectors. El metabolisme de Xf no permet el seu creixement rapid en la planta, i
necessita els aminoacids, alcohols, acids organics, osmolits, sucres i vitamines presents en la
saba (19). A més, disposa d’'una quitinasa que li possibilita aprofitar la quitina present en els
vectors (22), perd també per inhibir el creixement de fongs endofits del xilema (19). La
microbiota de la planta pot reduir el creixement de Xf mitjancant la competicié pels nutrients,
interaccions metaboliques competitives, exclusié de ninxol i induccié de la resposta immune
de la planta (23) (24). Pel que fa a la transmissi6, és duta gracies a vectors hemipters
pertanyents al subordre Cicadomorpha, els quals es caracteritzen per alimentar-se de la saba
present als xilemes (4). Aquests poden retenir el patogen molts mesos després d’adquirir-lo i
destaquen per ser extremadament polifags i atacar a un elevat nombre d’hostes vegetals,
incrementant el risc d’infeccio (14) (25). De fet, Xf esta provocant greus consequéncies en els
conreus de vinya, olives, citrics, ametlles, cafe, moreres, préssecs, prunes, albercocs... Inclus
s’ha detectat en plantes d’entorns naturals i urbans, i fins i tot en vivers (8) (9). Es per aquest
motiu que esta considerada com la plaga amb major impacte ambiental, social i economic en

els cultius agricoles de la Unié Europea (1) (8) (26). Concretament, els ametllers son de les
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espécies vegetals que més han sofert les consequencies. Historicament, aquestes plantes
sb6n simbols del paisatge rural mediterrani, ja que han definit gran part dels cultius de seca a
diferents comarques del sud-est peninsular (8) (27) (28) (29), i fins i tot han definit el nom
d’algunes localitats com és “Els Lleus” (de I'arab al-lauz “els ametllers”) (30). Conseqientment,
'expansié de Xf representa un problema en la produccié d’ametlla i en els aspectes
ornamentals de I'ametller (8). Malgrat aquest fet i I'escassa inversid en el sector agricola,
existeix un interés per part dels agricultors per perpetuar aquest cultiu en el terreny (fins el
punt que continuen compatibilitzant-lo amb I'exercici d’altres activitats laborals), i ha estat
aguesta voluntat la base de la pervivéncia del paisatge de I'ametller (31). Malauradament, la
principal estratégia de contencié de la Xf ha estat la identificacié de arees demarcades
(incloent zona infectada i zona tamp®) i I'erradicacié dels ametllers presents en aquestes,
segons larticle 7 del Reglament (UE) 2020/1201. Aquestes arees es consideren “en
quarantena” fins haver complert els 4 anys sense la preséncia de la plaga (32). Segons les
ultimes dades de la Conselleria d’Agricultura, Desenvolupament Rural, Emergéncia Climatica
i Transicid6 Ecoldgica de la Generalitat Valenciana, s’han eliminat 2.620 hectarees amb
187.400 ametllers i part del sotabosc en terreny forestal. Lamentablement, les consequencies
d’aquesta tala afecten al llegat cultural i la riquesa patrimonial.

En la majoria d’hostes es considera Xf com un bacteri comensal benigne (1) (23). Ara bé, el
seu creixement és limitat al xilema, fet que, junt amb I'acumulacié de defenses de les plantes,
acaben bloquejant el transport d’aigua i nutrients (33). Com a resultat, els hostes que pateixen
la severitat de la malaltia exhibeixen simptomes de necrosi en el marge foliar, pansiment,
assecat, deformaci6, clorosi, retard de creixement i reduccié de rendiment de produccié.
Finalment, aquesta malaltia acaba amb la mort de la planta, rad per la qual aquest bacteri té
una importancia economica rellevant (4). Les malalties de major rellevancia financera sén la
malaltia de Pierce (Pierce’s disease, PD) en Vitis sp., decaiment sobtat de I'olivera (olive quick
decline syndrome, OQDS), clorosis variegada en Citrus sp. (citrus variegated chlorosis, CVC)
i socarrimat foliar en Prunus sp. (almond leaf scorch disease, ALSD) (14). En el cas de la
ALSD, esta causada per diverses soques de les subespecies multiplex i fastidiosa (25).
Aquesta malaltia té un inici gradual relacionat amb la demanda d’aigua propia dels finals
d’estiu. Les fulles adquireixen una coloracié groguenca entre la zona verda i cremada.
Sobtadament, en els seglents anys ocorre la “mort daurada” (8). Per desgracia, actualment
no existeix cura, i diversos estudis han destacat estratégies que comprenen mesures
profilactiques i terapéutiques. Es destaca el control del vector, la deteccié primerenca
d’infeccié amb plantes indicadores (34), el disseny de plantes transgeéniques resistents, I'is
de soques de Xf avirulentes per “preparar” a la planta front una possible infeccid i de
compostos estimuladors de defensa de la planta (3), I'is de bacteridfags de Xf, de bacteris
antagonistes de Xf presents en la microbiota de la planta (35) (36), de molécules

antibacterianes com peptids (37) (38) i compostos fenolics (39), de metalls quelants que
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interfereixin en la senyalitzacio cel-lular de Xf (40) o 'augment dels nivells de DSF en la planta

per promoure la confusié del patogen (21), entre altres.

Hipotesi

Xf és capac¢ de percebre la densitat poblacional mitjancant la deteccié del quorum amb
les molécules DSF. L’'acumulacié de DSF activa el sistema de senyalitzaci6 anomenat rpf
(regulacié dels factors de patogenicitat), format per gens involucrats en la regulaci6 de
I'expressio génica. Davant la percepcio i transduccio de senyal de DSF, el sistema regulador
de dos components RpfC i RpfG permet la regulacié de la viruléncia i quorum sensing (QS)
amb l'activacio de la proteina RpfF (DSF sintasa). Es per aquest motiu que la interrupcié del
QS és unavia prometedora per combatre la Xf (41) (42) (43). Diversos articles han documentat
la importancia de conéixer el ionoma dels microorganismes, ja que molts metalls estan
implicats en I'expressio de factors de viruléncia. El ferro és un nutrient primordial que actua
com a cofactor per moltes proteines que participen en funcions cel-lulars essencials (44) (45).
Quan els patdogens colonitzen I'hoste, el ferro es troba en condicions limitants, i la seva
supervivéncia seria complicada si aquests no disposessin d’un control estricte en 'lhomeodstasi
del ferro a partir dels seus reservoris intracel-lulars i activessin proteines adquiridores d’aquest
mineral (45). Alguns estudis han connectat I'aprofitament del ferro amb la regulacié del QS i
consequent establiment de la viruléncia, com és el cas de Xanthomonas oryzae pv. oryzicola,
fitopatogen pertanyent a la mateixa familia filogenética que Xf. S’ha vist que el seu creixement
in planta també esta regulat per DSF/Rpf, els quals, al seu torn, també participen en la
regulacié positiva de captacié de ferro (46) (47). Tot i haver-se anotat molts gens de Xf
relacionats amb el metabolisme del ferro i la patogenicitat, les seves funcions i regulacions
encara estan per demostrar. No obstant aix0, s’ha vist que tant la RpfF com el ferro regulen
I'expressio dels factors de patogenicitat com sén els gens que codifiquen pel pili tipus 1V (44)
(45) (48). Aquest pili és crucial per a la migraci6 de Xf en el xilema i juga un paper determinant
en la seva colonitzacioé en I'hoste (49). D’altra banda, la disponibilitat del ferro intracel-lular
també regula la produccio de la colicina tipus V i de I'acotinasa, un enzim necessari per a la
produccié dels exopolisacarids constituents del biofilm en Xf (50). Aquestes troballes
suggereixen que el ferro juga un paper importat en la colonitzacié de la planta per activar
determinants virulents i competir eficientment contra els microorganismes endofits de I'hoste
(45). Es per aquest motiu que forcar condicions de baixa disponibilitat de ferro per Xf podria
comprometre la seva viabilitat en la planta (51). De fet, aquest escenari és una situacio
cercada en situacions de competicié entre microorganismes, ja que alguns son capagos de
secretar determinats autoinductors que alteren en el seu competidor I'expressio de gens
involucrats en I'adquisicié de ferro i produccié de siderofors (52). Els siderofors s6n molécules
quelants de ferro que segresten aquest nutrient mineral i permeten 'acumulacié d’aquests en

el microorganisme (53). Xf és capac de produir siderofors (54), perd també ho sén alguns
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membres de la comunitat endofita de I'ametller, els quals ocupen el mateix ninxol ecologic
(24) (55). Es el cas de Methylobacterium spp., el qual, a més de promoure el creixement en
les plantes (56) (57), també s’ha reportat seva la capacitat per sintetitzar siderofors. Aquests
podrien explicar la promocié del creixement de les plantes (58) i exercir una pressi
competitiva en l'aprofitament d’aquest nutrient per part de Xf (59). De fet, en projectes
financats per la Unié Europea com PONTE (Pest Organisms Threatening Europe), grups de
recerca com el d’Antelmi et al. (2019) (60) ja varen proposar aprofitar aguest génere bacteria
per promoure la resisténcia front Xf en les oliveres.

Per aquest motiu, es formula la seglent hipotesi: la produccié de siderofors per part
de Methylobacterium spp. afectara negativament la capacitat de Xf per créixer i establir-se en
'hoste. Per tant, es considera Methylobacterium spp. com un bon bioagent de control que
exercira un paper protector en I'ametller front Xf. D’aquesta manera, es proposara un model

que respongui a la problematica estesa en els ametllers com a conseqiiéncia del fitopatogen.

Objectius generals i especifics

Per respondre a la hipotesi proposada s’estableixen com a objectius generals:

1. Identificar Methylobacterium spp. i determinar la seva capacitat de produccié de
siderofors.

2. Explorar el potencial competitiu de Methylobacterium spp. i dels seus siderofors front Xf.

Per aconseguir el primer objectiu general, es plantegen els segiients objectius especifics:

e Mostrejar tiges d’ametller sa.

e Aillar i caracteritzar soques de Methylobacterium spp. a partir de la saba xilematica
provinent de les tiges dels ametllers mostrejats.

e Avaluar la capacitat de producci6 de siderofors per part de les colonies de
Methylobacterium spp. aillades.

Per assolir el segon objectiu general, es plantegen els segiients objectius concrets:

e Disposar del fitopatogen d’estudi.

¢ Realitzar assajos in vitro de competicié amb Methylobacterium spp. i Xf.

e Realitzar assajos in vitro amb Xf i siderofors.

A la Figura 1 s’exposa la planificacio de treball que es dura a terme per a la realitzaci6 del

projecte proposat. Es dividira principalment en dues parts: la primera part consistira en la

identificacié del génere bacteria endofit d’estudi i en determinar la seva capacitat de produccio

de siderofors; i la segona part consistira en explorar el seu potencial competitiu front Xf.



1. Identificar Methylobacterium
spp. i determinar la seva

2. Explorar el potencial
competitiu de Methylobacterium

capacitat de produccio de
siderofors.

spp. i dels seus siderofors front
Xf.

*Recollir mostra d'ametller.
« Extraure saba xilematica.

* Disposar del fitopatogen d'estudi
en condicions optimes.

* Aillar i caracteritzar * Assaigs de cultius duals amb Xf i
Methylobacterium spp. Methylobacterium spp.

« Determinar la produccié de * Assaigs de difusio en pou d'agar
siderofors de les espécies de amb Xf i Methylobacterium spp.
Methylobacterium aillades. * Aplicar concentracions creixents

de siderofors en medis amb Xf.

Figura 1. Planificacié de treball del projecte proposat.

Materials i metodes

Objectiu 1. Identificar Methylobacterium spp. i determinar |la seva capacitat de

producci6 de siderofors.

Material vegetal. Per a 'adquisicio de les mostres vegetals, es realitzara el mostreig a partir
de plantacions d’ametller localitzades a la finca experimental de Borges Blanques, Lleida.
Aquestes plantacions constitueixen un dels centres de I'Institut d’Investigacié i Tecnologia
Agroalimentaria (IRTA), el qual es considera centre de referéncia del cultiu en questio (61).
Per al mostreig, es consideraran certs parametres per obtenir mostres representatives tals
com l'estat fitosanitari i el posicionament de I'arbre en la parcel-la. S’adquiriran tres tiges de
10-15 cm per arbre, mostrejant-se un total de tres arbres. S’'emmagatzemaran en tres
recipients estérils i es duran al laboratori abans que passin les 24h.

Extracci6 de la saba. Per evitar la contaminacié microbiana de la saba xilematica, es tallaran
les tiges a uns 4 cm cadascuna i se n’eliminaran 1 cm de cada extrem i es desinfectaran amb
hipoclorit de sodi al 2%. Aixi, es disposaran de nou tiges de planta d’ametller de dos
centimetres de longitud cadascuna. Es recol-lectara el xilema reproduint el métode d’extraccio
de saba xilematica de tiges descrita per Longchar et al. (2020) (62). Es tracta d’'un sistema
portatil reproduible amb una xeringa sense agulla, puntes de micropipetes, tubs de
microcentrifuga, tires de parafilm i un bisturi. Aquesta metodologia permet obtenir de forma
eficag la saba, sense menester d’aparells econdmicament més cars (63). D’aquesta manera,
la pressié negativa aplicada en les tiges permetra obtenir un volum de saba, on part de la
microbiota de I'ametller hi és present, entre altres i presumiblement, espécies de
Methylobacterium. Les mostres obtingudes s’emmagatzemaran en refrigeracid fins al
procediment d’aillament del microorganisme, no deixant passar més de 2 dies. Per als
experiments de cultius duals que es realitzaran més endavant, es recol-lectara un volum de
saba xilematica i aquesta es filtrara amb un filtre de llana de vidre i s’esterilitzara amb un filtre

de membrana de 0,22 ym (64). La mostra es congelara a -80 °C fins al seu Us.



Aillament de Methylobacterium spp. A partir de les mostres de saba del xilema, es
realitzaran dilucions seriades i es sembraran amb medi selectiu. L’aillament de les espécies
de Methylobacterium és relativament senzilla ja que es caracteritzen per poder créixer amb
metanol com a Unica font de carboni i energia, aixi com presentar colonies amb pigmentacié
color rosa pal-lid. Aixi doncs, s’elaborara el medi de cultiu de sals minerals i metanol (MMS),
atenent a les indicacions de I'ATCC (medi 1474), i s’'incubara a 26°C durant 3 dies. Si les
colonies no sén prou visibles (menys d’1 mm) als 7 dies, es realitzaran subcultius amb medi
glicerol-peptona (GP), tenint en compte que és un medi que permet el creixement més
accentuat del microorganisme d’estudi perd que també possibilita el creixement d’altres
heterodtrofs. Una forma de fer el medi més selectiu és mitjangant 'administracié de metanol
com a unica font de carboni en el medi. En aquest cas les colonies es visualitzaran de color
ataronjat brillant (65). Els aillats s’emmagatzemaran en glicerol al 20% a -80°C (66). Per
confirmar que es tracta d’espécies de Methylobacterium, es sol-licitara al Servei de Genomica
(SG) de la Universitat Autbnoma de Barcelona (UAB) 'assaig de seqienciacié massiva amb
MiSeq d’lllumina. Per aixd, primerament s’extraura i purificara el DNA el kit de Thermo
Scientific™ KO0512. Per assegurar la concentracié i puresa de les mostres, s’emprara
'espectrofotometre i es calculara la concentracié tenint en compte la longitud d’ona a 260 nm.
La ratio A260/280 s’emprara per avaluar la puresa (haura d’estar entre 1.8-2.0) (67).
Posteriorment, es prepararan les mostres correctament etiquetades per a I'enviament. Per a
la identificacié d’espécies, es realitzara I'analisi bioinformatic amb BLAST.

Producci6 de siderofors de Methylobacterium spp. S’analitzara la capacitat de sintesi de
siderofors per part Methylobacterium spp. amb I'assaig desenvolupat per Schwyn i Neilands
(1987) (68). S’emprara l'indicador colorant Crom Azurol S (CAS), el qual pot incorporar-se a
medis solids o liquids (69). El principi de I'assaig pot resumir-se en I'equaci6: FeCAS + L >
FeL + CAS, on “L” fa referéncia al lligand (siderofor). L'aparicié del siderdfor quela el ferro i
vira el color blau del complex FeCAS a taronja (ja que lindicador queda lliure) (70).
L’elaboracio d’aquest medi es realitzara seguint pas a pas la descripcié detallada per Louden
et al. (2011) (71), amb una modificaci6: es substituira la glucosa per succinat com a font de
carboni, ja que s’ha reportat que aquesta condicié augmenta el rendiment de producci6 de
siderofors (72). S’empraran com a control positiu una soca de Pseudomonas aeruginosa,
coneguda per ser gran productora de siderofors (73) i control negatiu sérum fisiologic.
S’incubaran durant 5 dies a 26 °C, ja que és la temperatura optima de Methylobacterium spp.
Els resultats positius s’indicaran amb la formacié d’un halo clar al voltant de les coldnies i el
canvi de color de blau a taronja (74). La produccié de siderofors s’expressara com a taxa de
reacci6-CAS (mm d’halo per dia), segons ha descrit Machuca i Milagres (2003) (75). Per a
l'estimacié quantitativa de siderofors, es fara servir el métode de microplaca descrit per
Senthilkumar et al. (2020) (76). La quantitat de siderofors es calculara atenent a la formula

descrita per Srivastava et al. (2022) (77): % siderofor = Ar — As/ Ar 100, on Ar és I'absorbancia
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de referéncia (reactiu CAS) i As és la de la mostra a 630 nm. Per a la posterior purificacio de
siderofors, les colonies productores s’inocularan en medi de succinat amb deficiéncia de ferro
amb agitacié constant (72) (ja que s’ha vist que sota aquestes condicions la produccié de
siderofors és major) (78) i a 28 °C durant 4 dies (79).

Objectiu 2. Explorar el potencial competitiu de Methylobacterium spp. i dels seus

siderofors front Xf.

Fitopatogen. S’emprara la soca Xylella fastidiosa subsp. multiplex CECT 9984. Aquesta es
va mostrejar per primera vegada a partir de P. dulcis a Benimantell (Alacant), i s’adquirira a
partir de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Universitat de Valéncia) en forma de
cultiu liofilitzat (80). Per a la rehidratacio de les cél-lules liofilitzades, s’emprara una solucio
salina estéril seguint les passes descrites per la CECT (81). S’inoculara en medi solid
recomanat i catalogat per la CECT n° 215, el BCYE supplement OXOID SR0251C. S’incubara
a 26°C i 15-20 dies en condicions aerobiques (80). S’observaran colonies blanquinoses,
brillants i arrodonides (82). Cal destacar que, al tractar-se d’'una plaga quarantenaria,
s’aplicaran les mesures de bioseguretat pertinents (per informacié detallada, vegeu I'apartat
de Condicions de bioseguretat).

Métode de cultiu dual. Amb I'objectiu d’avaluar el poder antagonista dels siderofors produits
per les soques de Methylobacterium sp. CAS positives, es realitzara el cultiu dual, amb la
finalitat d’enfrontar ambdds microorganismes. El medi de cultiu recollira caracteristiques que
potencien la produccié de siderofors. Almeida et al. (2003) (83) van descriure un medi de cultiu
minim solid per Xf anomenat XfD2, el qual presenta succinat com a font de carboni i GelRite
com agent gelificant ('agar provoca inhibicié del creixement de Xf). A més, tenint en compte
que ambdds microorganismes ocupen el mateix ninxol ecologic en I'ametller i la formacio de
biofilm de Xf es veu promoguda per la preséncia de la saba, es suplementara aquest medi
amb la mostra de saba anteriorment preparada. No obstant aix0, tal com descriuen Zaini et al.
(2008) (64), aquesta haura de descongelar-se i ser novament filtrada per assegurar-ne
I'esterilitat i I'eliminacié de qualsevol precipitat resultant del procés de congelacio.

Métode de difusié en pou d’agar. Per avaluar I'activitat antagonista de Methylobacterium
spp. front Xf, es realitzara el métode de difusi6 en pou d’agar (84). Es prendran diverses
colonies de Xf préeviament crescudes en BCYE i es resuspendran en Ringer fins una densitat
cel-lular equivalent a un estandard McFarland 0,5 (que correspon a una concentracio
bacteriana de ~10® UFC/mL). Posteriorment, amb un hisop estéril es banyara amb la
suspensio bacteriana i es passara en varies direccions per tota la superficie del medi de cultiu
LB. S’assegurara que I'indcul esta distribuit per tota la placa. Posteriorment, es realitzara un
orifici de forma aséptica en el medi amb la base d’'una punta de micropipeta, i amb un ganxo
s’eliminara la porcié del medi delimitat per la punta. Seguidament, s’introduira en el pou un
volum de medi fos i s'inoculara amb Methylobacterium spp. a una densitat cel-lular equivalent

a un estandard McFarland 0,5. Després, la placa s’incubara a 24°C (per baix de I'0Optim de
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Methylobacterium spp.) durant 15-20 dies, i s’anira comprovant l'evolucido diariament.
Presumiblement, I'agent antimicrobia (siderdfor de Methylobacterium sp.) difondra en el medi
i inhibira el creixement de Xf.

Activitat antimicrobiana dels siderofors. Es sembraran diverses plaques de Xf en medi
liquid XfD2 suplementat amb saba xilematica esterilitzada i s’hi aplicaran concentracions
creixents de siderofors en cada placa. Aquests siderofors hauran estat purificats amb HPLC
(cromatografia liquida d’alta eficiéncia) previament seguint la metodologia descrita per
Senthilkumar et al. (2020) (76). S’incubara a 26 °C durant 15 dies. El biofilm es tenyira amb
cristall violeta i es quantificara mitjangant la mesura d’absorbancia a 550 nm en un lector de
plagues segons va descriure O'Toole (2011) (85).

Aplicacio in planta. Per informacio6 detallada, vegeu 'apartat d’Annex 1.

Cronograma

AlaTaula 1 s’exposa el cronograma d’activitats del projecte. Es representa en funcio dels
anys i de cada semestre, amb una duracié maxima de dos anys i mig. S’indica la duraci6

aproximada de les activitats, les quals s’agrupen d’acord als objectius establerts.

Any 1 2 3
Semestre 1 2 1 2 1 2
Mostreig del material vegetal
Objectiu  Extracci6 de la saba
1 Aillament de Methylobacterium spp.
Analisi de la produccié de siderofors
Cultivar Xf
Objectiu  Cultius duals Xf vs. Methylobacterium spp.
2 Assaig de difusio en pou amb Xf vs. Methylobacterium spp.
Assaig d’activitat antimicrobiana dels siderofors

Taula 1. Cronograma establert per a la realitzacié del projecte.

Limitacions i rellevancia dels resultats esperats

Primerament, s’ha de destacar que aquesta proposta presenta una limitacié evident, ja
que la recerca s’ha centrat en el paper protector que podria exercir Methylobacterium spp.,
deixant de banda altres microorganismes que formen part de la comunitat endofita i que també
podrien exercir proteccio per a la planta, tal com van descriure Anguita-Maeso et al. (2022)
(24). A més, existeixen factors relacionats en el mostreig i transport del material al laboratori
que podrien pertorbar la mostra d’estudi. Aixi mateix, tot i haver-se reportat nombrosos articles
que defenen el paper protector dels siderofors contra fitopatdgens com Xf, cal fer esmena que
Lacava et al. (2008) (74) van destacar que Xylella fastidiosa subsp. pauca té la capacitat
d’'aprofitar els siderdfors com a font de ferro, fet que contribueix potencialment al seu

creixement i supervivéncia en els citrics. Es més, malgrat que les técniques descrites son
10



dutes a la practica en la microbiologia actual, també existeixen limitacions que calen tenir
present. Segons Dimkpa (2016) (69), I'assaig CAS podria subestimar el nivell de siderofors
presents, ja que lindicador pot reaccionar a la preséncia d’acids organics de baix pes
molecular. També convé ressaltar que els cultius duals podrien reflectir resultats dubtosos, ja
gue segons Zaini et al. (2008), els medis artificials influeixen en I'expressié génica de Xf,
incloent I'atenuacié dels factors de viruléncia (64).

Ara bé, aquest treball es centra en esbrinar el potencial protector d’'un microorganisme que
forma part de la microbiota de I'ametller. Aquesta aproximacio resulta beneficiosa en diversos
aspectes, entre altres, es tracta d’'una metodologia segura i amb possible perspectiva
d’aplicaci6 en el camp. A més, pot conduir a un augment en la salut i la productivitat dels
cultius, aixi com a una reduccié en I'is de tractaments quimics que puguin suposar un
problema ambiental. Investigar i comprendre la dinamica entre Methylobacterium spp. i Xf
brinda una oportunitat per desenvolupar estratégies de maneig efectives i sostenibles per
protegir tant el cultiu d’ametllers com el d’altres espécies afectades per aquesta malaltia. Es
tracta d’'un enfocament de control de malalties amb visid ecoldgica, holistica i respectuosa
amb el medi ambient. De fet, la proposta podria suposar una alternativa a I'erradicacié de
plantes malaltes, contribuint a la preservacio del paisatge. La via terapéutica proposada en
aquest treball podria contribuir a “salvar” aquelles plantes que estan infectades o inclus
“preparar” a aquelles que encara no ho estan (com per exemple, les espécies que queden

recollides en la zona tampo de I'area demarcada).

Condicions de bioseguretat

Com ja s’ha comentat anteriorment, Xf és una plaga quarantenaria i per aixd es complira
amb la normativa corresponent en matéria de bioseguretat i es disposara d’'una autoritzacio
per treballar amb agquest microorganisme. Encara que la CECT cataloga la soca en la qual es
treballara com a agent biologic del grup 1 (86), i que és poc probable que causi malaltia en
I'huma (Art. 3 del RD 664/1997), es requereix un adequat nivell de contencié atés el seu
impacte a escala ambiental (Seccié 2 del RD 58/2005). Actualment, I'Institut d’Agricultura
Sostenible (IAS-CSIC) (centre que lidera el projecte europeu BeXyl, referent a I'estudi de Xf)
(87) ha definit les caracteristiques tecniques i funcionals de les instal-lacions per garantir els
estudis controlats amb aquest fitopatogen. Aixi doncs, i seguint les seves prescripcions
tecniques, es treballara amb Xf en un laboratori amb nivell de seguretat NCB2 del Centre de
Recerca en Agrigenomica (CRAG), el qual permet la contencid de Xf per evitar el seu

alliberament ambiental.
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Pressupost

S’exposa a continuacié a la Taula 2 el pressupost estimat per a la realitzacio del projecte,
el qual tindra una duracio de 2 anys i mig. Cal remarcar que es compta amb un laboratori amb

les instal-lacions i equipament de microbiologia basic per a I'estudi que es realitzara (cabina

de bioseguretat classe I, centrifuga, espectrofotometre, agitador orbital, entre altres).

Personal
Contracte personal técnic durant 2 anys i mig 80,000.00 €
Subtotal 80,000.00 €
Viatges i dietes
Assisténcia a workshops i congresos 3,500.00 €
Estancia en altres centres d'investigacio 1,000.00 €
Subtotal 4,500.00 €
Inventariables
Lector de microplaques 20,000.00 €
Subtotal 20,000.00 €
Manteniment de Inventariable
Manteniment d'equips 6,500.00 €
Subtotal 6,500.00 €
Fungible
Reactius i fungibles 1,200.00 €
Material de cultiu estétil 15,000.00 €
Kits i reactius per a la preparacié de mostres per al servei de genomica 2,000.00 €
Altres reactius i materials (inclosos plastic i vidre) 10,000.00 €
Subtotal 28,200.00 €
Altres despeses
Servei de Genomica (MiSeq) 5,000.00 €
Soca d'estudi 100.00 €
Despeses de publicacié en open-access journals 5,000.00 €
Inscripcié a congresos 1,000.00 €
Subtotal 11,100.00 €
Cost total 150,300.00 €

Taula 2. Pressupost estimat per al projecte de recerca exposat.
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Annex 1

Per a l'aplicacio in planta, es realitzara previament un cultiu in vitro d’ametller per disposar
de tres plantes en condicions d’asépsia. Per aix0, els cultius in vitro es realitzaran a partir
d’apexs de brot de la varietat d’ametller Marcona empeltada amb el patré d’arrel Rootpac® 20
(RP-20) (Agromillora Group, Espanya). EI material vegetal es cultivara mitjancant el métode
de micropropagacio in vitro, tal i com descriuen Cantabella et al. (2022) (88). Aquesta técnica
esta ampliament implementada en el cultiu de vegetals lliure de malalties (89). Amb I'objectiu
d’obtenir resultats que siguin utils per a les necessitats de produccié d’ametlles, s’ha
seleccionat la varietat Marcona ja que és autoctona a la provincia d’Alacant, regié d’elevada
prevalenca de Xf (90). A més, tot i ser forana a les llles Balears i Catalunya, també hi és
present i és de les que exhibeix major grau d’afectacié durant la infeccié (91). Cal destacar
que, a més, diversos autors I'han considerada com una de les millors en termes de
productivitat front els escenaris de canvi climatic (92). Un cop es dispose de les plantules, es
realitzara la inoculacié amb Xf i Methylobacterium spp. mitjancant puncié de la tija amb un
preparat de suspensio bacteriana ajustada turbidométricament en espectrofotometre a una
DO600 equivalent a un McFarland 0,5 (72). El control negatiu es realitzara amb la inoculacié
de serum fisiologic esteril. El control positiu consistira en la inoculacié de Xf. Després que
I'ametller comenci a mostrar simptomatologia d’ALSD, la confirmacié de la preséncia de Xf en
la planta es fara segons els protocols descrits per I'Organitzacié Europea i Mediterrania de
Protecci6 de Plantes (EPPO) (92): extraccié del DNA a partir del teixit vegetal amb el métode
basat en CTAB o bromur d’hexadeciltrimetilamoni i deteccié de Xf amb PCR en temps real

segons Li et al. (2013). Al seu torn, s’observara l'aparicié de simptomatologia en la planta
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inoculada amb Xf i es comparara amb I'aparenca de la planta inoculada amb ambdds bacteris.

Es realitzara un seguiment de 6 mesos de duracio.

18



