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RESUM

La Necrosi Apical Bruna (BAN, brown apical necrosis, segons les sigles en anglés)
Es va detectar per primer cop I’'any 1997 a Extremadura degut a la severa caiguda de
fruits. Avui dia la malaltia és present a quasi totes les zones productores de la
mediterrania. Els simptomes difereixen dels provocats per Xanthomonas arboricola pv.
juglandis i Gnomonia leptsostyla.. S’observa que els fruits afectats presenten una taca
bruna a la zona apical i necrosi dels teixits interiors. El grup de Patologia Vegetal de la
Universitat de Girona participa i dirigeix la tasca sobre I’etiologia de la BAN dins la
xarxa europea d’investigacio en bacteris patogens de fruiters ,COST873. Hi ha una certa
controvérsia en la definicio dels simptomes i agents causals. Tots els grups coincideixen
en afirmar que es tracta d’una malaltia complexa amb diferents organismes implicats.

En aquest context es desenvolupa el present treball.

Durant I’any 2008 es va realitzar el seguiment de la malaltia sobre tres varietats de
noguera (Hartley Chandler i Franquette) amb I’objectiu de caracteritzar els simptomes,
estudiar I’evoluci6 de la malaltia durant el cicle productiu, identificar de I’agent o
agents causals i el paper que cadascun juga en el desenvolupament de la malaltia.

Es va mesurar la incidencia de la malaltia sobre dos arbres de cada varietat amb la
finalitat d’obtenir les corbes de progrés de la malaltia. Alhora es van recollir mostres
representatives dels diferents nivells observats d’evolucio de la malaltia pel seguiment
dels simptomes externs i interns. Es van escollir els fruits amb clars simptomes de
necrosi bruna per I’aillament dels microorganismes presents a les lesions realitzant
extraccions diferenciades de cada teixit necrosat (mesocarpi, endocarpi i llavor) sobre
medis especifics pel creixement de fongs i bacteris. Posteriorment es va avaluar la
patogenicitat en noguera de representants dels diferents generes de microorganismes
aillats sobre fruits immadurs (Gf+30) de la varietat Chandler.

Els resultats van mostrar un progrés similar de la malaltia en les tres varietats, amb
un periode de maxim increment de la incidéncia des de quallat del fruit fins a Gf+20-30.
En quant al seguiment de la simptomatologia exteriorment es van observar necrosis
circulars i seques a la zona apical dels fruits, inicialment de color bru amb un to vermell
evolucionant cap a tons mes foscos. Es va poder observar I’evolucid i progrés de la

necrosi des dels teixits exteriors cap als interiors. EIs microorganismes aillats van
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correspondre al bacteri Xanthomonas arboricola pv. juglandis i als fongs Fusarium sp.
i Alternaria sp. La identificacio dels aillats de Fusarium es va fer a nivell d’especie,
I’aillada amb major frequéncia va ser F. chlamidosporum (25,8%) seguida de F.
lateritium (16%). Xanthomonas arboricola pv. juglandis va ser el microorganisme
aillat amb major freqiiéncia i consistentment en tots els teixits. Fusarium sp. es va aillar
amb baixa freqiiencia en tots els teixits mentre Alternaria sp. nomes es va aillar en
teixits exteriors. Pel que fa a la patogenicitat els aillats de X.a pv. juglandis i Fusarium
sp. van provocar simptomes similars als de la BAN sobre els fruits inoculats. Es va
observar que les necrosis provocades pels fongs inoculats eren en general més

superficials que les provocades per X. a pv. juglandis.

Chandler es va mostra més sensible a la BAN que la varietat Hartley. En el cas de la
varietat Franquette, més tardana, aquesta es va mostrar la sensibilitat més baixa. Els
simptomes de la BAN es van diferenciar dels provocats per X. a pv juglandis en el color
i consistencia de les lesions. Es van observar a lesions necrotiques a la zona apical, de
geometria circular, color bru- vermellds i aparenca exterior seca. Aquestes afectaven
sobretot fruits en desenvolupament des de quallat fins a Gf+30-45 periode en qué es
donen les condicions favorables per a que els microorganismes implicats produeixin les
infeccions. En quant als microorganismes implicats es pot afirmar que Xanthomonas
arboricola pv. juglandis esta relacionat amb I’aparici6 d’aquesta. Fusarium sp. i
Alternaria sp. actuen com a colonitzadors oportunistes sent possible que afavoreixin o
intensifiquin el desenvolupament dels simptomes caracteristics de la BAN. En els
assajos de patogenicitat Xanthomonas arboricola pv. juglandis, ha mostrat ser el
microorganisme més virulent i el que més s’han apropat a la reproduccié dels
simptomes de BAN. Entre els fongs, Fusarium sp. ha mostrat una capacitat patogénica i
de reproducci6 dels simptomes de BAN major que Alternaria sp.

Paraules clau:

Noguera, BAN(brown apical necrosis), Bacteriosi, Xanthomonas arboricora pv.
juglandis, Fusarium sp., Alternaria sp.
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INTRODUCCIO

1. Elcultiu de la noguera

La noguera europea (Juglans regia) es originaria de les zones muntanyoses de
I’Asia central. Es creu que va ser introduida a occident durant la prehistoria recent, a
partir de I’entrada en contacte amb fenicis i grecs, no obstant es pot seguir el seu rastre a
la peninsula ibérica al llarg del periode quaternari (Burjachs i Casas, 2006). Es tracta
d’un arbre caducifoli de port elegant, pot arribar als 20 metres d’alcada. L’escorca és
Ilisa, en ocasions escarada, de color gris clar. Les fulles son verdes al principi
pubescents formades per entre 5 i 9 fol-liols ovalats. Floreix en comencar la brotada a
I’inici de la primavera. Les flors masculines naixen sobre les branques de I’any anterior,
son nombroses i s’agrupen en aments cilindrics penjants. Les flors femenines apareixen
a I’apex de les branques de I’any en grups d’entre 1 i 5 suportades per un peduncle curt i
gruixut; I’ovari és infer amb un ovul, coronat pel calze, dividit en 3-4 Iobuls i acabat
amb dos estils curts i corbats. El fruit és una drupa, amb mesocarpi carnés i endocarp
dur, arrugat en dos valves i dividit incompletament en quatre cel-les; la llavor és

comestible, arrugada amb quatre Iobuls (Infoagro, 2009).

El seu conreu és important economicament tant per la produccié de fruit com de
fusta; les politiques de difusio de les propietats beneficioses de la nou han fet augmentar
el seu consum. Aquest fet junt amb la modernitzaci6 de les explotacions i la millora en
les tecniques de recol-lecci6 i processat han fet augmentar la seva rendibilitat, es tracta
d’un conreu amb bones perspectives economiques. Al mercat trobem varietats
americanes (Serr, Chandler, Hartley, Vina, Tehama, Swar, Payne, Pioneer, Chico,
Amigo i Pedro), espanyoles (Baldo 1, Carcagente, Cerda, Escriva y Villena) i franceses
(Fernor, Franquette, Grandjean, Marbot, Corne, Mayette, Parisienne, Chaberte,
Candelou, Meylannaise, Ronde de Montignac) (Infoagro, 2009)

La nou ocupa el segon lloc en quant a volum mundial de produccié en el sector dels
fruits secs darrera I’avellana i seguida de I’ametlla. La produccié s’estén als dos
hemisferis, entre 30 i 50 graus de latitud Nord i entre els 30 i 40 al Sud. A nivell
mundial el principal productor es la Republica Popular Xinesa amb una produccio
estimada de 490.000 tm per la campanya 2008/09. La segueixen els EEUU amb
340.000tm. Aquest dos paisos son junt amb Meéxic els principals exportadors mundials.
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La unid europea (UE-27) ocupa la cinquena posici6 mundial amb una produccié de

44,500 tm tot i aix0 la demanda interna fa que sigui el primer en quant a volum
d’importacié(USDA, 2008).

A I’estat espanyol el 2007 es van produir 9.512 tm, amb un valor de quasi 21.000

milers d’euros (MARM, 2008). L’explotacié del conreu s’ha anat professionalitzant els

ualtims anys, la superficie en plantacié regular ha augmentat considerablement, el 1996

es comptabilitzaven 2.300 ha que s’havien doblat en arribar al 2006. En quant als

arbres disseminats, el seu nombre s’ha reduit a la meitat en el mateix periode. Tot i aixo

Espanya continua sent un pais netament importador (taula 1).

Taula 1. Evolucié de la superficie de noguera, arbres disseminats, rendiment, produccio, preu,

valor i comerg exterior a I’estat espanyol (MARM, 2008).

Superficie en Comerg exterior ©

plantaci6 regular Rendiment (tones)
Anys Arbres de la superficie Produccié | Valor

Total En produccié | disseminats en produccié (tones) (milers d'euros) | Importacions | Exportacions

(hectarees) | (hectarees) milers d'arbres | (gm/ha)
1990 | 2.497 1.882 470 43,0 8.091 11.641 18.968 220
1991 | 2.708 2.163 478 415 8.967 15.490 17.165 251
1992 | 2.298 1.747 484 51,9 9.046 13.974 16.848 122
1993 | 2.789 2.322 511 37,5 8.717 14.362 16.066 114
1994 | 2.775 2.271 457 32,4 8.282 13.448 18.512 181
1995 |2.874 2.307 498 351 8.110 13.744 19.709 178
1996 [ 2.996 2.307 473 14,9 10.059 14.906 21.265 221
1997 [2.985 2.259 498 15,6 9.503 14.255 20.021 541
1998 | 2.905 2.397 444 12,3 7.713 13.126 20.678 811
1999 [3.130 2.551 452 16,4 9.960 16.988 26.313 1.268
2000 | 4.065 3.349 439 14,9 11.418 21.876 31.535 1.260
2001 [ 4.287 3.446 417 16,4 11.903 20.456 33.638 1.653
2002 ] 5.333 3.341 418 20,0 13.657 28.209 41.082 1.514
2003 | 5.515 3.525 279 19,7 9.418 17.253 34.402 2.114
2004 |15.978 5.071 254 16,8 8.514 15.597 26.240 1.013
2005 | 5.846 5.092 251 16,9 8.629 16.588 25.236 1.621
2006 |6.134 4.875 232 20,8 10.140 21.082 23.487 1.324
2007 | 7.147 5.650 217 16,8 9.512 20.930 23.443 1.985

@ En equivalent amb pela, sent la relaci6 de conversié a nou pelada de 3,30.

La Comunitat Valenciana, Catalunya i Extremadura son les comunitats autonomes

on s’han establert més plantacions de noguera de tipus fructicola en régim de seca o

regadiu. La producci6 de cadascuna d’ elles ronda les 1300- 1500 tones (taula 2).




Taula 2. Analisi per comunitats autonomes de superficie de noguera, arbres disseminats, i
producci6 de nou I’any 2007 (MARM, 2008).

Superficie en plantacio regular

(hectarees) Arbres Producci6
Comunitats Autonomes . disseminats | amb pela

Total En producci6 (n°) (tones)

Secad [ Regadiu | Total | Seca [ Regadiu
GALICIA 305 |66 371 305 |66 10.918 714
P. DE ASTURIAS = = = = = 30.000 45
CANTABRIA 7 = 7 7 = 7300 80
EUSKADI 122 |- 122 115 |- 59.835 596
NAVARRA 190 (60 250 170 |55 11.200 204
LARIOJA 174 | 141 315 108 | 103 - 167
ARAGON 81 150 231 64 120 - 823
CATALUNYA 219 |623 842 164 | 470 2.440 1.427
BALEARS 5 1 6 5 - 3.000 31
CASTILLA Y LEON 139 |27 166 124 |23 28.403 490
MADRID - 3 3 - 3 2.279 15
CASTILLA-LA MANCHA | 286 | 309 595 286 | 243 25.807 780
C. VALENCIANA 964 | 1.228 2192 (807 |1.026 5.000 1.501
R. DE MURCIA 165 |45 210 130 |30 684 285
EXTREMADURA - 645 645 - 480 200 1.346
ANDALUCIA 530 | 653 1.183 | 255 |[485 16.647 895
CANARIAS 1 8 9 1 5 12.810 23
ESPANYA 3.188 [ 3.959 7.147 | 2541 3.109 216.523 9.512

Pel que fa a Catalunya la producci6 es va quasi quadruplicar entre el 1996 i el 2007,

les plantacions establertes els ultims anys, majoritariament de regadiu estan entrant en

produccid. Aquestes es concentren sobretot a les provincies de Tarragona i Girona

(Taula 3).

Taula 3. Analisi provincial a Catalunya de superficie de conreu de noguera, arbres disseminats, i

producci6 I’any 2007 (MARM, 2008).

Superficie en plantacié regular Rendiment
P (hectarees)
ggﬁhnr::ilt?t; Arbres Produccié
A disseminats | Superficie en produccié amb pela
Autonomes . Arbres
Total En producci6 (ntmero) (kg/ha) disseminats | Ctones)
(kg/arbre)
Seca Regadiu | Total | Seca | Regadiu Seca Regadiu
Barcelona 40 17 57 38 16 1.439 3.000 4.000 8 190
Girona 35 193 228 |35 165 - 1.000 2.506 - 448
Lleida 66 218 284 |13 101 1.001 923 2.505 14 279
Tarragona 78 195 273 |78 188 - 679 2.431 - 576
Catalunya 2007 219 623 842 | 164 | 470 2.440 1.305 2.527 10 1.427
Catalunya 1996 151 155 306 |73 140 7.347 959 1607 12 385




2. Malalties que afecten el conreu de la noguera

Entre les malalties que provoquen reduccions significatives de produccié destaquen
les que es manifesten amb necrosis de fruit i fulla, es tracta de malalties d’origen
bacteria i criptogamic. Entre les rigorosament descrites destaquen:

2.1- Antracnosi.

Provocada pel fong Gnomonia leptsostyla (asexual: Marssoniella juglandis). S’estén
a totes les arees de conreu, la incidéncia varia segons I’any i la regid. Provoca lesions en
tots els organs verds: fulles, peciols, brots joves i fruits; apareixen lesions de forma
rodona i color bru-negre. Atacs severs provoquen la caiguda prematura de fulles per
senescéncia i I’assecat dels fruits. Gnomonia leptsostyla hiverna sobre fulles mortes en
les que forma periteques. Les ascospores alliberades a la primavera causen la infecci6
primaria i els conidis formats sobre les lesions estenen la malaltia durant tota I’estacio.
Temperatures al voltant dels 21 °C junt amb humitats elevades (96-100%) afavoreixen
la infeccié (Smith, 1992).

Pel control es recomanen tractaments fungicides en el moment de descarrega
d’ascospores (Smith, 1992) i practiques culturals per eliminar la font d’inocul,
destrucci6 de fulles caigudes, poda de brots i branques afectades i bon control de la

fertilitzacié amb nitrogen (Berry, 1977).
2.2- Bacteriosi.

Causada pel bacteri Xanthomonas arboricola pv. juglandis. Afecta a tots els teixits
verds. Es manifesta sobre brots i fulles amb I’aparicié de taques vermelloses qué
evolucionen a necrosis negres totals en cas de teixits joves. Sobre les fulles s’observen
lesions irregulars de pocs mil-limetres. Els aments afectats poden presentar lesions
negres i deformacions en el creixement. En quant a les flors femenines la infeccio es
produeix a través del pistil i provoca necrosis terminals i la caiguda. Els fruits
desenvolupen lesions negres enfonsades sobre tota la superficie qué en infeccions

primerenques evolucionen cap als teixits interiors fins la llavor (Adaskaveg i col, 2007)

El bacteri hiverna a I’interior de borrons i aments, s’estén als brots en creixement,

sembla ser que el pol-len infectat el transporta cap a les flors. Les condicions d’elevada



precipitacio i temperatures de suaus a elevades afavoreixen el desenvolupament de la
malaltia (Aleta i col., 2001).

El control s’aconsegueix amb I’aplicacié de tractaments preventius a I’inici de la
primavera repetits després de la floracio, el nombre de tractament necessaris depen de
les condicions meteorologiques (Adaskaveg i col, 2008). El desenvolupament de
models de prediccié adaptats a cada regio permet minimitzar el nombre de tractaments
necessaris. Actualment es troba implementat el model XanthoCast per la regidé de
California (James i Adaskaveg, 2007).

3. La necrosi apical bruna

En els Gltims anys, una nova malaltia, la Necrosi Apical Bruna (BAN, Brown
Apical Necrosis segons les sigles en anglés) ha adquirit importancia. Es va detectar per
primer cop I’any 1997 a Extremadura i I’any seglient a Italia degut a la severa caiguda
de fruits. Avui dia la malaltia és present a totes les zones productores de la mediterrania,
amb excepcio6 de Franca, on des del 1999 no s’ha tornat a observar.

Els simptomes difereixen dels provocats per Xanthomonas arboricola pv. juglandis
(figural) i Gnomonia leptsostyla. S’observa que els fruits afectats presenten una taca

bruna a la zona apical i necrosi dels teixits interiors.

Figura 1. Diferéncia entre la Necrosi Apical provocada per X. a pv. juglandis en
fruits de noguera (esquerra) i la Necrosi Apical Bruna (dreta).

Entre el 1999 i el 2000 grups italo-francesos van estudiar la malaltia a partir de
fruits recol-lectats a Italia i Franga. EI 2000 es va traslladar la investigacié a camp per
tal de clarificar I’etiologia. A partir dels fruits simptomatics es van aillar diverses



especies dels fongs Alternaria, Fusarium i Colletotrichum, diferents segons la localitat.
Tot i aillar soques de Xanthomonas arboricola pv. juglandis en el 10% dels fruits
afectats, es va considerar que aquestes provenien d’infeccions independents i
simultanies. Despres de realitzar assaigs de patogenicitat sobre fruits sans, Fusarium sp.
es va presentar com I’agent primari causant de la malaltia (Belisario i col, 2002). El
mateix estudi recomana el desenvolupament de nous projectes per tal de determinar la
capacitat patogenica dels fongs associats i per separar els agents primaris dels

colonitzadors secundaris.

Amb I’objectiu de posar en comu els coneixements sobre la malaltia i a fi d’elaborar
un document tecnic a disposicio dels productors, es va crear el grup de treball sobre la
BAN dins la xarxa europea d’investigacié en bacteris patogens de fruiters COST873.
Les primeres discussions sobre resultats es desenvoluparen el 2007 a Angers. Sense
haver arribat a conclusions compartides, es va proposar una nova trobada el 2008 a
Turquia. L’objectiu de la reuni6 es va focalitzar en observar i discutir la
simptomatologia del BAN per tal de diferenciar-la d’altres tipus de necrosis i intentar
elaborar conjuntament un full informatiu sobre la malaltia (COST873, 2008).

La controversia en la definicié dels simptomes i agents causals continua. Tots els
grups coincideixen en afirmar que es tracta d’una malaltia complexa amb diferents
organismes implicats, sense aconseguir arribar a conclusions compartides sobre el paper

que juga cadascu.

El grup de Patologia Vegetal de la Universitat de Girona participa i dirigeix la tasca
sobre I’etiologia de la BAN dins el COST873. En aquest context es desenvolupa el
present treball.



OBJECTIUS

Els objectius generals que es proposen son la caracteritzacié dels simptomes,
I’estudi de I’evolucié de la necrosi apical bruna durant el cicle productiu, la identificacio
de I’agent o agents causals i el paper que cadascun juga en el desenvolupament de la
malaltia. Per aix0 s’han proposat els segiients objectius especifics:

1. Coneixer el progrés de la malaltia a camp

2. Definir els simptomes caracteristics de la malaltia en fruits de noguera i la seva
evolucié en el temps

3. Aillar i identificar els microorganismes associats a les infeccions i avaluar la

seva patogenicitat en fruits de noguera

Es pretén facilitar la identificacié de la malaltia evitant controvérsia. EI coneixement
de I'agent causal i de I’epidemiologia de la necrosi apical bruna ha de permetre
dissenyar estrategies de control especifiques per a la malaltia.
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MATERIALS | METODES

Entre el maig i I’agost del 2008 es va realitzar el seguiment del progrés de la
malaltia, I’observacié de la simptomatologia junt amb la seva evolucié, i la
determinacié dels microorganismes associats a les lesions en una finca comercial
dedicada a la producci6 de nou situada a Cornudella de Montsant (comarca del Priorat,
Tarragona, NE d’Espanya). L’estudi es va realitzar sobre tres varietats, Hartley,
Chandler i Franquette a la mateixa finca. Durant el temps que va durar a I’estudi es van
evitar les aplicacions de tractaments cuprics i fungicides per tal d’avaluar el progrés de

la malaltia en condicions naturals.

1. Avaluacio de la malaltia a camp

Es va mesurar la incidencia de la malaltia sobre dos arbres de cada varietat (Hartley
Chandler i Franquette) amb una periodicitat setmanal des de finals de maig fins a finals
de juliol i una vegada més a finals d’agost. Es va seguir I’evolucio de la malaltia a partir
de 100 fruits de cada arbre, 25 de cada orientacio (N, S, E i O). Es va expressar la
incidencia com el percentatge de fruits amb clars simptomes de BAN (necrosi apical
bruna) del total de 25 marcats en cada orientacié. A partir dels valors d’incidéncia es va
calcular la mitjana per data i varietat amb la finalitat d’obtenir les corbes de progres de
la malaltia. Es va realitzar I’analisi de la varianca i el test de separacié de mitjanes de
Tukey pels valors finals de malaltia a camp en les tres varietats. La homogeneitat de les
variances es va comprovar amb la prova de Barlett i la homogeneitat dels residus amb la
prova de Shapiro-Wilk. Els calculs es van realitzar amb el procediment GLM del paquet
d’aplicacions estadistiques SAS (SAS Institute, Cary, NC,USA).

2. Descripci6 i seguiment dels simptomes

En la mateixa finca on es va realitzar I’avaluacio de la malaltia es van recollir fruits
de les tres varietats de noguera (Hartley, Chandler i Franquette) amb una periodicitat
setmanal, des del moment de quallat del fruit (estadi de desenvolupament Gf) a finals de
maig en el cas de les varietats Hartley i Chandler i fins a principis d’agost (estadi Gf+60

0 superior). Es va procurar escollir una mostra representativa dels diferents nivells
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observats d’evolucié de la malaltia (fruits sans, amb necrosi incipient, marcada, amb
halos necrotic, etc). S’agafaven fruits aproximadament 20 fruits per varietat i tipus de
lesi6 d’arbres situats en dos zones diferents de la parcel-la. Es van prendre els que
presentaven simptomes clars de necrosi apical bruna (BAN,) menyspreant aquells que
patien necrosi negra localitza a la zona apical (AN), tipica de bacteriosi causada per
Xanthomonas arboricola pv. juglandis.

Els fruits es conservaven empacats individualment en paper d’alumini en cambra
freda (4°C) fins el moment d’enviar-los al laboratori. Es va procurar mantenir la cadena
de fred per tal d’evitar I’evoluci6 dels simptomes fins el moment de I’analisi. Es rebien
les mostres a I’EPS de la Universitat de Girona al cap de 24 hores d’haver recollit els
fruits a través d’una empresa de missatgeria i es mantenien a 4°C fins el moment de les

analisis.

Un cop a laboratori s’observaven i anotaven els simptomes externs dels fruits i es
feia una classificacié dels fruits en funcié d’aquests. Es van triar entre 5 i 15 fruits de
cada data, varietat, localitzacio i tipus de simptoma per I’analisi de I’evolucié interna de
les infeccions i per I’aillament dels organismes associats a les necrosis. En I’observacio
dels simptomes interns s’anotava I’abast intern de la necrosi, els teixits (mesocarpi,

endocarpi, llavor), (figura 2) i zones afectades.

Mesocarp
/

Liavor Endocarp

Figura 2. Fruit de noguera esquematitzat
amb la diferenciacio de teixits

A partir de les dades de teixits necrosats per cada fruit, data i varietat es van calcular

les frequiencies de teixits afectats. Es van fer grups aleatoris de 3-5 fruits considerats

12



com a repeticions per cada data i varietat. Amb aquests valors es va realitzar I’analisi de
la varianca per analitzar I’efecte de la data i la varietat en els teixits afectats. La
homogeneitat de les variances es va comprovar amb la prova de Barlett i la
homogeneitat dels residus amb la prova de Shapiro-Wilk. Es va utilitzar el procediment
GLM del paquet d’aplicacions estadistiques del SAS (SAS Institute, Cary, NC,USA).

3. Aillament i identificacié de microorganismes associats a la BAN

Es van escollir els fruits amb clars simptomes de necrosi bruna per procedir a
I’aillament dels microorganismes presents a les lesions. Previament es van desinfectar
per immersié durant un minut en soluci6é d’hipoclorit de sodi al 1% ; després de tres
rentats en aigua destil-lada estéril es van deixar assecar sobre paper de filtre estéril dins

la campana de flux laminar.

Es van realitzar extraccions diferenciades de cada teixit necrosat (mesocarpi,
endocarpi i llavor) sobre medis especifics pel creixement de fongs i bacteris. No es van
realitzar aillaments de I’epicarp per haver estat desinfectat, aquest es retirava amb un
bisturi esteril. Es comencava realitzant extraccio del teixit més exterior (mesocarpi),
posteriorment es partia el fruit per la meitat per observar I’abast de la lesi6 i realitzar
aillaments dels teixits interns (endocarp i llavor).

a. Aillament de Fongs

En el cas de I’aillament de fongs es van prendre amb un bisturi esteril, dos fragments
de teixit del marge de la lesi6 agafant part de teixit sa i es van dipositar en una placa
amb medi PDA (potato-dextrose agar) (Atlas i col., 1996). Els cultius es van incubar a
22,5°C (MIR- 253. SANYO, Japd) amb 16 hores de llum durant 5 dies. Cultius purs
dels diferents aillats obtinguts es van conservar a 4°C en tubs de PDA inclinat per a la

posterior caracteritzacio morfologica.

La identificacié es va realitzar a partir de caracteristiques culturals i observacions al
microscopi. En el cas Fusarium es va procedir a la determinacié a nivell d’especie
seguint un metode basat en I’observacié de les caracteristiques culturals (colors,
velocitat de creixement) sobre medi PDA i d’estructures al microscopi formades sobre
medi de CLA (carnation leave agar), (Nelson i col., 1997).
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b. Aillament de bacteris

Per I’aillament de bacteris es van realitzar dilacerats de fragments de teixit infectat,
també del marge de la lesio, en 50 uL d’aigua destil-lada estéril, despres d’uns minuts
es sembraven en estria sobre plaques amb medi LB (Luria-Betani) (Maniatis i col.,
1982), YDC (yeast dextrose agar) (Shaad, 2001) especific per afavorir la formacié del
mucilag caracteristic de Xanthomonas i sobre TMM (tween modified medium) (Shaad,
2001), medi semiselectiu per X. arboricola pv. juglandis. Les plaques es van incubar a
27 °C durant 5 dies (MLR-350. SANYO, Jap0), les colonies amb morfologia diferent es
van reaillar i conservar a 4 °C en tubs de medi de LB o YDC inclinat.

Els aillats amb caracteristiques Xanthomonas spp. sobre medi de YDC 0 TMM es
van identificar mitjangant proves morfologiques i moleculars (Gironde i Manceau,
2009). Com a control positiu es van utilitzar les soques de X. a pv. juglandis CFBP
252812763 (Angers, Franca). Les soques identificades com X. arboricola pv. juglandis
van ser congelades a -80 °C en solucid de glicerol al 15%.

Es va calcular el percentatge de microorganismes diferents aillats en cada teixit per
varietat i data. Es van calcular les mitjanes considerant tres grups de 3-5 fruits per
varietat i data. Amb aquests valors es va realitzar I’analisi de la varianca per determinar
I’efecte del teixit i la varietat en els microorganisme aillats. La homogeneitat de les
variances es va comprovar amb la prova de Barlett i la homogeneitat dels residus amb la
prova de Shapiro-Wilk. Es van utilitzar el procediment GLM del paquet d’aplicacions
estadistiques SAS (SAS Institute, Cary, NC,USA).

4. Patogenicitat dels microorganismes aillats

Es va avaluar la patogenicitat en noguera de representants de diferents géneres de
microorganismes aillats. L’assaig es va realitzar sobre fruits immadurs (Gf+30) de la
varietat Chandler. Aixi, es van seleccionar 13 soques representatives dels fongs aillats, 6
del génere Fusarium, 7 d’Alternaria, i 7 soques de X. arboricola pv. juglandis per
I’assaig de patogenicitat.

Es van inocular separadament sobre fruits joves de la varietat Chandler recollits a
I’estadi de Gf+30 en una finca comercial a Tarragona en la que s’havien evitat els

tractaments quimics. En tots els casos es van inocular tres repeticions de tres fruits amb
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cada aillat. Abans de la inoculaci6 es va procedir a la desinfeccié dels fruits per
immersi6 durant 2 minuts en soluci6é d’hipoclorit de sodi al 1% seguida de tres rentats
en aigua destil-lada esteril i I’assecat sobre paper de filtre estéril dins la campana de flux

laminar.

L’ inocul dels fongs Fusarium sp. i Alternaria sp. es va obtenir a partir de cultius de
7 dies crescuts a 22,5 °C i 16 hores de llum sobre PDA. Es van inocular posant en
contacte un fragment de miceli d” aproximadament 3 mm de costat sobre I’extrem de
I’estigma desproveit de I’epicarp i dos fragments més en la zona apical lateral. Com a
control es va dipositar sobre les ferides un fragment de medi PDA estéril.

El bacteri X. arboricola pv. juglandis es va inocular mitjangant punxada, a la zona
de I’estigma, amb una agulla esteril sucada en una colonia d’un cultiu de 7 dies crescut
en medi de YDC. Es van practicar tres punxades a cada fruit, al voltant de la zona
apical. Com a control es van punxar els fruits amb aigua destil-lada esteril.

Els fruits inoculats es van incubar en cambra humida sobre paper de filtre humitejat
amb aigua destil-lada estéril dins safates de plastic de 25x50 cm. Les safates es van
precintar a I’interior de bosses de plastic transparent per mantenir la humitat evitant la
deshidratacio dels fruits i afavorint el desenvolupament de la infeccid. Es distribuien els
fruits aleatoriament, col-locant les tres repeticions de cinc fruits per repeticio en safates
diferents. Aquestes es van distribuir aleatoriament dins la cambra d’incubacio.

Es van incubar els fruits inoculats durant 7-9 dies en cambra d’ambient controlat a
25 °C amb 16 hores de llum (MLR-350. SANYO, Japd) a la fi dels quals es va procedir
a I’observacio i registre dels resultats. Es van seccionar els fruits per la zona apical per
anotar els simptomes (color i consisténcia) i I’avenc intern de la infeccié. Es va
determinar la capacitat patogénica de les soques inoculades com la capacitat

d’evolucionar cap als teixits interiors i la viruléncia en funci6 de I’abast de la necrosi.

En cas d’alguns fruits seleccionats, es va reaillar el microorganisme present a les

infeccions de la mateixa manera que en I’aillament de fruits.
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RESULTATS

1. Avaluacio de la malaltia camp

Es va avaluar la incidéncia de la malaltia, expressada com el percentatge de fruits
amb simptomes de BAN, sobre dos arbres de cada varietat (Hartley, Chandler,
Franquete) des de finals de maig, coincidint amb el moment de quallat del fruit i fins a
finals d’agost; en el cas del la varietat Franquette el quallat es va produir
aproximadament un meés després (20 de juny) que en les varietats Chandler i Franquette
(22 de maig). A partir dels valors mitjans d’incidéncia es va representar la corba de
progrés de la malaltia per a cada varietat.

A la figura 3 s’observa un progrés similar de la malaltia en les tres varietats, amb un
periode de maxim increment de la incidencia des de quallat del fruit fins a Gf+30
aproximadament en el cas de Chandler i Hartley i fins a Gf + 5 en el cas de Franquette.
Aquest periode es correspondria amb el de maxima sensibilitat dels fruits a la BAN i en
el que s’observa una important caiguda prematura dels fruits. Es pot observar que a
partir de I'estadi Gf+20/30 la incidéncia de la malaltia va augmentar suaument,

mantenint practicament els mateixos nivells fins a finals d’agost.

Tot i presentar corbes de progrés de la malaltia similars, la varietat Chandler es va
mostrar més sensible a la BAN que la varietat Hartley, amb valors de incidencia
significativament superiors. La incidéncia final en la varietat Chandler va arribar al 42%
de fruits afectats enfront del 25% en la varietat Hartley. En el cas de la varietat
Franquette, més tardana, els valors d’incidéncia es van mantenir, fins a finals d’agost, al
voltant del 10-15 % de fruits afectats. Aquesta es va mostrar menys sensible a la BAN
que les varietats Hartley i Chandler.

Es va realitzar I’analisi de la varianca i el test de separacié de mitjanes pels valors
finals de malaltia a camp en les tres varietats. L’ANOVA va mostrar un efecte
significatiu de la varietat en la incidencia de la malaltia al final del periode
((P>F)=0,0015, R*= 0,94). La prova de separaci6 de mitjanes de Tukey va indicar que
els nivells d’incidencia finals eren significativament diferents en les tres varietats
(Figura 3).
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Figura 3. Evolucio de la necrosi apical bruna (BAN) en fruits de noguera d’arbres de tres varietats. Els
valors corresponen a la mitjana de 2 arbres i 100 fruits per arbre. Les barres d’error corresponen a
Ierror estandard de les mitjanes. Lletres diferents indiquen valors d’incidencia significativament
diferents segons Tukey (P=0,05).

2. Descripcid i seguiment dels simptomes

Per la descripcio dels simptomes de la malaltia es va procedir a I’observacio i
diferenciaci6 dels simptomes externs de les necrosis apicals de mostres
d’aproximadament 20 fruits de cada varietat. Es van observar fruits entre I’estadi Gf
fins a Gf+60 o més. Els fruits que mostraven simptomes externs de BAN (necrosi
localitzada a la zona apical, de color bru i no negre) es van seccionar longitudinalment
per observar el progrés de la necrosi als teixits interns del fruit, la seva consisténcia i

coloracio.

A la taula 4 s’exposa un resum de la simptomatologia externa i interna observada en
fruits afectats per la BAN al llarg de tot el periode de desenvolupament. A les figures 4,
516 es mostren els simptomes de BAN en alguns dels fruits analitzats. Exteriorment es
van observar necrosis circulars i seques a la zona apical dels fruits. Es tractava de
lesions de diametre variable, des de mil-limetres fins a 1- 2 cm. Als estadis inicials es
van observar necrosis de color bru amb un to vermell evolucionant cap a tons mes
foscos en infeccions esteses i cap a la meitat del desenvolupament . En algun cas es va
aparéixer un halos necrotic envoltant la lesié. Al final del periode es van observar
necrosis brunes. Interiorment la necrosi evolucionava de la mateixa manera que a

I’exterior d’un color bru a I’inici fins a un marr6 fosc quasi negre en infeccions molt
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esteses cap a la meitat del periode de desenvolupament del fruit. En infeccions inicials a
la llavor presentava un puntejat necrotic. En quant a la consistencia, el teixits necrosats
presentaven en general aparenca humida pero conservant la fermesa. En estadis

avangcats de la malaltia es va observar el teixit desfet.

A partir de les dades de teixits necrosats per cada data i varietat es van calcular les
freqiencies de teixits afectats. Es van fer grups aleatoris de 3-5 fruits considerats com a
repeticions per cada data i varietat. Amb aquests valors es va realitzar I’analisi de la
varianga per analitzar les diferéncies en funcio de la varietat i el teixit. Aquest va indicar
un efecte molt significatiu del tipus de teixit ((P>F)=0,0003, R?=0,6) i de la interacci6
data-teixit ((P>F)=0,0173) en el percentatge de fruits necrosats, perd no va indicar un
efecte significatiu de la data((P>F)=0,0958), ni de la varietat ((P>F)=0,5715), ni de la
resta d’interaccions ((P>F)>0,1). Al no observar diferencies entre varietats es van
analitzar els resultats globals dels fruits de les tres varietats en cada data.

A la Figura 7 es mostra la freqliencia de la necrosi als diferents teixits dels fruits al
llarg del seu periode de desenvolupament. Es pot observar I’evolucié i progrés de la
necrosi des dels teixits exteriors a I’inici del desenvolupament del fruit, moment en que
el 100 % dels fruits van presentar necrosis a I’epicarp i al mesocarpi i el 60 % dels fruits
a I’endocarp mentre que cap patia necrosi a la llavor. En avancar el desenvolupament
del fruit es va observar un increment en la frequéncia de les necrosis als teixits interiors.
Entre els estadis de GF+17 i Gf+40 tots els teixits dels fruits patien necrosis amb una
frequéncia entre el 60 al 100%. A partir de I’estadi Gf-45 i coincidint amb la lignificacio
de I’endocarp es va observar un descens brusc en la freqiiéncia de les necrosis a

I’endocarp i a la llavor, mantenint-se els simptomes a I’epi i mesocarpi.
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Taula 4. Descripci6 dels simptomes observats en fruits afectats per BAN al llarg del desenvolupament en tres varietats de noguera.

Data |Estadi® |Simptomatologia®
Color Consisténcia Altres observacions
Exterior Interior Exterior | Interior
22/5 Gf Bru vermell | Bru Molt sec | Humit, molt ferm | Enfonsament del teixit.
En cas de fruits molt petits la infecci6 assoleix la llavor
10/6 Gf+18 Bru vermell | Bru Molt Sec | Humit, ferm Lesions més profundes (endocarp i llavor), amb trencament del teixit al voltant de la lesié
17/6 Gf+25 | Bru vermell | Bru Sec Humit, ferm Lesions marcades i profundes (afectant a la llavor)amb el perimetre trencat.
puntejat Halos envoltant les lesions. Infeccié avangant per I'estigma.
Nous sense lesid externa
24/6 Gf+32 Bru Bru Sec Humit- ferm Lesions més irregulars.
(Gf+4) | Bru fosc puntejat Teixit enfonsat
317 Gf+41 Bru Bru fosc Sec Humit desfet Lesions irregulars enfonsades, amb el perimetre trencat i profundes.
(Gf+13) | Bru fosc puntejat Infeccié avancant per I'estigma amb expansid cap al lateral.
Llavor amb puntejat
19/7 | Gf+57 |Bru Bru vermell | Sec Humit ferm Lesions molt localitzades poc profundes (mesocarpi endocarp)
(Gf+29)
30-jul | Gf+68 Bru Bru clar Sec Humit ferm Lesions poc profundes,
(Gf+40) vermell
15-ago | Gf+83 Bru Bru clar Sec Humit ferm Lesions superficials(mesocarpi), no afecten la llavor
(Gf+55) vermell

®Estadi de desenvolupament del fruit en cada data per les varietats Chandler, Hartley i entre paréntesis Franquette
®Progrés de la infecci6 en els teixits del fruit, color i consisténcia de les necrosis. Observacions realitzades en 10-15 fruits de cada una de les varietats de noguera estudiades
(Chandler, Hartley i Franquette) en cada data.
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‘Figura 4. Simptomes de BAN en fruits de noguera en els estadis |n|C|aIs
del desenvolupament

Figura 5. Simptomes de BAN en fruits de noguera cap a la meitat del seu
desenvolupament

Figura 6. Simptomes de BAN en frwts de noguera abans i després diniciar-
se I’enduriment de I’endocarp.
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Figura 7. Evoluciod dels teixits afectats per BAN al llarg del temps. Els valors corresponen a la mitjana
de les 3 varietats amb 3 repeticions de 3-5 fruits per repeticié. Les barres d’error indiquen I'error
estandard de la mitjana.

3. Aillament i identificacio dels microorganismes associats a la BAN

Es van escollir fruits de les tres varietats amb clars simptomes de necrosi apical
bruna per procedir a I’aillament dels microorganismes presents a les lesions. Es van

realitzar extraccions de cada teixit (mesocarpi, endocarpi i llavor).

Els microorganismes aillats van correspondre al bacteri Xanthomonas arboricola

pv. juglandis i als fongs Fusarium sp. i Alternaria sp.

La identificacio dels bacteris aillats com a Xanthomonas arboricola pv. juglandis es
va fer en base a la coloraci6 taronjada i consistencia mucosa de les colonies crescudes
en agar YDC i a la coloracié taronjada i la formacié d’halos en medi TMM, semi
selectiu per Xanthomonas arboricola pv. juglandis (figura 8). Aillats representatius de
les diferents soques aillades es van seleccionar per a una identificacio6 més acurada
mitjangant técniques moleculars que van confirmar la seva identitat. Aquesta
identificacio es va realitzar al laboratori de Pathologie Végétale del centre INRA
d’Angers (Franga)

Cultius purs dels fongs aillats a les mostres es van identificar en base a la seva
morfologia a nivell de génere. Els fongs aillats van correspondre als generes Alternaria

sp. i Fusarium sp. En el cas dels aillats d’Alternaria (figura 9), degut a la gran diversitat
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i complexitat morfologica del génere no es va realitzar la determinacié de I’especie. En
canvi, si es va realitzar la identificacio de 21 dels 31 aillats de Fusarium spp. Es va
observar que aquests pertanyien a 6 espéecies diferents llistades a la taula 5. L’espécie
aillada amb major freqiiencia va ser F. chlamidosporum (25,8%) seguida de F.
lateritium (16%), F. solani i F. semitectum (12,9%). Per ultim F. poae i F. reticulatum
es van aillar ocasionalment( 3.2%), (figura 10, taula 5)

Es va calcular el percentatge de microorganismes diferents aillats en cada teixit.
Considerant tres grups de 3-5 per varietat i data es van calcular les mitjanes i es va

realitzar I’analisi estadistica.

Com s’observa a la Figura 11, el bacteri Xanthomonas arboricora pv. juglandis va
ser el microorganisme aillat amb major frequéncia, en el 85-100 % dels fruits de les tres
varietats. El bacteri es va aillar de forma constant en els diferents teixits afectats al llarg
de tot el cicle de desenvolupament. Respecte als fongs del génere Fusarium i Alternaria
aquests es van aillar en menor frequéncia i de forma variable al llarg del periode
d’estudi. En les tres varietats el génere Alternaria es va aillar en major freqiiéncia a
I’inici i el final del periode de desenvolupament, mentre el genere Fusarium es va aillar
més freqiientment cap al final del mateix periode (a partir de Gf+30) en el cas de les
varietats Hartley i Franquette.

Pel que fa a la preséncia de microorganismes en els diferents teixits dels fruits, a la
Figura 12 s’observa que el bacteri Xanthomonas arboricola pv. juglandis es va aillar
consistentment, en freqiiencies elevades en tots els teixits interns que presentaven
necrosis, entre un 70 i un 90 % dels casos. Els fongs es van aillar amb menor
frequéncia, un 10-30 % dels teixits necrosats presentaven fongs del génere Fusarium i
entre un 5-40 % d’ Alternaria. Aquests es van aillar de forma variable en el diferents
teixits, Fusarium es va aillar amb baixa frequéncia en tots els teixits mentre Alternaria

només es va aillar en el mesocarpi i I’endocarp.

Analitzant la presencia de microorganismes en els diferents teixits de cadascuna de
les tres varietats, a la figura 13 es posa de manifest un comportament similar pel que fa
a les infeccions pel bacteri Xanthomonas arboricola pv. juglandis mentre que els fongs
es van aillar de diferents teixits i amb diferent freqiiencia segons la varietat. Aixi en
fruits de la varietat Franquette només es van aillar fongs en el mesocarpi i amb baixa

frequéncia (20-35%), en la varietat Chandler Alternaria sp. es va aillar només del
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mesocarpi en un 70% dels casos i Fusarium sp. en tots els teixits amb baixa freqiiencia,
25-30% dels casos al mesocarpi i endocarp i només en un 5% a la llavor. En quant a la
varietat Hartley, Alternaria sp. es va aillar del mesocarpi en major freqiiencia (75%) i de
I’endocarp (20%), Fusarium es va aillar dels tres teixits amb una frequéncia baixa i
constant (20%).

Es va realitzar I’analisi de la varianga per observar I’efecte del teixit i la varietat en
cada un dels microorganismes aillats. No es va trobar un efecte significatiu de la varietat
ni del teixit en el cas de Fusarium ((P>F)>0,4) aixi com tampoc en el cas de
Xanthomona arboricola pv. juglandis (((P>F)>0,5). En el cas d’Alternaria es va trobar
un efecte significatiu del teixit d’origen ((P>F)=0,0001) pero no de la varietat ni de la

seva interaccio.

(esquerra) i YDC (dreta)

Figura 9. Alternaria sp. en cultiu sobre medi de PDA (esquerra) i vista dels
conidis al microscopi optic (dreta)
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Figura 10. Especies de Fusarium aillades a partir de fruits afectats per BAN
provinents de Cornudella de Montsant, Tarragona

Taula 5. Espécies de Fusarium aillades en els fruits afectats per BAN

Espeécie Nombre d’aillats | Frequencia
F. chlamidosporum |8 25.8%

F. reticulatum 1 3.2%

F. poae 1 3.2%

F. lateritium 5 16%

F. solani 4 12.9%

F. semitectum 4 12.9%

No identificada 8 25.8%
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Figura 11. Evolucio dels microorganismes aillats de fruits de les varietats Chandler, Hartley i
Franquette al llarg del periode de desenvolupament del fruit. Els valors corresponen a la mitjana de
tres repeticions amb 3-5 fruits per repetici6. Les barres d’error indiquen I'error estandard de la
mitjana.
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Figura 12. Microorganismes aillats en cada un dels teixits de fruit de noguera de les varietats
Chandler, Hartley i Franquette afectats per BAN. Els valors corresponen a la mitjana de les tres
varietats durant tot el periode de desenvolupament. Les barres d’error indiquen I'error estandard de

la mitjana.
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Figura 13. Microorganismes aillats en cada un dels teixits de fruits de noguera de les varietats
Chandler, Hartley i Franquette al llarg de tot el periode d’estudi. Els valors corresponen a la mitjana de
totes les dates. Les barres d’error indiquen I'error estandard de la mitjana.
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4. Patogenicitat dels microorganismes aillats

Es van escollir 6 aillats de Fusarium, 7 soques d’Alternaria i 7 de X. arboricola pv.

juglandis i es van inocular en fruits immadurs de noguera.

A la taula 6 s’exposen els resultats de I’assaig de patogenicitat. Es van anotar els
simptomes externs i interns que presentaven els fruits inoculats, coloracié de les
necrosis, consistencia i abast de la infecci6. Les figures 14 i 15 mostren les infeccions
produides pels inoculs d’Alernaria sp., Fusarium spp. i X.a pv. juglandis. En seccionar
els fruits per I’avaluacié dels simptomes interns es va observar I’endocarp en procés

d’enduriment.

Es va observar que en el cas dels fruits inoculats amb fongs les necrosis provocades
eren en general superficials amb evoluci6 cap al lateral, I'inocul de la zona apical va
evolucionar amb més freqliencia que els laterals cap als teixits interiors a través de
I’estigma. Les especies de Fusarium van provocar amb frequencia necrosis brunes
esteses mentre que Alternaria va provocar necrosis més fosques, menys profundes i en

un nombre menor dels casos.

En el cas dels fruits inoculats amb X. arboricola pv. juglandis, les necrosis van
evolucionar amb més frequéncia cap als teixits interiors assolint I’endocarp i en
ocasions la Ilavor. Tant exterior com interiorment les lesions provocades per I’inocul

bacteria van prendre una coloracié bruna.
A partir d’alguns fruits escollits es va reaillar amb éxit el microorganisme inoculat.

En base a aquests resultats es va considerar patogénic el microorganisme que
provoqueés necrosis progressives des de la zona apical cap als teixits interiors del fruit
podent assolir la llavor. Dins els patogénics es van establir els nivells de virulencia en
funcié de la intensitat de la infeccié interna, essent poc virulents (1) els aillats que no
van arribar a produir infeccié a I’endocarp (cas dels aillats d’Alternaria) i molt virulents
(2) els que van produir necrosis a l‘endocarp i en algun cas a la llavor (cas de Fusarium

i de X. a pv. juglandis).
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Taula 6. Descripci6 dels simptomes observats en fruits de noguera de la varietat Chandler (Gf+30) inoculats amb soques dels microorganismes aillats de fruits amb

simptomes de BAN.

Simptomes® .
Patogenicitat en
Microorganisme Color fruits de
Soca Origen® | Exterior interior Consistencia Progrés noguera‘
Alternaria spp.
1 M Halos necrotic bru - - Apical Lleuger -
2 M - - - Sense evolucio -
3 M Halos necrotic bru fosc Quasi negre Humit desfet Mesocarp, evolucio lateral |+ (1)
4 M Bru fosc quasi negre Quasi negre Humit desfet Mesocarp lleuger + (1)
5 E Bru fosc Marr6 fosc Humit desfet Mesocarp -
6 E Bru fosc Marr6 fosc Humit desfet Mesocarp + (1)
7 M Bru fosc Marrd fosc Humit desfet Mesocarp + (1)
Fusarium sp.
1 M Halos necrotic apical. - No evolucié. Sec. Mesocarp superficial -
2 chlamidosporum L Bru Marr6 fosc Humida Endocarp, inicial llavor + (2)
3 semitectum M Negre.. Quasi negre Humida Mesocarp + (1)
4 Lateritium M Bru fosc Marr6 fosc Humit Lleuger a I’endocarp + (1)
5 Solani M Bru vermell Marr6 fosc Exterior sec interior humit Mesocarp i endocarp + (2)
6 Chlamidosporum M Bru - Sec Endocarp i llavor + (2)
Xanthomona arboricola pv. Juglandis
1 M Halos Bru Sec Mesocarp i endocarp + (2)
2 M Halos - - Punxades seques -
3 L Bru Marr6 fosc Humida Mesocarp i endocarp + (2)
4 L Bru Marrd fosc Humida Mesocarp i endocarp + (2)
5 L Bru Negre Lleugerament humida Mesocarp + (1)
6 M - - - Punxades seques -
7 M Bru Marrd fosc Exterior seca, interior Mesocarp i endocarp + (2)
Ileugerament humida

Teixit simptomatic a partir del que es vaillar el microorganisme. Mesocasp (M), endocarp (E) o llavor (L)

PCaracteristiques de les necrosis observades el els fruits inoculats

‘Patogenicitat. + patogenic, - no patogenic i viruléncia en els patogénics 1:poc virulent, 2: molt virulent.
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Figura 14.Aspecte dels fruits inoculats de la varietat Chandler amb soques
de Fusarium sp. (esquerra) i Alternaria sp. (dreta) aillades de fruits
afectats per BAN

Figura 15. Aspecte dels fruits de la varietat Chandler inoculats amb
soques de X. a pv. juglandis aillades de fruits afectats per BAN
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DISCUSSIO

En I’estudi de I’evoluci6 de la malaltia al llarg del temps, la incidéncia augmenta
rapidament en els estadis inicials de desenvolupament del fruit, moment en que els
fruits son més sensibles a la infecci6. El final d’aquest periode coincideix amb el
moment en que s’observa una caiguda important dels fruits afectats en les plantacions
de noguera. De forma similar, en el cas de la bacteriosi de la noguera son les infeccions
en estadis precocos les que provoquen una major caiguda de fruits (Charlot i Germain,
1988)

Tot i presentar una tendencia semblant en el progrés de la malaltia, la varietat
Chandler es va mostrar més sensible a la BAN que la varietat Hartley, amb valors de
incidéncia significativament superiors. En el cas de la varietat Franquette, més tardana,
aquesta es va mostrar menys sensible a la BAN que les varietats Hartley i Chandler.
Podem dir per tant que existeix diferent sensibilitat varietal a la BAN i que les varietats
més tardanes com Franquette, qué entren en estadi Gf més tard, son menys sensibles.
Aquesta diferéncia s’observa també en la sensibilitat a la bacteriosi provocada per X.a
pv. juglandis. Les varietats Chandler i Franquette presenten una sensibilitat a la
bacteriosi baixa i molt baixa respectivament, fenomen lligat també a I’época de quallat i
desenvolupament del fruit (Aleta i col., 2001).

D’altra banda, estudis sobre necrosis apicals en noguera han posat de manifest que
la sensibilitat dels fruits de noguera a les necrosis apicals en general, es veu afectada per
I’estat nutricional dels arbres; la caréncia de calci, sigui deguda a la pobresa del sol en
aquest element o a la baixa disponibilitat causada per problemes de ph o de textura
redueix la resisténcia de les cél-lules a la infeccié (Garcin i Duchesne, 2001). Per tant
desordres d’aquest tipus poden també afectar la sensibilitat dels fruits a la BAN

provocant diferéncies entre varietats, zones geografiques i finques.

En aquest treball s’ha posat de manifest que els simptomes de la BAN es diferencien
dels provocats per X. a pv. juglandis en el color i consistencia de les lesions. Els
simptomes de BAN es corresponen a lesions necrotiques a la zona apical, de geometria
circular, color bru- vermell6s i aparenca exterior seca, mentre la bacteriosi, sigui apical
o lateral, cursa amb necrosis de geometria irregular, negres i de consisténcia humida

sobre tota la superficie del fruit. Interiorment, en infeccions poc evolucionades, els
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teixits afectats per BAN presenten una coloracié vermellosa i consistencia més ferma
que els casos de lesions de bacteriosi, color negre i consisténcia humida amb teixit
desfet, en estadis avancats de la malaltia les lesions evolucionen cap a un color bru fosc
fins a negre amb consisténcia desfeta. Aquestes observacions coincideixen amb les
realitzades a Franca i Italia. A les finques estudiades en aquests paisos es van observar
que els fruits afectats per BAN presentaven taques brunes a la zona pistil-lar estenent-se
cap a la base fins agafar una consisténcia aquosa i color negre (Belisario i col., 2001).

L’evolucié i progrés de la necrosi va des dels teixits exteriors a I’inici del
desenvolupament del fruit, fins als teixits interiors en avancar el desenvolupament i
coincidint amb el periode en qué la incidéncia augmenta rapidament a camp. Entre els
estadis de GF+17- Gf+40 els teixits interiors dels fruits afectats pateixen necrosis amb
una freqliencia entre el 60 al 100% coincidint amb el periode de maxima sensibilitat a la
malaltia observada a camp. Les observacions de I’evolucié interna fan pensar que el
patogen aprofita el canal de I’estigma per avancar cap als teixits interiors. Es descarta la
possibilitat d’inici d’infeccions per part de poblacions endofites presents en les flors
femenines abans del quallat o en I’ovari en el moment de la fecundacid. A partir de
I’estadi Gf-45 i coincidint amb la lignificacié de I’endocarp es produeix un descens
brusc en la frequéncia de les necrosis a I’endocarp i a la llavor, mantenint-se els
simptomes a I’epi i mesocarpi. Aixo indica que els teixits joves son més sensibles a les
infeccions, des del moment de quallat del fruit fins a I’estadi Gf+30-45 es produeixen
les infeccions que provoquen la caiguda més important de fruits. Les infeccions més
tardanes son menys frequents i menys severes, sense arribar a necrosar la llavor.
Infeccions superficials a I’endocarp poden provocar taques permanents a la closca
endurida disminuint el valor de la collita.(Miller i Bollen, 1946) Podem afirmar, per
tant, que la BAN afecta sobretot fruits en desenvolupament des de quallat fins a Gf+30-
45 i que durant aquest periode es donen les condicions favorables per a que els
microorganismes implicats produeixin les infeccions. La major sensibilitat dels fruits
joves també s’ha observat en les infeccions de Xanthomonas arboricola pv. juglandis,
causant de la bacteriosi de la noguera (Miller i Bollen, 1946). De fet en el cas de la
bacteriosi de la noguera s’ha observat que en estadis inicials del desenvolupament del
fruit, les zones més sensibles a la infeccié son les localitzades a la zona apical. Son
aquestes infeccions primerenques les que arriben a assolir els teixits interiors, provocant

en la majoria dels casos la caiguda dels fruits. Infeccions originades quan el fruit ha
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assolit tres quartes parts del seu desenvolupament queden confinades als teixits exteriors
i en algun cas a la superficie de I’endocarp (Miller et Bollen, 1946).

En quant als microorganismes relacionats amb la malaltia no s’han trobat
diferencies entre varietats. Es pot afirmar que Xanthomonas arboricola pv. juglandis
esta relacionat amb [I’aparici6 d’aquesta al ser I’unic microorganisme aillat
consistentment en tots els fruits i teixits afectats. Els fongs han aparegut de forma
intermitent. Alternaria sp. només s’ha aillat dels teixits mes exteriors, sense trobar-se en
cap cas en necrosis de la llavor. Fusarium sp. s’ha aillat en tots els teixits amb
freqiencies baixes i insuficients per afirmar que sigui el principal causant de la malaltia.
Es tracta de colonitzadors oportunistes que aprofiten el debilitament del fruit afectat per
I’infeccié de Xanthomonas arboricola pv. juglandis i és possible que afavoreixin o
intensifiquin el desenvolupament dels simptomes caracteristics de la BAN.

Aquests resultats difereixen dels obtinguts per Belisario i col. (2002), en que
Xanthomonas arboricola pv. juglandis només es va aillar ocasionalment en fruits
afectats per BAN i en canvi el microorganisme més aillat va correspondre al génere
Fusarium sp.(F. semitectum i F. equiseti),seguit d’ Alternaria sp. En el cas del nostre
estudi les espécies de Fusarium més freqlients van ser F. chlamidosporum i F. lateritium
sequides de F. solani i F. semitectum. D’acord amb els resultats de Belisario i col. la
BAN es considera una malaltia complexa amb diferents espécies de Fusarium
implicades. D’altra banda, estudis realitzats per altres autors sobre els microorganismes
presents en lesions de fruits de noguera, tant laterals com apicals, indiquen que el
bacteri Xanthomonas arboricola pv. juglandis es de forma consistent el microorganisme
més abundant i aillat en major freqiencia, i que diferents especies de Fusarium i

Alternaria hi son presents de forma ocasional (Arquero et al., 2005).

Pel que fa a la patogenicitat dels microorganismes aillats, en el cas de I’inoculacio
de soques de Xanthomonas arboricola pv. juglandis, aquestes son les que més s’han
apropat a la reproduccio dels simptomes de BAN exteriorment, provocant necrosis amb
una certa coloracié bruna- vermellosa. Interiorment han provocat necrosis en els teixits
mes profunds. En el cas de I’inoculacié amb fongs, les infeccions han estat limitades als
teixits més exteriors expandint-se en general la necrosis cap al lateral dels teixits i sense
evolucio cap a I’interior. Fusarium ha mostrat una capacitat patogénica i de reproduccio

dels simptomes de la BAN major que Alternaria.
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Aquests resultats confirmen el bacteri Xanthomonas arboricola pv. juglandis com a
agent causant de la malaltia. Tot i tractar-se del mateix bacteri que provoca la bacteriosi
de la noguera, els simptomes a la zona apical del fruit poden diferir en alguns casos dels
tipics de la bacteriosi. Les causes d’aquesta diferencia semblen estar relacionades amb
la fisiologia del fruit i/o amb la preséncia d’altres microorganismes com Fusarium sp.
que poden contribuir a la intensificacié dels simptomes.

Caldrien estudis complementaris per coneixer millor el paper que juguen en el
desenvolupament de la malaltia i els simptomes que provoquen o afavoreixen les

espécies de Fusarium que s’han mostrat patogéniques en fruits de noguera.
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CONCLUSIONS

1. Els simptomes de la Necrosi bruna apical de la noguera son caracteristics i
diferenciats dels provocats per altres malalties bacterianes que afecten els fruits
de noguera. Apareixen lesions apicals de geometria circular color bru i aspecte
sec, interiorment les necrosis son brunes humides i fermes, evolucionant cap a
una coloracié més fosca amb el temps.

2. Existeix diferent sensibilitat varietal, sent les varietats més tardanes com
Franquette les menys sensibles a la malaltia.

3. Els fruits joves (des de el quallat fins a Gf+30) son més sensibles a la malaltia,
en condicions naturals. Es al final d’aquest periode quan s’observa la maxima
incidencia de la malatia i la maxima severitat, provocant una major caiguda de
fruits amb tots els teixits afectats.

4. Les infeccions evolucionen des dels teixits exteriors cap als interiors, descartant
que siguin provocades per poblacions endofites.

5. El principal agent causal de la malaltia és Xanthomonas arboricola pv.
juglandis, aillat en tots els teixits, varietats i moments de forma consistent.
Aquest s’ha demostrat patogénic en fruits de noguera i capa¢ de reproduir els
simptomes de BAN.

6. Fusarium sp. i en menor mesura Alternaria sp. poden contribuir a intensificar els
simptomes de la malaltia. Representants dels dos generes s’han demostrat
patogenics en fruits de noguera sent Fusarium sp. el que més s’ha apropat a
reproduir els simptomes caracteristics de la BAN
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