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RESUM 

Pseudomonas syringae pv. syringae és un bacteri que ha estat descrit com agent 

causant de diverses malalties en més de 200 espècies vegetals. En perera causa la necrosi 

bacteriana, que afecta la majoria de zones productores de pera del món, provocant un 

debilitament dels arbres i una disminució de la productivitat. Aquesta malaltia es manifesta 

amb diferent simptomatologia en funció del teixit i l' estat vegetatiu de l' hoste. En escorça 

so l manifestar-se a finals de tardor i durant l'hivern formant xancres. A la primavera 

produeix necrosis localitzades en flors, fruits immadurs i fulles. El control de la malaltia 

es basa en l'aplicació preventiva de derivats cúprics i antibiòtics (kasugamicina, 

estreptomicina). El control però, es veu limitat per la baixa eficàcia d 'aquests productes, 

els problemes de fitotoxicitat en la planta i l'aparició de resistències en el patogen. De fet, 

la moderada eficàcia dels productes químics convencionals en el control de la malaltia, 

juntament amb la problemàtica de la utilització d'aquests compostos (toxicitat, residus) fa 

que es tendeixi a sistemes de control preventiu integrats que incloguin pràctiques 

culturals, utilització de varietats resistents, juntament amb un control químic racional. En 

els darrers anys, el foset il-AI , un derivat de l'àcid fosfònic utilitzat com a fungicida 

sistèmic en el control de malalties causades per oomicets en espècies vegetals, s'ha 

mostrat eficaç o moderadament eficaç en el control de determinades malalties bacterianes 

en plantes i de la necrosi de borrons de flor de la perera. La forma d'actuació d'aquest 

producte no es coneix, tot i que en el control de malalties fúngiques podria actuar 

estimulant mecanismes de defensa en la planta. 

Per a la utilització del fosetil-AI i altres derivats de l'àcid fosfònic en el control 

químic de la necrosi bacteriana de la perera cal conèixer la forma d 'actuació dels productes 

sobre el patogen, en la planta i en la interacció bacteri-planta. En el treball que es presenta 

s'ha determinat l'activitat de diversos fosfonats (fosetii-Al, fosfonat potàssic , etefon i 

fosfomicina) en el control de la infecció per P. syringae pv. syringae en perera. Per a això 

s'han desenvolupat models d 'estudi de la interacció P. syringae pv. syringae-perera í 

s'han determinat els factors que afecten la interacció. Aquests models de laboratori , en 

haver permès conèixer aspectes concrets de la interacció hoste-patogen i definir de forma 



clara el tipus d' interacció, s' han aplicat a l'estudi de l'activitat dels fosfonats en la 

interacció P. syringae pv. syringae-perera i en el contr0l de la malaltia. 

S'han determinat els factors que afecten la infecció de P. syringae pv. syringae en 

perera. La temperatura òptima pel desenvolupament de la malaltia, en condicions 

controlades, és de 20-25 oc. els teixits joves són més susceptibles que els adults i la dosi 

crítica per a la infecció i desenvolupament de símptomes és de 106 ufc m1' 1
• La DE50 és de 

5 x I 06 u fc ml"' i la dosi òptima per observar de fonna clara símptomes de la malaltia és 

d'entre 107 i 108 ufc ml" 1
• S'ha avaluat la sensibilitat de 45 varietats europees de perera a 

P. syringae pv. syringae i la virulència de diversos aillats del patogen. La majoria de les 

varietats d'interès comercial s'han mostrat sensibles al patogen. Entre les varietats poc 

sensibles hi ha varietats autòctones (MB-6, MB-7, i MB-14 ), i les varietats Max i ne, 

Rogue Red i Winter Nellis. Totes les soques del patogen avaluades s 'han mostrat 

patogèniques en perera, amb diferent grau de virulència. Les soques procedents de teixits 

infectats de perera han estat més virulentes que les procedents d'altres hostes o de teixits 

sans. La tècnica d'inoculació per microinfiltració localitzada de P. syringae en fulles en 

plantes micropropagades de perera, pennet realitzar un seguiment de la malaltia en la 

planta sencera i conèixer aspectes de la interacció P. syringae pv. syringae-perera, 

relacionats amb la multiplicació bacteriana i els canvis produïts en els teixits foliars de les 

plantes durant la interacció, caracteritzant en cada cas les situacions compatible i 

incompatible. L'evolució de la població bacteriana i el desenvolupament de ímptomes 

macroscòpics en fulles de plantes inoculades amb P. syringae depenen del tipus 

d'interacció i de la dosi inicial d'inòcul. En la interacció compatible la població bacteriana 

infiltrada en les fulles augmenta al llarg del temps, mentre que en la interacció 

incompatible es manté estable o disminueix. Els símptomes de la interacció compatible 

corresponen a necrosis hidratades que progressen per la superfície de la fulla des del punt 

d' infiltració del patogen. En la situació incompatible es fonnen necrosis bloquejades i 

seques, limitades al punt d'inoculació. L'observació al microscopi electrònic dels teixits 

foliars de plantes de perera infiltrades amb P. syringae ha posat de manifest la localització 

dels bacteris en l'espai intercel·lular del mesofil-le de les fulles i la interacció bacteri-planta 

en cada situació. En la interacció compatible s'estableix contacte físic directe entre les 

cèl·lules bacterianes i les cèl·lules parenquimàtiques del mesofi l·le de les fu lles, o bé per 

estructures granulars electrodenses que apareixen en la superfície externa de la paret 

cel·lular vegetal en zones amb bacteris propers. En la situació incompatible els bacteris 

queden bloquejats en l'espai intercel·lular fonnant agregats envoltats per material 

fibril·lar. Utilitzant una tècnica de mesura de la conductivitat de solucions amb discs 

foliars infiltrats amb bacteris fitopatògens i aplicant models matemàtics, s'ha definit la 
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cinètica de sortida d'electròlits de discs foliars de perera inoculats amb P. syringae en les 

situacions compatible i incompatible. 

A partir d'aquests resultats s'han definit models d'estudi de la interacció P. 

syringae pv. syringae-perera basats en la utilització de plantes de perera amb brots en 

creixement actiu de la varietat Conference (sensible), soques del patogen virulentes 

(EPS94), dosis d'inòcul d'entre 107 i 108 ufc m1·' i condicions d'incubació concretes (20-

25 oc i 70-80% d'humitat relativa). Aquests models s'han aplicat al coneixement de 

l'activitat dels fosfonats. 

L 'aplicació de fosfonats per irrigació o polvorització provoca el desenvolupament 

de símptomes i canvis de permeabilitat i estructurals en els teixits foliars de perera, en 

inocular P. syringae pv. ~yringae, similars als de la interacció incompatible. El tractament 

de plantes de perera amb fosfonats redueix de forma significativa i consistent els nivells 

de malaltia i la virulència del patogen. L'efecte dels fosfonats en el control de Ja necrosi 

bacteriana de la perera està relacionat amb Ja forma d'aplicació, dosi, cadència i tipus de 

producte. La fosfomicina i I' etefon han estat els productes amb major efecte en la reducció 

de la malaltia, amb DE 50 de 0.50 i 1.47 g HP03 z. r', respectivament. El fosfonat potàssic i 

el fosetii-Al han mostrat una eficàcia moderada, amb DE50 de 2.9 i 5.5 g HPO/' ¡-t, 

respectivament. Seria necessari millorar I' eficàcia d'aquests dos productes determinant la 

forma i el moment d'aplicació idonis per afavorir la seva absorció i translocació en la 

planta fins a l'òrgan a protegir. Per altra banda, el fosetil-Al, el fosfonat potàssic i l'etefon 

han presentat baixa activitat antibacteriana in vitro amb CMis de 0.32 a 0.63 g HP03
2
' r'. 

Els canvis observats en els teixits de plantes tractades amb fosfonats i inoculades amb el 

patogen i la baixa activitat in vitro d'aquests productes fa pensar en la possible actuació 

dels fosfonats en la planta estimulant mecanismes de defensa durant la interacció amb P. 

syringae. 
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RESUMEN 

P. syringae pv. syringae es una bacteria causante de diversas enfennedades en 

mas de 200 especies vegetales. En peral causa la necrosis bacteriana, que afecta a la 

mayoría de zonas productoras de pera del mundo, provocando un debilitamiento de los 

arboles y una disminución de la productividad. Esta enfennedad se manifiesta con 

diferente sintomatología en función del tejido y del estado fenológico del huésped. En 

corteza suele manifestarse a finales de otoño y durante el invierno fonnando chancros. En 

primavera produce necrosis Jocalizadas en flores, frutos inmaduros y hojas. El control de 

la enfennedad se basa en Ja aplicación preventiva de derivados cúpricos y antibióticos 

(kasugamjcina, estreptomicina). No obstante, el control esta limüado por Ja baja eficacia 

de estos productos, por problemas de fitotoxicidad en Ja planta y por Ja aparicíón de 

resistencias en el patógeno. De hecho, la eficacia moderada de los productos químjcos 

convencionales en el control de la enferrnedad, junto con la problematica de Ja utilización 

de estos compuestos (toxicidad, residuos) ha Jlevado a sistemas de control preventivo 

integrados que incluyen pnícticas culturales, utilización de variedades resistentes, junto 

con un control quírruco racional. En los últimos años, el fosetii-Al, un derivado del acido 

fosfónico, utilizado como fungicida sistérruco en el control de enferrnedades causadas por 

oorrucetes en especies vegetales, se ha mostrado eficaz o moderadamente eficaz en el 

control de deterrninadas enfennedades bacterianas en plantas y de Ja necrosis de yemas de 

flor en peral. La forma de actuación de este producto no se conoce, a pesar de que en el 

control de enferrnedades fúngicas podria actuar estimulando mecanismos de defensa en Ja 

planta. 

Para la utilización del foseti i-Al y otros derivados del acido fosfónico en el control 

quírruco de la necrosis bacteriana del peral es necesario conocer la forma de actuación de 

los productos en el patógeno, en Ja planta y en Ja interacción bacteria-planta. En el trabajo 

que se presenta se ha deterrrunado Ja actividad de diversos fosfonatos (fosetil-Al, 

fosfonato potasico, etefón y fosforrucina) en el control de la infección por P. syringae pv. 

syringae en pera!. Para ello se han desarrollado modelos de estudio de la interacción P. 

syringae pv. syringae-peral y se han deterrninado los factores que afectan a dkha 

interacción. Estos modelos de laboratorio, al haber sido útiles para conocer aspectos 
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concretos de la interacción huesped-patógeno y para definir de fonna clara el tipo de 

interacción, han sido utilizados en el estudio de la actividad de los fosfonatos en la 

interacción P. syringae pv. syringae-peraJ y en el control de la enfennedad. 

Se han detenninado los factores que afectan a la infección de P. syringae pv . 

syringae en pera!. La temperatura óptima para el desarrollo de la enfennedad, en 

condiciones controladas, es de 20-25 °C, los tejidos jóvenes son mas susceptibles que los 

adultos y la dosis crítica para la infección y desarrollo de síntomas es de I 06 u fc ml' 1
• La 

DE50 es de 5 x I 06 u fc ml'1 y Ja dosis óptima para la observación de síntomas claros de la 

enfennedad se sitúa entre 107 y 108 ufc m1·1
• Se ha evaluado Ja sensibilidad aP. syringae 

pv. syringae de 45 variedades europeas de peraJ y la virulencia de diversos aislados del 

patógeno. La mayoría de las variedades de interés comercial se han mostrado sensibles aJ 

patógeno. Entre las variedades poco sensibles se encuentran las variedades autóctonas 

(MB-6, MB-7, y MB-14 ), y las variedades comercial es Maxine, Rogue Red y Winter 

Nellis. Todas las cepas del patógeno evaluadas se han mostrada patogénicas en pera!, con 

distinto grado de virulencia. Las cepas procedentes de tejidos infectados de peraJ han sido 

mas virulentas que las procedentes de otros huéspedes o de tej idos sanos. La técnica de 

inoculación por microinfiltración localizada de P. syringae en hojas en plantas 

micropropagadas de pera!, pennite realizar un seguimiento de la enfennedad en la planta y 

conocer as pec tos de la interacción P. syringae pv. syringae -pe ral, relacionados con la 

multiplicación bacteriana y con los cambios producidos en los tejidos foliares durante la 

interacción, caracterizando en cada caso las situaciones compatible e incompatible. La 

evolución de la población bacteriana y el desarrollo de síntomas macroscópicos en hojas 

de plantas inoculadas con P. syringae estan relacionados con el tipo de interacción y con 

la dosis inicial de inóculo. En la interacción compatible la población bacteriana infiltrada 

en las hojas aumenta a lo largo del tiempo, mientras que en la interacción incompatible se 

mantiene estable o disminuye. Los síntomas de la interacción compatible corresponden a 

necrosis hidratadas que progresan por la superficie de la hoja desde el punto de 

infiltración del inóculo. En la situación incompatible se fonnan necrosis bloqueadas y 

secas, limitadas al punto de inoculación. La observación al microscopio electrónico de los 

tejidos foliares de plantas de peral infiltradas con P. syringae ha puesto de manifiesto la 

localización de las bacterias en el espacio intercelular del mesófilo de las hojas y la 

interacción bacteria-planta en cada situación. En la interacción compatible se establece 

contacto físico directo entre las células bacterianas y las células parenquimaticas del 

mesófilo de las hojas, o mediante estructuras granulares electrodensas que aparecen en la 

superfície externa de la pared celular vegetal en zonas próximas a bacterias. En la 

situación incompatible las bacterias quedan bloqueadas en el espacio intercelular fonnando 
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agregades rodeados per material fibrilar. Utilizando una técnica de medida de la 

conductividad en soluciones con discos fol iares infiltrades con bacterias fitopatógenas y 

aplicando modelos matematicos al tratamiento de los datos cinéticos, se ha definido la 

cinética de sali da de electrolitos de discos fol iares de peral inoculades con P. syringae en 

las situaciones compatible e incompatible. 

A partir de estos resultades se han definido modelos de estudio de la interacción 

P. syringae pv. syringae -pera! basades en la utilización de plantas de pera! con brotes en 

crecimiento activo, de la variedad Conference (sensible), cepas del patógeno virulentas 

(EPS94 ), dosis de inóculo entre I 07 y 108 u fc m1·' y condiciones de incubación definidas 

(20-25 °C y 70-80% de humedad relativa). Estos modelos se han utilizado para la 

determinación de la actividad de los fosfonatos. 

La aplicación de fosfonatos por irrigación o pulverización provoca el desarrollo de 

síntomas así como cambios de permeabilidad y estructurales en los tejidos foliares de 

peral , al inocular P. syringae pv. syringae, similares a los observades en la interacción 

incompatible. El tratamiento de plantas de peral con fosfonatos reduce de forma 

significativa y consistente los niveles de enfermedad y la virulencia del patógeno. E1 

efecto de los fosfonatos en el control de Ja necrosis bacteriana del pera! esta relacionada 

con la forma, dosis y cadencia de aplicación, y con el tipo de producto. La fosfomicina y 

etefón han sido los productes con mayor efecto en la reducción de la enfermedad, con 

DE50 de 0.50 y 1.47 g HPO/ r ', respectivamente. El fosfonato potasico y fosetii-AJ han 

presentada una eficacia moderada, con DE50 de 2.9 y 5.5 g HPO/' r' , respectivamente. 

Seria necesario mejorar la eficacia de estos dos productes determinando la forma y el 

momento idóneos de aplicación para incrementar su absorción y translocación en la planta 

hasta el órgano a proteger. Por otra parte, el fosetil-AJ, fosfonato potasico y etefón han 

presentada baja actividad antibacteriana in vitro con CMis de 0.32 a 0.63 g HPO/ r'. 
Los cambios observades en los tejidos de plantas tratadas con fosfonatos e inoculadas con 

el patógeno, junto con la baja actividad in vitro de estos productes sugiere una posible 

actuación de los fosfonatos en Ja planta estimulando mecanismes de defensa durante la 

interacción con P. syringae. 
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SUMMARY 

Blast of pear caused by Pseudomonas syringae pv. syringae is one of the bacterial 

diseases that límit pear production throughout the world. Symptoms are characterízed by 

blast of buds and blossoms wich causes significant loss of fruit production, and necrotic 

spots on leaves or fruits. Other common symptoms are papyraceous cankers on trunks 

and branches. Control of bacterial blast of pear with chemicals is difficult and is based on 

copper compounds and antibiotics. However, its use is ürnited by the low efficacy, 

phytotoxicity to the plant or emerging resistance of the pathogen. Integrated control 

including the use of cultural practices and of disease-resistant cuiti vars, as well as rational 

chemical control , could increase control efficacy and reduce environmental impact of 

pesticide residues. Fosethyi-AI, a phosphonate derivative used to control diseases caused 

by fungi members of the Oomycetes, has been evaluated for control of several bacterial 

diseases on plants and the bacterial blossom blast of pear, showing high or moderate 

efficacy. The mode of action of fosethyi-AI is still unknown, although in fungal disease 

control it could act inducing defence responses in plants. For using fosethyi-AJ and other 

phosphonate derivatives in control of bacterial blast of pear, the activity of these 

compounds on the pathogen, within the plant and on plant-bacteria interaction must be 

evaluated. 

The acuv1ty of several phosphonates (fosethyl-AI, potassium phosphonate, 

etephon and fosfomycin) for control of P. syringae pv. syringae ínfection on pear was 

determined. Laboratory models for studying P. syringae pv. syringae-pear interaction 

were developed. 

Several factors affect pear infection by P. syringae pv. syringae. The optimal 

temperature for disease development, under controlled environmental conditions, is 20-

250C, young tissues are more susceptible than mature ones, the critical dose for infection 

and symptom development is I 06 cfu m1"1
, ED50 is 5 x l 06 cfu ml"1

, and the optimal dose 

for symptoms development is 107-108 cfu mr1
• The susceptibility of 45 european pear 

cultivars to P. syringae pv. syringae and the virulence of several pathogen iso lates were 

evaluated. Most of commercial pear cultivars are susceptible toP. syringae pv. syringae. 
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All pathogen isolates tested were pathogenic on pear. Variations among the strains of P. 

syringae pv. syringae were pointed out. All strains isolated from pear tissues with 

symptoms were more virulent than strains recovered from healthy tissues or from 

different host. Inoculation of P. syringae in whole pear plants by local infiltration of 

leaves was used to study bacterial growth, symptoms development and bacteria 

Jocalization in the host tissues , in compatible and incompatible plant-bacteria interacions. 

In compatible reaction bacteria multiplied and colonized the intercellular space and pread 

into the uninoculated tissues, causing progressively enlarging necrotic, water soaked, 

lesions. In non-compatible interaction bacteri a remained confined to the site of inoculation 

and leaf tissue appeared dessicated. Electron micrographs o f plant tissues inoculated with 

P. syringae showed localization o f bacteri a in mesophyll intercellular spaces o f pear plant 

leaves, in both compatible and incompatible interactions. In compatible reaction bacteria 

were in close contact with plant cell wall , and electron-opaque granular partides were 

associated with bacterial and plant cells. In non-compatible reaction bacterial cells were 

more densely packed and surrounded by a network of fíbrillar material. A technique that 

allows the quantification of electrolyte leakage from plant tissues inoculated with 

pathogenic bacteria was used to defíne the electrolyte leakage pattems in compatible and 

incompatible P. syringae-pear interactions. A mathematical model was used to compare 

electrolyte leakage kinetics depending on the type o f interactions. 

Results obtained has been useful to define a laboratory model based on the use o f 

micropropagated pear plants of susceptible cultivars (Conference), virulent strains of the 

pathogen (EPS94), inoculum dose ranging from I 07 to 108 cfu ml" ', and defined 

incubation conditions (temperature of 20-25 OC and relative hurnidity of 70-80%). This 

model was used to evaluate the effect of phophonate derivatives on P. syringae pv. 

syringae-pear interaction and on control o f bacterial blast of pear. 

Plant treatment with phosphonates induced particular symptoms m leaves, 

structural modifications o f plant cell tissues and changes in plant cell permeability, after 

inoculation with P. syringae pv. syringae, similar to the incompatible reaction. Drenching 

the root system of pear plants with either potassium phosphonate, fosethyi-AI, etephon or 

fosfomycin, decreased significantly and consistently disease levels after inoculation with 

P. syringae pv. syringae. The effect of phosphonates on the control of bacterial blast of 

pear is related to product, dose and number of applications. Fosfomycin and etephon 

were the most effective products in reducing disease levels, with median effective dose 

(ED50) of 0.5 and 1.47 g HPOt r•, respectively. Potassium phosphonate and fosethyi-Al 

were moderately effective, with ED50 of 2.9 and 5.5 g HP03 
2
• ¡·•, respectively. Althought 
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the ED50 of potassium phosphonate and fosethyl-Al applied by irrigation to pear plants 

may be too high for a practica) use in the field, it is expected that improvement of plant 

absorption and application methods may increase the efficiency of these compounds. 

Otherwise antibacterial activity of potassium phosphonate, fosethyl-Al and etephon was 

very low for all bacterial strains tested (MIC from 0.32 to 0.63 g HPO/ - ¡-'). Changes 

observed in plant tissues treated with phosphonates, after inoculation with P. syringae pv. 

syringae, and the low antibacterial activity of these compounds suggest a possible mode 

of action of phosphonates inducing plant defence responses during interaction with P. 

syringae. 
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INTRODUCCIÓ GENERAL 

1. Patogènia de Pseudomonas syringae pv. syringae 

Pseudomonas syringae pv. syringae és un bacteri epífit present en la superfície de 

moltes plantes cultivades i espontànies que té capacitat de multiplicar-se sense penetrar-hi 

(Lindow i col., 1978; Yankofsky i col., 1981 ; Lindemann i col., 1984; Malvick i Moore, 

1988; Hirano i col. , 1995). Ha estat descrit com agent causant de diverses malalties 

necrotitzants en més de 200 espècies vegetals (Bradbury, 1986), entre les quals s' hi 

troben arbres fruiters com cítrics (taronger, llimoner), presseguer, cirerer, pomera, perera 

i mango, espècies ornamentals i conreus herbacis com mongetera, userda i pèsol. A la 

Taula I s'indiquen algunes espècies vegetals en que P. syringae pv. syringae és patogen 

(a partir de Bradbury, 1986; Lelliott i Stead, 1987 i López i Montesinos, 1996). 

En perera s' ha descrit com agent causant de la necrosi bacteriana (en anglès 

anomenada ' bacterial blast of pear' i en francès ' dépérissement bactérien du poirier'). 

Aquesta malaltia ha estat descrita en Ja majoria de zones productores de pera del món , 

provocant un debilitament dels arbres i una disminució de la productivitat, essent fins i tot 

una barrera important per a l'expansió del cultiu en algunes zones. Països en els que ha 

provocat atacs greus són França (Ridé i S u tic, 1957), Anglaterra (Barker i Gro ve, 1914 ), 

ftàlia (Ercolani , 1967), Grècia (Cameron, 1962), Estats Units (Wilson, 1936), Xile 

(Waissbluth i Latorre, 1978), Sud-Àfrica (Mansvelt i Hattingh, 1986), Nova Zelanda 

(Dye, 1956) i Austràlia (Fahy i Lloyd, 1983). A l'estat espanyol també s'ha observat la 

malaltia (López i Montesinos, 1996). 

La necrosi bacteriana de la perera es manifesta amb diferent simptomatologia en 

funció del teixit o òrgan afectat i l'estat vegetatiu de l' hoste. En escorça sol manifestar-se a 

finals de tardor i durant l'hivern formant un xancre. A la primavera, en floració, causa 

necrosis localitzades en flors, fruits immadurs i fulles provocant pèrdues significatives de 



fruits (Luisetti i Paulin, 1972; Manceau i col., 1990). En les fulles s'observen taques 

arrodonides, brunes, que defonnen la fulla a mesura que aquesta es desenvolupa. En 

fruits es fonnen taques negres superficials. Tant les fu lles com els fruits solen ser atacats 

quan són joves o immadurs. En flors s'observen necrosis que solen iniciar-se en el calze i 

s'extenen pels estams i pel peduncle arribant a afectar tota la flor i el corimbe. En la nostra 

zona geogràfica s' ha observat poc aquesta símptomatologia, però s'ha relacionat el bacteri 

amb la necrosi de borrons de flor de la perera (Montesinos i Vilardell, 1988). 

Taula 1. Espècies vegetals en les que s' ha descrit la malaltia causada per P. syringae pv. 
syr;ngae (Bradbury, 1986; Lelliou i Stead, 1987; López i Montesinos, 1996) 

Fruiters Plantes herbàcies 

Alvocat (Persea indica) Blat de moro (Zea mays) 

Cirerer (Prunus avium) Ceba (Allium cepa) 

Llimoner (Cicrus limon) Fava (Viciafaba) 

Mango (Mangifera indica) Maduixera (Fragaria vesca) 

Noguera (Juglans regia) Melca (Sorghum sp.) 

Perera (Pyrus communis) Mongetera (Phaseolus vulgaris) 

Plataner (Musa paradisíaca) Pebrot (Capsicum anum) 

Presseguer (Pnmus persica) Pésol (Pisum sacivum) 

Prunera (Prunus domestica) Porro (Allium porrum) 

Ornamentals 

Llorer (Laurus nobilis) 

Magnòlia (Magnolia sp.) 

Xeringuilla (Philadelphus 

coro!Ulrius) 

Fotínia (Photinia sp.) 

Pollancre ( Populus sp.) 

Rododendre (Rhododendron sp.) 

Rubus spp. 

Salzes (Sa/ix sp.) 

Taronger dolç (Cirrus Remolatxa (Beta vulgaris var.rapa) Syringa spp. 

aurantium var. du/eis) Userda (Medicago sativa) Roser (Rosa sp.) 

Vinya (Viris vimfera) 

La necrosi de borrons de flor de la perera 

Un dels principals problemes pawlògics de la perera a les comarques de Girona és 

la necrosi de borrons de flor. La simptomatologia afecta borrons de flor en donnició o 

prefloració provocant una destrucció total o parcial dels borrons a finals d' hivern i inicis 

de primavera. Els borrons de flor afectats queden avortats, es dessequen i perden les 

esquames i les bràctees més externes, podent arribar a caure prematurament deixant una 

cicatriu basal. Quan Ja incidència de la malaltia és elevada es produeix un retard en el 

desenvolupament vegetatiu dels arbres i apareixen brots axiJ.lars a la base dels borrons de 

flor necrosats (Montesinos i Vilardell , 1996). 
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Introducció General 

Les primeres manifestacions de la malaltia a l'Estat Espanyol varen ser observades 

a Catalunya a finals dels anys setanta (Rovira, 1981 ). A Lleida les primeres 

manifestacions es van produir a finals dels anys vuitanta (Montesinos i Vilardell, 1991a; 

Vilardell i col., 1991 ). Altres zones de l'Estat Espanyol afectades per la malaltia des de 

principis dels noranta han estat la Vega del Guadiana a Extremadura (De la Cruz, 1991 ), 

la zona de Jumilla (Murcia) i la vall de l'Ebre (Zaragoza i Navarra) (Canals i Díaz, 1994 ). 

En els darrers anys s'han observat greus problemes en algunes zones del sud de França 

(valls de Rhêne i Garone) i Brasil (valJ del Rio Grande do Sui) (Montesinos i Vilardell, 

1996). En totes aquestes zones la incidència de la malaltia ha estat elevada, podent 

suposar en algunes finques, més del 90% de borrons florals destruïts en el moment de la 

floració. 

Causes de la malaltia 

Estudis realitzats durant més de lO anys (Mon tesin os i Vilardell, 1996) només han 

pogut mostrar evidències de la relació de P. syringae pv. syringae amb la malaltia. Els 

primers estudis per a determinar l'origen patològic d'aquesta malaltia a les comarques de 

Girona van ser realitzats per Palazón (1986). Aquest va demostrar la presència de P. 

syringae pv. syringae en teixits infectats i que aquests bacteris produïen necrosis en 

fru its immadurs inoculats. Mon tesin os i Vilardell ( 1991 b) van ailJar els bacteris epífits 

associats a la perera i d'entre els bacteris fitopatògens ai1lats el 78% corresponia a P. 

syringae pv. syringae dels quals un 39 % tenia capacitat nucleadora de gel. Varen 

observar una relació significativa entre els nivells poblacionals de P. syringae pv. 

syringae, la quantitat de nuclis de gel en els borrons de flor dormits a començaments 

d'hivern i la incidència de la malaltia a la primavera. La inoculació artificial de branques de 

perera amb diferents ai1lats del bacteri obtinguts de finques comercials de Girona i Lleida 

va reproduir els mateixos símptomes i danys observats a camp, però la inoculació per 

polvorització de parcel·les experimentals d' arbres en finques comercials sanes no va 

reproduir la malaltia (Montesinos i Vilardell, 1996). 

Tot i això, els danys per anuJ.Iació de borrons de flor no sempre s'han pogut 

relacionar exclusivament amb el factor patològic P. syringae pv. syringae. Estudiant una 

possible relació de la malaltia amb desequilibris o deficiències nutricionals de la perera es 

va observar que hi havia una relació inversa amb alguns paràmetres nutricionals 

(contingut en bor i sucres solubles dels borrons) i amb certs desequi libris durant el 

període vegetatiu, com un fort dessecament foliar a l'estiu (Montesinos i col., 1992). 

Això va permetre posar de manifest que la malaltia podia tenir una component patològica i 

una altra lligada a I' hoste. 
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Figura 1. Símptomes de la malaltia causada per P syringae pv. syringae en perera. Necrosi 
localitzada de flors (a) i de flors i fulles (b). Branca de perera afectada per la necrosi de 
borrons de flor (e) 
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2. Característiques taxonòmiques de P. syringae pv. syringae 

P. syringae és un bacil mòbil (amb flagel polar), Gram negatiu, aerobi, de la 

família de les Pseudomonadàcies, dels Proteobacteris. Pels seus caràcters bioquímics 

fonna part del grup I (RNAr) d'aquesta família (Palleroni, 1984). 

L'any 1966 Lelliott i col. van proposar el nom LOPAT (fonnació de levans, 

presència d'oxidasa, activitat pectolítica, arginina dihidrolasa i hipersensibilitat en tabac) 

per definir les característiques comunes de les espècies fluorescents del gènere 

Pseudomonas. Estudis posteriors (Sands i col. , 1970) han pennès agrupar la majoria de 

bacteri s fluorescents fitopatògens en un grup, en funció dels caràcters LOPA T, en que la 

majoria són oxidasa negatius, arginina dihidrolasa negatius, donen positiu en el test 

d'hipersensibilitat en tabac i el resultat de la producció de levans és variable. L'espècie P. 

syringae pertany al grup la en tenir els caràcters LOPAT :+ - - - + (Lelliott i Stead, 

1987). 

L 'elevat grau d'especialització d' hoste en P. syringae, en comparació amb altres 

bacteris del gènere Pseudomonas patògens d'animals (Palleroni, 1984), va portar a 

classificar els pseudomonats fluorescents fitopatògens dels grups I i 2 de Lelliott i col. 

( 1966) en patovars en funció de la seva patogènia específica sobre un o diferents hostes 

(Young i col. , 1978; Dye i col. , 1980). P. syringae pv. syringae és un patovar amb 

característiques patogèniques específiques per un ampli grup d' hostes de famflies com 

gramínies, oleàcies, papilionàcies, rosàcies (entre els quals s'hi troba la perera), i rutàcies 

(Taula 1). La soca original (soca tipus) de P. syringae pv. syringae va ser ai1lada de 

lesions en lilà (Syringa vulgaris) l' any 1902 (Palleroni , l984). 

La divisió de P. syringae en patovars en funció de l'especifitat per l' hoste ha estat 

avaluada per diferents autors. L'elevada variabilitat de caràcters fenotípics (tipus de 

nutrients utilitzats) observada entre amats de P. syringae pv. syringae provinents de 

diferents hostes (Gardan i col., 1990) ha fet necessaris estudis taxonòmics en base a 

caràcters fenotípics i genètics. En els darrers anys s'han realitzat estudis per avaluar la 

diversitat genètica entre patovars de P. syringae i entre ai11ats d ' un mateix patovar 

uti litzant diferents tècniques com proves bioquímiques (Gardan i col. , 1990), electroforesi 

d'enzims i proteïnes (Denny i col., 1988; Van Zyl i Steyn, 1990; Some i Samson, 1991 ), 

anàlisi d'àcids grassos (Stead, 1992), serològiques (Ovod i col., 1995; Saunier i col. , 

I 996) i moleculars (Denny i col. , 1988; Young i col., 1996; Manceau i Horvais, 1997). 

Tot això porta a una constant revisió de la taxonomia dels bacteris fitopatògens i al canvi 
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de grup d'alguns patovars o fins i tot al canvi d'espècie. Alguns autors han proposat la 

di visió del patovar P. syringae pv. syringae en subgmps en funció de l'especificitat per 

I ' hoste o altres caràcters (Den ny i col. 1988 , Gardan i col. 1990). Cal considerar també, 

que en ser un bacteri epífit hi ha rullats de P. syringae procedents de plantes sanes, dels 

que no s'ha trobat un hoste específic, i aquests no s'han pogut incloure en cap patovar (al 

estar definits els patovars per l'especificitat per l' hoste) (Hirano i Upper, 1990). 

3. Interacció Pseudomonas syringae pv. syringae - planta 

3.1. Aspectes epidemiològics 

P. syringae pv. syringae és una de les espècies bacterianes fonnadores de les 

comunitats microbianes de la superfície de les fu lles (Hirano i Upper, 1994). És un 

bacteri que es pot trobar en grans quantitats en la superficie d'òrgans sans de la planta 

hoste i de plantes no hostes (fase epífita). Les poblacions epífites poden servir de 

reservori o ser la principal font d ' inòcul per a la infecció de la planta hoste quan les 

condicions ambientals són òptimes i l' hoste està susceptible (Latorre i Jones, 1979; 

Wimalajeewa i Flett, 1985; Ross i Hattingh. 1986; Mansvelt i Hattingh, 1988; Hirano i 

col. , 1995; Cazorla i col., 1997). 

En perera, Mansvelt i Hattingh ( 1988) van observar que P. syringae pv. syringae 

té una fase resident en flors, fruits i fulles i van suggerir que aquesta fase podia ser la 

principal fon t d' inòcul per a la necrosi de flors a Sud-Àfrica. Whitesides i Spotts ( 1991 ) 

van detectar poblacions endòfites de P. syringae pv. syringae en l' interior de teixits sans 

de la tija i l'arrel d'arbres de perera, presentant, alguns dels aïllats, caracterí tiques 

patogèniques i activitat nucleadora de gel (INA). Aquesta població endòfita podria ser una 

font d ' inòcul potencial important pel desenvolupament de la malaltia en perera. 

Els nivells poblacionals de la fase epífita de P. syringae pv. syringae tenen una 

variació estacional. En general , la presència de nivells poblacionals elevats i unes 

condicions ambientals concretes són factor lligats a la malaltia provocada per P. syringae 

pv. syringae en l' hoste (Montesinos i Vilardell , 199l b; Cazorla i col. , 1997). En frui ters 

de fu lla caduca Ja població bacteriana fluctua al llarg de l' any , amb nivells més elevats en 

borrons i flors a la primavera (sobretot en primaveres fredes i humides), seguit d'una 

baixada de la població a l'estiu, per tomar a augmentar gradualment a la tardor. Els 

bacteris persisteixen en els borrons dormits des d 'on colonitzen els teixits vegetals joves 
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en desenvolupament (Gross i col., 1983). En perera, els màxims nivells poblacionals 

s'observen també a la primavera i a Ja tardor coincidmt amb condicions ambientals 

òptimes (temperatures baixes, humitats relatives elevades, pluges i boires) i màxima 

susceptibilitat dels òrgans de Ja planta hoste (Mansvelt i Haningh, 1988). La multiplicació 

bacteriana i Ja manifestació dels símptomes estan lligats a temperatures d 'entre 12- 15°C, 

no superiors a 20 oc, essent les lesions de la planta Ja principal via de penetració del 

bacteri (Calzolari i col., 1992). A les comarques de Girona la dinàmica poblacional de P. 

syringae pv. syringae en perera presenta dos períodes de màxim creixement durant les 

períodes humits de primavera i tardor i un mínim creixement durant el període sec d'estiu 

(Montesinos i col. , 1987). Durant la primavera, P. syringae pv. syringae es localitza 

majoritàriament en borrons florals, mentre que a la tardor es troba sobretot a les fu lles. 

La capacitat de P. syringae pv. syringae de provocar formació de nuclis de gel a 

temperatures poc inferiors a o oc ( -5 a - 1 °C) potencia el seu caràcter patogènic, ja que per 

una banda, en plantes sensibles als danys per gelada provoca danys per gelada, i per altra 

banda, les lesions dels teixits afavoreixen Ja infecció. Diversos autors suggereixen que els 

danys per gelada predisposen la planta a la infecció per P. syringae pv. syringae 

(Vigouroux, 1979; Lindow i col. , 1982; Montesinos i Vi lardell, 1991 b). El fet que P. 

syringae pv. syringae generalment no infecti teixits vegetals sense ferides fa pensar que 

el bacteri ha desenvolupat la capacitat de predisposar els teixits vegetals al dany per gelada 

i permetre la seva subseqüent penetració per les microferides ocasionades per la gelada 

(Lindow, 1983). Tot i això, Cazorla i col. ( 1997) han observat que no és necessària la 

presència de ferida per a Ja penetració de P. syringae pv. syringae en mango, on una 

possible via d'entrada serien obertures naturals de la planta com les cavitats secretores de 

ceres. 

Alguns autors han observat variacions estacionals en la susceptibilitat de l' hoste a 

P. syringae pv. syringae, essent les fulles i els fruits susceptibles a Ja primavera, quan 

són immadurs (Wimalajeewa, 1987). En general només els teixits joves i en creixement 

són susceptibles. 

També s'han observat diferents nivells de susceptibilitat a P . syringae pv. syringae 

en funció de la varietat de l'espècie hoste. En presseguer es van observar diferents graus 

de susceptibilitat al patogen en funció de Ja varietat, en un experiment realitzat amb 

inoculacions artificials en condicions controlades (Werner i col. , 1986). En perera s'han 

observat diferents nivells de malaltia en funció de la varietat en plantacions comercials 

(Vilardell , com. pers.), però no s'ha realitzat cap avaluació de la sensibilitat de diferents 
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varietats en condicions controlades i amb inoculacions artificials. També s' ha observat 

una especificitat per la varietat de I' espècie hoste en poblacions epífites de P. syringae pv. 

syringae en mongetera i cirerer (English i col., 1980). 

3.2. Aspectes patogènics 

Interacció bacteri-planta en la superficie de la planta 

Els bacteris epífits o residents poden sobreviure i fins i tot multiplicar-se en la 

superfície dels òrgans vegetals uúlitzant nutrients orgànics i inorgànics que difonen fora 

dels teixits de la planta, sense ser reconeguts per la planta ni afectar el seu 

desenvolupament, ja que les cèl·lules bacterianes no es poden comunicar amb les cèl·lules 

epidènniques de la planta a través de la cutícula. Les cèl- lules bacterianes i les de la planta 

només interaccionen realment quan el bacteri es troba en l'espai intercel·lular o entra en el 

sistema vascular de l'hoste. 

Interacció bacteri-planta en l 'espai interce[.[ular 

Els bacteris no entren en contacte directe amb la membrana plasmàtica de la cèl·lula 

hoste, sinó amb la paret cel·lular. Tots els senyals entre el bacteri i les cèl·lules de la 

planta han de passar per la paret ceJ.lular. P. syringae pv. syringae, com la majoria dels 

bacteris fitopatògens que provoquen necrosis, es mulúplica i colonitza l'espai 

intercel·lular de la planta hoste (Rudolph i col. , 1989; Gopalan i He, 1996). 

Els bacteris fitopatògens entren en contacte físic amb les cèl·lules de la planta tant 

en la reacció compaúble com en la incompatible, adherint-se a la superfície cel·lular en 

l'espai intercel·lular, però la fonna de contacte és diferent en les dues situacions. En la 

situació compatible (bacteri fitopatogen virulent-hoste susceptible) el bacteri es multiplica i 

colonitza l'espai intercel·lular. En la situació incompatible (bacteri patogen avirulent -hoste 

susceptible o bacteri patogen virulent-hoste resistent o no hoste) la cèl·lula bacteriana 

s'adhereix a la superfície de la paret cel·lular de les cèl·lules vegetals i la seva 

multiplicació queda restringida, en desenvolupar la planta la reacció d'hipersensibilitat 

(HR) que provoca necrosis localitzades al punt d'infecció i la mort ràpida del patogen. 

Aquesta reacció d'hipersensibilitat és un mecanisme de defensa general de les plantes en 

front dels patògens: virus, fongs i bacteris (KJement i Goodman, 1967a). En bacteris 

sapròfits la població bacteriana es pot mantenir en el temps però no es multiplica. 
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3.2.1. Mecanismes de la patogènia de P. syringae pv. syringae en 

cèHules vegetals 

El desenvolupament de la malaltia en Ja planta hoste és l'expressió simultània dels 

productes gènics de Ja patogènia en el bacteri i la supressió dels gens de resistència en la 

planta. Aquesta combinació assegura la compatibilitat i les condicions per a la ràpida 

multiplicació i forta activitat metabòlica que permeti al bacteri colonitzar els teixits de la 

planta. 

P. syringae pv. syringae té un conjunt de gens induïbles que s'expressen en 

detenninades circumstàncies i poden jugar un paper important en la seva activitat 

patogènica. Entre aquests gens hi ha els de producció de pioverdines quelants de ferro, de 

producció d'exomucopolisacàrids (EPS) que faciliten l'emmascarament dels 

lipopolisacàrids que intervenen en el procés d'interacció amb l'hoste, de producció de 

fitotoxines necrotitzants com les siringomicines i de formació de proteïnes nucleadores de 

gel, entre altres (Gross i Cody, 1985). Tot i que no hi ha evidències que alguns d'aquests 

metabolits extracel·lulars estiguin implicats en la inicialització de la malaltia, sembla ser 

que contribueixen al síndrome de la malaltia (Goodman i Novacky, 1994). 

Producció de fitotox ines 

La major part de les soques virulentes de P. syringae pv. syringae produeixen 

siringomicina (SR) ilo siringotoxina (ST). Són toxines lipopeptídiques, hoste­

inespecífiques i formadores de necrosis, d'elevada activitat fitotòxica i antibiòtica (Gross , 

1991 ). La siringotoxina només és produïda per algunes soques fitopatògenes de cítrics. 

Les siringomicines són fitotoxines de baix pes molecular que intervenen en l'expressió 

dels símptomes de la malaltia causada pel bacteri. Els gens de producció de siringomicina 

(gens syr) corresponen a un agregat de gens del cromosoma bacterià d'aproxjmadament 

7Kb (Zhang i col., I 995). Tamura i col. ( 1994) van observar que altres patovars de P. 

syríngae també produeixen siringomicina. 

Ziegler i col. (1994) van demostrar que les siringotoxines tenen capacitat de 

despolaritzar les membranes lipídiques en induir Ja formació de canals iònics en la 

membrana. De fet , l'estructura lipopeptídica d 'aquestes toxjnes permet la seva inserció 

entre els lípids de Ja membrana plasmàtica de Ja cèl·lula vegetal, interferint en el transport 

d ' ions a través del plasmalemma. Com a conseqüència es produeix una hiperpolarització 

de la membrana, una ràpida sortida de K+ i l'estimulació de la bomba de protons de 

I' A TPasa, sembla ser que per activació d' una proteïna-qui nasa, provocant la fosforilació 
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de vàries proteïnes incloent I' A TPasa. Aquests canvis en Ja membrana són similars als 

que es donen en la reacció hipersensible. 

Sembla ser que la siringomicina intervé en el desenvolupament de la patogènia 

provocant la sortida de K+ de la cèl·lula vegetal, neutralitzant el pH àcid de l'espai 

intercel· lular, i creant així un ambient favorable per a la multiplicació bacteriana. A més, la 

interferència amb el transport actiu podria portar a l'acumulació de sacarosa, aminoàcids i 

ions orgànics en l'espai intercel· lular que el patogen utilitzaria com a nutrients (Gross, 

1991 ). Es considera que Ja siringomicina aparentment accentua el procés de malaltia en 

provocar la mort de moltes cèl·lules de l'hoste durant la patogènesi (Gross, 1991). 

Darrerament s' ha observat que les soques de P. syringae pv. syringae que 

produeixen SR ilo ST sintetitzen siringopeptines (Sps), uns lipopèptids amb acti vitat a 

nivell de la membrana plasmàtica de la cèJ.Iula vegetal similar a la de les siringomicines 

(Di-Giorgio i col. , 1996). 

Aquestes toxines a part de tenir acció fitotòxica, tenen acció biocida per varis 

microorganismes. Degut a això s' ha suggerit que l'activitat antimicrobiana de la 

siringomicina intervé en la protecció de P. syringae pv. syringae, o de forma més general, 

en la competència i supervivència del bacteri en condicions naturals (lacobellis i col. , 

1992). 

Polisacàrids extracel-lulars (EPS) 

P. syringae pv. syringae sintetitza polisacàrids extracel·lulars (EPS) que li 

permeten absorbir aigua i mantenir un elevat contingut hídric en l'espai intercel·lular per 

poder sobreviure i colonitzar teixits (Rudolph i col, 1989, Goodman i Novacky, 1994). 

Això fa que els símptomes de les lesions en els llocs d' infecció siguin necrosis hidratades 

('water soaked'). En absència de necrosis hidratades la patogènesi no es desenvolupa, 

fenomen interpretat per Rudolph i col. ( 1989) com un mecanisme de resistència. Es 

considera, per tant, que els EPS són factors de virulència dels bacteris fitopatògens, 

responsables dels símptomes de necrosi hidratada en els teixits infectats (Rudolph, 1994). 

Sembla ser que més del 5% del pes sec del total d'una planta de mongetera infectada per 

P. syringae pv. phaseolicola és EPS bacterià, que ocupa principalment l'espai 

intercel·lular. S'ha suggerit que les cèl·lules bacterianes no envoltades per EPS en entrar 

en contacte amb la paret cel·lular de la cèl·lula vegetal indueixen el fenomen 

d'hipersensibilitat (Goodman i Novacky, 1994). 
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Producció de lipopolisacàrids ( LP S) 

Tot i que els lipopolisacàrids són constituents de la membrana externa dels bacteris 

Gram negatius també s'han trobat en el medi extern al voltant dels bacteris. Sembla ser 

que són productes que intervenen en la patogènia i que són molt específics. S'han 

observat que mutants deficients en la cadena lateral O dels lipopolisacàrids de P. syringae 

pv. syringae no són fitopatògens ni capaços de créixer en l'espai intercel·lular (Rudolph, 

1994). 

Producció de pioverdines 

P. syringae pv. syringae en condicions ambientals limitants de ferro produeix un 

sideròfor fluorescent anomenat pioverdinapss que té gran afinitat pel ferro i intervé en el 

seu transport. No sembla però, que l'excreció de pioverdina tingui un paper important en 

Ja patogènia i virulència del bacteri, ja que mutants no productors de pioverdina 

provoquen e ls mateixos símptomes i lesions que la soca natural (Cody i Gross, 1987). 

Tot i això aquestes substàncies poden ajudar a crear un microambient favorable per a la 

multiplicació del bacteri i colonització de l'espai intercel·lular en ser quelants de ferro 

(Rudolph, 1994). 

Capacitat de formar nuclis de gel 

P. syringae pv. syringae té capacitat iniciadora de nuclis de congelació de l'aigua 

a temperatures superiors ( -5 a-l °C) a les que gelen petites quantitats d'aigua pura ( -40°C). 

Aquesta característica està restringida a un petit nombre de bacteris associats a vegetals i, 

concretament soques de P. syringae pv. syringae són particularment actives en la 

formació de gel, juntament amb algunes soques d' Erwinia herbícola i de P. jluorescens 

(Lindow, 1983). La capacitat de formació de nuclis de gel de P. syringae pv. syringae és 

deguda a Ja presència d'una estructura proteica situada a la membrana externa de la paret 

cel·lular i està regulada per un gen situat en el cromosoma bacterià (Lindow, 1983; Zhang 

i col. , 1995). 

Està demostrat que la temperatura crítica d'entrada en gelada d 'un òrgan està 

estretament correlacionat amb la quantitat de bacteris amb activitat nucleadora de gel que 

conté (Luisetti i Gaignard, 1985; Marshall , 1988; ltier i col., 1991 ). Panagopoulos i 

Crosse ( 1964) van observar que els borrons de perera gelen a temperatures d'entre -5 i 

-2°C. Si després de la gelada s'inoculen amb una suspensió de P. syringae pv. syringae 

Ja infecció és severa, mentre que si no hi ha gelada i s'inoculen la infecció és mínima. 

Montesinos i YilardeU ( 199 1 b) van observar que les temperatures mitjanes de nucleació 
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dels borrons florals durant la dormició hivernal oscil·laven entre -2.7 i -6.0 oc i depenien 

dels nivells poblacionals de P. syringae. 

3.2.2. Canvis produïts en la planta per l'activitat patogènica de P . 

syringae pv. syringae 

Canvis estructurals en la cèl-lula hoste 

En la inducció de la reacció hipersensible en plantes no hoste per part de P. 

syringae, a les poques hores de Ja interacció s'observa un debilitament de la paret cel ·lular 

de la planta, la separació del plasmalemma de la paret cel·lular, vesiculació del 

plasmalemma i la formació d'agregats de microfibrilles i de vesícules lligades a la 

membrana en l'espai entre el plasmalemma i la cara interna de la paret cel·lular (Goodman 

i col. , 1976; Politis i Goodman, 1978). La formació dels agregats en la paret cel·lular i les 

vesícules associades a la membrana indiquen una resposta activa de la cèl·lula hoste a 

l'entrada de bacteris incompatibles (Goodman i Novacky, 1994). En observacions 

realitzades al microscopi electrònic s'ha vist que no només la membrana plasmàtica queda 

alterada, sinó que també els cloroplasts i altres membranes subcel·lulars perden la seva 

organització. En canvi, en la reacció compatible la cèl·lula vegetal manté la seva estructura 

i organització durant un període més llarg de temps, tot i que al final acaba desorganitzant­

se i morint com a resultat de la infecció per part del patogen (Goodman i Novacky, 1994). 

Canvis en la permeabilitat cel-lular 

L'assumpció que els bacteris fitopatògens indueixen canvis en Ja permeabilitat de 

la cèl·lula hoste està àmpl iament acceptada (Wheeler, 1975), però les evidències es limiten 

a pocs estudis (taula 2). Tant en la reacció compatible com en la incompatible es produeix 

un augment de la permeabilitat de les cèl·lules vegetals. En la reacció compatible un 

augment del tarnany de les lesions va lligat a un augment de la permeabilitat a soluts 

(Williams i Keen, 1967). 

En general, en Ja reacció compatible es produeix la sortida o acumulació de soluts 

als espais intercel·lulars que seran elements nutritius per a la cèl-lula bacteriana. Una de 

les primeres manifestacions en la reacció hipersensible és un augment de la sortida 

d'electròlits relacionada amb una pèrdua de la integritat estructural de la membrana 

cel·lular. 
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Taula 2. Treballs en els que s'han estudiat els canvis en la perm~abilitat de la cèl·lula vegetal 
durant la interacció amb els bacteris fitopatògens P. syringae i E. amylovora 

Bacteri 

E. amylovora 

E. amylovora 

E. amylovora 

P. syringae pv. lachrymans 

P. syringae pv. phaseolicola 

P. syringae pv. syringae 

P. syringae pv. tabaci 

P. syringae pv. tabaci 

P. syringae pv. rabaci 

Planta hoste 

perera 

pomera 

tabac 

cogombre 

mongetera 

mongetera 

tabac 

pomera 

cotó 

Autors 

Brisset, 1990; Brisset i col., 
1994 

Burkowicz i Goodman, 1969; 
Brisset i Paulin, 1991; 1992 

Brisset i Paulin, 1991; 1992 

Williams i Keen, 1967 

Mobley i col., 1972; Brisset i 
col., 1994 

Atkinson i Baker, 1987; 
Brisset i col. , 1994 

Atkinson i col.. 1985a; 
B ris set i col. , 1994 

Brisset i col., 1994 

Pike i col., 1992 

Atkinson i col. ( 1985b) van observar que el K+ és l'ió que més ràpidament es perd 

tant en la reacció compatible com en la incompatible, provocant l'alcalinització del medi 

extracel·lular i l'acidificació de l'interior de la cèl· lula. En el cas de la situació compatible 

la sortida de K+ de les cèl·lules vegetals es dóna de forma més lenta i està fortament 

relacionada amb la multiplicació bacteriana i el desenvolupament dels símptomes. 

Atkinson i col.(l990), en inocular P. syringae pv. syringae en cèl·lules de tabac 

(situació incompatible), van observar que durant les primeres hores de la reacció 

d'hipersensibilitat es produeix un augment de l'entrada de Ca2
• dins Ja cèl·lula vegetal, 

suggerint que l'entrada de Ca2
• forma part del desenvolupament de la resposta 

hipersensible i que un augment del flux de Ca2
• és un requeriment pel desenvolupament 

de la HR induïda per bacteris. Segons aquests autors, el calci intervindria en la inducció 

de Ja resposta hipersensible a través de la inducció de senyals moleculars per diverses 

vies, de forma similar als organismes animals, en que actuen fosfolipases dependents de 

calci. 
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Peroxidació de lípids 

Els canvis estructurals en la membrana plasmàtica durant el desenvolupament de la 

reacció d'hipersensibilitat sembla ser que són deguts a la peroxidació de lípids per 

l'activitat de formes d'oxigen actiu com superòxid (02") o hidroxil (OH"), formats per 

reducció de l'oxigen, o bé per l'activitat de la lipooxigenasa. Adam i col. (1989) van 

observar un augment de la peroxidació de lípids causada per l'activitat de radicals 

d'oxigen actiu, en la reacció hipersensible induïda en inocular P. syringae pv. syringae 

en tabac. Aquest augment estava relacionat amb un augment de la sortida d'electròlits al 

cap de poques hores de la inoculació. L'oxigen actiu pot actuar, a part de sobre els lípids 

de la membrana, sobre els canals de K• , Ca2•, H•-ATPasa i Ca2•-ATPasa. Altres autors 

han observat un augment de l'activitat de la lipooxigenasa després de la inducció de la 

resposta hipersensible, mentre que en la situació compatible o en inocular un bacteri 

sapròfit no s'observen variacions en la concentració de l'enzim (Goodman i Novacky, 

1994). 

3.3.3. Regulació gènica de la patogènia de P. syringae pv. syringae 

La compatibiJjtat i incompatibilitat entre els bacteris i les plantes estan sota el 

control d'un grup de gens bacterians. Els gens de Ja patogèrua estan lligats als de Ja 

inducció de la hipersensibilitat en el grup de gens anomenat hrp (hr: hipersensibilitat i p: 

patogènia) (Lindgren i col., 1986). Fins al moment s'han descrit gens hrp en P. 

solanacearum, P. syringae, X. campestrís i E. amylovora (Murillo i Rodriguez­

Palenzuela, 1996). Un dels productes d'aquest grup de gens són les harpines, produïdes 

pels bacteris fitopatògens en el desenvolupament de la reacció hipersensible. P. syringae 

pv. syringae produeix una harpina formada per una proteïna extracel·lular rica en glicina, 

de 34.7 kD (He i col. , 1993), codificada per un gen hrpZ. Les harpines són inductors de 

Ja reacció hipersensible, termoestables, hidrofíliques i sensibles a les proteases. Aposto! i 

col. ( 1989) suggereixen que el primer pas de la inducció de Ja reacció hipersensible és Ja 

interacció de les harpines amb algun component específic de Ja membrana de Ja cèl·lula 

vegetal i això provoca un seguit d'alteracions en la membrana i finalment la mort cel·lular. 

En concret consideren que la interacció de l'harpina amb punts concrets de la membrana 

plasmàtica pot provocar la generació d'oxigen actiu i causar danys estructurals i 

alteracions funcionals a Ja cèl·lula vegetal. El paper de les harpines en Ja patogènia no està 

clar. He i col. ( I 993) apunten que realitzen funcions com excretar nutrients de la cèl·lula 

vegetal a I' apoplast. 
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Es coneixen 25 gens hrp en P. syringae que tenen com a mínim tres funcions 

bioquímiques: regulació gènica, secreció de proteïnes i producció de proteïnes inductores 

de la resposta hipersensible (Gopalan i He, 1996). Sembla ser que els gens hrp poden ser 

activats en resposta a productes de la planta hoste, com compostos fenòlics, que activen el 

gen syr B que controla la producció de siringomicina en P. syringae pv. syringae. En 

general es creu que els senyals de la planta (diverses molècules) juguen un paper 

important en la inducció dels gens hrp tant en la situació compatible com en la 

incompatible. Els factors ambientals també tenen un efecte important en l'activació dels 

gens. Rahmne i col. ( 1991) van demostrar que el grup de gens hrp està regulat per un 

sistema complexe en el que hi intervenen factors físics, pH, condicions osmòtiques i 

repressió catabòlica. Els gens hrp a més , estan implicats en el transport extracel·lular de 

compostos bacterians (Murillo i Rodriguez-Palenzuela, 1996). Estudis recents indiquen 

que molts gens hrp de diversos bacteris fitopatògens necrogènics (P. syringae, E. 

amylovora, P. solanacearum, X. campestris) són homòlegs (Gopalan i He, 1996). A 

més, els gens hrp de bacteris fitopatògens són homòlegs als de patògens d'animals com 

Yersinia (Huang, i col. , 1995; Preston i col., 1995). 

Addicionalment als gens hrp hi ha els gens avr (gens de l'avirulència) que juguen 

un paper important en l'expressió de la hipersensibilitat. Aquests gens són més específics 

i controlen l'expressió fenotípica de la hipersensibilitat, fent que el bacteri sigui virulent en 

unes varietats de I' espècie hoste i a virulent en altres (Keen, I 990). La funció que realitzen 

aquests gens és la de condicionar la virulència del patogen a un hoste susceptible, ja que 

alguns d 'ells s'ha observat que interactuen amb els gens de resistència de la planta hoste, 

mitjançant una relació gen a gen (lones, 1996). S'han identificat gens avr en Erwinia 

amylovora, Pseudomonas spp. i Xanthomonas spp. En P. syringae s'han identificat i 

seqüenciat en els patovars glicinea, tomato i phaseolicola (Gopalan i He, 1996). 

Els gens hrp i avr són dos tipus de gens diferents que no sembla que estiguin 

controlats per un mecanisme comú, tot i que els gens avr poden afectar I' expressió gènica 

o modificar I' activi tat del producte gènic dels gens hrp (Gopalan i He, 1996). 
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dels gens d'estrès 

I. Activació del sistema peroxidasa/HP2 
2. Formació de radjcals superòxid i hidroxil per 
l'activitat reductora del NADH/NADPil. Peroxidació 
de lfpids. 
3. Efecte en la regulació dels canals ATPasa1/o de 
K' de la membrana plasmàtica. 

/' 
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(activades pel ca~· ) 
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2
' I r--.... /'---------, 
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Efectes en la cèl.lula Despolarització membrana plasmàtica 
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Pèrdua de la regulació cel.lular .I 
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1 

I Pèrdua de turgència I 
¡ 

lcol.lapse dels teixits I 

Figura 2. Model dc la reacció d'hipersensibilitat en plantes induïda per bacteris (Goodrnan 
i Novacky. 1994). 
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4. Mètodes de control de P. syringae pv. syringae 

Les mesures de control de P. syringae són similars a les de control de la majoria 

de bacteriosis, basades en el coneixement de l'epidemiologia i patogènia del bacteri, el 

cicle de la malaltia i els factors que afecten el seu desenvolupament. El coneixement 

d'aquests aspectes permet utilitzar sistemes de control preventiu integrats, que tinguin en 

compte la sensibilitat i estat sanitari del material vegetal, la utilització de tècniques culturals 

de suport i un control químic racional. Per a realitzar un control químic racional és 

indispensable el coneixement dels mecanismes d' acció dels productes químics. 

4.1. Selecció de varietats i material vegetal 

La selecció i utilització de varietats resistents al patogen és una via important en el 

control de la malaltia. Per les diferents espècies vegetals en les que P. syringae pv. 

syringae és fitopatogen s' han realitzat alguns estudis de la susceptibilitat varietal (Werner 

i col., 1986). En perera s'han realitzat observacions a nivell de plantacions comercials del 

grau de susceptibilitat de les diferents varietats al patogen però, tot i que s'han posat a 

punt diferents tècniques per a l'avaluació de la patogenicitat de diferents soques de P. 

syringae pv. syringae en perera en condicions controlades (Yessad i col. , 1992), no s'ha 

realitzat una àmplia avaluació de la sensibilitat de les principals varietats i portaempelts de 

perera. 

El coneixement de la susceptibilitat varietal és interessant ja que varietats resistents 

o poc sensibles poden ser utilitzades en programes de selecció i millora varietal o bé, en 

cas de tenir les característiques agronòmiques per a una bona producció i expectatives 

comercials, poden substitu ir-ne d'altres susceptibles al patogen en zones on la malaltia 

sigui un problema important. La utilització de portaempelts resistents o poc sensibles al 

patogen pot ajudar a disminuir la incidència de la malaltia (Hayward, 1991 ). 

Finalment, la utilització, en les noves plantacions, de material vegetal amb bon 

estat sanitari és molt important per evitar l'entrada del patogen. 
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4.2. Mesures culturals 

Com a mesures de caire preventiu cal tenir en compte la situació de la plantació, 

evitant zones massa fredes, humides i sòls mal drenats (English i col., 1980; Luisetti i 

col., 1983; Luisetti i Gaignard, 1987). Cal prevenir també, les gelades de primavera, ja 

que les ferides són les principals vies de penetració del bacteri. El sistema de reg més 

adient és el gota a gota, un tipus de reg localitzat que no contribueix a l'augment de la 

humitat relativa ambiental com ho fa el reg per aspersió. Mantenir els arbres durant tot el 

període vegetatiu amb una nutrició completa i equilibrada també pot ajudar a obtenir 

nivells inferiors de malaltia (Luisetti i co l. , 1983). Com a mesures sanitàries, en realitzar 

la poda és convenient desinfectar tot el material de poda per evitar contaminar altre parts 

o material sa, i en cas d'observar material contaminat s' ha de tallar i incinerar (la planta o 

part de la planta afectada) per fer desaparèixer fonts d' inòcul de la plantació. Cal tenir en 

compte que la població de P. syringae pv. syringae endòfita pot ser una important font 

d' inòcul al podar (Whitesides i Spotts, 1991 ). 

4.3. Control químic 

El control químic de P. syringae pv. syringae es basa en l'aplicació preventiva de 

compostos cúprics i antibiòtics (estreptomicina, kasugarnicina, en els països en que 

aquests estan permesos) (English i col. , 1980; Luisetti i col., 1983; Jones i AldwinckJe, 

1990; De Waard i col., 1993; Montesinos i López, 1996). La seva utilització però, està 

limitada per Ja baixa eficàcia, els problemes de fitotoxicitat en la planta o l'aparició de 

resistència en el patogen (Andersen i col. , 1991 ; De Waard i col. , 1993; Canals i Díaz, 

1994; Spotts i Cervantes, 1995; Scheck, 1996). La capacitat de P. syringae pv. syringae 

d'existir com a fase endòfita permet al bacteri evitar el contacte directe amb qualsevol 

compost antimicrobià no sistèmic, com el coure, limitant així l'efectivitat d'aquest 

producte (Whitesides i Spotts, 1991). 

El fosetil-Al , un producte sistèmic derivat del fosfonat, utilitzat en el control de 

malalties causades per fongs fitopatògens (Phytophtora, Pythium), ha estat avaluat en 

experiments de camp i d'hivernacle pel control de malalties causades pels bacteris Erwinia 

chrysantemi, Pseudomonas cichori i Xanthomonas campestris en plantes ornamentals 

(Chase, 1993), X. arborícola pv. e itri en cítrics (McGuire, 1988), E. amylovora en perera 

i pomera (Paulin i col., 1990) i P. syringae pv. syringae en mango (Cazorla i col. , 1997). 

En la majoria de casos s'ha mostrat eficaç o relativament eficaç en el control de la malaltia, 
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però amb resultats poc consistents. Chase ( 1993) va observar que l'eficàcia del producte 

en el control de Xanthomonas campestris en ornamentals varia en funció del pH, la 

cadència i el nombre d'aplicacions. Montesinos i Vilardell (199 1a), en assajos realitzats en 

plantacions comerc ials de perera pel control de la necrosi de borrons de flor, van observar 

que les aplicacions de derivats cúprics i/o antibiòtics (kasugamicina) eren efectius, mentre 

que l'aplicació de fosetil-AJ va mostrar una eficàcia moderada. Amb l' aplicació de fosetil­

AJ a la primavera, per polvorització fo liar, es va aconseguir una reducció del 60% en la 

incidència de la malaltia l'any següent. Assajos posteriors han mostrat que altres 

productes derivats del fosfonat, com el fosfonat potàssic, també són efectius en el control 

de la necrosi de borrons de flor (Montesinos i Vilardell , 1996). Tot i això l'efectivitat 

d'aquests productes és variable, depenent del moment, la dosi i la cadència d'aplicació i 

de la varietat de perera. 

La forma d'acció del foseti l-AJ no es coneix massa bé. Ha estat estudiada 

principalment en el control de malalties fúngiques (Oolan i Coffey, 1988; Guest i Orant, 

1991 ; Faretra i col., 1992; El-Hamalawi i Menge, 1994; EI-Hamalawi i col. , 1995). És un 

producte sistèmic, que sembla ser que intervé directament en la interacció hoste-patogen, 

bé activant les reaccions de defensa de l'hoste, bé estimulant el fong fitopatogen per a que 

intensifiqui els fenòmens de reconeixement, provocant la incompatibilitat (Bompeix, 

1989). El mecanisme d'actuació d'aquest producte en el control de malalties bacterianes 

no es coneix. 

4.4. Control biològic 

El control biològic consisteix en emprar microorganismes antagonistes del 

patogen, que poden util itzar diferents mecanismes d'actuació com la competència, el 

parasitisme, o bé microorganismes que desenvolupin la reacció hipersensible en la planta, 

induint la resistència sistèmica. 

En el control per competició s'utilitzen bacteris sapròfits, majoritàriament de les 

espècies Pseudomonas jluorescens i Erwinia herbicola, que es mostren antagonistes de P. 

syringae pv. syringae en la planta. La capacitat antagonista de diferents soques de P. 

fluorescens i E. herbicola en front P. syringae pv. syringae ha estat avaluada in vitro 

(Bonaterra, 1995) i in vivo (Lindow i col., 1996). Lindow i col. ( 1996) van realitzar 

assajos de camp utilitzant una soca de P. fluorescens resistent a I' estreptomicina i 

l' oxitetraciclina pel control del foc bacterià (E. amylovora) i els danys per gelada causats 
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per P. syringae pv. syringae en perera. Van observar que la població de P. fluorescens es 

mantenia en nivells elevats i detectables després de la inoculació, i que reduïa la incidència 

de les dues malalties en un 40-50% respecte controls no tractats. 

També s'ha avaluat la capacitat de control de la maJaJtia amb soques de P. syringae 

pv. syringae mutants no patogèniques (avirulentes, INA). La infecció per part de mutants 

no virulents de P. syringae pot induir la resistència en la planta en front de la infecció per 

una soca virulenta de P. syringae (Kessman i col. , 1994 ). Lindow (1987) utilitzant una 

soca epífita mutant INA de P.syringae va aconseguir reduir els danys per gelada produïts 

per P. syringae pv. syringae en perera. Aquesta soca mutant INA va mostrar bona 

capacitat de colonització de les fu lles, flors i fruits immadurs de perera en experiments de 

camp i va reduir la colonització dels teixits per P. syringae i E. amylovora. 

Tot i això, el control biològic en general, i en concret el control biològic de P. 

syringae pv. syringae, està en fase d'experimentació i no ofereix expectatives de ser 

utilitzat a escala productiva a curt tennini, principalment per la dificultat de mantenir 

nivells suficients de les poblacions antagonistes sobre la planta en els períodes de risc 

d'infecció. 

4.5. Perspectives del control 

La poca eficàcia dels productes químics convencionals pel control de P. syringae 

pv. syringae en perera, juntament amb la problemàtica de la utilització de compostos 

químics (toxicitat, aparició de resistències en el patogen, residus), fa que es tendeixi a 

sistemes de control integrats en els que s' incloguin pràctiques culturals, utilització de 

varietats resistents i control biològic (encara en fase d'experimentació), juntament amb un 

control químic racionaL 

En el control químic actualment es tendeix a la substitució de bactericides 

convencionals, que actuen directament sobre el patogen (antimicrobians de primera i 

segona generació) com els derivats de coure i antibiòtics, per productes que puguin actuar 

a nivell de la interacció hoste-patogen, modificant la fisiologia de l'hoste i induint la 

resistència sistèmica. Aquests productes són els anomenats antimicrobians de tercera 

generació, sí addicionalment tenen activitat antimicrobiana directa, i els antimicrobians de 

quarta generació, si no presenten activitat antimicrobiana. La utilització d'aquests tipus de 

productes pot contribuir a millorar la qualitat ambiental en el control químic de malalties 
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(De Waard i col., 1993). El fosetil-AJ i altres derivats del fosfonat s'inclourien en aquest 

grup de productes en estimular mecanismes de defensa en la planta (Bompeix, 1989; ~ 

Waard i col., 1993). 

Per a la utilització del fosetil-AJ, i altres derivats del fosfonat, en el control químic 

racional de P. syringae pv. syringae en perera cal conèixer Ja forma d'actuació dels 

productes sobre el patogen, en la planta i en la interacció hoste-patogen. Per això és 

necessari el desenvolupament de metodologies que permetin estudiar la forma d'acció 

d' aquests productes en el control de la infecció del patogen en la planta, i a la vegada la 

seva acti vitat en la interacció hoste-patogen. 

Per avançar en l'experimentació del control de bacteriosis és necessari treballar en 

condicions i material vegetal el més semblant a les condicions de producció a camp, però 

els resultats obtinguts en aquest experiments sovint són aleatoris ja que hi intervenen 

factors no controlables. A més en els cultius d'espècies llenyoses les experimentacions 

són llargues en el temps. En condicions de laboratori els resultats que s'obtenen de 

vegades no es corresponen amb els de camp, i això fa que l'experimentació avanci 

lentament. És interessant desenvolupar metodologies o sistemes d'estudi de l'activitat dels 

productes químics estandarditzables, repetibles i de fàcil manipulació, que controlin 

factors que no siguin objecte d'estudi i permetin, d'aquesta manera, entendre el 

comportament de la planta i el patogen (per separat o la interacció) davant els productes. 

OBJECTIUS GENERALS 

L'objectiu principal del treball que es presenta ha estat estudiar l'activitat de 

derivats del fosfonat en el control químic de P. syringae pv. syringae en perera. Per a això 

s'han proposat els següents objectius concrets: 

En primer lloc, desenvolupar models de laboratori en els que intervinguin l'hoste i 

el patogen i permetin estudiar diferents aspectes de la interacció P. syringae pv. syringae­

perera, determinant els factors que afecten la interacció. 

En segon lloc avaluar l'activitat de diferents fosfonats en la infecció de P. syringae 

pv. syringae en perera, determinant l'efecte d'aquests compostos en el bacteri, en la planta 

i en la interacció bacteri-planta. 
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CAPÍTOL 1 

DESENVOLUPAMENT DE SISTEMES MODEL I 

METODOLOGIES PER A L'ESTUDI DE LA 
, 

INTERACCIO Pseudomonas syringae pv. syringae -PERERA 

INTRODUCCIÓ 

1. Factors que afecten la interacció 

Per al desenvolupament de la malaltia, la planta i el patogen han d'entrar en 

contacte i interaccionar. Per a que es produeixi la interacció i la infecció dels teixits 

vegetals per part del patogen cal, a més, que les condicions ambientals siguin favorables. 

Els tres components (planta, patogen i factors ambientals) poden tenir una variabilitat 

considerable, i e l canvi en un dels tres components pot afectar la severitat de la malaltia. 

Pel que fa a l' hoste, el desenvolupament de Ja malaltia o la inducció de la reacció 

d'hipersensibilitat (HR) depenen de que la varietat sigui més o menys sensible o resistent 

al patogen i de l'estat fenòlogic (teixits joves o madurs). En quant al patogen, aquest pot 

ser més o menys virulent en funció de l'aïllat i de la dosi (nombre de bacteris presents en 

el moment d'iniciar la infecció). Les condicions ambientals poden afectar tant el 

creixement i la resistència de la planta hoste com la taxa de creixement del patogen i el 

desenvolupament d' infeccions. La interacció dels tres components s' ha representat en 

l'anomenat triangle de la malaltia (Agrios, 1997), segons el qual només que un dels tres 

factors no sigui favorable, no es produeix la malaltia. 

Per desenvolupar models o sistemes d'estudi de la interacció P. syringae pv. 

syringae-perera, estandarditzables, repetibles i aplicables a l'estudi de l'activitat de 

productes químics en la interacció, és necessari conèixer corn afecten els tres elements del 

triangle de la malaltia (hoste, patogen i factors ambientals). D'aquesta manera es podran 
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utilitzar les combinacions hoste (varietat i estat fenològic), patogen (virulència i dosi) 

condicions ambientals, adients pels aspectes de Ja interacció que es vulguin estudiar. 

És important, per tant, el coneixemènt de la sensibilitat o resistència de diferents 

varietats de perera a P. syringae pv. syringae i de la virulència de diferents aillats del 

patogen, així com I' efecte de I' edat de I' òrgan de la planta i de la concentració del patogen 

en la severitat de la malaltia. 

El desenvolupament de la malaltia o la inducció de la reacció híper ensible en la 

planta estan relacionats amb les condicions ambientals durant la interacció bacteri-planta. 

Klement i col. ( 1987) van observar que el manteniment de plantes de mongetera en foscor 

abans i després de la inoculació amb P. syringae pv. phaseolicola (reacció compatible) 

provocava el desenvolupament de necrosis seques típiques de la reacció hipersensible, en 

lloc de necrosis hidratades característiques de la malaltia. Cal conèixer per tant, l'efecte 

dels factors ambientals en la infecció de P. syringae pv. syringae en perera i en el 

desenvolupament dels símptomes. 

2. Metodologies per a I' estudi de la interacció 

Els estudis de patogènia realitzats en condicions de camp tenen limitacions pel fet 

que el material vegetal presenta un cert grau d'heterogeneïtat, els factors ambientals no 

són controlables, i la distribució del patogen no és unifonne, en estar fonnat per 

poblacions heterogènies i sotmès a equilibris amb la resta de poblacions microbianes. 

Això fa que aquests estudis es realitzin en condicions de laboratori, en les que a més de 

controlar els factors ambientals, es pot treballar amb quantitats suficients de material 

vegetal, homogeni i de fàcil manipulació. 

Una de les tècniques més utilitzades per a l'avaluació de la patogenicitat 

virulència de P. syringae pv. syringae en perera és Ja inoculació de fruits immadurs 

(Billing i col., 1960; Gross i col., 1984). Amb aquesta tècnica s' aconsegueix treballar amb 

material vegetal de tamany reduït i unifonne, encara que provinent de camp. Té 

l'inconvenient però, que el material vegetal només és disponible durant un període curt de 

temps a l'any. Yessad i col. (1992) van desenvolupar un tècnica per a l'avaluació de Ja 

virulència i patogenicitat de P. syringae pv. syringae en perera basada en la inoculació, en 

condicions controlades, de fulles separades de la planta. Amb aquesta tècnica 

s'aconsegueix reduir encara més les necessitats de material vegetal i té l'avantatge que les 
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fu lles són disponibles durant un període més llarg de temps en els arbres, i durant tot 

l'any en plantes mantingudes en hivernacle (obtingudes a partir de llavor o per 

micropropagació). Cal tenir en compte però, que en les inoculacions artificials els 

símptomes poden ser diferents dels observats a camp en condicions naturals. En les 

inoculacions artificials de P. syringae pv. syringae en perera cal realitzar ferida per 

obtenir infeccions i observar símptomes (Yessad i col. , 1992). Això pot modificar 

l'expressió dels símptomes i la severitat de la malaltia, respecte les infeccions naturals. 

Per això, és important la utilització de diferents tècn iques i la comparació dels resultats 

obtinguts. 

Per a realitzar un seguiment en el temps de la resposta de Ja planta o del patogen en 

la interacció, és aconsellable utilitzar plantes senceres, ja que la planta sencera té capacitat 

per desenvolupar mecanismes de defensa que parts separades de la planta (fulles, fruits) 

no tenen (Shaw i Kado, 1988). Brisset (1990) va desenvolupar una tècnica d ' inoculació 

de rnicroplàntules no arrelades de perera obtingudes in vitro, per estudiar la patogenicitat 

d ' Erwinia amylovora. Aquesta tècnica va permetre diferenciar entre varietats resistents i 

varietats sensibles al patogen i entre soques del patogen virulentes i soques no virulentes, 

però no es van diferenciar nivells de sensibilitat en les plantes o de virulència en les 

soques. 

Per a estudiar I' evolució en el temps de determinats aspectes de la interacció de P. 

syringae pv. syringae en perera, com el desenvolupament i severitat de la malaltia, i la 

multiplicació bacteriana en els teixits de la planta, és necessari, posar a punt una tècnica 

d' inoculació artificial del bacteri en perera, uti)jtzant la planta sencera. Aquesta tècnica ha 

de permetre obtenir resultats reproduibles, fer un seguiment clar del desenvolupament de 

la malaltia i poder inocular, de forma f'aciJ i ràpida, gran quantitat de material vegetaL 

Caldrà identificar els símptomes corresponents a Ja infecció del patogen (reacció 

compatible) i a la reacció hipersensible, i diferenciar-los. També s'hauran de determinar 

les concentracions d' inòcul i l'estat fisiològic del material vegetal adients per observar 

símptomes del desenvolupament de les dues respostes (compatible i incompatible) en Ja 

planta. Si Ja tècnica permet estudiar de forma clara diferents aspectes de Ja interacció P. 

syringae pv. syringae-perera podrà ser uti)jtzada per a avaluar l' activitat de derivats del 

fosfonat en la interacció. 

Les plantes de perera obtingudes per micropropagació poden ser un material 

vegetal adient tant per les inoculacions en fulles separades de la planta (estudis de 

sensibilitat varietal i patogenicitat del bacteri), com per inoculacions en Ja planta sencera 
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(estudis del desenvolupament de Ja malaltia o Ja reacció hipersensible, i seguiment de la 

població bacteriana durant la interacció), ja que es pot aconsegu ir material genèticament 

homogeni en condicions ambientals controlables, de tamany reduït i de fàcil manipulació. 

Una de les limitacions d 'aquest tipus de material vegetal és el fet que l'obtenció de 

microcultius només ha estat possible en algunes varietats de perera (Brisset, 1990). 

Com s'ha comentat en la introducció general, un esdeveniment lligat tant a Ja 

patogènia com a la reacció d'hipersensibilitat és l'augment de Ja penneabilitat de Ja 

membrana plasmàtica de Ja cèl·lula vegetal durant la interacció amb el bacteri . Aquest 

fenomen és anterior al desenvolupament dels símptomes visibles en la planta. Diversos 

autors han relacionat aquest fenomen amb el desenvolupament de la reacció hipersen ible 

(Klement i Goodman, l967a; Atkinson i col., 1985a; Atkinson i col. , l985b; Atkinson i 

Baker, 1987), o amb el desenvolupament de la malaltia (Addy, 1976), en inocular bacteris 

fitopatògens en diverses espècies vegetals. Altres han intentat establir la relació entre 

l'augment de penneabilitat i la intensitat de la malaltia en inocular bacteris fitopatògens en 

el seu hoste (Burkowickz i Goodman, 1969; Addy, 1976; Brisset, 1990;.8risset i Paulin, 

1991 ). 

S'han desenvolupat diferents metodologies per mesurar la sortida d'electròlits de 

les cèl·lules vegetals durant la interacció amb bacteris fitopatògens (Klement i Goodman, 

1967b; Atkinson i col., 1985a). Les condicions ambientals (i l·luminació, humitat relativa) 

poden afectar la penneabilitat dels teixit vegetals inoculats (Cook, 1973; Goodman, 

1972). L'edat de Ja fulla i Ja concentració d ' inòcul infiltrada també poden afectar Ja sortida 

d' electròlits de la cèl·lula vegetal durant Ja interacció (Burkowicz i Goodman, 1969; 

Goodman, 1972; Cook, 1975). Brisset ( 1990) va posar a punt una metodologia per 

mesurar els canvis de penneabilitat en Ja cèl·lula vegetal en perera durant la interacció amb 

E. amylovora, utilitzant discs de fulles de plantes de perera infiltrats amb suspensions 

bacterianes. Aquesta metodologia ha estat aplicada a l'estudi de la relació de la sortida 

d 'electròlits en perera amb la virulència d'E. amylovora (Brisset i Paulin, 1991) i de les 

interaccions entre bacteris necrogènics i les plantes (Brisset i col., I 994). 

L' aplicació de la tècnica desenvolupada per Brisset ( 1990) a l'estudi dels canvis de 

penneabilitat en perera en inocular P. syringae pv. syringae o en el desenvolupament de 

la reacció hipersensible, així com la relació entre l'augment de penneabilitat i la virulència 

del patogen, pennetrà establir models de resposta de la perera en funció de la sensibilitat o 

resistència al patogen. Aquests models podran ser utilitzats per estudiar l'efecte dels 

derivats del fosfonat en la interacció P. syringae pv. syringae-perera. 
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3. Aplicació de les metodologies desenvolupades a l'estudi de la 

interacció P. syringae pv. syringae -perera 

La detenninació de l'efecte de l' hoste, el patogen i les condicions ambientals en el 

desenvolupament i severitat de la malaltia, juntament amb la posada a punt de tècniques 

d ' inoculació del patogen en la planta i de metodologies d'estudi de diferents aspectes de la 

interacció, pennetran definir models d 'estudi de la interacció P. syringae pv. syringae -

pe rera. Aquests models consistiran en les combinacions hoste (varietat, estat fenològic), 

patogen (soca, dosi), condicions ambientals i metodologia més adients per estudiar cada 

un dels aspectes de la interacció. Pensant en la posterior aplicació dels models a la 

detenninació de l'efecte de deri vats del fosfonat en la interacció P. syringae pv syringae­

perera, s' ha considerat interessant estudiar els següents aspectes de la interacció: 

En primer lloc , el desenvolupament de símptomes macroscòpics i microscòpics en 

les situacions compatible i incompatible, relacionant-los amb el desenvolupament de la 

malaltia en la interacció compatible i de la resposta hipersensible en la incompatible, i amb 

els canvis estructurals en els teixits de la planta durant la interacció. 

Un altre aspecte de la interacció interessant d'estudiar, és la multiplicació del 

bacteri en l'espai intercel·lular dels teixits de fulla de perera, ja que l' augment de la 

població bacteriana depèn de la compatibilitat hoste-patogen. En la combinació compatible 

sol produir-se un augment de la població en varis ordres de magnitud durant els primers 

dies de la interacció, mentre que en la combinació incompatible, la població bacteriana pot 

augmentar a l' inici, però després s ' atura, no assolint els nivells poblacionals de la relació 

compatible (Goodman i Novacky , 1994). 

En tercer lloc, detenninar la pauta de sortida d'electròlits de les cèl·lules de perera 

inoculades amb P. syringae en funció de la interacció compatible/incompatible i de la 

virulència del patogen. Intentant establir la relació entre la virulència del patogen i lo 

resistència de la planta, i la sortida d ' electròlits, de fonna similar a la definida per perera­

E. amylovora (Brisset i Paulin, 1991 ). 

El coneixement dels canvis estructurals en els teixits de la fulla de perera, la 

multiplicació bacteriana en l'espai intercel·lular i els canvis de penneabilitat de la cèl·lula 

vegetal, durant la interacció, tant en la situació compatible com en la incompatible, serà 

útil per entendre l'activitat dels derivats del fosfonat en el control de P. syringae pv . 

syringae en perera. 
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OBJECTIUS 

L'objectiu d'aquest capítol ha estat desenvolupar models d'estudi de la interacció 

P. syringae pv. syringae-perera que puguin ser aplicats a la determinació de l'efecte de 

derivats del fosfonat en la interacció. Per a això ha estat necessari : 

( I) Determinar l'efecte de factors ambientals (temperatura), l'hoste (sensibilitat 

varietal) i el patogen (virulència) en la infecció de P. syringae pv. syringae en perera. 

(2) Desenvolupar una metodologia que permetj l'estudi de la interacció P. syringae 

pv. syringae -perera en la planta sencera. 

(3) Estudiar aspectes de la interacció P. syringae pv. syringae-perera relacionats 

amb la multiplicació bacteriana, els canvis estructurals dels teixits de l'hoste i els canvis en 

la permeabilitat de la cèl-lula vegetal durant el desenvolupament de la malaltia i de la 

resposta hipersensible. 
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MATERIAL I MÈTODES 

1. Efecte de l'edat de la fulla i de la temperatura d'incubació 

en la infecció 

1.1. Material vegetal 

Es van utilitzar fulles de plantes de perera (Pyrus communis) de la varietat 

Conference clonades i autoarrelades, clon CAY (Agrornillora Catalana S.A., Barcelona), 

obtingudes per micropropagació. Les plantes, de 3 anys, tenien un únic brot 

d'aproximadament I m d'alçada i es trobaven en contenidor de plàstic de 20 cm de 

diàmetre. Les plantes es van forçar a brotar 2 mesos abans de l'experiment per obtenir 

brots joves i en creixement actiu. Durant la brotació es van mantenir en hivernacle i es van 

ferti litzar setmanalment amb una solució de 200 ppm deN-P-K (20- I 0-20). 

En Ja detemúnació de l'efecte de la temperatura les inoculacions es van realitzar 

sobre fulles joves, corresponents a les fulles més tendres de Ja brotació de l'any (primera i 

segona fu lles del brot tendre). En la determinació de l'efecte de l'edat de la fu lla es van 

utilitzar fu lles de dos edats diferents: fuJJesjoves, formades sobre el brot de l' any (últimes 

fu lles del brot tendre) i fulles formades sobre brots de més d ' un any (fulles basals de Ja 

planta). 

En els dos experiments les fuJJes es van recollir el mateix dia en que es van 

realitzar les inoculacions i van ser guardades dins bosses de plàstic a 4 OC fins la 

inoculació. 

1.2. Inòcul 

Es van utilitzar les soques EPS94 i EPSLL3Y de P. syringae pv. syringae 

rullades de teixits necrosats de perera Oa procedència i característiques de les soques 

s'indiquen a la Taula 1.2). 

Es van preparar suspensions d ' l-5 x 108 ufc ml·1 en aigua destil·lada estèril a 

partir de cultius purs de les soques crescuts durant 24 h a 25 oc en agar B de King (King i 

col. , 1954). Les suspensions es van preparar el mateix dia en que es van realitzar les 
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inoculacions i es van mantenir a 4 oc fins al moment d'inocular. Per comprovar Ja 

concentració de les suspensions es van fer dilucions 1: I O de cada suspensió i es van 

sembrar 50 ~ de les dilucions 104 
, 10·5, 10·6 i 10'7 en agar B de King. Les plaques 

sembrades es van col·locar durant 48 hores a 25 oc i es va fer el recompte de les colònies 

de cada placa. 

1.3. Inoculacions incubació 

Abans de realitzar les inoculacions es van desinfectar les fulles submergint-les 

durant 20 segons en una solució d'hipoclorit sòdic comercial (0.5 % clor actiu). A 

continuació es van fer tres rentats amb aigua destil -lada estèril i es van eixugar sobre 

paper de filtre estèril en Ja campana de flux laminar. 

Les fulles es van coi-Jocar dins plaques Petri quadrades de 12 cm de costat que 

contenien una base d'agar sòlid estèril ( 15 g d'agar en l I aigua destii-Jada) i paper de 

filtre estèril a sobre per assegurar Ja humitat en les fulles durant el procés d'incubació. La 

inoculació es va realitzar segons la tècnica descrita per Yessad i col. ( 1992) fent una ferida 

en el nervi principal de la fulla, a 1/3 de Ja base, amb un bisturí i dipositant 20 f.JI de la 

suspensió bacteriana en la ferida (Figura 1.1 ). 

Les plaques amb les fulles inoculades es van precintar amb Parafilm i es van 

col· locar durant 48 hores a 25 °C, 16 h llum i I8°C, 8 h foscor i humitat relativa superior 

al 90%, en l'experiment per determinar l'efecte de l'edat de la fu lla. En l'experiment per 

determinar l'efecte de la temperatura les condicions de temperatura utilitzades van ser: 15 , 

20, 25 i 30°C. En els dos experiments es va utilitzar una cambra de temperatura, humitat 

relativa i fotoperíode controlats (model PGR 15, Conviron, Winnipeg, Manitoba, 

Canadà). 

1.4. Avaluació de la infecció 

A les de 48 hores de les inoculacions es va avaluar Ja presència o absència 

d'infecció i Ja seva severitat per cada una de les fulles. Els símptomes d'infecció 

corresponien a l'aparició de necrosi a partir del punt d' inoculació estenent-se pels nervis i 

la superfície de Ja fulla. Per avaluar Ja severitat de la infecció es van establir els següents 

índexs de severitat (ls): 
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Taula 1.1. Índexs de severitat utilitzats per avaluar la intensitat de la infecció de P. syringae 
pv. syringae en fulles de perera separades de la planta 

Índex de 
severitat 

Símptomes 

O Absència de símptomes 

Necrosi localitzada en el punt d' inoculació 

2 Necrosi del nervi principal de la fulla 

3 Necrosi del nervi principal, secundaris, i/o 
una part de la superfície foliar 

4 Necrosi de més del 50 % de la superfície 
foliar 

A partir dels índexs de severitat de cada fulla (ls) es va calcular la severitat de la 

infecció (S) per cada repetició utilitzant la següent fórmula: 

n 
ris; 

s= i=l x 100 
nx4 

o n: ls: Índex de severi tat de la infecció per cada fulla (I) 
n : Nombre de fulles per repetició en cada tractament 
4: Valor màxim de l'índex de severitat 

1.5. Disseny experimental anàlisi estadística 

En els dos experiments es va realitzar un disseny experimental factorial totalment 

aleatoritzat de dos factors (soca de patogen i temperatura, i soca de patogen i edat de la 

fulla, respectivament), amb dos nivells per la soca, quatre nivells per la temperatura i dos 

nivells per l'edat de la fulla. Com a control es van inocular fu lles amb aigua destil·lada 

estèril. Cada tractament va constar de 3 repeticions de 3 fu lles. 

L' homogeneïtat de les variàncies de la severitat de la infecció dels diferents 

tractaments es va comprovar amb la prova de Bartlett i la distribució normal dels residus 

amb la prova de Shapiro-Wilk. L 'efecte de cada factor en la severitat de la malaltia es va 

avaluar mitjançant l'anàlisi de la variància (ANOVA). L'efecte dels diferents nivells d' un 

factor es va determinar amb la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer 

(P=0.05). Els tractaments estadístics es van realitzar amb el paquet d'aplicacions 

estadístiques JMP per Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc.). 
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2. Sensibilitat de varietats europees de perera a P. syrzngae pv. 

syringae i virulència de diferents aïllats del bacteri 

Per a la determinació de la sensibilitat de diferents varietats europees de perera aP. 

syringae pv. syringae i la virulència de diferents rullats del bacteri, es van realitzar 

inoculacions en dos tipus de material vegetal: fruits immadurs i fu lles joves. Tant les 

inoculacions en fruits immadurs com les inoculacions en fulles joves es van realitzar l' any 

1993, durant el mes de maig, període en que les pereres estaven brotant i els fruits 

estaven quallant per la majoria de varietats. 

2.1 Material vegetal 

Es van utilitzar fruits immadurs de 25 varietats europees de perera i fulles joves de 

45 varietats de la col·lecció de varietats de l'Estació Experimental Agrícola de la Fundació 

Mas Badia (Canet de La Tallada, Baix Empordà, Girona). 

Les varietats utilitzades en les inoculacions en fulles joves van ser: Abate Fétel 1
, 

Alexandriné, Beurre Anjou2
, Beurre Hardy2

, Beurre Hardent Point2
, Blanquilla2 (c lon 

COSEL 840T), Bonne Louise2
, Conference3 (clon INFEL 415A), Devoe4

, Doyenne du 

Comice2
, El Dorado2

, Épine du Mas2
, Flor d'Hivern2

, General Leclerc2
, Grand 

Champion2
, Guyot Precoç5

, Highland2
, Kaiser2

, Magness2
, Maxine2

, Morettini, 

Packam's Triumph2
, Passe Crassane2

, Pierre Comeille2
, President Drouard2

, President 

Héron 2
, Red Rogne2

, Rocha\ Rogue Red2
, Star2

, Starking6
, Super Comice5

, Williams4 

(clon INFEL 415A) i Winter Nellis2
, i els perers autòctons7

: MB-6 (Pera Vermella), MB-

7 (Pera Xata), MB- 11 (Petita de Sant Joan), MB- 12 (Perer de Sant Jaume), MB- 14 

(Perer Bord), MB- 19, MB-20, MB-21 (Pera Verda), MB-22 (Cuixeta), i MB-25 (Set en 

boca). Addicionalment es van inocular fu lles del portaempelt OHF333 (franc híbrid: Oid 

Home x Farmingdale). 

Procedència de les varietats en la CoJ.Iecció de Varietats de Perera de l'Estació Experimental Agrícola de la 
Fundació Mas Badia 

1 I.A.S .M.A. (Instituta Agrario di San Michele all Adige). Trento. Itàlia 
2 S.l.A. (Servicio de Investigación Agraria de la D.G.A.). Montañana. Espanya 
3 D.L. (SA Davodeau Ligonniere). Angers. France 
~ CERTIPLANT. Mollerussa. Espanya 
s D (Pépinières et RoseraJes Georges DELBARD). Malicome. France 
6 P.A.C.A. (Station d'Éxpérimentatjon Arboricole P.A.C.A.). Mallemort. France 
7 M.B. (Estació Experimental Agrícola Fundació Mas Badia). Canet de La Tallada. Espanya 
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En les inoculacions en fruits immadurs es van utilitzar les varietats Abate Fétel, 

Alexandrine, Beurre Anjou, Beurre Hardy, Conference, Devoe, Doyenne du Comice, El 

Dorado, Ercolini, General Leclerc, Grand Champion, Guyot Precoç, Juies Guyot, 

Kaiser, Magness, Morettini , Packam's Triumph, Passe Crassane, Pierre Corneille, 

President Heron, Rocha, Star, Super Comice, Williams, i la varietat autòctona: MB-6 

(Pera Vermella). 

Les diferents varietats tenien uns 1 O anys, estaven empeltades sobre codonyer 

BA29 (Cydonia oblonga) i es trobaven en la mateixa plantació, per tant, havien estat sota 

les mateixes condicions climàtiques i havien tingut els mateix sistema de poda, reg, 

adobat i tractaments fitosanitaris. Els fruits es van recollir en el mateix estadi de 

desenvolupament ( 15 dies després del quallat) per totes les varietats, i es van guardar en 

fred ( 4 °C) fins al moment de les inoculacions. Tots els fruits es van inocular a la vegada. 

Les inoculacions en fulles es van realitzar sobre les més joves dels brots de l'any (primera 

i segona fulles del brot tendre). Les fulles es van recolür el mateix dia en que es van 

realitzar les inoculacions i van ser transportades fins al laboratori dins bosses de plàstic i 

en nevera per evitar una excessiva transpiració. En el laboratori es van guardar a 4 oc fins 

la inoculació. 

2.2. Inòcul 

Es van utilitzar 7 soques de P. syringae pv. syringae de diferent procedència 

(Taula 1.2). Les soques utilitzades van ser EPSMV4, EPS94, EPSLL3Y, EPS 17a, 

2027.37, 1392 i S8. Aquestes soques es van escollir d'entre soques de P. syringae pv. 

syringae aillades de plantes de Girona, Lleida, França i Regne Unit. Es van escollir 

soques que diferissin en alguns caràcters bioquímics (Taula 1.3) i que procedissin de 

material vegetal i zona geogràfica diferents (Taula 1.2). Totes les soques havien estat 

identificades com aP. syringae pv. syringae segons l'esquema de Lelliott i col. ( 1966) 

per la identificació de pseudomonats fluorescents fitopatògens (Montesinos, no publicat). 

2.2.1. Obtenció de cultius del bacteri en medi sòlid 

Les soques utilitzades estaven conservades en forma de liofilitzat. Abans de 

començar les inoculacions es van resuspendre en 2 ml de brou B de King (King i col.. 

1954) i es van incubar a 25 oc durant 24 hores. Els cultius es van sembrar per estria en 
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agar B de King i es van fer créixer a 25 oc durant 24 hores. Els cultius purs obtinguts es 

van guardar a 4 oc. Aquests cuJtius van ser utilitzats per preparar l'inòcul en cada 

experiment. 

Taula 1.2. Procedència de les soques de P. syringae pv. syringae utilitzades en les 
inoculacions 

Soca Data aïllament Zona Hoste Òrgan o teixit 
geogràfica 
ai1/ament 

EPSMY4 • maig 1990 Girona Pyrus communis necrosi de flor 
(General Leclerc) 

EPS94 " abril 1987 Girona Pyrus commrmis necrosi de pistil 

EPSLL3Y " octubre 1987 Lleida Pyrus communis necrosi de borrons 
(Conference) 

EPS17a • gener 1987 Girona Pyrus communis borrons sans 

2027.37 b 1983 França Pyrus communis fulla 
(3077) 

1392 b 1950 Regne Unit Syringa vulgaris lesions 

S8 ' d d Regne Unit Pyrus communis dd 

" Col·lecció de soques de l' Institut de Tecnologia Agroalimentària (INTEA, Universitat re 
Girona) 
b Collection Française de Bactéries Phytopathogènes (INRA Angers. France). Entre parèntesi 
s' indica la nova referència de la soca a la CFBP, ja que s'ha inclòs a la col.lecció l'any 1997 
e Col·lecció de l'East Mailing Research Station ( Maidstone, Kent, Anglaterra) 
a d: desconegut 

2.2.2. Obtenció de suspensions 

Es van preparar suspensions d' l-5x 108 u fc ml-' just abans de fer les inoculacions. 

Es van resuspendre en aigua destil·lada estèril colònies dels culti us purs de cada soca 

crescuts durant 24 h a 25 oc en agar B de King (King i col., 1954) i es van mantenir en la 

nevera a 4 oc fins al moment de la inoculació. 

Per ajustar la concentració de les suspensions a 1-5 x 108 u fc ml ' es va utililZar un 

espectrofotòmetre. En assajos previs s'havia determinat que una concentració de I 08 ufc 

mr' de P. syringae pv. syringae corresponia a una absorbància de 0.2 a una longitud 

d'ona de 600 nm. Per comprovar la concentració de les suspensions que es van inocular 

es van fer dilucions I: I O de les suspensions i es van sembrar 50 ¡..tl de les dilucions I o-4, 
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Taula 1.3. Principals característiques bioquímiques de les soqut>s de P. syringae pv. syringae 
utilitzades (Gardan, L.; Manceau,C.; Montesinos, E., dades no publicades) 

Prova Soca 

EPS17a EPSLL3Y 2027 .37 EPS94 EPSMV4 ss 1392 
Levans + + + + + + + 
Oxidasa 
Gelatina + + + + + + + 
Arginina 
Nitrat a N2 

Mani tol + + + + + + + 
Benzoat 
0-Cel·lobiosa 
Sorbitol + + + + + + + 
Trealosa 
Sacarosa + + + + + + + 
L-Tartrat 
O-Tartrat + 
O-Arabinosa 
L-Ramnosa 
L-Aspartat + + + + + + + 

2-Cetoglutarat + + + 
Malonat + 
N-Caproat + + + + 
Piruvat + 

OL-5aminobutirat + + + 
Glicina 
L-Cisteïna + 
L-Leucina + + + + + 
Sarcosina + + 
Glucosamina + + + + 

Hipersensibilitat en + + + + + + + 
tabac 

ONAsa + + + + + 

10·5, 10·6 i 10·7 en agar B de King estèril (King i col., 1954). Les plaques es van col· locar 

48 hores a 25 oc i es va fer el recompte de les colònies de cada placa. 

2.3. Inoculacions incubació 

Abans de realitzar les inoculacions es va desinfectar el material vegetal 

submergint-lo durant 20 segons, en el cas de les fulles, i 5 minuts, en el cas dels fruits, 

en una solució d 'hipoclorit sòdic comercial (0.5 % clor actiu). A continuació es van fer 

tres rentats amb aigua destil ·lada estèril i es van deixar eixugar sobre paper de filtre estèril 

en la campana de flux laminar. 
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Inoculacions en fulles separades de la planta 

Les fulles , desinfectades i deixades eixugar en la campana de flux, es van 

col·locar dins plaques Petri quadrades de 12 cm de costat que contenien una base d'agar 

sòlid estèril ( 15 g d'agar en l I aigua destil·lada) i paper de filtre estèril a sobre, per 

assegurar la humitat durant el procés d'incubació. La inoculació es va realitzar segons la 

tècnica descrita per Yessad i col. ( 1992) (veure apartat 1.3) dipositant 20 !JI de la 

suspensió bacteriana en una ferida realitzada en la fulla (Figura 1.1 ). Les plaques amb les 

fulles inoculades es van precintar amb Parafilm i es van incubar a 25°C, 16 h llum i l8°C, 

8 h foscor durant 48 hores en una cambra d'ambient controlat (model POR 15, Conviron, 

Winnipeg, Manitoba, Canadà). 

Inoculacions en f ruits immadurs 

Les inoculacions es van realitzar mitjançant ferida, impregnant la punta d'una 

agulla emmanegada estèril amb els cultius bacterians en medi sòlid i punxant amb l'agulla 

la superfície del fruit (Figura 1.2). A cada fruit s'hi van realitzar tres inoculacions amb la 

mateixa soca de P. syringae pv. syringae. Es va realitzar un control punxant fruits de 

cada varietat amb l'agulla emmanegada estèril sense passar pel cultiu bacterià. Com a 

referència es van inocular fruits amb un bacteri sapròfit, P. fluorescens EPSB4, aïllat de 

borrons de perera de plantacions de Girona, procedent de l'INTEA-UdG. Els fruits 

inoculats es van col·locar sobre una gradeta dins una safata amb aigua desti l·lada, de 

manera que el peduncle del fru it passés pel forat de la gradeta i quedés en contacte amb la 

superfície de l'aigua, evitant així la seva deshidratació. Les safates amb els fruits es van 

posar dins bosses de plàstic transparent, humitejades amb aigua estèril per la seva cara 

interna i es van tancar hermèticament. A continuació es van incubar durant 4 dies a 25°C, 

16 hores Uum i 18 oc, 8 hores foscor en una cambra de temperatura controlada (model 

Hotcold, Selecta, Espanya). 

2.4. Avaluació de la infecció 

Passat el període d 'incubació (48 hores en el cas de les fulles i 4 dies en el cas dels 

fruits) es va avaluar la presència d'infeccions i la seva severitat per cada una de les 

inoculacions realitzades en les fulles o fruits . En les fulles els símptomes, en cas d'haver­

hi infecció, corresponien a necrosis iniciades en el punt d'inoculació que avançaven pel 

nervi principal i, segons la severitat, s'estenien pels altres nervis i pel limbe de Ja full a. 
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En els fruits, els símptomes d'infecció eren necrosis al voltant del punt 

d'inoculació, estenent-se per Ja superfície del fruit. Per avaluar la severitat de les 

infeccions es van establir uns índexs de severitat (ls) diferents segons es tractés de fulles 

o de fruits (Taula 1.4). 

Taula 1.4. Índexs de severitat (ls) utilitzats per avaluar la intensitat de la infecció de 
diferents soques de P. syringae pv. syringae en fulles i fruits de varietats de perera 

Símptomes 

ls Fruits 

o Absència de símptomes 

Necrosi localitzada al punt d'inoculació. 

2 Necrosi inferior a 5 mm de diàmetre 

3 Necrosi de 5 a 10 mm de diàmetre 

4 Necrosi superior a I O mm de diàmetre 

2.5. Disseny experimental 

Fulles 

Absència de símptomes 

Necrosi localitzada al punt d' inoculació 

Necrosi del nervi principal de la fulla 

Necrosi del nervi principal, secundaris, 
ilo una part de la superfície foliar 

Necrosi de més del 50 % de la 
superfície foliar 

Tant en les inoculacions en fruits com en fulles es va realitzar un disseny 

experimental factorial totalment aleatoritzat amb dos factors (soca de patogen i varietat de 

perera). Les varietats de perera i soques del patogen avaluades van ser diferents en funció 

del tipus d'inoculació. 

Inoculacions en fruits immadurs 

En la determinació de la sensibiHtat varietal a P. syringae pv. syringae es van 

inocular 25 varietats de perera (apartat 2.1) amb 2 soques del bacteri (EPS 17a i 2027 .37). 

En la determinació de la virulència d' aïllats del bacteri es van inocular 7 soques del 

patogen (Taula 1.2) en 4 varietats de perera (Conference, Passe Crassane, Rocha i 

Williams). Com a control es van inocular fruits de les diferents varietats amb aigua 

destil·ladaestèril i amb el bacteri sapròfit P.fluorescens EPSB4. EI disseny experimental 

va consistir en 9 fruits per tractament amb tres inoculacions per fruit. 
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Cultius purs en medi sòlid 
( agar B de IGng) 

Creixement de 12 a 24 h a 25 oc 

1 

~~~ 
Obtenció dc suspensions bacterianes 

en aigua destil.lada estèril 

Recollida i desinfecció de les fulles 

Desinfecció en una solució d'hipoclorit 
sòdic (0.5% clor actiu) 

Col.locació de les fulles sobre paper de fi ltre 
estèril en plaques petri amb una base d'agar 

Realització d'una ferida en la 
fulla amb un bisturí estèril 

Inoculació de 20 ¡.¡1 de la suspensió 
bacteriana sobre la ferida 

Incubació durant 48 h a 25 °C, 
16 h llum i 18 °C, 8 h foscor 

Avaluació de la severitat 
dc la infecció 

Figura 1.1. Procediment per a la inoculació de P. syringae pv. syringae i l'avaluació de la 
infecció en fulles de perera separades de la planta. 
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Inoculacions en f ulles 

La sensibilitat varietal a P. syringae pv. syringae i la virulència d'amats del 

patogen es van determinar en un experiment combinat en el que es van inocular 45 

varietats europees de perera (apartat 2.1 ) amb 7 soques de P. syringae pv. syringae 

(Taula 1.2). Com a control es van inocular fulles de cada varietat amb aigua destil·lada 

estèril. Es van inocular també fulles de les varietats Conference, Passe Crassane i Abate 

Fétel amb el bacteri sapròfit P. fluorescens EPSB4. Cada tractament va consistir en un 

total de 9 fulles. 

2.6. Anàlisi estadíst ica 

Per cada tractament es va obtenir la freqüència de cada un dels índexs de severitat 

(ls ). Per cada experiment, aquestes freqüències es van representar en taules de 

contingència pels diferents factors i nivells. A partir d'aquestes freqüències es va realitzar 

l'anàlisi estadística per determinar l'efecte de la varietat de perera i la soca de patogen en la 

severitat de la infecció, utilitzant el mètode d 'anàlisi de dades categòriques de màxima 

versemblança (Sokal i Rohlf, 1981; Fienberg, 1994 ). Aquest TTiètode permet ajustar les 

freqüències observades acumulades a un model lineal que segueix una funció logística. 

Permet avaluar l' ajust de les freqüències observades a les esperades (bondat d'ajust) i 

determinar l'efecte dels factors en el model (de forma similar a l' anàlisi de la variància en 

variables quantitatives). 

Amb aquest mètode es van obtenir models loglineals per relacionar l'índex de 

severitat amb la varietat de perera i/o soca de patogen. La bondat d ' ajust de cada model es 

va avaluar amb Ja prova de la relació de versemblança utilitzant l'estadístic X2 (chi 

quadrat) (Sokal i Rohlf, I 98 I; Fienberg, 1994 ). En cas d'obtenir models amb bon ajust 

((P>X2)<0.05) es va determinar l'efecte dels diferents factors (varietat, soca i interacció 

varietat-soca) en la severitat de Ja malaltia amb la prova de X2
• 

Les anàlisis estadístiques es van realitzar amb el paquet d'aplicacions JMP per 

Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc.). 
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Cultius purs de P. syringae pv. 
syringae en medi sòlid 

( agar B de King) 

Creixement de 12 a 24 h a 25 oc 

\ 

Recollida i desinfecció dels fruits 

Desinfecció en una solució d'hipoclorit 
sòdic (0.5% clor actiu) 

Inoculació dels fruits per picada amb una agulla estèril impregnada 
amb la colònia bacteriana 

! 

Col.locació dels fruits en safates amb aigua destil.lada estèri l dins bosses de 
plàstic humitejades i precintades. Incubació a 25 °C, 16 h llum i 18 °C, 8 hores 

foscor, durant 4 dics 

Avaluació dc la severitat de la infecció 

Figura 1.2. Procediment utilitzat en les inocul acions de P. syringae pv. syringae en fru its 
immadurs de pere ra. 
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3. Desenvolupament d'una metodologia per a l'estudi de la 

interacció P. syringae pv. syringae - perera en planta 

Es va posar a punt una tècnica per a la inoculació del patogen en fu lles de perera 

sobre la mateixa planta, permetent així la incubació de la planta sencera. Es va detenninar 

l'efecte de la concentració d' inòcul i de l'edat de la fu lla (o posició de Ja fulla en Ja planta) 

en el desenvolupament i la severitat de les infeccions. 

3.1. Efecte de la dosi de patogen i de l'edat de la fulla en la severitat 

3.1.1. Material vegetal 

Es van utiJitzar plantes de perera (Pyrus communis) de la varietat Conference 

clonades i autoarrelades, clon CAV (Agromillora Catalana S.A. , Barcelona), obtingudes 

per micropropagació. Les plantes eren homogènies i havien estat forçades a brotar entre 

15 dies i 1 mes abans de les inoculacions, per obtenir brots en creixement actiu. Aquestes 

plantes tenien les mateixes característiques que les utilitzades en els assajos anteriors 

(apartat 1.1 pàg. 29). 

3.1.2. Inòcul 

Es va utilitzar la soca EPS94 de P. syringae pv. syringae (Taula 1.2). Es van 

obtenir suspensions d' I xl01
, I xl02

, I xl03
, I xl04

, I xl05
, I xi06

, I xl07 i lxl08 ufc 

mt·•, en aigua destil·lada estèril a partir de cultius purs crescuts durant 24 h a 25 oc en 

agar B de King (King i col. , 1954). Les concentracions de les suspensions es van ajustar 

amb un espectrofotòmetre tenint en compte que l08 ufc rnJ-1 correspon a una absorbància 

de 0.2 a una longitud d'ona de 600 nm. Per comprovar la concentració es van fer 

di lucions 1: 10 de les suspensions i es van sembrar 50 ¡.Jl de les dilucions que donessin 

entre 30 i 300 ufc en plaques amb agar B de King (King i col. , 1954). Les plaques es van 

col·locar a 25 oc durant 48 hores i posteriorment es va fer el recompte de colònies. 
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3.1.3. Inoculacions incubació de les plantes 

Les inoculacions es van realitzar en les fulles per microinfiltració localitzada de 50 

¡JJ de la suspensió bacteriana amb una agulla hipodèrmica estèril connectada a una 

microbureta automàtica (microBU2031, Crison Instruments S.A., Espanya). La 

microbureta tenia una capacitat de 500 ¡JJ de volum, i era controlada per ordinador de 

manera que la injecció, i el buidat i omplert de la bureta amb les suspension bacterianes 

es feien automàticament. L'agulla hipodènnica estava adaptada a unes pinces dotades per 

la cara interior d'una superfície de goma. L'agulla travessava des de l'exterior la goma 

d'un dels dos costats. Per inocular el patogen es posava la fulla entre Ja pinça i es feia 

pressió sobre la fulla amb les superfícies de goma per no lesionar-la. D'aquesta manera, 

la fulla es punxava amb l'agulla i la pressió de les pinces sobre els dos costats de Ja fulla 

al voltant del punt d'inoculació forçava la suspensió bacteriana a penetrar en l'espai 

interceJ.Iular del mesofi l·le de Ja fulla. Es feia coincidir la pressió de les pinces amb Ja 

injecció de líquid de Ja microbureta. D'aquesta manera s'agilitaven les inoculac.ions i 

s'estandarditzava la tècnica (Figura 1.3). El control de Ja microbureta es va realitzar 

mitjançant un programa en BASTC modificat a partir d' un programa utilitzat per realitzar 

valoracions en química analítica (de La Torre, com. pers.). 

Control de la infiltració 

Ordinador personal amb 
control de la succió i injecció 
de la suspensió bacteriana a 

través de la microbureta 
automàtica. 

Control del volum de líquid 
infiltrat i de la cadència 

d'infiltració 

Injecció de la suspensió 
bacteriana 

Microbureta automàtica 
(500 ¡.¡1 volum total). 

Injecció automàtica de petits 
volums de la suspensió amb 

una cadència programada 

Infiltració de la suspensió 
bacteriana en les 

Suspensió 
bacteriana 

Pinça amb gomes (per no lesionar la fulla) i una 
agulla hipodèrmica connectada per un tub a la 
vàlvula de sortida de la microbureta 

Figura 1.3. Esquema dels components de l'aparell utilitzat per a la microinfiltració de 
suspensions bacterianes en fulles de plantes de perera. 
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Per a la determinació de l'efecte de la concentració de patogen en la severitat de la 

malaltia es van inocular totes les fulles de la planta. En cada fuJia es van inocular 4 dosis 

amb dues repeticions per dosi, de manera que en dues fulles situades a un mateix nivell hi 

hagués inoculades les 8 dosis de patogen. Com a control es van inocular plantes amb 

aigua destil·lada estèril. Addicionalment es van inocular tres plantes amb el bacteri 

sapròfit P.jluorescens EPSB4 a la concentració d' 1-5 x 108 ufc ml" 1
• 

Per a la determinació de l'efecte de l'edat de la fulla en la severitat de la malaltia es 

van inocular totes les fulles de cada planta amb suspensions d' Ix I 06
, Ix I 07 i Ix 108 u fc 

ml' 1 del patogen. En cada fu lla es van inocular les tres dosis amb dues repeticions per dosi 

(una a cada costat del nervi principal). Com a control es van inocular plantes amb aigua 

destil·lada estèril. 

Les plantes inoculades es van incubar durant 5 dies en una cambra d'ambient 

controlat (model PGR15, Conviron, Winnipeg, Manitoba, Canadà) a 25°C, 16 hores llum 

i 18 °C, 8 hores foscor, i humitat relativa del 70-80%. Durant la incubació les plantes es 

van regar amb aigua destil·lada. 

3.1.4. Avaluació de la severitat de la malaltia 

En cada una de les inoculacions realitzades es va avaluar la presència de 

símptomes i la severitat de la infecció als 5 dies de la incubació de les plantes. La 

presència d'infeccions corresponia a l'aparició de necrosi al voltant del punt d'inoculació. 

En funció de la severitat es van establir quatre índexs de severitat (ls) (Taula 1.5). 

Taula 1.5. Descripció dels índexs de severitat utilitzats per avaluar la intensitat de la infecció 
de P . syringae pv. syringae en fulles en plantes de perera inoculades per microinfiltració 
localitzada 

Índex de severitat (l s) 

o 

2 

3 

Símptomes 

Absència de necrosi 

Necrosi localitzada al punt d'inoculació 

Necrosi al voltant del punt d'inoculació, bloquejada i 
sovint limitada per una regió cloròtica 

Necrosi progressiva a partir del punt d'inoculació 
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La severitat de la malaltia per planta (SP) o la severitat Je la infecció per fulla (S1) 

es van calcular a partir dels índexs de severitat amb les fórmules que s' indiquen a 

continuació. Per diferenciar conceptualment el desenvolupament d'infeccions i de la 

malaltia en la planta sencera o en cada una de les fulles, es va considerar adient utiJitzar la 

terminologia severitat de la malaltia en fer referència a la severitat en la planta sencera i 

severitat de La infecció en referir-nos a la severitat en òrgans de la planta (en aquest cas 

fulles). 

La severitat de la infecció per fulla es va calcular amb la següent fórmula: 

11 

"i f si 
S¡=i=l xiOO 

nx3 

on : S¡: Severitat de la infecció per fulla 
n: Nombre d'inoculacions per fulla 
i: Inoculació en la fulla 

ls: Índex de severitat de la inoculació 

La severitat de la malaltia per planta es va calcular amb la fórmula: 

N on: 
"ilsj 
j=l 

Sp= N x 3 x 100 

SP: Severitat de la malaltia per planta 
N: Nombre d'inoculacions per planta 
j: Inoculació en la planta 

ls: Índex de severitat de la inoculació 

Per a la determinació de l'efecte de l'edat de la fulla (o la posició de la fulla en la 

planta) es va utilitzar la severitat de la infecció per fu lla i per a la determinació de l'efecte 

de la dosi de patogen es va utilitzar la severitat de la malaltia per planta. 

3.1.5. Disseny experimental 

Es va realitzar un disseny factorial totalment a l'atzar. Cada tractament va constar 

de tres repeticions amb tres plantes per repetició. 

3.1.6. Anàlisi estadística 

En tots els experiments es va comprovar l'homogeneïtat de les variàncies dels 

valors de severitat dels diferents tractaments, utilitzant la prova de Bartlett, i la distribució 

normal dels residus amb la prova de Shapiro-Wilk. 
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L'efecte de la dosi de patogen en la severitat de la malaltia es va determinar 

mitjançant una anàlisi de la covariànça (ANCOV A) en considerar la dosi de patogen com a 

variable contínua. L'efecte de l'edat de la fulla en la severitat de la infecció es va 

determinar mitjançant una anàlisi de la covariància incloent la dosi de patogen com a 

covariable. 

Els tractaments estadístics es van real itzar amb el paquet d'api icacions 

estadístiques JMP per Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc.). 

3.2. Cinètica de la multiplicació de P. syringae en perera 

Es va estudiar la multiplicació de P. syringae en l'espai intercel·lular de fulles de 

perera en la situació compatible i en la incompatible. 

3.2.1. Material vegetal 

Es van utilitzar plantes de perera de la varietat Conference autoarrelades i clonades 

(clon CA V) obtingudes per micropropagació (Agromillora Catalana, S.A., Barcelona). 

Aquestes plantes tenien 2 anys, un sol brot d'uns 40 cm d'alçada i estaven en contenidors 

de plàstic d' l I. Les característiques de creixement i manteniment de les plantes van ser 

similars a les utilitzades en els assajos anteriors (aparats 1. 1 i 3.1. 1 ). 

3.2.2. Inòcul 

Es van utilitzar les soques EPS94 i SD68. La soca P. syringae pv. syringae 

EPS94 és patògena en perera, virulenta i desenvolupa la reacció compatible en ser 

inoculada en una varietat sensible de perera (veure Taula 1.2). La soca P. syringae pv. 

phaseolicola SD68 és patògena i virulenta en mongetera (Phaseolus vulgaris), no 

patogena en perera, i desenvolupa la reacció incompatible en ser inoculada en perera. 

Aquesta soca procedia de la Collection Française de Bactéries Phytopathogènes (CFBP, 

INRA Angers, France). Es van preparar suspensions d'lx 107 i lx 108 ufc m1·1 en aigua 

destil·lada estèril a partir de cultius purs de cada soca, crescuts durant 24 ha 25°C en agar 

B de King (King i col. , 1954). L'ajust i comprovació de la concentració de les 

suspensions es va realitzar com s'ha descrit anteriorment (apartat 3.1.2 pàg. 41). 
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3.2.3. Inoculació incubació de les plantes 

Les inoculacions es van realitzar per microinfiltració localitzada en les fulles 

mitjançant Ja tècnica descrita a l'apartat 3.1.3 (pàg. 42), inoculant totes les fulles de cada 

planta. En una mateixa fulla es van realitzar dues inoculacions amb cada una de les dosis 

d' inòcul. Com a control es van inocular plantes amb aigua destil·lada estèril. 

Les plantes inoculades es van incubar durant 5 dies en una cambra d'ambient 

controlat (model PGRI5, Conviron, Winnipeg, Manitoba, Canadà) a 25 °C, 16 h llum i 

I8°C, 8 h foscor, i humitat relativa del 70-80%. Durant la incubació les plantes es van 

regar amb aigua desti l·lada. 

3.2.4. Avaluació de la super vivència multiplicació bacteriana en 

les plantes de per era inoculades 

El recompte de bacteris de les soques inoculades (ufc mm·2 fulla) es va realitzar a 

les O, 24 i 48 h de les inoculacions. Es van agafar 6 discs de 4 mm2 de superfície del 

voltant del punt d'inoculació per cada tractament i repetició i es van homogeneïtzar amb 

un Politron (Politron PT 3000, Kinematica) en 5 ml d'aigua destil·lada estèril durant 5 

minuts a 10000 rpm. Es van fer dilucions I: I O de cada mostra i es van embrar 20 ~ de 

les dilucions 10·2, 1 o·3 i 10'4 en agar B de King. Les plaques es van incubar 48 h a 25°C 

es va fer el recompte de colònies de cada soca. 

3.2.5. Disseny experimental 

Es va realitzar un disseny factorial totalment aleatoritzat amb tres factors (soca, 

dosi de patogen i temps), dos nivells per la soca i Ja dosi de patogen, i tres ni vells pel 

temps. Cada tractament va constar de tres repeucions de tres plantes. 

3.2.6. Anàlisi estadística 

L' homogeneïtat de les variàncies del nivell poblacional de bacteris dels diferents 

tractaments es va comprovar amb la prova de Bartlett. La distribució nonnal dels residus 

es va avaluar amb la prova de Shapiro-Wilk. 
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L'efecte dels diferents factors i les interaccions en la multiplicació bacteriana es va 

determinar mi~ançant una anàlisi de la covariància (Al'\fCOV A). Es va utilitzar com a 

variable dependent la mitjana del nombre de bacteris viables per mm2 de fulJa 

(transformats en Log10) de les tres repeticions de cada tractament, la soca de patogen com 

a variable independent i el temps i la dosi de patogen com a covariables. 

3.3. Desenvolupament de símptomes i canvis estructurals en els teixits 

de fulla de perera durant la interacció 

Es va realitzar un seguiment visual de l'aparició dels símptomes i infeccions, al 

llarg de la incubació, en les fulles de les plantes inoculades, i es van observar els canvis 

estructurals en els teixits de les fulles. Per a això, a les 48 hores de la inoculació es van 

agafar discs foliars de 0.5 cm de diàmetre de la zona infiltrada amb cada bacteri a la dosi 

d ' Ix I 08 u fc m1·1 i es van processar per a l'observació al microscopi òptic i als 

microscopis electrònics de rastreig i de transmissió. Per cada tractament es van agafar 6 

discs de fulla. El processament de les mostres per a I' observació als microscopis 

electrònics va ser realitzat pel Servei de Microscòpia de la Universitat de Girona. 

L'observació també es va realitzar amb els microscopis del Servei. 

Per a I' observació al microscopi electrònic de rastreig les mostres es van fixar en 

gluteraldehid al 2.5% en tampó cacodilat 0.1 M, a continuació es van deshidratar amb una 

sèrie alcohòlica i es van assecar mitjançant la tècnica del punt crític amb C02 (Emitech 

K950). Les mostres es van muntar amb plata col.loïdal i es van recobrir amb or (Emitech 

K550). L' observació es va realitzar amb un microscopi electrònic Zeiss DSM 960A de 

3.5 nm de resolució i a 30KV de voltatge d'acceleració. 

Per a l'observació al microscopi electrònic de transmissió les mostres es van fixar 

amb gluteraldehid 2.5% en tampó cacodilat O. IM pH 7. 1, durant 4 hores. La postfixació 

es va realitzar amb tetraòxid d'osmi l% en tampó cacodilat O. IM durant 2 hores, i la 

deshidratació mitjançant una sèrie gradual d'acetona. Les mostres fixades i deshidratades 

es van incloure en reïna SPURR. Es van fer talls sernifins de les mostres incloses en la 

reïna i es van observar al microscopi òptic després d'haver-los tenyit amb blau de meúlé 

aquós 0.5%, per a localitzar les zones d'interès per a l'observació al microscopi 

electrònic. A continuació, es van obtenir talls ultrafins (80-1 00 nm) amb un ultramicròtom 

(model ULTRACUT, REICHERT (LEICA)). Els talls uJtrafins es van muntar en reixetes 

de coure (200 mesh) i es van contrastar amb acetat d'uranil aquós 2% i citrat de plom, 
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seguint la tècnica de Reynolds (l963). L'observació es va realitzar amb un microscopi 

electrònic Zeiss EM 9 10 de 0.3 nm de resolució i a 60KV de voltatge d'acceleració. 

4. Estudi de la interacció P. syringae pv. syringae - perera 

mitjançant la infiltració de discs foliars i pèrdua d 'electròlits 

Es van mesurar els canvis produïts en la permeabilitat de les cèl ·lules de perera 

durant la interacció amb bacteris fitopatògens virulents (situacions compatible i 

incompatible) i a virulents. Es va utilitzar la tècnica desenvolupada per Brisset ( 1990) per 

mesurar la sortida d'electròlits en teixits foliars de perera durant la interacció amb Erwinia 

amylovora. 

4.1. ~aterial vegetal 

Es van utilitzar plantes de perera de la varietat Passe Crassane obtingudes de llavor 

i mantingudes en hivernacle fins al moment de les inoculacions. Les inoculacions es van 

realitzar en plantes joves, d'aproximadament 1 mes amb brots en creixement actiu. 

4.2. Inòcul 

Es van inocular els bacteris P. syringae pv. syringae 2027.37, P. syringae pv . 

syringae 2831 i P. syringae pv. tabaci 2 I 06. Les soques 2027.37 i 2831 són a:illades de 

perera, la primera és una soca virulenta i desenvolupa la reacció compatible en ser 

inoculada en una varietat sensible de perera, i la segona és avirulenta i no desenvolupa 

reacció en ser inoculada en perera. La soca P. syringae pv. tabac i 2106 és patògena i 

virulenta en tabac, desenvolupa la reacció incompatible en ser inoculada en perera. Les 

característiques i procedència de les tres soques es descriuen a la Taula 2.3. 

L'inòcul es va preparar a partir de cultius purs de les diferents soques crescuts 

durant 24 ha 25°C en agar B de King (King i col., 1954). Es van preparar suspensions 

resuspenent e ls cultius de cada placa (en els que s'havia realitzat una sembra en 

superfície) en 10 ml d'aigua destil· lada estèril i es va fer un rentat per centrifugació durant 

10 minuts a 12 000 gi 5°C. El precipitat es va resuspendre en amortidor fins a l'obtenció 
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d' una concentració d ' inòcul d'Ix 109 ufc mr1
• Es va utilitzar l' amortidor MES (àcid 2-

[N-morfino] etanosulfònic) 0.5 mM+ CaCI 0.5 mM (pH 6). 

4.3. Infiltració de les suspensions bacterianes en els discs de fulla 

Tot e l material de laboratori es va rentar amb aigua àcida (àcid clorhídric l 0%) i es 

va esterilitzar a l'autoclau abans de la seva utilització. 

La infiltració es va realitzar en discs de fulles utilitzant les fulles basals de les 

plantes. Les fu lles es van desinfectar submergint-les en una solució d ' hipoclorit sòdic 

comercial ( 1.25% clor actiu) durant 3-4 minuts, seguit de dos rentats amb aigua corrent i 

un rentat amb aigua destil·lada. Una vegada desinfectades es van tallar discs foliars de 12 

mm de diàmetre procurant no agafar els nervis princ ipals, ni fer ferida, i es van col·locar 

en tubs que contenien 15 ml de la suspensió bacteriana o d ' amortidor MES (àcid 2-[N­

morfino] etanosulfònic) 0.5 mM + CaCI2 0.5 mM (pH 6). La infiltració de les 

suspensions o l' amortidor es va realitzar fent el buit (30 KPa) durant 20 minuts. A 

continuació es van eixugar els discs sobre paper de filtre estèril en Ja campana de flux 

laminar. Per cada tractament es van fer 4 repeticions amb 5 di scs per repetició. Els discs 

infiltrats amb l' amortidor es van utiJitzar com a control no inoculat amb bacteris. 

Els 5 discs de cada repetició es van col·locar en tubs amb lO ml d' amortidor MES 

0.5 mM + CaCI2 0.5 mM (pH 6) i es van incubar a 25° C, llum (8000 Lux) i agitació 

durant 48 hores. 

4.4. Recompte de la quantitat de bacteris infiltrats per disc de fulla 

Per cada repetició es van agafar 3 discs de fulla acabats d' infiltrar amb les 

suspensions bacterianes. Es van eixugar en la campana de flux laminar i es van triturar i 

homogeneïtzar en 2 ml d'aigua destil ·lada estèriJ. Es van fer dilucions I: lO en aigua 

destil·lada estèri l de l' homogeneïtzat i es van sembrar 20 ¡.d de les dilucions 10'2 i 10"3 en 

agar B de King (King i col. , 1954). Les plaques es van col·locar durant 48 h a 25° C i 

foscor i es va fer el recompte del nombre de colònies. La concentració de bacteris infiltrats 

es va expressar en ufc disc·1• 
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4.5. Determinació dels canvis en la permeabilitat dels teixits de discs 

de fulla 

Els canvis de permeabilitat es van quantificar mesurant la conductivitat de les 

solucions d'incubació dels discs de fulla infiltrats amb les suspensions bacteriane o amb 

Ja solució d'amortidor. Les lectures es van efectuar a l'inici de Ja incubació i cada dues 

hores durant les 6-8 primeres hores d' incubació. A partir de les 8 hores d'incubació les 

lectures es van efectuar a intervals de temps més llargs (cada 4- 12 h). Per mesurar la 

conductivitat es va uti litzar un conductímetre manual (XE 170, Hanna Instruments). 

Addicionalment es va determinar Ja conductivitat màxima de cada mostra 

con iderant que aquesta corresponia a la conductivitat del medi d'incubació quan 'hagués 

produït la sortida de tots els electròlits de les cèl·lules al medi extracel·lular. Per 

aconseguir Ja sortida de tots els electròl its es procedia, al final de la incubació, a congelar 

els discs en les solucions d'incubació a -80°C i al cap de 12-24 h es descongelaven 

passant les mostres directament del congelador a aigua bullint, al bany Maria, durant I O 

minuts. Una vegada descongelades es va mesurar la conductivitat de la solució 

d' incubació de cada mostra refredada a 20-25 oc. 

4.6. Disseny experimental 

Es va realitzar un disseny experimental totalment aleatoritzat, amb un factor (soca 

bacteriana) de quatre nivells (tres soques i el control). Cada tractament va constar de 4 

repeticions amb cinc discs per repetició. 

4. 7. Tractament de les dades anàlisi estadística 

Als valors de conductivitat corresponents a cada temps, repetició i tractament s'hi 

va restar la conductivitat inicial (mesurada en el moment d' inciar la incubació) amb la 

finalitat d'homogeneïtzar les dades en l'origen. Amb aquests nous valors de conductivitat 

relativitzats per la conductivitat inicial de cada mostra es van realitzar totes les anàl isis 

estadístiques. 
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4.7.1. Anàlisi de la cinètica de pèrdua d'electròlits 

Per obtenir paràmetres cinètics a partir dels valors de conductivitat es va 

considerar que la sortida d 'electròlits de la cèl·lula vegetal al llarg del temps és funció de 

la quantitat màxima d'electròlits que pot sortir (Cmax) i de la quantitat d 'electròlits que ha 

sortit de la cèl·lula en cada moment (C ), és a dir, de la quantitat d'electròlits susceptible 

de sortir en cada instant. Aquesta relació es pot descriure amb la següent equació 

diferencial que correspon a un model no lineal mecanicista (Draper i Smith, 1981) 

on K és una constant que correspon a la taxa de sortida d'electròlits. Integrant l' equació 

anterior obtenim 

e = cmax ( I - ~ e ·KI ) (2) 

funció coneguda com a funció de cinètica monomolecular, utilitzada tant per explicar 

aspectes de creixement o desenvolupament d 'organismes vius en diferents àmbits de la 

botànica, zoologia i ecologia, com de reaccions químiques i bioquímiques (Draper i 

Smith, 198 1 ). 

Aquesta funció parteix del punt Cmax ( 1 -~) en el temps O, i tendeix a Cmax. En el 

nostre experiment vam considerar, per tots els tractaments, ~=I en haver homogeneïtzat 

els valors de conductivitat injcial (conductivitat inicial=O). 

La funció del model monomolecular descrita no té punt d'inflexió. En aquesta 

funció s'assumeix que Ja taxa de sortida d'electròlits és constant en el temps. Però en el 

cas que la taxa de sortida d'electròlits (K) fos variable al llarg del temps (existència, per 

exemple, d'un període de latència o retard en la sortida d'electròlits), caldria considerar K 

com una funció del temps K(t). El cas més senzill és la relació lineal següent: 

K(t) = K0 + b t (3) 

on K0 ib són paràmetres. Substituint K(t) en lloc de K en l'equació 2 es pot escriure 

2 
(- K t+fll_) 

C=Cma,Jl -e 
0 

2 ) (4) 
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Aquest model matemàtic és el que finalment hem utilitzat en aquest treball per 

ajustar Ja cinètica de sortida d'electròl its en teixits vegetals infiltrats amb bacteris. 

L'assumpció que la variable dependent K , taxa de sortida d'electròlits de les 

cèl·lules en el nostre cas, és variable en el temps s'ha utilitzat en models de creixement 

(entre ells el model monomolecular) i de desenvolupament d'epidèmies (Madden i 

Campbell, 1990; Moreno, 1994; Marín, 1996). 

Els paràmetres del model monomolecular (equació 5) es van estimar per cada una 

de les repeticions i tractaments a partir dels valors de conductivitat C; (i= I, 2, ... , n ), en 

els temps (t1, t1, ... , 1
11
,). Per l'estimació dels paràmetres es va utilitzar un mètode de 

regressió no lineal ( Draper i Smith, 1981 ; SAS Institute, 1989). El terme E; correspon a 

l'error. 

2 
(- K t+ilL) 

C¡ = CmaJI- e 0 
2 ) + ê¡ (5) 

L'ajust es va efectuar mitjançant el mètode de Gauss-Newton que utilitza la 

primera derivada del model respecte cada paràmetre (Draper i Smith, 1981; SAS Insti tu te, 

1989). Va ser necessari fixar prèviament el valor Cmax en cada experiment, així com els 

valors inicials dels paràmetres Ka i b a partir dels quals s' iniciaria la iteració per estimar 

els seus valors en el model. 

Per iniciar les iteracions, els valors inicials dels dos paràmetres en el model 

matemàtic es van fixar com K0=0 i b=O. 

El valor màxim de conductivitat (C,",), corresponent a la quantitat màxima 

d'electròlits que podia sortir de discs foliars, es va determinar mesurant la conductivitat de 

la solució d'incubació dels discs infiltrats al final de la incubació, després d'haver sotmès 

les mostres a un tractament de congelació i descongelació (corulucrivirar tota[). Com a 

conductivitat màxima es va utilitzar la conductivitat total d'aquells tractaments amb valors 

significativament superiors segons la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer. 

En cas de no haver-hi diferències significatives entre tractaments es va utilitzar la mitjana 

de la conductivitat total de tots els tractaments. 

A la Figura 1.4 es representen cinètiques del model monomolecular amb taxa 

variable en el temps (equació 4) en funció de diferents valors dels paràmetres Ka i b , 

considerant Cm/U= I 00. 
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(a) b= -0.1; (b) b= -0.01; (e) b= -0.001; (d) b=- 0.0001; (e) b=0.001 

Figura 1.4. Corbes de la c inètica de la conductivitat per diferents valors dels paràmetres K0 i 
b del model monomolecu lar amb taxa variable en el temps (Cmtu=IOO). 

Pels models obtinguts per cada tractament es va determinar Ja bondat d ' ajust dels 

valors observats als predüs (coeficient de determinació R 2
), la significació (P>F) i es va 

comprovar la distribució nonnal dels residus mitjançant la prova de Shapiro-Wilk (Draper 

i Smith, 1981; Sokal i Rohlf, 1981 ; Abraham i Ledolter, 1983). 
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Per determinar l'efecte de cada tractament en la sortida d'electròlits, es van 

comparar els següents paràmetres obtinguts pel mode l: 

I ) els valors de conductivitat al fincil de la incubació (conductivitat final) en els 

diferents tractaments 

2) la taxa de sortida d'electròl its, definida pels paràmetres estimats K0 i b del 

model matemàtic (eq. 5) 

3) el temps necessari per a la sortida del 50% del màxim d'electròl its de la cèl·lula 

(t5o) . 

Es va realitzar l' anàlisi de la variància (ANOVA) i la prova de separació de 

mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05) de tots els paràmetres del model pels diferents 

tractaments i repeticions. Prèviament es va avaluar l' homogeneïtat de les variàncies 

(prova de Bartlett) i la normal itat dels residus (prova de Shapiro-Wilk). 

Les anàlisis estadístiques es van realitzar amb el paquet d'aplicacions JMP per 

Macintosh (JMP 2.0, SAS lnstitute Inc.). 
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RESULTATS 

1. Efecte de la temperatura en la infecció de P. syringae pv. 
syringae en perera 

A partir dels índexs de severitat de les fu lles inoculades amb les soques EPS94 i 

EPSLL3Y de P. syringae pv. syringae i incubades a diferents temperatures durant 48 

hores es va calcular la severitat de Ja infecció per repetició i tractament amb Ja fórmula 

descrita a la pàg. 3 1. Els valors de severitat dels diferents tractaments van presentar les 

variàncies homogènies d'acord amb la prova de Bartlett ((P>F)=0.236) i els residus es 

van distribuir de forma normal segons la prova de Shapiro-Wilk (W=0.95 , 

(P< W)=0.237). L ' anàlisi de Ja variància va mostrar un efecte molt significatiu de la 

temperatura d'incubació en Ja severitat de la infecció (Taula 1.6). No es va observar 

efecte significatiu de Ja soca de patogen inoculada ni de Ja interacció soca-temperatura. 

Es van obtenir nivells de severitat de Ja infecció significativament inferiors en les 

fulles incubades a les temperatures de 15 i 30 oc que a 20 i 25 °C, per les dues soques de 

patogen. No es van observar diferències significatives entre els valors de severitat 

obtinguts a 15 i 30°C ni entre els obtinguts a 20 i 25 oc segons Ja prova de separació de 

mitjanes de Tukey-Krarner (P=0.05) (Figura 1.5). 

Taula 1.6. Efecte de la temperatura i la soca de patogen en la severitat de la infecció en 
fu lles de plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. 
syringae 

Font de Graus de Suma de F l'> F 
variació llibertat quadrats 

Soca " I 11 .57 0.05 0.8248 
Temperatura b 3 9429.98 13.75 0.0001 
Soca x Temp 3 240. 16 0.35 0.7895 
Error 16 3657.41 

Anà lisi realitzada amb la mitjana dels valors de severitat de la infecció de rres 
repeticions per tractament 
"Es van inocular les soques EPS94 i EPSLL3Y de P. syringae pv. syringae en 
fu lles joves de plantes de perera de la varietat Conference 
b Les fulles inoculades es van incubar durant 48 ha les temperatures: 15, 20, 25 i 
30 °C 
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Figura 1.5. Severitat de la infecció en funció de la temperatura d'incubació. Fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb les soques EPS94 i EPSLL3Y de 
P. syringae pv. syringae. Cada valor correspon a Ja mitjana de tres repeticions. Les barres 
d'error representen l'error estàndard de la mitjana. Valors de severitat amb Ja mateixa lletra 
no presenten diferències significatives segons la prova de Tukey-Kramer (P=0.05). 

2. Efecte de l'edat de la fulla en la infecció de P. synngae pv . 
syringae en perera 

Es van inocular fu lles joves (últimes fulles formades sobre el brot de l'any) i 

velles (formades sobre el brot de més d'un any) de plantes de perera de la varietat 

Conference amb les soques EPS94 i EPSLL3Y de P. syringae pv. syringae. A les 48 h 

d'incubació es va avaluar la presència d' infeccions i la severitat mitjançant els índexs de 

severitat descrits a la Taula 1.1 . A partir dels índexs de severitat per fulla es va calcular Ja 

severitat per cada repetició de cada tractament amb la fórmula descrita a la pàg. 3 I. Les 

variàncies dels valors de severitat dels diferents tractaments es van mostrar homogènies 

d'acord amb la prova de Bartlett ((P >f)=0.439) i els residus van presentar una distribució 

normal d 'acord amb la prova de Shapiro-Wilk (W=0.97, (P <W)=0.866). L 'anàlisi de la 

variància va mostrar un efecte significatiu de l'edat de la fu lla en la severitat de la infecció. 

També es va observar un efecte significatiu de la soca de patogen (gairebé en el límit de la 

significació (?=0.02)), però no de la interacció edat-soca (Taula 1.7). 
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Taula 1.7. Efecte de l'edat de la fulla en la severitat de la infecdó en inocular P. syringae 
pv. syringae en fulles de plantes de perera de la varietat Conference 

Font de Graus de Suma de F P>F 
variació llibertat quadrats 

Soca • 1 1390. 33 7.94 0.0226 
Edat fulla b I 3763.02 2 1.49 0.0017 
Soca x Edat 1 325.52 1.86 0.2098 
Error 8 1400.46 

Anàlisi realitzada amb la mitjana dels valors de severitat de la infecció de tres 
repeticions per tractament 
• Es van inocular les soques EPS94 i EPSLL3Y de P. syringae pv. syringae 
b Les inoculacions es van realitzar en fulles joves i velles 

100 -~----------------------~ 

I a 

EPS94 

• Fulles joves 

O Fulles velles 

A 

EPSLL3Y 
Soca de patogen 

Figura 1.6. Severitat de la infecció en funció de l'edat de la fulla en plantes de perera de la 
varietat Conference inoculades amb les soques EPS94 i EPSLL3Y de P. syringae pv. 
syringae. La severitat es va avaluar a les 48 hores de la incubació de les fulles a 25°C, 16h 
llum i l8°C, 8 h foscor i humitat relativa superior al 90%. Cada valor correspon a la mitjana 
de tres repeticions. Les barres d'error representen l 'error estàndard de la mitjana. Valors de 
severitat amb la mateixa lletra no presenten diferències significatives segons la prova de 
Tukey-Kramer (P=0.05). 
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L'efecte de l'edat de la fulla en la severitat de la infecció per cada una de les 

soques de patogen es va determinar mitjançant la prova de Tukey-Kramer de separació de 

mitjanes (P=0.05). Per les dues soques la severitat de la infecció va ser significalivamem 

superior en les fulles joves, formades sobre brots de l'any, que en les fulles velles, 

formades sobre brots de més d'un any (Figura 1.6). Els nivells de severitat observats en 

les fulles joves varen ser de gairebé el doble (soca EPSLL3Y) o superior al doble (soca 

EPS94) dels observats en les fu lles velles. 

3. Sensibilitat de varietats europees de perera a P. syringae p v. 
syringae i virulència de diferents aïllats del patogen 

3.1. Fruits immadurs 

3.1.1. Sensibilita t varieta l 

A la Taula 1.8 es mostra la freqüència de cada un dels índexs de severitat (descrits 

a la Taula 1.4) en fruits de 25 varietats europees de perera inoculats amb dues soques de 

P. syringae pv. syringae. Els fruits inoculats amb aigua destil ·lada i els inoculats amb P. 

fluorescens EPSB4 (sapròfit) no van desenvolupar símptomes. 

La distribució de freqüències dels índexs de severitat va ser diferent, per cada una 

de les varietats, en funció de la soca de patogen inoculada. En les inoculacions realitzades 

amb la soca EPS 17a es van obtenir menor freqüència d' infeccions i nivells everitat 

inferiors que en les inoculacions realitzades amb la soca 2027.37 per totes les varietats 

avaluades (Taula 1.8). 

En les inoculacions real itzades amb la soca EPS 17a de P. syringae pv. syringae es 

van obtenir necrosis localitzades en el punt d' inoculació, és a dir infeccions no 

desenvolupades per la superfície del fruit. En les varietats El Dorado i Kaiser no es van 

observar infeccions (absència de símptomes) en la majoria de les inoculacions realitzades 

(>60% de les inoculacions) amb aquesta soca. Amb la soca 2027.37, en canvi, en la 

majoria de varietats es va observar una elevada freqüència d' infeccions progressives per 

la superfície del fruit, en major o menor grau en funció de la varietat Per la majoria de 

varietats es va obtenir una elevada freqüència (>80% de les inoculacions) de necrosis de 

fins a 0.5 cm de diàmetre. En altres varietats com S u per Comice i Passe Crassane en més 
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del 50% de les inoculacions es van obtenir necrosis de fins a I cm de diàmetre i en les 

varietats B. Hardy, Conference i General Leclerc la superfície necrosada va ser superior a 

J cm de diàmetre en més del 70 % de les inoculacions (Taula 1.8). La varietat El Dorado, 

en canvi, va desenvolupar poques infeccions progressives, i la majoria de les 

inoculacions (>70%) van presentar necrosis localitzades al punt d ' inoculació. 

Taula 1.8. Freqüència de ls índexs de severita t de Ja infecció e n fru its de dife rents varietats 
de pe re ra inoculats amb dues soques de P. syringae pv. syringae 

Soca de P. syringae pv. syringae 
EPS 17a 2027.37 

Varietat u Índex de severitat b fndex de severitat " 

o 2 3 4 o l 2 3 4 

Abate Fé te l 5 22 o o o o I 14 I 11 
Alexandri ne o 27 o o o o 3 24 o o 
Beurre Anjou o 27 o o o o o 27 o o 
Beurre Hardy o 18 9 o o o o o 6 2 1 
Comi ce o 27 o o o o 3 24 o o 
Con ference o 27 o o o o 3 3 o 2 1 
Oevoe o 27 o o o o o 27 o o 
E l Dorado 21 6 o o o o 2 1 3 3 o 
Ercol ini 9 18 o o o o o 24 3 o 
General Leclerc o 27 o o o o o o o 27 
G rand C hampion o 18 o o o o o 12 6 9 
Guyot o 27 o o o o 3 24 o o 
Guyot Precoç o 27 o o o o 3 18 3 3 
Ka i ser 18 9 o o o o o 18 6 3 
Magness o 2 1 3 3 o o o 27 o o 
MB-6 o 27 o o o o 3 24 o o 
More ttini o 27 o o o o o 27 o o 
Packam 's Tri umph 3 24 o o o o 3 24 o o 
Passe C rassane o 27 o o o o o 9 18 o 
Pie rre Comeille o 27 o o o o o 27 o o 
Président Heron o 27 o o o o 3 15 3 6 
Roc ha o 24 3 o o 3 o 2 1 3 o 
Star o 27 o o o o o 27 o o 
Super Comice o 27 o o o o o 6 15 6 
Williams o 27 o o o o o 27 o o 

• Els fruits es van inocular per picada amb una agulla estèril impregnada amb cultius 
purs de cada soca crescuts en agar B de King. Per cada varietat i soca es van inocular 9 
fruits am b tres inoculacions per fruit 
" Cada índex de severitat correspon a un nivell d 'infecció del patogen per la superfície del 
fruit als 4 dies de la incubació a 25 oc, I 6h llum i 18 °C, 8h foscor i humitat relativa 
superior a 90% (veure descripció dels índexs a la Taula 1.4). Per cada soca i varietat 
s'indica el nombre d ' inoculacions que van presentar cada un dels índexs de severitat 
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A partir de la freqüència dels índexs de severitat per c:tda tractament es va obtenir 

un model loglineal significatiu que relaciona la freqüència dels índexs de severitat amb la 

varietat de perera i la soca de patogen. En obtenir un model amb bon ajust((P>X2)<0.05) 

(Taula 1.9) es va procedir a determinar l'efecte de la varietat, la soca i la interacció en la 

severitat de la infecció (Taula 1.1 0). 

Taula 1.9. Anàlisi del model loglineal obtingut per re lacionar la everitat de les infeccions 
en fruits amb la varietat de perera i la soca de P. syringae pv. syringae 

Font de variació 

Model 
Error 

Graus de -Logversemblança 
llibertat 

49 372.03 
400 217. 15 

744.07 0.0000 

Model loglineal obtingut a partir de les freqüències observades dc cada un dels índexs cb 
severitat per cada tractament (Taula 1.8) 

Taula 1.10. Efecte de la varietat de perera i la soca de P. syringae pv. syringae en la 
severitat de la infecció en fruits immadurs 

Font de variació Graus de x l P>xl 
llibertat 

Varietat " 24 97. 18 0.0000 
Soca • I 30.46 0.0000 
Varietat x soca 24 47.00 0.0033 

Anàlisi realitzada amb el modelloglineal obtingut per predir l'índex re 
severitat en funció de la varietat i la soca 
• Es van inocular fru its immadurs de 25 varietats europees de perera 
amb les soques EPS 17a i 2027.37 de P. syringae pv. syringae 

L'anàlisi va mostrar un efecte significatiu de la varietat de perera i de la soca de 

patogen en la severitat de la infecció en fruits (Taula 1.10). En observar-se un efecte 

significatiu de la soca es va procedir a determinar l'efecte de la varietat per cada una de les 

soques per separat. Es van obtenir nous models JoglineaJs, un per soca, amb Ja freqüència 

dels índexs de severitat en funció de Ja varietat seguint el mateix procediment utilitzat per a 

l'obtenció del model global. 
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Taula 1.11. Anàlisi dels models loglineals obtinguts per cada soca de patogen que 
relacionen l'índex de severitat de la infecció en fruits immadurs amb la varietat de perera 

Font de Graus de -Logversemblança 
variació llibertat 

soca Model 24 81.67 163.35 0 .0000 
2027.37 Error 200 170. 11 

soca Model 24 53.55 107 . 10 0 .0000 
EPSJ7a Error 200 39.48 

Models loglineals obtinguts pel mètode de modelització de dades categòriques de màxima 
versemblança a partir de les freqüències observades de cada un dels índexs de severitat per 
varietat i soca (Taula 1.8) 

Taula 1.12. Efecte de la varietat de perera en la severitat de la infecció en fruits immadurs 
en inocular dues soques de P. syringae pv. syringae 

soca 202 7.37 

soca EPS17a 

Font de variació Graus de 
llibertat 

Varietat" 24 

Varietat " 24 

86.72 0.0000 

14.80 0 .9262 

Anàlisi realitzada amb els models loglineals obtinguts per cada soca de patogen per predir 
l'índex de severitat en funció de la varietat 
" Es van inocular fruits immadurs de 25 varietats europees de perera amb les soques 
EPS 17a i 2027.37 de P. syringae pv. syringae 

Es van obten ir models amb bon ajust per les dues soques ((P >X2 )<0.05) (Taula 

1. 11 ). Es va observar un efecte significatiu de la varietat en les inoculacions realitzades 

amb la soca 2027.37 de P. syringae pv. syringae ((P>i)<O.Oü l ), mentre que no es va 

observar efecte de la varietat amb la soca EPS 17a (Taula 1.12). 

A partir dels índexs de severitat predits pels models per cada varietat i soca es van 

calcular els índexs relatius de severitat (ls,). Aquests índexs relatius de severitat es van 

obtenir dividint l ' índex de severitat predit per l'índex de severi tat màxim (ls=4). Aquesta 

transformació va permetre o rdenar les di ferents varietats de més a menys sensibles 

(Figura 1.7). 
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Resultats 

Totes les varietats de perera avaluades van mostrar una sensibilitat similar a la soca 

EPS 17a de P. syringae pv. syringae, amb una severitat baixa (ls, <0.30) (Figura 1.7). 

Per Ja soca 2027.37 de P. syringae pv. syringae es van observar diferents graus 

de sensibilitat en funció de la varietat de perera (0.25 < Is, < 1 ). Les varietats General 

Leclerc, B. Hardy, Conference i Super Comice es van mostrar molt sensibles (/s,>0.75), 

mentre que Ja resta de varietats van presentar una sensibilitat mitjana (0.25 < ls,< 0.75). 

La varietat El Dorado va ser la menys sensible, amb nivells de severitat inferiors als de la 

resta de varietats per les dues soques de P. syringae pv. syringae . 

3.1.2. Virulència del patogen 

A la Taula 1.13 es mostra Ja freqüència dels índexs de severitat observats als 4 

dies de Ja incubació de fruits immadurs de quatre varietats de perera inoculats amb les 

soques 1392, 2027.37, S8, EPS17a, EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y de P. syringae pv. 

syringae. 

Tot i obtenir freqüències dels índexs de severitat per cada soca diferents en funció 

de la varietat, el comportament de cada una de les soques va ser similar en totes les 

varietats. La soca EPS 17a en la majoria de les inoculacions va produir necrosis 

localitzades en el punt d ' inoculació (en més del 80% de les inoculacions en les varietats 

Rocha i Williams i en el 100% en les varietats Conference i Passe Crassane). Per la soca 

S8 es va observar també una elevada freqüència de necrosis localitzades en el punt 

d ' inoculació ( 100% de les inoculacions en les varietats Rocha i Williams i 50% en la 

varietat Conference), o bé, en el cas de desenvolupar infecció, la necrosi era inferior a 0.5 

cm de diàmetre (50% de les inoculacions en la varietat Conference i 100% de les 

inoculacions en la varietat Passe Crassane). La soca 1392 va donar diferents nivells de 

severitat en funció de la varietat. En la varietat WilJiams no es van desenvolupar 

infeccions progressives per la superfície del íruit ( 100% de les inoculacions van donar 

índex de severitat 2). En canvi , en les varietats Passe Crassane i Rocha va desenvolupar 

infeccions per Ja superfície del fruit amb necrosis inferiors a 0.5 cm de diàmetre (varietat 

Rocha) o d'entre 0.5 i 1 cm de diàmetre (varietat Passe Crassane ). Les soques 2027.37, 

EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y van desenvolupar infeccions per la superfície del fruit a 

partir del punt d ' inoculació en totes les varietats, amb elevada freqüència de necrosis de 

fins a 1 cm de diàmetre en les varietats Passe Crassane, Rocha i Williams i superiors a l 

cm de diàmetre en Ja varietat Conference. 
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Capítol I 

Taula 1.13. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció en fruits de quatre varietats de 
perera inoculats amb diferents soques de P. syringae pv. syringae 

Varietat 
Conference Passe Crassane Roc ha williams 

Soca " o 1 2 3 4 o 1 2 3 4 o 1 2 3 4 o 2 3 4 

1392 o o 6 21 o o o 27 o o o 27 o o o 
2027.37 o o 6 o 21 o o 9 18 o 3 o 21 3 o 3 o 21 3 o 
S8 o 12 15 o o o o 27 o o o 27 o o o o 27 o o o 
EPSI7a o 27 o o o o 27 o o o o 24 3 o o o 24 3 o o 
EPS94 o o 9 o 18 o o 27 o o o o 27 o o o o 27 o o 
EPSMV4 o o 6 3 18 o o 27 o o o o 9 18 o o o 9 o o 
EPSLL3Y o o 15 o 9 o o 27 o o o o 27 o o o o 27 o o 

" Els fruits es van inocular per picada amb una agulla estèril impregnada amb cultius purs en agar B re 
King de cada soca del patogen. Per cada varietat i soca es van inocular 9 fruits amb tres inoculacions 
p;r fruit 

Cada índex de severitat correspon a un nivell d' infecció del patogen per la superfície del fruit als 4 
dies de la incubació a 25 °C,I6 h llum i I8°C, 8 h foscor i humitat relativa superior a 90% (veure 
descripció dels índexs a la Taula 1.4). Per cada soca i varietat s'indica el nombre d'inoculacions que van 
presentar cada un dels índexs de severitat 

A partir de les freqüències observades de cada un dels índexs de severitat es va 

obtenir un model loglineal que relaciona Ja freqüència dels índexs de severitat amb la 

varietat i la soca de patogen. La bondat d'ajust del model es va avaluar amb la prova de X2 

de Ja relació de probabi litats (Taula 1.14). El model obtingut va presentar una component 

d'error baixa (34% ). En obtenir un model amb bon ajust ((P>.i)<0.05) es va determinar 

l'efecte de la soca de patogen i la varietat de perera en la severitat de la infecció en fruits 

immadurs (Taula 1.15). Es va observar un efecte molt significatiu de la soca de patogen 

((P>.i)<O.OOI) i significatiu de la interacció soca-varietat ((P>.i)=0.018) en la severitat 

de la infecció. La significació de la varietat en la severitat va estar en el Límit 

((P>.i)=0.051 . 

A partir dels índexs de everitat predits pel model per cada una de les soques de 

patogen i varietats de perera es van calcular els índexs relatius de virulència (lvJ Aquests 

índexs es van obtenir dividint l'índex de severitat predit pel model per l' índex màxim 

establert (/s=4). Aquesta transformació va permetre ordenar les soques en funció de la 

seva virulència (Figura 1.8). 
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Taula 1.14. Anàlisi del model obtingut per relacionar l'índex de severitat en fruits 
immadurs amb la varietat de perera i la soca de P. syringae pv. syringae 

Font de variació 

Model 
Error 

Graus de -Logversemblança 
llibertat 

27 L 78.32 
215 92.23 

356.64 0.0000 

Model loglineal obtingut a partir de les freqüències observades dels índexs de severitat 
per cada tractament 

Taula 1.15. Efecte de La varietat de perera la soca de P. syringae pv. syringae en la 
severitat de la infecció en fruits immadurs 

Font de variació Graus de XJ P>xl 
llibertat 

Varietat • 3 3.81 0.0510 
Soca" 6 49.94 0.0000 
Varietat x soca 18 29.97 0.0181 

Anàlisi realitzada amb el model loglineal que relaciona l'índex re 
severitat amb ta varietat i soca 
" Es van inocular fruits immadurs de les varietats Conference, Passe 
Crassane, Williams i Rocha amb les soques 1392. 58 , 2027.37, 
EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y de P. syringae pv. syringae 

A la Figura 1.8 s'observen diferents graus de virulència en les soques de P. 

syringae pv. syringae inoculades en fruits immadurs de les diferents varietats de perera. 

La soca EPS 17a es va mostrar poc virulenta, amb un índex relatiu de virulència (lv,) de 

0.25 en totes les varietats. La soca S8 també es va mostrar poc virulenta en les varietats 

Conference, Rocha i Williams (Iv, <0.5) i mitjanament virulenta en la varietat Passe 

Crassane (lv, =0.5). Les soques 2027.37, EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y es van mostrar 

virulentes en les varietats Conference i Passe Crassane (lv,>0.50) i poc virulentes en les 

varietats Rocha i Williams. En general, totes les soques es van mostrar poc virulentes en 

ser inoculades en les varietats Rocha i Williams, amb índexs relatius de virulència 

inferiors a 0.5. 
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Figura 1.8. Virulència de soques de P. syringae pv. syringae en fruits immadurs de 
diferents varietats de perera. La severitat de la infecció es va avaluar als 4 dies de la 
incubació a 25°C, 16 h llum i 18 °C, 8 h foscor i humitat relativa superior a 90%. Els Índexs 
relatius de virulència per cada soca es van calcular dividint l'índex de severitat predit pel 
model per l'índex de severitat màxim (fs=4). 
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Figura 1.9. Símptomes de la infecció de P. syringae pv. syringae en fruits immadurs de 
diferents varietats de perera. A, varietats sensibles inoculades amb soques que han mostrat 
diferent grau de virulència. Varietat Conference inoculada amb la soca EPS 17a (esquerra), i 
amb la soca EPS94 (centre); varietat Passe Crassane inoculada amb la soca EPS l7a (dreta). 
8, detall de la infecció de la soca 2027.37 (virulenta) en la varietat MB-6 (poc sensible). C, 
la mateixa soca inoculada en fruits de la varietat Passe Crassane (sensible). 
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3.2. Fulles 

A les Taules 1.16 i 1.17 es mostra la freqüència dels índexs de severitat observats 

en les inoculacions de fulles de 45 varietats europees de perera amb 7 soques de P. 

syringae pv. syringae. En les fulles inoculades amb aigua destil ·lada estèril i amb P. 

jluorescens EPSB4 (sapròfit) no es van desenvolupar símptomes. 

Es va obtenir diferent freqüència dels índexs de severitat en funció de la soca per 

cada una de les varietats avaluades. En general, la majoria de varietats van presentar 

elevada freqüència d' infeccions progressives pels nervis de la fulla i fins i tot per la 

superfície foliar (índexs de severitat de 2 a 4) en les inoculacions realitzades amb les 

soques 2027.37, EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y. En les inoculacions realitzades amb les 

soques 1392, S8 i EPS17 es va obtenir una elevada freqüència d'absència d'infeccions i 

d' infeccions localitzades al punt d' inoculació. Per aquestes soques, en cas d'observar-se 

infeccions només van progressar pel nervi principal de la fulla i en pocs casos pels 

secundaris, no estenent-se per Ja superfície foliar. En les inoculacions realitzades amb les 

soques 2027.37, EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y es va observar major variabilitat en la 

freqüència dels índexs en les diferents varietats que en les inoculacions realitzades amb les 

soques 1392, S8 i EPS17. Les varietats B. Hardent Point, Maxine, Rogue Red, Winter 

NelJis i les autòctones MB-6, MB-7, MB- 12, MB-14 i MB-20 van desenvolupar 

infeccions localitzades al punt d' inoculació o bé no van mostrar símptomes d'infecció en 

ser inoculades amb les soques 2027.37, EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y. La resta de 

varietats van mostrar una elevada freqüència d'infeccions progressives pel nervi principal 

de la fulla (Alexandrine, B. Anjou, El Dorado, General Leclerc, MB-11 , MB-22, 

OHF333, Packam's Triumph, Passe Crassane i Star), pels altres nervis (Abate Fétel, B . 

Hardy, Blanquilla, Bon ne Louise, Comice, Conference, Devoe, Épine du Mas, Grand 

Champion, Highland, Magness, MB- 19, MB-21, MB-25, Morettini, Pi erre, Corneille, 

Président Heron, Red Rogne, Rocha, Super Cornice i Williams) i per Ja superfície de Ja 

fulla en Ja varietat Guyot Precoç. 

A partir de les freqüències dels índexs de severitat es va determinar l'efecte de Ja 

varietat de perera i soca de patogen en la severitat de Ja infecció (Taula 1.19). 

Addicionalment es va avaluar l'efecte de la varietat per cada una de les soques (Taula 

1.20) i I' efecte de la soca per algunes de les varietats (Abate Fétel, Alexandrine, B . 

Anjou, B. Hardy, Blanquilla, Comice, Conference, General Leclerc, Maxine, MB-14, 

Morettini i Passe Crassane) (Taula 1.21 ). 
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Resultats 

Taula 1.16. Freqüència dels índexs de severitat de Ja infecció en fulles de varietats europees 
de perera inoculades amb diferents soques de P. syringae pv. syringae 

Varietat 

Abate Fétel 
Alexandrine 
Beurre Anjou 
Beurre Hardent Point 
Beurre Hardy 
Blanquí lla 
Bonne Louise 
Comi ce 
Conference 
Devoe 
El Dorado 
Épinedu Mas 
Aord'hivem 
General Leclerc 
Grand Champion 
Guyot Precoç 
Highland 
Kaiser 
Magness 
Maxine 
MB-6 
MB-7 
MB-11 
MB-I2 
MB-I4 
MB-1 9 
MB-20 
MB-21 
MB-22 
MB-25 
Morettini 
OHF333 
Packam's Triumph 
Passe Crassane 
Pierre Comeille 
Président Drouard 
Président Heron 
Red Rogne 
Roc ha 
Rogue Red 
Star 
Starking 
Super Comice 
Williams 
Winter Nellis 

Soca 
2027.37 EPS94 EPSMV 4 EPSLL3Y 

01234 " 01234 01234 01234 

o o 6 3 o 
o o 9 o o 
o 2 7 o o 
I 7 I O O 
0 O 2 6 I 
O I 3 5 O 
o o 2 5 2 
o o 2 7 o 
O O I 8 O 
o o o 9 o 
o o 4 5 o 
O O I 6 2 
o o 3 6 o 
o o 7 2 o 
o o o 9 o 
o o o 2 7 
o o o 9 o 
o 2 5 2 o 
o 2 3 4 o 
O I 6 2 O 
I 4 4 0 O 
o 3 6 o o 
o 4 3 2 o 
I 4 4 O O 
o 9 o o o 
o o 2 7 o 
o 2 1 6 o 
o o o 9 o 
O I 3 5 O 
o 1 o 8 o 
o o o 9 o 
o o 3 6 o 
I I 7 O O 
o 2 7 o o 
o o 4 5 o 
O O 2 6 I 
o o 5 4 o 
O 3 5 I O 
I O O 8 O 
I 8 O O O 
o 2 4 3 o 
o o 7 2 o 
O O O 8 I 
o o o 9 o 
I 6 2 O O 

o o o 7 2 
o 5 4 o o 
O I 8 O O 
o 9 o o o 
o 2 2 5 o 
O I O 8 O 
O I O 6 2 
o o 2 6 1 
O O I 6 2 
O I 2 6 O 
O I 5 3 O 
o 2 3 4 o 
O 2 3 3 I 
O O 8 I O 
o o 2 7 o 
o o o 5 4 
o 2 4 3 o 
O O I 7 I 
O 3 2 3 I 
o 9 o o o 
3 5 I O O 
2 7 o o o 
o 2 5 2 o 
o 7 2 o o 
2 7 o o o 
o 2 5 2 o 
l 6 I I O 
O O I 8 O 
O 3 5 I O 
o o 2 7 o 
o o o 9 o 
o 2 7 o o 
O I 5 3 O 
O I 8 O O 
O I 4 4 O 
I 5 3 O O 
o 2 3 4 o 
o 3 4 2 o 
O I O 8 O 
o 4 3 2 o 
o o 9 o o 
o o 9 o o 
o o o 7 2 
o o o 9 o 
o 9 o o o 

O I O 8 O 
o 4 5 o o 
O I 6 2 O 
o 9 o o o 
O 0 I 6 2 
o 3 3 3 o 
O O O 8 I 
o o o 9 o 
O O I 8 O 
o o 2 7 o 
O 2 6 I O 
o o 6 3 o 
2 7 o o o 
o o 5 4 o 
o o 2 7 o 
o o o 3 6 
O I 8 O O 
O 2 I 6 O 
I 3 O 5 0 
o 5 4 o o 
o 9 o o o 
o 9 o o o 
o o 9 o o 
o 5 4 o o 
o 9 o o o 
O 6 2 I O 
o 7 2 o o 
O I 7 I O 
o 7 2 o o 
o 7 2 o o 
I I 4 3 O 
I I 2 2 O 
O I I 7 O 
o o 9 o o 
I I O 7 O 
o o 4 5 o 
o o 6 3 o 
O 2 I 6 O 
o 3 4 2 o 
o 9 o o o 
o 5 4 o o 
o o 4 5 o 
o o o 9 o 
o o 3 6 o 
o 6 3 o o 

O O 3 5 I 
o 4 5 o o 
o 4 5 o o 
o 7 2 o o 
O O I 6 2 
O 4 4 I 0 
o o 4 5 o 
o o 3 6 o 
O O O 8 I 
o o o 9 o 
o 4 5 o o 
o o 3 6 o 
o o 6 3 o 
O I 8 O O 
O I 6 2 O 
o o o 7 2 
o o o 9 o 
o o o 7 2 
o 2 4 3 o 
o 4 5 o o 
o 4 5 o o 
2 6 l o o 
o 2 5 2 o 
O 4 4 I O 
o 9 o o o 
o o o 6 3 
O I 3 5 O 
o o o 9 o 
O I 6 2 O 
o o o 9 o 
o o o 9 o 
o 4 3 2 o 
O I 6 2 O 
I 5 3 O O 
o o o 9 o 
o o 2 5 2 
O I 5 3 O 
o o 3 6 o 
o o o 9 o 
I 6 2 O O 
o 2 7 o o 
o o 5 4 o 
I 8 O O O 
O O I 8 O 
O 3 5 I O 

Per cada varietat es van inocular 9 fulles amb 20 ~de suspensions d' l x I Og u fc m1·• de cada 
una de les soques 
• Cada valor correspon al nombre de fulles de cada tractament que va presentar cada un dels 
índexs de severitat (descrits a la Taula 1.4) al cap de 48 h d'incubació a 25 °C, 16 h llum i 
l8°C, 8 h foscor i 90% d'humitat relativa 
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Taula 1.17. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció rn fulles de varietats europees 
de perera inoculades amb diferents soques de P. syringae pv. syringae 

70 

Soca 
1392 ss EPSI7a 

Varietat 
012 3 4 " 01 234 o l 2 3 4 

Abate Fétel 3 5 I O O 2 7 O O O O 2 7 O O 
Alexandrine O 9 O O O O 9 O O O O 9 O O O 
Beurre Anjou 6 3 O O O 6 3 O O O 5 4 O O O 
Beurre Hardent Point 4 5 O O O O 9 O O O O 9 O O O 
Beurre Hardy 2 I 3 3 O O 9 O O O O O 7 2 O 
Blanquilla O 2 3 4 O I 8 O O O I 3 5 O O 
Bonne Louise 2 5 I I O O 5 4 O O 3 4 2 O O 
Comice 8 O O I O 4 3 2 O O 6 2 I O O 
Conference I 6 I I O O I 5 3 O 3 3 3 O O 
Devoe I 5 3 O O O 3 4 2 O O S 3 I O 
El Dorado 3 S I O O O 3 6 O O 7 2 O O O 
Épine du Mas I 8 O O O O 7 2 O O I 8 O O O 
Flor d'hivern I 2 O 6 O 2 7 O O O O 5 4 O O 
General Leclerc O O 9 O O O 6 3 O O O 2 7 O O 
Grand Champion 3 3 3 O O 2 4 3 O O I S 3 O O 
Guyot Precoç I 2 O 6 O 3 4 2 O O 2 I 3 3 O 
Highland O 9 O O O O 5 4 O O 3 6 O O O 
Kaiser I I 2 4 I O 4 5 O O O 9 O O O 
Magness 2 7 O O O I 6 I I O 4 4 I O O 
Maxine 2 7 O O O O 9 O O O 2 7 O O O 
MB-6 I 8 O O O I 8 O O O 4 5 O O O 
MB-7 2 7 O O O O 8 I O O 3 6 O O O 
MB-11 5 4 O O O O 4 3 2 O 2 7 O O O 
MB-12 1 6 2 O O O 9 O O O O 7 2 O O 
MB-14 O 9 O O O O 9 O O O 4 S O O O 
MB-19 I 8 O O O O I 6 2 O O 6 3 O O 
MB-20 O 9 O O O I 6 2 O O 3 6 O O O 
MB-21 O 6 3 O O O 5 4 O O O 4 S O O 
MB-22 O 7 2 O O O 3 6 O O O 9 O O O 
MB-25 O 8 I O O O 5 4 O O O 6 3 O O 
Morettini I I 4 3 O O 5 3 I O O 9 O O O 
OHF333 3 6 O O O O 9 O O O 4 5 O O O 
Packarn's Triumph 8 O O O O O 6 3 O O 4 5 O O O 
Passe Crassane 6 3 O O O I 4 2 2 O 5 4 O O O 
Pierre Comeille 3 2 I 3 O O 8 I O O 2 6 I O O 
Président Drouard O 6 3 O O 3 6 O O O I S 3 O O 
Président Heron O 3 3 3 O O 9 O O O I I 7 O O 
Red Rogne 7 2 O O O 4 O O 5 O 6 3 O O O 
Rocha 2 4 3 O O O 9 O O O I O O 8 O 
Rogue Red 2 7 O O O 1 8 O O O O 9 O O O 
Star 2 7 O O O O 6 3 O O 3 6 O O O 
Starking O 8 I O O I 8 O O O O 9 O O O 
S u per Com icc I 3 O 5 O I 4 4 O O 4 2 3 O O 
Williams 2 6 0 I O O 7 I I O I 8 O O O 
Winter Nellis I 8 O O O I 8 O O O I 8 O O O 

Per cada varietat es van inocular 9 fulles amb 20 !JI de suspensions d' 1 xI O~ u fc 
mt·• de cada soca 
• Cada valor correspon al nombre de fulles de cada tractament que va presentar 
cada un dels índexs dc severitat (descrits a la Taula 1.4) al cap de 48 hores 
d'incubació a 25 °C, 16 h llum i I8°C, 8 h foscor i 90% d'humitat relativa 



Resultats 

3.2.1. Sensibilitat varietal 

A partir de les freqüències observades dels índexs de severitat (Taules 1.16 i 1.1 7) 

es va obtenir un model que relaciona la freqüència dels índexs de severitat amb la varietat 

de perera i la soca de patogen. A la Taula 1.18 s'avalua la bondat d'ajust del model. En 

obtenir un model amb bon ajust ((P>iJ<0.05), encara que amb una component d'error 

elevada (73%), es va utilitzar aquest model per determinar l'efecte de la varietat i la soca 

en Ja severitat de la infecció (Taula 1.19). 

Es va observar un efecte significatiu de la varietat de perera i Ja soca de patogen en 

Ja severitat de la infecció en fulles. En haver-hi efecte de la soca es van obtenir models 

JoglineaJs per cada una de les soques del patogen per separat, a partir de les freqüències 

observades dels índexs de severitat (Taula 1.20). 

Taula 1.18. Anàlisi del mode l obtingut per relacionar l'índex de severitat de la infecció 
amb la varietat de perera i la soca de P. syringae pv. syringae 

Font de variació 

M odel 
Error 

Graus de -Logversemblança 
llibertat 

50 1018.39 
2784 2772.46 

2036.79 0.0000 

Model loglineal obtingut a partir de les freqüències observades de cada un dels índexs ce 
severitat per cada tractament (Taules 1.16 i 1.17 ) 

Taula 1.19. Efecte de la varietat de perera la soca de P. syringae pv. syringae en la 
severitat de la infecció en fulles 

Font de variació Graus de xl P>xl 
llibertat 

Varietat • 44 876.15 0.0000 
Soca • 6 1039.33 0.0000 

Anàlisi realitzada amb el model loglineal obtingut per relacionar l'índex ce 
severitat amb la varietat i la soca 
• Es van inocular fulles de 45 varietats europees de perera amb 7 soques de P. 
syringae pv. syringae 
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Taula 1.20. Anàlisi dels models obtinguts per cada soca de P. syringae pv. syringae per 
relacionar l'índex de severitat de la infecció en fulles amb !a varietat 

Soca de Font de Graus de -Logversemblança xz P>xz 
patogen variaci6 llibertat 

1392 Model 44 11 3.66 227.33 0.0000 
Error 353 355.06 

S8 Model 44 80.59 161.17 0.0000 
Error 355 3 10.72 

EPSI7a Model 44 106.77 2 13.56 0.0000 
Error 355 309.6 1 

2027.37 Model 44 189.50 379.00 0.0000 
Error 354 292.79 

EPS94 Model 44 194.2 1 388.41 0.0000 
Error 354 324.76 

EPSMV4 Model 44 194 .75 389.50 0.0000 
Error 354 299.20 

EPSLL3Y Model 44 207 .24 414.48 0.0000 
Error 354 279.83 

Models obtinguts a partir de les freqüències observades dels índexs de severitat per c:OOa 
tractament 

Per la majoria de soques la component d'error va ser elevada (superior al 50%). 

Tot els models obtinguts van presentar bon ajust de les freqüències observades a les 

predites ((P>.i)<0.05) (Taula 1.20), i van ser utilitzats per avaluar l'efecte de la varietat 

en la severitat de la infecció per cada una de les soques de patogen inoculades. Es va 

obtenir un efecte significatiu de la varietat en la severitat de la infecció en fulles per totes 

les soques de patogen (Taula 1.2 1 ). 

A partir dels índexs de severitat de cada varietat predits per cada model es va 

calcular l'índex relatiu de severitat (I s,) per varietat. Aquests índexs es van obtenir 

dividint l'índex de severitat predit per l'índex de severitat màxim (ls=4) . Aquesta 

transformació va permetre ordenar les diferents varietats en funció de la seva sensibilitat al 

patogen (Figures 1.1 O, 1. 11 i L. L 2). 
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Resultats 

Taula 1.21. Efecte de la varietat de perera en la severitat de la infecció en fulles en inocular 
diferents soques de P. syringae pv. syringae 

Soca Font de Graus de xl P>x2 
variació llibertat 

1392 Varietat 44 174.96 0.0000 

S8 Varietat 44 123.33 0.0000 

EPS17a Varietat 44 150.47 0.0000 

2027.37 Varietat 44 208.66 0.0000 

EPS94 Varietat 44 190.59 0.0000 

EPSMV4 Varietat 44 197.25 0.0000 

EPSLL3Y Varietat 44 188.81 0.0000 

Anàlisi realitzada amb els models loglineals obtinguts per predir I' índex re 
severitat en funció de la varietat 
• Es van inocular fulles de 45 varietats europees de perera amb 7 soques de P. 
syringae pv. syringae 

A les Figures 1.10, 1.11 i 1.12 es representen els índexs relatius de severitat (ls,) 

de les diferents varietats per cada una de les soques de patogen. Per totes les soques es va 

obtenir diferent sensibilitat al patogen en funció de la varietat. Els índexs relatius de 

severitat obtinguts amb les soques 1392, S8 i EPS 17a van ser inferiors ( 0<Is,<0.6) als 

obtinguts amb les soques 2027.37, EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y (0.2</s,<l). En 

aquestes darreres es va observar una major gradació o variabilitat en la sensibilitat de les 

varietats. La varietat Guyot Precoç es va mostrar molt sensible a les soques 2027.37, 

EPS94, EPSMV4 i EPSLL3Y, amb Is, superior a 0.75. Les varietats Abate Fétel, B. 

Hardy, Blanquilla, Bonne Louise, Comice, Conference, Devoe, Épine du Mas, Flor 

d'hivern, General Leclerc, Grand Champion, Highland, Magness, MB-19, MB-21, MB-

25, Kaiser, Morettini, P. Drouard, P. Heron, Packam's Triumph, Pierre Comeille, 

Starkíng, Super Comíce i Wílliams es van mostrar sensibles al patogen, amb Is,> 0.5 per 

les quatre soques. Les varietats Alexandrine, B. Anjou, B. Hardent Point, El Dorado, 

Maxine, MB-11, MB-12, MB-20, MB-22, Passe Crassane, Red Rogne, Rogue Red i 

Winter Nellis van mostrar-se mitjanament sensibles a la majoria de soques de P. syringae 

pv. syringae, amb 0.25<Is,<0.5. Les varietats MB-6, MB-7, MB-14 i Rogue Red van 

ser poc sensibles (ls, <0.25) a la majoria de soques de P. syringae pv. syringae. 
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Resultats 

3.2.2. Virulència del patogen 

Es va determinar estadísticament I' efecte de la soca i la seva virulència en algunes 

de les varietats inoculades (Abate Fétel, Alexandrine, B. Anjou, B. Hardy, Blanquilla, 

Comice, Conference, General Leclerc, Maxine, MB-14, Morettini i Passe Crassane). Per 

cada varietat es va obtenir un model loglineal per relacionar la freqüència dels índexs de 

severitat amb la soca de patogen. Els models obtinguts (Taula 1.22) es van utilitzar per 

avaluar l'efecte de la soca de patogen en la severitat de la infecció (Taula 1.23). 

En algunes varietats (Abate Fétel, B. Hardy, Blanquilla, Cornice, Conference, 

General Leclerc, i Maxine) es van obtenir models amb components d'error elevades 

(>50%). En altres varietats la variabilitat no explicada pel model va ser inferior al 50% de 

la variabilitat total (Aiexandrine, Morettini i Passe Crassane) (Taula 1.22). 

Taula 1.22 Anàlisi dels models obtinguts per relacionar l' índex de severitat de la infecció 
en fulles de varietats de perera amb la soca de P. syringae pv. syringae 

Varietat Font de 
variació 

Graus de ·Logversemblança 
llibertat 

Abate Fétel Model 6 35.55 71.09 0.0000 
Error 56 48.27 

Alexandrine Model 6 22.80 45.59 0.0000 
EITOr 56 18.55 

Beurre Anjou Model 6 33.78 67.57 0.0000 
Error 56 39.78 

Bewre Hardy Model 6 18.34 36.70 0.0000 
Error 56 63.40 

Blanquilla Model 6 19.22 38.45 0.0000 
Error 56 58.60 

Comice Model 6 31.48 62.95 0.0000 
Error 56 47.65 

Conference Model 6 29.22 58.44 0.0000 
Error 56 48.33 

General Leclerc Model 6 19. 17 38.34 0.0000 
Error 56 30.63 

Maxine Model 6 26.48 52.95 0.0000 
Error 56 30.0 I 

MB- 14 Model 6 8.86 17.72 0.0069 
Error 56 10.95 

Morettini Model 6 33.31 66.62 0.0000 
Error 56 27.57 

Passe Crassane Model 6 34.89 69.77 0.0000 
Error 56 31.05 

Models loglineals obtinguts mitjançant el mètode de modelització de dades categòriques d! 
màxima versemblança a partir de les freqüències observades dels índexs de severitat en cada soca 
(Taules 1.16 i 1.17) 
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A Ja Taula 1.23 s'observa que l'efecte de Ja soca en Ja severitat de Ja infecció va 

ser diferent segons la varietat de perera. En algunes varietats com Abate Fétel, B. Hardy, 

Blanquilla, Comice, Conference, Morettini i Passe Crassane es va observar un efecte 

significatiu de la soca, mentre que en les vruietats Alexandrine, General Leclerc, Maxine i 

MB-14 no es va observar efecte de Ja soca, en ser varietats poc sensibles. En la varietat 

Beurre Anjou no es va observar efecte significatiu de Ja soca en Ja severitat, tot i que els 

índexs de severitat van variar entre 0.2 i 0.5 en funció de la soca, degut probablement a 

l'elevada component d'error del model. 

Amb els diferents models es van calcular els índexs relatius de virulència (lv,) 

dividint l'índex de severitat predit pel model per l'índex de severitat màxim (ls=4). A les 

Figures 1.13 i 1.14 es representen els índexs relatius de virulència de cada soca per cada 

una de les varietats. Per les varietats en que es va obtenir un efecte significatiu de Ja soca 

en Ja severitat de la infecció, les soques S8, 1392 i EPS 17 a es van mostrar en general poc 

virulentes, amb índexs relatius de virulència inferiors a 0.5, i en algunes varietats fins i tot 

inferiors a 0.25. En les mateixes varietats les soques 2027.37, EPS94, EPSMV4 i 

EPSLL3Y es van mostrar virulentes amb índexs relatius de virulència superiors a 0.5. En 

les varietats en que no es va observar efecte significatiu de Ja soca es van obtenir índexs 

relatius de virulència baixos, en Ja majoria de casos inferiors a 0.5. 

Taula 1.23. Efecte de la soca de P. syringae pv. syringae en la severitat de la infecció en 
fulles de diferents varietats de perera 

Varietat Font de Graus de x1 P>x1 
variació llibertat 

Abate Fétel Soca 6 31.09 0.0000 

AJexandrine Soca 6 0.31 0.9995 

Beurre Anjou Soca 6 8.69 0.1915 

Beurre Hardy Soca 6 25.92 0.0002 

B1anquilla Soca 6 23.77 0.0006 

Comi ce Soca 6 32.16 0.0000 

Conference Soca 6 29.74 0.0000 

General Leclerc Soca 6 8.82 0. 1839 

Max i ne Soca 6 5.01 0.5418 

MB-14 Soca 6 0.97 0.9866 

Morettini Soca 6 16.19 0.0127 

Passe Crassane Soca 6 23.42 0.0007 

Anàlisis reaJjztades amb els models loglineals obtinguts per predir l'índex re 
severitat en funció de la soca per cada una de les varietats de perera 
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Resultats 

A 

Figura 1.15. Símptomes de la infecció de P. syringae pv. syringae EPS94 (soca virulenta) 
en fulles de perera de les varietats (A ) General Leclerc (sensible) i (B) Max i ne (poc 
sensible) . C, Infecció de P. syringae pv. syringae EPS l7a (soca poc virulenta) en la varietat 
Passe Crassane (sensible). 
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MV4 

COM ICE 

CONFERENCE 

17 A 

Figura 1.16. Virulència de les soques EPS94, EPSMY4, EPS17a, EPSLL3Y i 1392 de P. 
syringae pv. syringae inoculades en fulles de perera de les varietats Comice i Conference 
(sensibles). 
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Resultats 

4. Metodologia per a l 'estudi de la interacció P. syringae pv. 
syringae- perera 

4.1. Efecte de la dosi d'inòcul en la severitat de la malaltia en planta 

No es van produir infeccions en les fulles inoculades amb dosis de patogen 

inferiors a lx 10
6 

u fc ml-1• A partir d'aquesta concentració en augmentar la dosi de patogen 

es va produir un augment de la severitat de la malaltia arribant a valors del I 00 % de 

severitat a la dosi d'I xl0
8 

ufc mf'_ Per l'interval de dosis de patogen d'lxl0
5 

a lx10
8 

ufc ml-' la relació dosi patogen (Log 10 (dosi)) - severitat de la malaltia, va er lineal 

(Figura I. I 7). En les fulles infiltrades amb aigua destil-lada estèril i en les infiltrades amb 

el bacteri sapròfit P. fluorescens EPSB4 no es van observar símptomes d' infecció. 

Les variàncies de la severitat de la malaltia (Sp) transformada en Probit (Sp/ I 00) 

van ser homogènies segons la prova de Bartlett ((P>F)=0.579) i els res idus van presentar 

una distribució normal (W= 0.97, (P<W)=0.880) d' acord amb la prova de Shapiro-Wilk. 

L'anàlisi de la covariància va indicar un efecte significatiu de la dosi de patogen en la 

severitat de la malaltia (Taula 1.24). 

Per l' interval de dosis de patogen d' lx10
5 

ufc ml-' a lx 10
8 

ufc mr' es va estimar la 

dosi infectiva mitjana (DEso: concentració de patogen necessària per produir una severitat 

del 50%). La DE50 obtinguda va ser de 5.6 x 106 u fc mr ' (Taula 1.25). 

Taula 1.24. Efecte de la dosi de patogen en la severitat de la malaltia en plantes de perera 
de la varietat Conference inocul ades amb P. syringae pv. syringae EPS94 

Font de variació 

Dosi patogen Q 

Error 

Graus de 
llibertat 

I 
JO 

Suma de 
quadrats 

392.72 
16.15 

F P>F 

243. 17 0.0000 

Anàlisi de la covariància realitzada amb les mitjanes dels valors de se veritat (Sp) re 
tres repeticions per dosi, transformats en Pro bit (Sp/I 00) 
Q Les dosis de patogen utilitzades van ser lxiO$, lxl 06

, lxl 07 i lx!Ox ufc ml·' 
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Figura 1.17. Relació dosi-resposta entre els nivells de malaltia i la dosi de patogen en 
plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. syringae 
EPS94. Els valors corresponen a la mitjana de tres repeticions. Les barres d'error indiquen 
l'interval de confiança de la mitjana (P=0.05) . 

Taula 1.25. Determinació de la dosi infectiva mitjana (DE50) de P. syringae pv. syringae 
EPS94en plantes de perera de la varietat Conference 

84 

Origen Pendent Rl a Prob>F b DE 50 
e 

(error esràndanfl (error estàndard¿ Log111~ufc ml· ' ~ 

-34.06 5.12 0.96 0.0000 6.75 
(2. I 6 ) (0.33) (0.0016) 

a R 
2 

de l'ajust dels valors predits pel model üneal respecte els observats 
bProbabilitat del model lineal 
' Dosi de patogen a la que es produeix el 50% de severitat de la malaltia (entre 
parèntesi s'indica l'error estàndard).Valor calculat a partir de la funció lineal 
obtinguda per regressió simple dels valors de severitat de la malaltia (Sp) 
transformats en Pro bit (Sp/I 00) en funció de la dosi de patogen transformada en 

5 
Log10 (u fc ml"1). Funció calculada per les dosis de patogen d ' I x I O u fc ml·1 a 

lx 108 ufc mi"
1 



Resultats 

4.2. Efecte de l'edat de la fulla en la severitat de la infecció 

Es va avaluar l'efecte de la fulla en la severitat de la infecció en infiltrar P. 

syringae pv. syringae EPS94 a diferents dosis en plantes de perera de la varietat 

Conference. Com que es van inocular totes les fulles de la planta es va poder determinar 

l'efecte de la posició de la fulla en la planta (des de la base del brot fins l' àpex) i de l'edat 

de Ja fulla (fulles formades en brots de més d 'un any i fulles formades en el brot de 

l' any). Per això es van realitzar dues anàlisis de la variànc ia, una considerant la posició de 

la fulla i l'aJtra considerant l'edat. En els dos casos també es va determinar l'efecte de la 

dosi d'inòcul i de la interacció (posició fulla-dosi inòcul i edat fulla-dosi inòcul) en la 

everitat de la infecció (Taules 1.26 i 1.27). 

Taula 1.26. Efecte de la posició de la fulla en la planta i la dosi de patogen en la severitat 
de la infecció de P. syringae pv. syringae EPS94 en plantes de perera de la varietat 
Conference 

Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Posició fulla a 12 1156.7 0 .22 0 .9972 
Dosi patogen b I 58402.8 131.82 0.0000 
Posició x dosi 12 1303.6 0 .24 0.9951 
Error 88 38989.2 

Anàlisi de la covariància realitzada amb les mitjanes dels valors de severitat de tres 
repeticions per tractament 
a Es va avaluar la severitat de la infecció per cada una de les fulles de la planta, des re 
la base fins la part apical del brot 
bLes dosis de patogen utilitzades van ser Jx106

, Jxl07 i Jx108 ufc ml' 1 

Taula 1.27. Efecte de l'edat de la fulla i la dosi de patogen en la severitat de la infecció de 
P. syringae pv. syringae EPS94 en plantes de perera de la varietat Conference 

Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Edat a 1 5.15 0.02 0.8809 
Dosi patogen b l 9672.72 43.73 0 .0000 
Edat x dosi I 49.98 0.23 0.641 8 
Error 14 3096.48 

Anàlisi de la covariància realitzada amb les mitjanes dels valors de severitat de tres 
repeticions per tractament 
a Es van considerar dues edats de la fulla: joves (formades sobre el brot de l'any) i 
velles (formades sobre brots de més d' un any) 
b Les dosis de patogen utilitzades van ser Ix 106

, Ix I 07 i Ix I 08 u fc ml'1 
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Figura 1.18. Severitat de la infecció en funció de la posició de la fulla en la planta (A) i de 
l'edat de la fulla (B) en inocular P. syringae pv. syringae EPS94 a diferents dosis en plantes 
de perera de la varietat Conference. Els valors de severitat corresponen a la mitjana de tres 
repeticions. Les barres d'error indiquen l'error estàndard de la mitjana. Valors de severitat 
amb diferent lletra presenten diferències significatives segons la prova de separació de 
mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05). 
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Resultats 

Les variàncies dels valors de severitat dels diferents tractaments per cada anàlisi 

(efecte de Ja posició fulla i efecte de l'edat de la fuita) es van mostrar homogènies 

((P>F)=O.O IO i (P>F)=0.270, respectivament) segons Ja prova de Bartlen i els residus 

es van distribuir de fonna nonnal d'acord amb la prova de Shapiro-Wilk (W>0.90, 

(P<W)>0.07). 

L'anàlisi de la covariància va indicar un efecte molt significatiu de Ja dosi d'inòcul 

en la severitat de la infecció (P<O.OO I). No es va observar efecte significatiu de la posició 

de Ja fulla en la planta (Taula 1.26), ni de l'edat de la fulla (Taula 1.27). 

Tot i que no es va observar efecte significatiu de l'edat de Ja fulla en el model 

global, es va avaluar l'efecte de l'edat de Ja fulla en Ja severitat de Ja infecció per cada una 

de les dosis d ' inòcul per separat. Les variàncies dels valors de severitat dels diferents 

tractaments per cada dosi de patogen ( Ix I 06
, Ix l 07 i Ix I 08 u fc mr ' ) es van mostrar 

homogènies segons la prova de Bartlen ((P>F)=0.821, 0.690 i 0.943, respectivament) i 

els residus es van distribuir de fonna nonnal segons la prova de Shapiro-Wilk (W=0.76, 

(P< W)=0.052; W=0.84, (P< W)=0.115 i W=0.88, (P< W)=0.254, respectivament). 

L'anàlisi de la variància va indicar un efecte significatiu de l'edat de la fu lla en la 

severitat de la infecció a Ja dosi d 'inòcul d'lx 108 ufc ml·' ((P>F)=0.002, R2=0.92). A les 

altres dosis d ' inòcul no es va observar efecte significatiu de l'edat de la fulla en la 

severitat de la infecció ((P>F) >0.10). 

Els valors de severitat de la infecció obtinguts en les fulles joves i en les fulles 

velles van ser similars per la dosi de 106 u fc ml·' (20-30%) i per la dosi de I 07 u fc mr' 
(30-50%). En canvi , en les inoculacions realitzades a la dosi de 108 ufc mr ' es van 

obtenir nivells de severitat significativament superiors en les fulles joves (90%) que en les 

velles (70% ). A aquesta dosi d ' inòcul la severitat de la infecció va ser superior a 

l'obtinguda a les altres dosis (Figura 1.18). 
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4.3. Evolució de la població bacteriana en plantes inoculades 

Es van inocular les soques P. syringae pv. syringae EPS94 i P. syringae pv . 

phaseolicola SD68 a les concentracions d' 1 x 107 i I x 108 ufc m1·1 en fulles en plantes de 

perera de la varietat Conference. Es van fer recomptes del nombre de bacteris viables de 

cada soca en la zona inoculada a les O, 24 i 48 h de la incubació a 25 °C, 16 h llum i l8°C, 

8 h foscor i humitat relativa del 70-80 % (Figura 1.19). 

Les variàncies del nombre de bacteris viables dels diferents tractament al llarg del 

temps van ser homogènies segons la prova de Bartlett ((P>F)=0.678) i els residus van 

presentar una distribució nonnal segons la prova de Shapiro-Wilk (W=0.95, 

(P<W)=0. 188). En l'anàlisi de la variància es va observar un efecte significatiu del temps 

d'incubació (?=0.032), molt significatiu de la interacció temps-soca (P=O.OO I) i 

significatiu de la interacció temps-dosi d' inòcul (P=0.042), en la multiplicació bacteriana 

en les fu lles de les plantes (Taula 1.28). 
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Figura 1.19. Evolució de la població de P. syringae pv. syringae EPS94 i P. syringae pv. 
phaseolicola SD68 inoculats a les concentracions 1 xI 0 7 i I x I 03 u fc ml·' en plantes de 
perera de la varietat Conference. Es van inocular per infiltració localitzada en les fulles 50 
f.ll de les suspensions bacterianes i es van incubar a 25 °C, 16 h llum i 18 °C, 8 h foscor i 70-
80% d'humitat re lativa. Els valors corresponen a la mitjana de tres repeticions. Les barres 
d 'error indiquen l'interval de confiança per la mitjana (P=O.OS). 
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Taula 1.28. Efecte del tipus de bacteri i la dosi d'inòcul en la multiplicació al llarg del 
temps de P. syringae pv. syringae EPS94 i P. syringae pv. phaseolicola SD68 en fulles en 
plantes de perera de la varietat Conference 

Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Soca I 0.01 0.0 1 0.9396 
Dosi inòcul a I 0.33 3.98 0.0624 
Temps incubació b I 0.44 5.42 0.0325 
Soca x dosí inòcul I 0.01 0 .03 0.8460 
Soca x temps 1 1.29 15 .7 1 0.0010 
Temps x dosi inòcul I 0.40 4 .83 0.0420 
Error 29 1.39 

Anàlisi dc la covariància realitzada amb la mitjana del nombre de bacteris viables 
transfonnats en (Log

10 
u fc mm"2) de les tres repeticions de cada tractament 

a Els bacteris es van inocular a les dosis d'I x 107 i I x lO~ ufc ml·' 
b L'avaluació de la població bacteriana en les fulles es va realitzar a les O. 24 i 48 h ci! 
les inoculacions 

En la situació compatible, corresponent a la inoculació de P. syringae pv. syringae 

EPS94 en plantes de la varietat Conference, es va observar un augment de la població 

bacteriana en la zona infiltrada a les 24 i 48 hores per les dues dosis de patogen. Tant a les 

24 com a les 48 hores de les inoculacions els nivells de bacteris viables en la zona 

infiltrada eren lleugerament superiors en les fulles inoculades amb I x I 08 u fc mr' . 

En la situació incompatible, corresponent a P. syringae pv. phaseolicola SD68 

patogena de mongetera inoculada en perera, els nivells de bacteris viables en les fulles van 

disminuir al cap de 24 i 48 hores respecte els inicials, per les dues dosis de bacteri. En les 

fulles en que s'havien inoculat suspensions d' 1xl08 ufc ml"1 els nivells poblacionals a les 

48 hores havien disminuït en un factor de I O, mentre que en les inoculacions d' I x I 07 

ufc mr' la població va disminuir en un factor de 100 respecte els nivells inicials (Figura 

1.1 9). 
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4.4. Desenvolupament de símptomes infeccions 

Els símptomes observats en les fu lles i les necrosis produïdes van ser diferents en 

funció del tipus d'interacció i de la concentració bacteriana. Amb la soca EPS94 de P. 

syringae pv. syringae es van observar necrosis progressives per la superfície de la fulla 

des del punt d'inoculació, més severes a la dosi màxima de patogen ( Ix I 08 u fc ml" 1 
). A 

les dues dosis de patogen es van començar a observar símptomes d'infecció als 2-3 dies 

de les inoculacions i les necrosis van anar progressant aJ llarg dels temps. Als 5 dies de 

les inoculacions es van observar necrosis ben desenvolupades (Figura 1.20 A). Les 

necrosis eren brunes, de consistència tova, aquosa, característiques de les infeccions 

bacterianes en teixit vegetal. En cas de er necrosis expansives el límit entre la zona 

necrosada i el teixit sa era difús. 

En les fulles inoculades amb P. syringae pv. phaseolicola SD68 no es van 

observar símptomes fins als 3-4 dies d'incubació. En les inoculacions realitzades amb el 

bacteri a la concentració d' I x I O 7 u fc mr1 en la majoria de les fulles no es van observar 

símptomes, tot i que en algunes fulles es van observar necrosis localitzades al punt 

d'inoculació. En les fulles inoculades amb el bacteri a la concentració d' 1 x 108 ufc m1·1 es 

van observar símptomes clars aJ cap de 5 dies, consistents en necrosis limitades a una 

àrea reduïda al voltant del punt d'inoculació. Totes les necrosis observades en les 

inoculacions amb P. syringae pv. phaseolicola eren de consistència seca i molt 

localitzades, observant un límit ben definit entre la zona necrosada i el teixit sa (Figura 

1.20 B). En algunes fulles al cap de 7 dies de les inoculacions el teixit necrosat s'havia 

desprès de la fulla i havia quedat un forat. 
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Figura 1.20. Sfmptomes macroscòpics de la inoculació per microinfiltració localitzada en fulles de plantes de perera de la varietat 
Conference dels bacteris (A) P. syringae pv. syringae EPS94 (interacc ió compatible) i (B) P. syringae pv. phaseolicola SD68 (interacció 
tncompatible) . 
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Capítol 1 

4.5. Canvis estructurals en els teixits de fulles de perera durant la 
interacció 

Es va observar l'estructura interna dels teixits de fulles de perera infiltrats amb els 

bacteris a la dosi d'lx 108 ufc ml·', a les 48 hores de les inoculacions. La modificació de 

l'estructura dels teixits de la fulla en la zona infiltrada amb els bacteris va ser diferent en 

cada una de les situacions. 

Observacions al microscopi òptic 

En les observacions realitzades al microscopi òptic es va apreciar que els canvis 

més importants van produir-se en les cèl-lules del mesofil ·le de la fulla. Tant en la situació 

compatible com en la incompatible l'epidermis matenia la seva estructura, en canvi 

I' estructura del parènquima s'havia alterat (Figura 1.21). En la situació compatible 

(Figura 1.21 A) el parènquima en palissada mantenia íntegra l'estructura, mentre que el 

parènquima esponjós estava desorganitzat, les cèl-lules quedaven separades, deixant de 

formar un teixit continu. Tot i això, les cèl·lules del parènquima esponjós mantenien la 

seva morfologia, limitades per la paret cel-lular. 

En la situació incompatible (Figura 1.21 B), el mesofil·le de la zona inoculada va 

perdre la seva estructura. Tant el parènquima en palissada com el parènquima esponjós es 

van desorganitzar. Es va observar que les cèl·lules havien perdut la seva estructura i que 

el mesofil-le quedava format per espais limitats per agregats cel·lulars. Els feixos 

vasculars en la situació compatible van mantenir la seva organització, mentre que en la 

incompatible també van perdre l'estructura, observant-se per l'interior del mesofil·le 

cèJ.lules rullades del xilema. En les zones no inoculades amb bacteris i en les infiltrades 

amb aigua destiJ.lada estèril no es van observar canvis en l'estructura dels teixits. 
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Figura 1.21. Talls transversals semifins de fulles de plantes de perera de la varietat 
Conference realitzats a les 48 hores de la inoculació per microinfiltraci6 dels bacteris (A) P. 
syringae pv. syringae EPS94 (interacció compatible) i (B) P. syringae pv. phaseolicola 
SD68 (interacció incompatible). Observació al microscopi òptic dels teixits de la zona 
infiltrada amb els bacteris (X 428). Tinció amb blau de metilé (solució aquosa al 0.5%); 
E=epidermis de l'anvers de la fulla; Pp=parèoquima en palissada; Pe=parènquima 
esponjós; fletxa=teixits conductors; X=xilema. 
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Observacions al microscopi electrònic de rastreig 

Al microscopi electrònic de rastreig es va observar la localització dels bacteris 

infiltrats en la interacció compatible i incompatible (Figures 1.22, 1.23 i 1.24). 

P. syringae pv. syringae EPS94 va colonitzar i es va multiplicar en l'espai 

intercel·lular de la zona inoculada de les fulles (Figures 1.22 B, 1.23). Fora de la zona 

d'inoculació no es van observar bacteris en les 48 primeres hores de la interacció (Figura 

1.22 A). P. syringae pv. phaseolicola SD68, en canvi, a les 48 hores d'inoculació va 

quedar restringit a una zona molt reduïda de l'espai intercel·lular del voltant del punt 

d'inoculació (Figura 1.24). En les fulles infiltrades amb aigua destil·lada estèril no es van 

observar bacteris. Tampoc es van observar bacteris ni alteracions en els teixits fora de la 

zona d'inoculació en les fulles inftltrades amb els dos bacteris. 

En l'espai intercel·lular del mesofiJ.Ie de les fulles corresponent a la zona infiltrada 

amb els bacteris es va observar un elevat nombre de bacteris en la situació compatible (P. 

syringae pv. syringae EPS94), fins i tot amb cèl-lules bacterianes en divisió. En la 

situació incompatible (P. syringae pv. phaseolicola SD68), en canvi, es van observar 

poques cèl·lules bacterianes en l'espai intercel·lular del mesofil·le de la zona infiltrada. En 

aquesta interacció es va observar la formació d'unes estructures fusiformes, fibril·lars , 

formant agregats molt densos que ocupaven l'espai intercel·lular dels teixits infiltrats amb 

els bacteris (Figura 1.24). Aquestes estructures no es van observar en les fulles infiltrades 

amb el patogen de perera, ni en les infiltracions amb aigua destil-lada estèril. 
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Figura 1.22. Micrografies al microscopi electrònic de rastreig de la superfície de fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference a les 48 hores de la inoculació per 
microinfiltració amb P. syringae pv. syringae EPS94. A, Epidennis del revers de la fulla 
fora de la zona d'inoculació dels bacteris. B, Epidermis del revers de la fulla en el punt 
d'inoculació . Es pot observar La presència de bacteris (b) en la superfície foliar. 
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Figura 1.23. Micrografies al microscopi electrònic de rastreig del mesofil.le de fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 
(interacció compatible) . Les imatges corresponen al punt d ' infiltració dels bacteris. 
Observi' s la presència en I' espai intercel.lular de cèl.lules bacterianes (b ), algunes de les 
quals estan en divisió (fletxa), i l'establiment de contacte directe amb la superfície de les 
cèl lules vegetals . 
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Figura 1.24. Micrografies al microscopi electrònic de rastreig del mesofil.le de fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv phaseolicola 
SD68 (interacció incompatible). Les imatges corresponen al punt d'infiltració dels bacteris. 
Observi's la presència en l'espai intercel.lular d'agregats fusiformes (Af) recobrint la 
superficie externa de les cèllules parenquimàtiques i alguna cèl.lula bacteriana (b). 

97 



Capítol} 

Observacions al microscopi electrònic de transmissió 

En les micrografies electròniques dels teixits de fulla de perera a les 48 hores de la 

infiltració d'aigua estèril (Figura 1.25), es van observar les cèl·lules del mesofil·le de la 

fulla formant un teixit continu ben organitzat. Les cèl·lules parenquimàtiques estaven 

turgents i mantenien la seva estructura, amb la paret ceJ.lular limitada internament per Ja 

membrana plasmàtica, el citoplasma era poc electrodens i s'hi observaven cloroplasts, 

mitocondris, grans vacuols i les vesícules de Golgi, entre altres estructures cel·lulars. Els 

cloroplasts estaven limitats per la membrana, amb estroma i els grana ben organitzats, 

amb presència de grànuls de midó i de grànuls osmiofílics. El tonoplast i el plasmalemma 

eren continus i ben diferenciats. En l'espai intercel·lular no s'hi observaven bacteris ni 

estructures fibril·lars o granulars electrodenses. 

Les micrografies electròniques dels teixits de fulla de perera infiltrats amb P. 

syringae pv. syringae EPS94 a la dosi d'lxl08 ufc ml'1 (situació compatible), a les 48 

hores de la inoculació, van mostrar, la presència de bacteris en l'espai intercel·lular del 

parènquima de la zona infiltrada (Figura 1.26). Les cèl·lules bacterianes es trobaven 

properes a la superfície externa de la paret cel·lular vegetal, observant-se la interacció 

bacteri-planta a través de la paret ceJ.lular vegetal i la superfície bacteriana (Figura 1.27). 

En la cara externa de la paret ceJ.lular de les cèJ.lules parenquimàtiques que tenien bacteris 

propers es van observar estructures granulars electrodenses, les quals no s'observaven en 

zones que no tenien bacteris a prop (Figura 1.27). En la superfície dels bacteris es van 

observar unes estructures globulars electrodenses distribuïdes radialment per Ja 

superfície, en alguns casos formant cadenes, originades, semblava, a partir de la 

membrana externa En algunes de les micrografies es podia observar l'establiment de 

contacte físic entre els dos tipus d'estructures granulars electrodenses (de les cèl·lules de 

Ja planta i del bacteri) i en altres el contacte bacteri-planta era directe, a través de les parets 

cel·lulars respectives. Algunes cèJ.lules bacterianes es trobaven en divisió. 

Pel que fa a l'estructura dels teixits de fulla de perera en la zona infiltrada amb el 

patogen, es va observar una desorganització en les cèl·lules parenquimàtiques, més 

intensa en el punt d'inoculació (inici de les lesions i necrosis). En la zona d'inici de les 

infeccions es van observar canvis forts en l'organització cel·lular. El citoplasma de les 

cèl·lules parenquimàtiques era més electrodens, no s'observaven vacuols, i els orgànuls 

citoplasmàtics havien perdut I' estructura. Els cloroplasts havien perdut Ja membrana i 

I' estroma i els grana estaven dispersos pel citoplasma juntament amb els grànuls de midó 

(Figura 1.26). En algunes cèl·lules infectades es va observar el trencament de la paret 
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cel·lular i l' abocament del contingut citoplasmàtic a l'espai intercel·lular, amb la 

conseqüent mort cel·lular. En zones més allunyades del punt d' infiltració dels bacteris, tot 

i observar-se cèl-lules bacterianes en l' espai intercel·lular, les cèl-lules del parènquima 

estaven menys desorganitzades, s'observaven agregats citoplasmàtics en l' interior de les 

cèl·lules, però tant el citoplasma com els cloroplasts encara eren poc electrodensos. 

En les micrografies electròniques de teixits de fulla de perera infiltrats amb P. 

syringae pv. phaseolicola SD68 a la dosi d ' 1 x 108 u fc ml·' (situació incompatible), a les 

48 hores de la inoculació, es va observar la presència de bacteris en l'espai intercel·lular 

de les cèl·lules parenquimàtiques (Figura 1.28). En general s'observaven agregats de 

bacteris entre les cèl· lules vegetals, limitats o envoltats per una matriu fibril·lar. Les 

cèl·lules bacterianes eren menys electrodenses que en la situació compatible. No es van 

observar estructures granulars electrodenses en la superfície externa de les cèJ.lules 

vegetals ni en la superfície dels bacteris. 

En la interacció incompatible, en les cèl-lules del mesofiJ.le de la fulla que tenien 

bacteris propers es van observar forts canvis: el citoplasma era més electrodens, el 

plasmalemma i el tonoplast van perdre la continuïtat i els orgànuls cel·lulars van 

desetructurar-se. L'estroma i la membrana dels cloroplasts van desaparèixer. Algunes 

cèl·lules vegetals van abocar el contingut al medi extraceJ.lular, observant-se grànuls de 

midó i agregats cel·lulars en l'espai intercel·lular, envoltant els bacteris. Les cèJ. lules 

vegetals afectades havien perdut la turgència, ja que el plasmalemma quedava separat de la 

paret. En la cara interna de la paret cel·lular es va observar la deposició d'estructures 

granulars o fibroses electrodenses (Figura 1.28). 

En tots els tractaments, fora de la zona infiltrada amb bacteris no es van observar 

canvis o alteracions en els teixits i cèl·lules de les fulles. 
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Figura 1.25. Microelectrografies al microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de perera infiltrades amb aigua destil·lada estèril. Superior, cèl·lules parenquimàtiques 
del mesofil·le de la fulla (X 8500). Observi's l'estructura regular del teixit (cèl ·lules 
turgents, en contacte les unes amb les altres) En l'espai intercel·lular (ei) no s'observen 
bacteris ni estructures granulars electrodenses. Inferior, detall d'una cèl-lula parenquimàtica 
en la que es pot observar l'organització cel·lular, amb el plasmalemma (pl) continu i proper 
a la paret cel·lular (pe) i els cloroplasts (e) limitats per la membrana externa (me) amb els 
grana (g) apilats regularment i amb grànuls de midó (m) en el seu interior En I' interior 
dels cloroplasts s'observen grànuls osmiofílics (o) (X 27000) 
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Figura 1.26. Microelectrografies al microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de perera infiltrades amb P. syringae pv. syringae EPS94 (compatible). Observi's la 
presència de bacteris (b) en l'espai intercel.lular (ei) del parènquima, i d'estructures 
granulars electrodenses (fletxes) en la superfície externa de la paret cel.lular vegetal, 
properes als bacteris. Superior, cèl.lula parenquimàtica propera al punt d'inoculació. Inici 
de pèrdua de I' organització cel.lular, tot i que encara es manté l'estructura dels cloroplasts 
(e) (X 13500). Inferior, detall d'una cèl.lula parenquimàtica del punt d'inoculació. Pèrdua 
de l'estructura cel.lular, citoplasma més electrodens, desaparició de la membrana dels 
cloroplasts i de l'estroma i grànuls de midó (m) repartits pel citoplasma ( X 10600). 
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Figura 1.27. Microelectrografies aJ microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de perera infiltrades amb P. syringae pv. syringae EPS94 (compatible) Detall de la 
interacció bacteri-cèl.lula vegetal en l'espai intercel.lular (*). A, (X 25000) observi's la 
localització dels bacteris (b) propers a la paret cel.lular vegetal (p) i la presència 
d' estructures granulars electrodenses (fletxa gran) en la superfície externa de la paret 
cel.lular. A les micrografies B (X 40000) i D (X 80000) s'observen estructures granulars de 
tamany inferior (fletxa petita) en la superfície de les cèl.lules bacterianes. C , contacte directe 
bacteri-cèl.lula vegetal (v) (X 25000). A les micrografies E (X 50000) i F (X 25000) 
s'observen cèl.lules bacterianes en divisió. 
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Figura 1.28. Microelectrografies al microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de perera infiltrades amb P. syringae pv phaseolicola SD68 (interacció 
incompatible) 48 hores després de la infiltració. A, observi's la localització dels bacteris en 
l' espai intercel·lular (*), formant agregats que queden limitats per les parets cellulars (p) de 
cèllules vegetals veïnes (X 5000). Les cèl·lules vegetals (v) en contacte amb bacteris han 
perdut l'estructura (citoplasma més electrodens, i desaparació de l' estroma i de la 
membrana externa dels cloroplasts). B (X 16000), C (X 25000), i D (X 63000), bacteris en 
contacte amb les cèl·lules vegetals envoltats per una matriu fibril·lar (mf). 
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4.6. Canvis en la permeabilitat ceHular dels teixits de fulla de perera 

durant la interacció amb P. syringae 

Es van mesurar els canvis en la permeabilitat dels teixits de fulla de perera durant 

la interacció amb bacteris fitopatògens virulents, en la situació compatible (P. syringae 

pv. syringae 2027.37), en la incompatible (P. syringae pv. tabaci 2106), i en la interacció 

amb un patogen avirulent (P. syringae pv. syringae 2831). Com a control es van mesurar 

els canvis en la permeabilitat cel·lular en teixits de fulla no inftltrats amb bacteris. 

A la Figura 1.29 es representa la conductivitat al llarg del temps en discs de fulla 

de plantes de perera de la varietat Passe Crassane infiltrats amb els bacteris. S'ha 

representant l'increment de conductivitat respecte la inicial, ja que els valors inicials de 

conductivitat van ser similars per tots els tractaments (100-150 f.IS). El nombre de bacteris 

infiltrats va ser d'entre 5 x 106 i 3 x 107 u fc disc·•, pels diferents tractaments. 
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Figura 1.29. Efecte del tipus d'interacció i la virulència del bacteri en la sortida 
d'electròlits. Discs de fulles de perera de la varietat Passe Crassane infiltrats amb P. syringae 
pv. syringae 2027.37 (+ ,virulent, situació compatible); P. syringae pv. syringae 2831, (e , 
avirulent); i P. syringae pv. tabaci 2106, (0, virulent, situació incompatible). Les 
incubacions es van efectuar en amortidor MES 0.5 mM+ CaCI2 0.5 mM (5 discs de fulla en 
10 ml d'amortidor per repetició) a 25°C amb llum i agitació. Com a control es van infiltrar 
discs amb amortidor (O). Per cada tractament es van realitzar quatre repeticions. Cada valor 
correspon a la mitjana de l'increment de conductivitat respecte la conductivitat inicial de les 
quatre repeticions. Les barres d'error representen l'error estàndard de la mitjana. 
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Durant les 8 primeres hores d'incubació els canvis en la permeabilitat cel·lular van 

ser similars en les diferents situacions (compatible i in~ompatible) i segons la virulència 

bacteriana (Figura 1.29). Durant aquest període de temps no es va observar un augment 

important de la sortida d'electròl its. A partir de les I O hores d'incubació el comportament 

va ser diferent en funció del tipus d'interacció. En la situació compatible (P. syringae pv. 

syringae 2027.37) es va produir un ràpid i fort augment de Ja conductivitat. Durant les 20 

primeres hores d'incubació es van assolir valors de conductivitat elevats, que van 

continuar augmentant fins al final de la incubació. En aquest tractament es van obtenir els 

valors de conductivitat més elevats (300 ¡JS). En la situació incompatible (P. syringae pv. 

tabaci 2106) es va produir un augment lent i progressiu de la conductivitat, assolint valors 

al final de Ja incubació inferiors als de la situació compatible ( I 00 ¡JS). Amb la soca 

a virulenta P. syringae pv. syringae 2831 els valors de conductivitat al llarg de tota la 

incubació es van mantenir força estables i van ser similars als del control (discs no 

infiltrats amb bacteris). 

4.6.1. Efecte del tipus d'interacció en la capacitat final de sortida 

d'electròlits dels teixits de fulla de perera 

Les variàncies de la conductivitat al final de la incubació pels diferents tractaments 

es van mostrar homogènies segons Ja prova de Bartlett ((P>F)=0.056) i els residus van 

presentar una distribució normal segons Ja prova de Shapiro-Wilk (W=0.89, 

(P<W)=0.064). L'anàlisi de la variància va mostrar un efecte significatiu del tipus de 

bacteri infiltrat en la conductivitat al final de la incubació ((P>F) <0.001 , K=0.94). 

Taula 1.29. Efecte del tipus d' interacció en Ja sortida d'electròlits de discs de fulla de 
plantes de perera infiltrats amb diferents bacteris 

Bacteri infiltrat • Interacció Conducti vitat : 
s 

P. syringae pv. syringae 2027.37 (virulent) Compatible 298 a 
P. syringae pv. tabaci 2106 (virulent) Incompatible 147 b 
P. syringae pv. syringae 283 1 (avirulent) 85 e 
Control no inoculat 46 e 

x Es van infiltrar discs de fulles de plantes de perera de la varietat Passe Crassane amb 
suspensions bacterianes. Per cada tractament es van realitzar quatre repeticions amb 5 discs 
de fulla per repetició. Els discs de cada repetició es van incubar en I O ml d 'amortidor MES 
0.5 mM + CaC12 0.5 mM durant 44 h a 25°C amb llum i agitació 
z Es va mesurar la conductivitat de les solucions al final de la incubació. Els valors 
corresponen a la mitjana de la conductivitat de les quatre repeticions de cada tractament. 
Valors de conductivitat seguits per la mateixa lletra no presenten diferències significatives 
d' acord amb la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05). L'anàlisi de la 
variància va mostrar un efecte significatiu del tractament ((P>F)<O.OO I, R2=0.94) 
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La conductivitat al final de la incubació dels discs de fulla infiltrats amb la soca 

virulenta (situació compatible) va ser significativament superior a la de la situació 

incompatible i a la de la soca avirulenta. En la situació incompatible amb P. syringae pv. 

tabaci 2106 es van obtenir valors de conductivitat al final de la incubació significativament 

superiors als de la soca a virulenta P. syringae pv. syringae 2831. Per aquesta última la 

conductivitat final no va ser significativament diferent de la dels controls no infiltrats amb 

bacteris (Taula 1.29). 

4.6.2. Determinació dels paràmetres cinètics bondat de l'ajust 

A la Taula 1.30 es mostren els valors dels paràmetres K0 i b de l'equació descrita 

a la pàg. 52 per cada una de les repeticions dels diferents tractaments. En tots els 

tractaments, el model monomolecuJar amb taxa de sortida d'electròlits variable en el temps 

es va ajustar adequadament a les dades de sortida d'electròlits al llarg del temps. Com a 

conductivitat màxima (Cma.r) es va utilitzar Ja mitjana de la conductivitat dels diferents 

tractaments després de la congelació i descongelació de les mostres (294 ¡.¡S). 

Taula 1.30. Paràmetres i ajust del model matemàtic utilitzat per definir la cinètica de sortida 
d'electròlits en discs de fulles de plantes de perera infiltrats amb diversos bacteris 

Bacteri a R e p .h Paràm etres Rl P>F R es idus 

K b w P<W 
P.s. pv. syringae 2027.37 I 0.0031 ·0.0055 0.99 0.0000 0.957 O. 7656 
P.s.pv. syringae 2027.37 2 0.0010 -0.0047 0.99 0.0000 0.941 0.5762 
P.s.pv. syringae 2027.37 3 0.0169 -0.0092 0.99 0.0000 0.888 0.1857 
P.s.pv. syringae 2027.37 4 -0.0018 -0.0060 0.99 0.0000 0.942 0.5999 

P.s.pv. tabaci 2106 I 0.0192 0.0003 0.98 0.0000 0.850 0.0753 
P.s. pv. tabaci 2106 2 0.0194 0.0003 0.99 0.0000 0.993 0.9984 
P.s.pv. tabaci 2106 3 0.0210 -0.0003 0.99 0.0000 0.904 0.2772 
P.s.pv. tabaci 2106 4 0.0186 0.0002 0.97 0.0000 0.906 0.2851 

P.s.pv. syringae 2831 I 0.0126 0.0002 0.91 0.0001 0.964 0.8382 
P.s. pv. syringae 2831 2 0.0051 -0.000 1 0.78 0.0016 0.892 0.204 1 
P.s. pv. syringae 283 1 3 0.0227 0.0004 0.99 0.0000 0.966 0.8526 
P.s. pv. syringae 283 1 4 0.0 125 0.0002 0.98 0.0000 0.984 0.978 1 

Control I 0.0072 0.0002 0.97 0.0000 0.888 0. 1531 
Control 2 0.0067 0.0002 0.96 0.0000 0.939 0.5617 
Control 3 0.0135 0.0004 0.96 0.0000 0.875 0. 1367 
Control 4 0.0139 0.0004 0.93 0.0000 0.920 0.3879 

a Es van infiltrar discs de fulles de plantes de perera de la varietat Passe Crassane amb suspensions 
d'lx 109 ufc ml' 1 de les diferents soques. Com a control es van infiltrar discs amb amortidor 
b Per cada una dc les repeticions de cada tractament es van obtenir, per regressió no lineal, els 
paràmetres K0 i b del model matemàtic i es va calcular el coefi cient de determinació (R1

), el grau 
de significació (P> F) i la normalitat dels residus (prova de Shapiro-Wilk) 
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4.6.3. Anàlisi estadística de l'efecte del tipus d'interacció bacteri­

perera en la taxa de sortida d'electròlits 

Per determinar l'efecte dels tractaments es van comparar els paràmetres K 0 ib del 

model , que defineixen la taxa de sortida d'electròlits (K) al llarg del temps (Equació 4 

pàg. 5 1). 

Les variàncies dels valors de K0 i b dels diferents tractaments es van mostrar 

homogènies segons la prova de Bartlen ((P>F)=0.065 i (P>F)=0.070, respectivament) i 

els residus es van distribuir de fonna nonnal segons Ja prova de Shapiro-Wilk (W=0 .95, 

(P<W)=0.509 i W=0.90, (P<W)=O. l?O, respectivament). L 'anàlisi de la variància va 

indicar un efecte significatiu del tractament (tipus de bacteri infiltrat) en cada un dels 

paràmetres que defineixen la taxa de sortida d'electròlits ( (P>F)=O.OO l , R2=0. 72 i 

(P>F)<O.OO l , R2=0.88, respectivament). 

Els valors dels paràmetres en la situació compatible (soca virulenta) van ser 

significativament diferents dels de la situació incompatible i dels de la soca avirulenta 

(Taula 1.31 ). En la situació compatible es van obtenir valors de K 0 majoritàriament 

positius i de b negatius. En les altres situacions (P. syringae pv. syringae 2831 i P. 

syringae pv. tabaci 2106) es van obtenir valors positius pels dos paràmetres, no 

signi ficativament diferents dels obtinguts en els dics no infiltrats amb bacteris. 

Taula 1.31. Efecte del tipus d' interacció bacteri-perera en la taxa de sortida d'electròlits de 
discs de fulla infiltrats amb diferents bacteris 

Bacteri (viru lència) ·' Interacció Paràmetres < 

K b 

P. syringae pv. syringae 2027.37 (V) Compatible 0.0048 b -0.0063 b 
P. syringae pv. tabaci 2106 (V) Incompatible 0.0195 a 0.0001 a 
P. syringae pv. syringae 2831 (A V) 0.0 132 a 0.0002 a 
Control no infiltrat amb bacteris 0 .0 103 a 0.0003 a 

• Virulència de la soca V: virulenta, A V: avirulenta 
' K0 i b són la mitjana dels vaJors obtinguts en les quatre repeúcions de cada tractament. 
Valors d ' un paràmetre seguits per la mateixa lletra no presenten diferències significaúves 
segons la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05). L'anàlisi de la 
variància va indicar un efecte significatiu del tractament en el vaJor de K0 i b 
((P>F)=O.OO I, R2=0.72 i ((P>F)<O.OO I, R2=0.88, respectivament) 
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4.6.4. Anàlisi estadística de l'efecte del tipus d'interacció bacteri ­

perera en el temps de pèrdua mitjana d'electròlits (150) 

A partir de les equacions obtingudes en l'ajust dels valors de conductivitat al llarg 

del temps (Taula 1.30) es va calcular el temps necessari per assolir valors de conductivitat 

del 50% de la conductivitat màxima (t50) . 

En els discs de fulla infiltrats amb la soca avirulenta P. syringae pv. syringae 283 I 

i en els discs no infiltrats el temps necessari per assolir el 50% de la conductivitat màxima 

va ser superior al temps d'incubació de l'experiment. En els infiltrats amb les soques 

virulentes (situacions compatible i incompatible) es van obtenir valors de r50 inferiors 

(Taula 1.32 ). 

Es va realitzar la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer per comparar 

els valors de t50 en les infiltracions amb bacteris fitopatògens virulents en les situacions 

compatible i incompatible (Taula 1.32). Els valors de t50 dels dos tractaments van 

presentar les variàncies homogènies segons la prova de Bartlett ((P>F)=0.3045) i els 

residus es van distribuir de forma normal (W=0.95, (P<W)=0.754). L'anàlisi de la 

variància va mostrar un efecte significatiu del tipus d' interacció bacteri-perera en el temps 

de pèrdua mitjana d'electròlits ((P>F)<O.OO l , R1=0.95). El temps de pèrdua mitjana 

d'electròlits en la situació compatible va ser significatjvarnent inferior ( 15 h) al de la 

situació incompatible (30 h). 

Taula 1.32. Efecte del tipus d' imeracció bacteri-perera en el t50 en discs de fulla de plantes 
de perera de la varietat Passe Crassane infiltrats amb diferents bacteris 
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Bacteri 

P. syringae pv. syringae 2027.37 (virulent) 
P. syringae pv. tabaci 2106 (virulent) 
P. syringae pv. syringae 2831 (avirulent) 
Control no infiltrat 

Interacció 

Compatible 
Incompatible 

t so: 
(hores 

15 .5 1 b 
29.31 a 

>50 
>50 

: Els valors de t50 (temps necessari per a la sortida del 50% de la quantitat màxima 
d'electròlits) es van estimar a partir de les equacions obtingudes per cada repetició 
dels diferents tractaments. Cada valor és la mitjana de les repeticions dc ada 
tractament. Valors seguits per la mateixa lletra no presenten diferències 
significatives segons la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05). 
Els tractaments en que es van obtenir 150 superiors a la durada de l'experiment no es 
van incloure en la separació de mitjanes 
L'anàlisi de la variància va indicar un efecte significatiu del tractament en el 150 

((P> F)<O.OO I, R2 =0.95) 



Discussió 

DISCUSSIÓ 

1. Factors que afecten la interacció P. syrzngae pv. syringae -

perera 

1.1. Efecte de la temperatura 

La temperatura òptima per a la infecció i desenvolupament de la malaltia causada 

per P. syringae pv. syringae en fu lles de perera en condicions controlades (humitat 

relativa superior al 90% i fotoperíode de 16 hores llum) es situa entre 20 i 25 oc. A 

temperatures inferiors (15°C) i superiors {30°C) s'han obtingut nivells de severitat 

inferiors. A la temperatura òptima, a les 48 hores de la inoculació s'observen necrosis 

progressives per la superfície de la fulla. A 15 i 30 oc tot i produir-se infeccions, aquestes 

progressen poc per la superfície de la fu lla. Això fa pensar que, en l'interval de 

temperatures avaluades, la temperatura afecta més el desenvolupament de la malaltia i la 

velocitat d'expressió dels símptomes que la infecció. Això pot ser explicat pel fet que la 

incubació de material vegetal inoculat amb el patogen a la temperatura òptima per a la 

multiplicació, permet al patogen assolir ni vells poblacionals elevats en poc temps i els 

símptomes macroscòpics de les infeccions s'observen abans que en incubacions a 

temperatures fora de l'interval òptim. Resultats similars van ser observats per E. 

amylovora en perera (Brisset, 1990), en que la temperatura també afecta principalment la 

velocitat d'expressió dels símptomes. 

La temperatura òptima pel desenvolupament de la malaltia obtinguda en aquest 

treball coincideix amb la temperatura òptima pel creixement i multiplicació de P. syringae 

pv. syringae en brou nutritiu, ja que el màxim creixement i multiplicació es produeix a 

temperatures d'entre 25-28°C (Hirano i Upper, 1990). A més, l'òptim de temperatura pel 

desenvolupament de la malaltia en condicions controlades es situa dins l'interval òptim per 

a la patogènia de P. syringae, corresponent a temperatures de 15 a 27°C (Dye, 1956), i 

per a la producció de la toxina siringomicina (Siden i col., 1971 ). 

Els factors ambientals, entre ells la temperatura, tenen un efecte important en el 

desenvolupament de la malaltia per P. syringae pv. syringae en perera. En general, els 

mateixos factors ambientals que afecten el desenvolupament de la malaltia en condicions 
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naturals (comentats en la introducció general), tenen efecte en condicions controlades. Tot 

i això, la temperatura òptima determinada en aquest treball per a la infecció de P. syringae 

pv. syringae en perera és superior a la temperatura òptima pel creixement i multiplicació 

del patogen i pel desenvolupament d' infeccions i de la malaltia en condicions naturals. En 

condicions naturals la multiplicació de P. syringae pv. syringae en perera i la manifestació 

dels símptomes de la malaltia es donen a temperatures d'entre 12 i I5°C, no superiors a 

20°C (Calzolari i col. , 1992). A les comarques de Girona, en plantacions comercials de 

perera, el màxim nivell poblacional de P. syringae pv. syringae coincideix amb 

temperatures mitjanes suaus ( I O-l5°C) i pluviometries elevades, corresponents a la 

primavera, període en el qual el temps de duplicació de la població és d' un dia 

(Montesinos i col., 1987). 

La diferència en la temperatura òptima per a la infecció de P. syringae pv. syringae 

en condicions naturals i en condicions controlades es pot explicar pel fet que en 

condicions naturals per a que es produeixin infeccions i es desenvolupi la malaltia han de 

coincidir diversos factors com que l'hoste estigui en estat susceptible, que el patogen 

estigui en estat infectiu i que les condicions ambientals siguin favorables. Els moments en 

que la perera és susceptible a les infeccions de P. syringae pv. syringae són la tardor i 

principalment Ja primavera, coincidint en aquest cas amb l'aparició de teixits joves i 

òrgans en creixement actiu (flors, brotació, frui ts immadurs), temperatures suaus ( I 0-

180C) i pluges ilo humitat relativa elevada. En les inoculacions en condicions controlades 

tots els factors s'optimitzen per afavorir el desenvolupament de la malaltia: material 

vegetal en estadi susceptible (varietat sensible, fulles joves), patogen virulent i a dosis 

elevades (I 08 u fc mr1
), realització de ferida i incubació a humitat relativa elevada (superior 

al 90% ). Un altre factor que pot explicar la diferència en la temperatura òptima és el 

mecanisme patogènic del bacteri . En condicions naturals P. syringae pot aprofitar la seva 

capacitat nucleadora de gel i les baixes temperatures (gelades tardanes de primavera o 

primerenques de tardor) per provocar les ions en els òrgans i tenir vies d'infecció 

(Lindow, 1983). 

En experiments en condicions controlades en els que es realitzin inoculacions 

artificials de P. syringae pv. syringae en perera i s'avaluï el desenvolupament d' infeccions 

i de la malaltia, és important utilitzar la temperatura d'incubació òptima, que permeti 

I' observació de símptomes de la malaltia de forma clara i en poc temps. 
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1.2. Efecte de l'edat de la fulla 

L'estat fenològic del material vegetal afecta el desenvolupament de la malaltia 

causada per P. syringae pv. syringae en perera. En plantes d'hivernacle de la varietat 

Conference les fulles formades sobre el brot de l'any han estat sensibles que les fulles 

formades sobre fusta de més d'un any. En fulles joves es van obtenir nivells de severitat 

de la infecció del doble que en fulles velles. Aquests resultats coincideixen amb els 

observats en condicions naturals, on els teixits joves de perera són més sensibles a la 

infecció que els adults. Spotts i Cervantes ( 1995) van observar en arbres de perera que els 

brots de l'any en creixement actiu eren més susceptibles a infeccions per P. syringae pv . 

syringae que els que ja havien aturat el creixement. En altres hostes la sensibilitat a P. 

syringae pv. syringae també depèn de l'estat fenològic de l'òrgan. Les fulles joves i els 

fruits immadurs d'albercoquer (Prunus armeniaca) són més sensibles (Wimalajeewa, 

1987). En la infecció de P. syringae pv. syringae en llorer-cirer (Prunus laurocerasus) les 

fulles de branques en creixement actiu són les més afectades, i en elles el progrés de la 

malaltia és més ràpid que en les adultes (Gardan i col., 1989). 

En base als resultats obtinguts, si s'utilitzen tècniques d'inoculació artificial de P. 

syringae pv. syringae en fulles de perera és important tenir en compte l'edat de la fulla. 

La utilització de fulles joves (fulles terminals formades en brots en creixement actiu) 

permet el desenvolupament d 'infeccions i observar els símptomes de la malaltia en 48 

hores. 

1.3. Sensibilitat de varietats de perera a P. syringae pv. syringae 

virulència del patogen 

Les dues tècniques d'inoculació i tipus de material vegetal utilitzats (fulles joves 

separades de la planta i fruits immadurs) han permès avaluar la patogenicitat i virulència 

de P. syringae pv. syringae en perera i la sensibilitat de diferents varietats de perera al 

patogen. S'han observat diferents graus de virulència en el patogen i de sensibilitat en les 

varietats. Amb la tècnica d ' inoculació en fruits immadurs s'han avaluat menor nombre de 

varietats degut a la dificultat d'obtenir fruits immadurs de totes les varietats en el mateix 

moment i per problemes de manipulació del material (real ització d'inoculacions, incubació 

en cambres d'ambient controlat, etc.). Les inoculacions en ful les separades de les plantes 

s'han realitzat per totes les varietats i soques, en treballar amb material de tamany reduït i 
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de més fàcil manipulació, i haver pogut obtenir fu lles de totes les varietats. Amb aquesta 

tècnica s'han realitzat inoculacions creuades de totes les varietats amb totes les soques. 

Els símptomes desenvolupats en les inoculacions de P. syringae pv. syringae en 

fruits immadurs i en fulles separades de la planta són diferents dels símptome observats 

en infeccions del patogen en pereres a camp. En infeccions naturals s'observen taques 

necròtiques en el limbe foliar sovint limitades per un estret haJo vermellós. Tot i que els 

símptomes observats en les inoculacions són diferents dels naturals, en les inoculacions 

en condicions controlades s'han obtingut necrosis estenent-se per la fuJJa o el fruit. Això 

indica un progrés de Ja infecció des del punt d'inoculació i el desenvolupament de la 

malaltia. Aquests símptomes han estar diferents dels de la re posta hipersensible, en que 

es formen necrosis bloquejades, i dels corresponents a la inoculació d'un bacteri sapròfit 

(P. jluorescens) o d'aigua destil·lada estèril, en els que no s'han observat símptomes. Els 

símptomes obtinguts tant en fulles com en fruits són similars als observats per Yessad i 

col. ( 1992) en avaluar la patogenicitat de P. syringae pv. syringae en perera utilitzant les 

mateixes tècniques d'inoculació. 

Virulència del patogen 

Totes les soques de P. syringae pv. syringae avaluades s'han mostrat 

patogèniques, amb diferent grau de virulència, en fruits immadurs i fulles joves de perera. 

En les inoculacions realitzades en varietats sensibles, les soques 2027.37, EPS94, 

EPSLL3Y i EPSMV4 han estat virulentes mentre que les soques S8 i EPS17a s'han 

mostrat poc virulentes, tant en fruits com en fulles. La soca 1392 s'ha mostrat més 

virulenta en fruits immadurs que en fulles. En les inoculacions realitzades en varietat poc 

sensibles no s'han observat diferències en la virulència de les soques, obtenint valors de 

severitat baixos en totes. 

En les inoculacions en fulles, en inocular totes les soques en totes les varietats, 

s'ha pogut avaluar la virulència d'una determinada soca en la varietat de perera de la que 

ha estat aillada. La soca EPSMV 4 aillada de la varietat General Leclerc ha estat Ja soca que 

ha produït nivells de severitat més elevats en aquesta varietat, però no ha presentat una 

virulència significativament superior a la de soques EPS94 i 2027.37. La soca EPSLL3Y 

aïllada de la varietat Conference s'ha mostrat molt virulenta en fulles d'aquesta varietat 

juntament amb la soca EPS94. No s'ha observat però, una especificitat clara d'una soca 

per Ja varietat d'origen, encara que sí una relació amb Ja seva virulència. 
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Les quatre soques més virulentes (EPS94, EPSMV4, EPSLL3Y i 2027.37) 

procedeixen de diferent òrgan de perera i de diferent zona geogràfica i en general en totes 

les varietats en que s'han inoculat han presentat nivells de virulència sirrúlars. Sembla ser, 

per tant, que no hi ha una relació entre l'òrgan d ' aïllament o Ja zona geogràfica de 

procedència i la virulència d'aquestes soques. 

La soca 1392, que s' ha mostrat poc virulenta en fulles, és Ja soca tipus de P. 

syringae pv. syringae, ai1lada l'any 1950 de lilà (Syringa vulgaris) a Anglaterra 

(Palleroni , 1984). La baixa virulència d ' aquesta soca en fu lles de perera, tot i ser 

patogènica, pot ser deguda a que procedeix d'un hoste diferent. Gardan i col. ( 1990) van 

comparar aquesta soca amb I 00 soques més de P. syringae pv. syringae aïllades de 

diferents hostes (entre ells perera), per 167 caràcters fenotípics mitjançant taxonorrtia 

numèrica, i van observar que aquesta soca forma un grup allunyat de la resta (distància 

>0.1 del grup format per les soques procedents de perera). Degut a això van considerar 

que no és una bona soca tipus i que caldria buscar-ne una que estigués centrada respecte 

els diferents grups fenotípics. La soca S8 (ai11ada de perera a Anglaterra) en inoculacions 

en fruits de perera de Ja varietat Beurre Anjou s'havia mostrat patogènica i molt virulenta, 

i productora de bactericines (Gross i col., 1984). La baixa virulència d ' aquesta soca en el 

nostre treball, tant en fruits com en fulles de perera, pot ser deguda a que el cultiu que 

hem utilitzat ha estat varis anys conservat en fred i pot haver perdut virulència durant la 

conservació o en les resem bres. De fet, Rudolph i col. ( 1989) van observar que la 

capacitat de P. syringae per produir polisacàrids extracel·lulars (EPS) i altres substàncies 

metabòliques necessàries per a la virulència pot disrrtinuir durant llargs períodes de cultiu 

en medi artificial . Una altra soca poc virulenta és l' EPS 1 7 a. Aquesta soca es va ai"llar de 

borrons sans de perera, és epífita i la seva baixa virulència pot ser deguda a que no 

procedeix de teixit infectat. 

El fet que la soca ai1lada de lilà sigui menys virulenta en fulles de perera que Ja 

majoria de les ru·llades de perera fa pensar que hi pugui haver una relació entre l' hoste de 

procedència i Ja virulència de la soca en aquest hoste. Tot i això, diferents autors parlen de 

manca d'especificitat de P. syringae pv. syringae per l' hoste. Gross i col. (1984) van 

observar que tot i que P. syringae pv. syringae no presenta especificitat per l'hoste, hi ha 

diferents graus de virulència en relació a l' hoste de procedència. Els diferents hostes de P. 

syringae pv. syringae (perera, pomera, cirerer, presseguer i albercoquer) poden servir de 

font d'inòcul de soques patogèniques a altres plantacions veïnes (Gross i col., 1984). Per 

altra banda, Montesinos i col. ( 1987) van observar que algunes soques de P. syringae pv. 
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syringae rullades de pomera, cirerer, albercoquer presseguer no eren patògenes en 

perera. 

Seria interessant avaluar la patogenicitat i virulència d'un major nombre de soques 

de P. syringae pv. syringae procedents de teixits infectats i de teixits sans, i de diferents 

hostes a fi de determinar la relació entre la patogenicitat i virulència d'una soca en perera 

amb la seva procedència, i conèixer hostes que podrien servir de reservori d' inòcul fora 

de les plantacions de perera. 

Sensibilitat varietal 

Cap de les varietats avaluades s'ha mostrat resistent aP. syringae pv. syringae, 

amb les tècniques d' inoculació utilitzades. Tot i això algunes varietats com els perers 

autòctons MB-6, MB-7 i MB- 14 s'han mostrat poc sensibles. 

En les inoculacions amb soques virulentes els valors de severitat han estat més 

elevats, en la majoria de varietats, que en les inoculacions amb soques poc virulentes. 

Amb les soques virulentes, en obtenir un rang més ampli de nivells de severitat, s'ha 

observat una gradació en Ja sensibilitat de les varietats estudiades. Això ha permès agrupar 

les varietats en molt sensibles, mitjanament sensibles i poc sensibles al patogen. En fruits 

immadurs els nivells de severitat obtinguts amb la soca virulenta (P. syringae pv. syringae 

2027.37) han estat elevats per totes les varietats (/s,>0.25), no observant-se varietats poc 

sensibles. En fulles en canvi, algunes varietats han presentat nivells de severitat inferiors 

(ls,< 0.25) en ser inoculades amb algunes de les soques virulentes i per tant s'han mostrat 

poc sensibles. En general , la majoria de varietats han mostrat la mateixa sensibilitat en 

fruits i fulles. La varietat General Leclerc però, en fruits ha estat la varietat més sensible i 

en fulles ha estat moderadament sensible. 

La majoria de varietats de perera d'interès comercial a Europa i Amèrica del Nord 

s' han mostrat sensibles al patogen. Les varietats Williams, Kaiser i D. Comice, 

importants a nivell mundial i les més importants a Amèrica del Nord, són mitjanament 

sensibles. Entre les varietats de perera importants pel que fa a producció i comercialització 

a Europa en trobem de molt sensibles com Conference, B. Hardy, Super Comice i Guyot 

Precoç i de mitjanament sensibles com General Leclerc, Abate Fétel, Passe Crassane, 

Williams, Blanquilla, Cornice, AJexandrine, B. Anjou, Morettini i Ercolini. D'aquestes, la 

varietat Blanquilla gairebé només es cultiva a l'estat espanyol i és la varietat de perera més 
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important a Lleida (Catalunya). Entre les varietats molt i mitjanament sensibles hi ha 

varietats precoces (Morettini i J. Guyot), d'estiu (Williams), de tardor (Conference, Abate 

Fétel , General Leclerc, D. Comice) i d ' hivern (Passe Crassane). A Girona, les varietats 

més cultivades són de tardor i d'hivern , principalment Conference i Passe Crassane. La 

majoria de les varietats que s'han mostrat sensibles a P. syringae pv. syringae també ho 

són a E. amylovora (López i col., 1996; Le Lézec i col., 1997), i al fong Stemphylium 

vesicarium que causa una de les principals malalties de la perera en els països productors 

de la zona mediterrània, en concret a les comarques de Girona provoca danys importants 

(Montesinos i col., 1995), (Taula 1.33). 

Entre les varietats autòctones avaluades, algunes com MB-19, MB-20, MB-2 I 

MB-25 s'han mostrat sensibles. Entre les poc sensibles hi ha les varietats Maxine, Regue 

Red, Winter Nellis i els perers autòctons MB-6, MB-7 i MB-14. La varietat Maxine també 

ha presentat baixa sensibilitat a E. amylovora, en canvi, la varietat Rogue Red és 

moderadament sensible al foc bacterià (López i col. , 1996; Le Lézec i col., 1997). La 

varietat Winter Nell is, sovint utilitzada com a portaempelt, tot i haver-se mostrat poc 

sensible aP. syringae pv. syringae és molt sensible a E. amylovora (lones i Aldwinckle, 

1990). 

En quant a la sensibilitat de diferents varietats de perera a la necrosi de borrons de 

flor, en plantacions comercials de les comarques de Girona les varietats que són més 

sensibles i han estat molt afectades per la malaltia són Passe Crassane, Conference, D. 

Comice i Grand Champion (Montesinos i col., 1987), varietats que en aquest treball s'han 

mostrat sensibles aP. syringae pv. syringae. En ai1larnents realitzats en diferents finques 

comercials de les comarques de Girona i Lleida es va observar que hi havia varietats com 

Conference, General Leclerc, Passe Crassane, i D. Comice amb elevats nivells 

poblacionals de P. syringae pv. syringae, mentre que altres varietats com B. Hardy, 

Bonne Louisse i Grand Champion tenien nivells més baixos, i això estava relacionat amb 

els danys per gelada (Montesinos i Vilardell, 1989). 

El portaempelt OHF333 (híbrid franc: Oid Home x Farm.ingdale) s'ha mostrat 

mitjanament sensible en les inoculacions en fulles. Aquest portaempelt s'havia mostrat 

poc sensible a E. amylovora en inoculacions artificials en condicions naturals (Le Lézec i 

col. , I 997). Seria interessant estudiar la sensibilitat d'altres portaempelts de perera a P. 

syringae pv. syringae, com el BA29 (codonyer), sobre el que estaven empeltades les 

varietats que hem avaluat, i el seu efecte en la sensibil itat de les diferents varietats de 

perera. El portaempelt és un factor que pot afectar la sensibilitat de les varietats al patogen. 
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Taula 1.33. Sensibilitat de les principals varietats europees de perera a P. syringae pv. 
syringae, E. amylovora i Stemphylium vesicarium 
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Varietat Sc!ns ibilitat al patogen 
P. syringae pv. E. amylovora S. vesicarium e 

syringae " (Foc bacterià) b 

Abate Fétel Elevada Elevada Elevada 

Alexandrine Mitjana 

B. Anjou Mitjana 

B. Hardy Elevada 

Blanquilla Mitjana 

Bonne Louise Mitjana-Elevada 

Conference Elevada 

D. Comice Mitjana 

El Dorado Mitjana-Baixa 

General Leclerc Mitjana 

Grand Champion Mitjana 

Highland Mitjana 

Juies Guyot Mitjana 

Kaiser Mitjana 

Magness Mitjana 

Maxine Mitjana 

Morenini Mitjana 

Packam's Triumph Mitjana 

Passe Crassane Mitjana 

Pierre Comeille Mitjana 

Président Heron Mitjana 

Rogue Red 

Williams 

Winter Nellis 

Patroi!S 
OHF 

Baixa 

Mitjana 

Mitjana 

Mitjana 

Elevada 

Mitjana 

Mitjana 

Elevada 

Mitjana 

Mitjana 

Elevada 

Mitjana 

Elevada 

Elevada 

Elevada 

Elevada 

Mitjana 

Baixa 

Baixa 

Mitjana 

Elevada 

Elevada 

Mitjana 

Elevada 

Mitjana 

Elevada 

Elevada 

Baixa 

Elevada 

Mitjana 

Baixa 

Baixa 

Baixa 

Elevada 

Elevada 

Mitjana 

Mitjana 

Baixa 

Baixa 

Baixa 

Mitjana 

Baixa 

Mitjana 

Baixa 

Elevada 

Elevada 

Mitjana 

Baixa 

Baixa 

Mitjana 

a InocuJacions en condicions controlades de fulles joves de les diferents varietats amb 
soques virulentes de P. syringae pv. syringae (resultats presentats en aquest trebaJl) 
b A partir de fonts diverses (López i col., 1996; Le Lézec i col. , 1997) 
' Resultats d'inoculacions en condicions controlades de soques virulentes de S. 
vesicarium en fruits immadurs de les diferents varietats (Moragrega, 1994; Montesinos i 
col., 1995 
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S'ha vist que els albercoquers (Prunus anneniaca) empeltats sobre presseguer (Prunus 

persica) són menys sensibles aP. syringae pv. morsprunorum que els empeltats sobre 

prunera (Prunus domestica), i els empeltats sobre albercoquer són mitjanament sensibles. 

Pel que fa a les pruneres, les empeltades sobre presseguer són més resistents que les 

empeltades sobre prunera (Cameron , 1962). 

La sensibilitat de les diferents varietats de perera determinada en aquest treball 

correspon a la sensibilitat genètica. Per a que la sensibi litat d ' una varietat a un patogen 

s 'expressi a nivell de camp (sensibilitat agronòmica) cal que l'hoste estigui en estat 

susceptible, el patogen sigui virulent i les condicions ambientals siguin favorables. Hi ha 

molts factors que poden fer variar la sensibilitat agronòmica d'una varietat. Degut a la 

diferència en el temps d'infecció i les condicions climàtiques, les varietats que en unes 

zones geogràfiques són resistents, en altres poden ser sensibles. En perera, a Amèrica del 

Nord (Oregon) P. syringae pv. syringae causa danys severs a les varietats WiJliams i 

Winter Nellis (Cameron, 1962). En canvi , en les inoculacions realitzades sobre fu lles amb 

a11lats procedents de diferents hostes i zones geogràfiques la varietat Winter Nellis 

cultivada en una finca de Girona s'ha mostrat poc sensible. 

El poc interès comercial de les varietats que s'han mostrat poc sensibles fa pensar 

que aquestes varietats podrien ser utilitzades en programes de millora genètica, però no 

com a varietats productives en finques comercials. Seria interessant avaluar la sensibilitat 

al patogen de noves varietats que sembla que poden tenir interès comercial, com Cascade, 

Etrusca, Giolú, algunes de les noves varietats resistents al foc bacterià com Bautomne, 

Harrow Sweet i Harvest Queen (Sansavini i col. , 1997), i altres com la varietat 

Bauroutard que al ser una nova varietat d ' hivern podria substituir la varietat Passe 

Crassane. La varietat Bauroutard però, és molt sensible a E. amylovora (Le Lézec i col. , 

1997). Algunes de les noves varietats si foss in poc sensibles a P. syringae pv. syringae 

podrien substituir-ne de sensibles en zones on la malaltia fos un problema. 

Els principals objectius de la millora genètica en perera estan orientats a trobar 

noves varietats amb característiques agronòmiques i pomològiques que compleixin les 

exigències de producció, conservació, transformació industrial i comercialització, i a la 

vegada que siguin varietats rústiques i resistents a malalties. A Canadà, Estats Units i 

França, principalment, hi ha prioritat per obtenir varietats resistents al foc bacterià (E. 

amylovora), en canvi en pa1sos on aquesta malaltia no és un problema greu (Itàlia, 

Espanya) es busquen varietats resistents a gelades i fred hivernal o a fortes calors d 'estiu. 

Fins al moment les darreres varietats obtingudes que són resistents al foc bacterià 

117 



Capítol/ 

presenten característiques pomològiques inferiors a les cultivades actualment (Bellini, 

1993). Aquestes noves varietats serien interessants en zoues on la malahia és un problema 

i perquè poden servir de base per a la millora de les varietats de perera. 

Pel que fa a les tècniques i material vegetal utilitzats per avaluar la sensibilitat 

varietal i patogenicitat i virulència del patogen, totes dues tècniques emprades en aquest 

treball han estat efectives, obtenint resultats similars en les inoculacions en fruits 

immadurs i en fulles joves. Tot i això, la tècnica d' inoculació en fulles pennet processar 

major nombre de mostres, més ràpidament i inocular una concentració d'inòcul coneguda 

i igual en totes les ful les. A més, presenta l'avantatge que el material vegetal és disponible 

durant un període més llarg de temps, ocupa menys espai i el desenvolupament dels 

símptomes és més ràpid (48 hores). Cal tenir en compte, en utilitzar aquestes tècniques 

per estudiar diferents aspectes de la patogènia del bacteri en perera, que el 

desenvolupament de la malaltia i la severitat de les infeccions de P. syringae pv. syringae 

depenen de la virulència del patogen i de la sensibilitat de la varietat. La utilització de 

oques virulentes i varietats sensibles afavoreixen el desenvolupament de la malaltia i 

augmenten la sensibi litat del mètode. 

2. Desenvolupament d'una tècnica d' inoculació de P. synngae 

pv. syringae en planta sencera de perera 

El desenvolupament de símptomes macroscòpics de la malaltia en fulles de perera 

infiltrades amb una soca virulenta de P. syringae pv. syringae depèn de la dosi d'inòcul. 

El nombre crític de bacteris per desenvolupar la malaltia i observar símptomes de la 

infecció ha estat de I 06 ufc ml'1
• A partir d'aquesta dosi, en augmentar el nombre de 

bacteris infiltrats augmenta la severitat de la malaltia. La dosi infectiva mitjana per P. 

syringae pv. syringae en perera detenninada en aquest treball és de Sx I 06 ufc ml' 1
• 

Aquesta dosi coincideix amb l'obtinguda per la majoria de bacteris fi topat ògens 

necrogènics, ja que tot i que la dosi crítica de bacteris és característica de cada combinació 

bacteri-hoste, aquesta sol ser d'entre I 04 i I 06 cèl-lules ml"1 (Goodman i Novacky, 1994). 

Daub i Hagerdom (1980) van observar que pel desenvolupament de símptomes de la 

malaltia en inocular P. syringae pv. syringae en fulles de mongetera eren necessàries més 

de 104 cèl·lules cm·2 de fulla. En condicions naturals la dosi infectiva mitjana (OE50) pel 

desenvolupament de la malaltia en mongetera és de 3x 105 u fc fu lla"1 (Rouse i col., 1985). 
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Els símptomes desenvolupats en les fulles de perera inoculades amb P. syringae 

pv. syringae amb dosis superiors a 106 ufc m1'1 hlil estat necrosis toves, turgents, 

inicialment en el punt d'inoculació i progressivament estenent-se per la fulla en major o 

menor grau en funció de la dosi d'inòcul. Aquesta simptomatologia es correspon amb els 

símptomes descrits en el desenvolupament de Ja malaltia en fulles de diferents espècies 

vegetals per bacteris fitopatògens necrogènics (Rudolph i col., 1989). 

El temps necessari per a l'aparició dels símptomes de Ja infecció de P. syringae 

pv. syringae en fulles de perera també s'ha mostrat dependent de la dosi d'inòcul. En les 

inoculacions realitzades amb I 08 u fc ml'1 els primers símptomes apareixen a les 48 hores 

de les inoculacions i als 3 dies s 'observen símptomes clars. A Ja dosi de 107 ufc mf1 no 

apareixen símptomes fins als 3 dies de les inoculacions, observant-se de forma clara als 4-

5 dies, i en les inoculacions amb 106 u fc mf 1 els símptomes apareixen als 5 dies de Ja 

inoculació. Burkowicz i Goodman ( 1969) també van observar un efecte de Ja dosi d'E. 

amylovora en l' aparició de símptomes en fulles de pomera. L ' aparició de símptomes era 

més ràpida quant més elevada era la dosi de patogen infiltrada, passant de 12-24 hores per 

dosis de 108 ufc m1'1 a 42 hores per a la dosi de 106 ufc ml" 1
• A Ja dosi de 105 ufc mJ' 1 no 

es va observar aparició de símptomes. El diferent període de temps d'aparició de 

símptomes a cada una de les dosis d' inòcul pot estar relacionat amb el temps necessari per 

a la multiplicació bacteriana i l'assoliment de nivells poblacionals que permetin Ja formació 

de necrosis confluents i visibles. 

En inoculacions realitzades amb P. syringae pv. syringae a la dosi de 109 ufc mf 1 

(resultats no presentats en aquest treball) s'observen necrosis seques, bloquejades i sovint 

limitades per un haJo cloròtic, simptomatologia típica de Ja resposta hipersensible, no de la 

malaltia. Aquesta simptomatologia és simi lar a l'observada per KJement ( 1982) en 

inocular elevades dosis de P. syringae pv. tabaci en tabac (situació compatible). En 

general Ja dosi de patogen per desenvolupar la resposta hipersensible en la situació 

compatible sol ser l 00 vegades superior a la necessària pel desenvolupament de Ja 

resposta hipersensible en Ja situació incompatible (Goodman i Novacky, 1994). 

La tècnica d' inoculació de P. syringae pv. syringae per microinfiltració en plantes 

de perera i les condicions d'incubació utilitzades en aquest treball permeten el 

desenvolupament de Ja malaltia i l'observació de símptomes clars als 3-5 dies de les 

inoculacions. L'avaluació de l'efecte de la dosi d'inòcul en la severitat de les infeccions ha 

permès establir la dosi òptima per observar símptomes clars de Ja malaltia, que no puguin 

interferir amb la resposta hipersensible, en un període curt de temps. Aquesta dosi estaria 
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entre 107 i 108 u fc rnl" 1
• Dosis inferiors podrien desenvolupar símptomes febles de la 

malaltia i dosis superiors els de la resposta hipersensible. 

Aquesta tècnica pennet inocular dosis conegudes de patogen i observar la resposta 

de la planta sencera a la interacció. Té varis avantatges corn poder utilitzar material vegetal 

homogeni, de dimensions reduïdes (plantes obtingudes per rnjcropropagació mantingudes 

en hivernacle) i la possibilitat de realitzar diverses inoculacions en una fulla (4 o 6 

inoculacions, segons el tarnany de la fulla) i ruxí treba.llar amb moltes repeticions en una 

mateixa planta, ja que els símptomes de cada infiltració es mantenen separats i són 

independents. En ser una tècnica d'inoculació similar a les utilitzades per altres autors 

(Klernent, 1963) per inocular bacteris fitopatògens en teixits vegetals pennet obtenir 

simptomatologies i respostes de la planta comparables. 

En inocular totes les fulles de la planta és important conèixer l'efecte de l'edat de la 

fulla o la posició de la fu lla en la planta en el desenvolupament de la malaltia. Si s'utilitzen 

plantes homogènies, amb brots en creixement actiu formats de 15 dies a I mes abans de 

les inoculacions, no s'observa efecte de l'edat de la fulla en la severitat de les infeccions 

per inoculacions realitzades a les dosis de I 06 i I 07 u fc mt·1• A la dosi de 108 u fc ml1 

s'obtenen nivells de severitat més elevats en les fulles joves que en les fu lles velles. 

L'efecte de l'edat de la fulla en la severitat de la malaltia depèn, per tant, de la dosi 

d' inòcul. El mateix efecte de l'edat de la fulla es va observar en les inoculacions de P. 

syringae pv. syringae EPS94 en fulles de perera separades de la planta inoculant el 

patogen a la dosi 108 u fc ml-1• En diferents interaccions bacteri-planta s' ha observat 

l'efecte de l'edat de la fulla en el desenvolupament de la malaltia i de la resposta 

hipersensible, afectant la taxa de sortida d'electròlits i els canvis en la penneabilitat de la 

cèl· lula vegetaL Burkowicz i Goodman ( 1969) van observar que en infiltrar uspensions 

d'E. amylovora a la dosi màxima ( 109 u fc ml"1 
) obtenien nivells de severitat superiors en 

les fulles joves que en les velles. 

És important, per tant, si s'utilitza la tècnica d' inoculació del patogen en la planta 

sencera, tenir en compte les característiques del material vegetal amb que es treballa i la 

dosi d' inòcul. Per evitar un efecte de l'edat de la fulla en el desenvolupament de la malaltia 

és aconsellable treballar amb dosis de patogen inferiors a I 08 u fc ml'1 i utilitzar plantes 

amb brots joves, d' I a 2 mesos màxim, en els que no hi hagi una diferència d'edat molt 

gran entre les fulles del brot tendre i les del brot més d'un any. Tot i ruxò caldrà observar 

la malaltia en els dos tipus de fulles abans de considerar la planta sencera. 
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3. Multiplicació bacteriana i desenvolupament de símptomes en 

la interacció P. syringae-perera 

El creixement poblacional de P. syringae en l'espai intercel·lular de fulles de 

perera ha estat diferent en funció del tipus d'interacció. En la situació compatible es 

produeix una multiplicació dels bacteris, amb un augment en 48 hores de I O vegades la 

població inicial. En la situació incompatible la població disminueix , arribant en 48 hores a 

nivells poblacionals 100 vegades inferiors als inicials. 

El nivell poblacional final de bacteris depèn de la quantitat inicial inoculada i del 

tipus d ' interacció. En Ja situació compatible (P. syringae pv. syringae EPS94) en les 

inoculacions amb 108 u fc ml'1 s' han obtingut nivells poblacionals a les 48 hores 

d ' incubació superiors que en les inoculacions amb 107 ufc ml" 1
• Per cap de les dosis 

inoculades s'ha observat creixement exponencial durant el període d'incubació, 

possiblement degut a que el període d'incubació ha estat massa curt i que caldrien de 3 a 5 

dies per observar aquest tipus de creixement. De fet, seria interessant conèixer si al final 

d'un període de temps més llarg (3-5 dies) els nivells poblacionals es mantenen diferents 

en funció de la dosi inoculada o s' igualen. En general Ja població bacteriana en un hoste 

sensible augmenta en varis ordres de magnitud al cap d' l a 5 dies d ' incubació (Goodman 

i Novacky, 1994). En la situació incompatible (P. syringae pv. phaseolicola SD68) 

l'evolució de Ja població bacteriana també s'ha vist afectada per la dosi inoculada. El 

nombre de bacteris al final de Ja incubació ha estat I O vegades inferior en les inoculacions 

a la dosi de 107 ufc ml" 1 que a la dosi de 108 ufc m1·1• 

L'efecte del tipus d ' interacció i la dosi inicial d ' inòcul s'ha observat també en el 

desenvolupament de símptomes macroscòpics. Els símptomes desenvolupats en fulles de 

perera per la infiltració dels bacteris fitopatògens han estat diferents en cada situació 

compatible i incompatible. 

En la situació compatible s'han observat lesions amb necrosis toves, turgents, 

progressives per la fulla a partir del punt d ' inoculació. La intensitat o severitat de les 

lesions és diferent segons la concentració de bacteris infiltrats. Les lesions observades són 

les característiques del desenvolupament de Ja malaltia per bacteris fitopatògens 

necrogènics en un hoste susceptible (Rudolph i col. , 1989). Els símptomes de la infecció 

comencen a aparèixer a les 48 hores de les inoculacions a les dosis de patogen més 

elevades i als 3 dies a la dosi inferior. En els dos casos els símptomes de 

desenvolupament d'infeccions s'observen de forma clara als 5 dies de les inoculacions, 
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amb major severitat a la dosi d'Ix 108 ufc mr1
• El desenvolupament de necrosis turgents 

per la infecció de P. syringae pv. syringae en fu lles de perera indica l'acumulació d'aigua 

en l'espai interceJ.lular, probablement per la producció de polisacàrids extracel ·lulars per 

part del bacteri ( Rudolph i col., 1989). Això afavoreix la multiplicació bacteriana, ja que 

aquesta està correlacionada amb el contingut hídric de l'espai intercel·lular (Goodman 

Novacky, 1994). 

En la situació incompatible apareixen necrosis seques, limitades a una petita zona 

al voltant del punt d'inoculació, que no progressen, quedant bloquejades. Aquests 

símptomes només s'han observat de forma clara a la dosi d'inòcul més elevada (108 ufc 

ml'1) als 5-7 dies de les inoculacions. A la dosi inferior ( I 07 u fc ml'1
) no 'han 

desenvolupat símptomes clars. Els símptomes observats en la situació incompatible es 

corresponen amb els descrits pel desenvolupament de la resposta hipersensible en 

diferents hostes: augment de la flacciditat dels teixits, pèrdua de la turgència i col·lapse del 

teixit que acaba dessecant-se fins assecar-se, en alguns casos en 48h. Com a 

conseqüència Ja població bacteriana disminueix i els bacteris que sobreviuen queden 

confinats aJ punt d'inoculació (Goodman i Novacky, 1994). 

Pel tipus d'inoculacions realitzades i les condicions d'incubació utilitzades, en 

perera els símptomes de la interacció compatible amb P. syringae pv. syringae es 

desenvolupen més ràpidament que els de la resposta hipersensible (P. syringae pv. 

phaseolicola). En les dues situacions es produeix una interacció activa bacteri-planta, amb 

una resposta de Ja planta des de l'inici de les inoculacions, abans del desenvolupament de 

símptomes. Aquesta interacció permet, en el cas de la situació compatible la multiplicació 

bacteriana i en la incompatible provoca la seva disminució. Per iniciar el desenvolupament 

tant de la resposta hipersensible com de la malaltia són necessaris bacteris vius (Klement i 

Goodman, 1967b). En el cas de la resposta hipersensible hi ha un reconeixement del 

patogen per part de la planta que li permet desenvolupar un mecanisme per bloquejar la 

multiplicació bacteriana i provocar la ràpida mort cel·lular i col·lapse dels teixits vegetals 

(Figura 2). 

La tècnica d' inoculació utilitzada (rnicroinfiltració localitzada en les fulles), tot i ser 

una tècnica d'inoculació artificial del patogen amb realització de ferida, permet diferenciar 

de forma clara la simptomatologia del desenvolupament de malaltia o de la resposta 

hipersensible en inocular P. syringae en perera. Per les condicions d'incubació utilitzades 

(25 oc, 16h llum i 18 oc, 8 h foscor i humitat relativa del 70-80%) els símptomes de la 

malaltia s'observen de forma clara als 5 dies de les inoculacions i els de la resposta 
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hipersensible als 5-7dies. Aquesta tècnica podrà ser utilitzada per a l'avaluació de l'efecte 

de fosfonats en la interacció P. syringae pv. syringae -perera, sempre que s'utilitzin les 

dosis de patogen i condicions d'incubació òptimes per a la diferenciació de cada resposta. 

És important fixar les condicions d'incuba(;ió ja que el desenvolupament dels símptomes 

depèn de factors com Ja temperatura, els nutrients i la humitat. Goodman ( 1972) va 

mostrar que la formació de necrosis seques típiques de Ja resposta hipersensible es pot 

suprimir mantenint el teixit vegetal amb humitat relativa elevada (superior al 90% ), 

formant-se en aquest cas necrosis turgents, característiques de la malaltia. S ' ha observat 

també que el desenvolupament de Ja resposta hipersensible està controlat per gens 

sensibles a Ja temperatura, en general Ja resposta hipersensible és induïda per temperatures 

d'entre 18 i 22 °C, no desenvolupant-se a temperatures superiors a 28-30 oc (Goodman i 

Novacky, 1994). En el cas concret de P. syringae pv. phaseolicola en tabac (interacció 

incompatible) no es desenvolupen símptomes de la resposta hipersensible a temperatures 

superiors a 26 °C, en canvi a temperatures inferiors a 26 oc sí que s'observen (Klement i 

Rudolph, 1994). 

4. Canvis estructurals en els teixits de perera durant la 

interacció amb P. syringae 

A les 48 hores de la inoculació de P. syringae a la dosi de 108 ufc mt·' s'observen 

canvis en l'estructura dels teixits de fulla de perera, tant en la situació compatible com en 

la incompatible. Els símptomes microscòpics s'han observat abans que e ls macroscòpics. 

La modificació de l'estructura dels teixits de la fulla en la zona infiltrada amb els 

bacteris ha estat diferent en cada una de les situacions. Al microscopi òptic s ' observa que 

els canvis més importants s' han produït en les cèl·lules del mesofi l·le de la fu lla. El 

mesofil ·le manté la seva integritat en Ja situació compatible, tot i observar-se un cert grau 

de desestructuració en el parènquima esponjós, però no en la incompatible. En la situació 

incompatible es produeix una desorganització del teixit parenquimàtic i dels feixos 

vasculars de Ja fulla. En aquest cas el mesofil·le de la fulla és ocupat per espais limitats 

possiblement per agregats cel·lulars, ja que no s'observen cèl·lules ben defi nides. La 

pèrdua de l'estructura de les cèl·lules parenquimàtiques pot ser deguda a alteracions de la 

membrana plasmàtica, que provocarien la sortida del contingut cel·lular i la mort cel· lular i 

col·lapse dels teixits. 
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En observar al microscopi electrònic de rastreig la zona mfiltrada amb P. syringae 

pv. phaseolicola en les fulles de perera (situació incompatible) es posa de manifest la 

formació d'agregats o material fibril ·lar en l'espai intercel·lular. Aquests agregats no 

s'observen fora de la zona infiltrada amb els bacteris ni en la situació compatible. Aquest 

material podria estar relacionat o correspondre a les vesícules i material granular observats 

per altres autors en la interfase planta-patogen en el desenvolupament de la re posta 

hipersensible, com I 'observat en tabac per Goodman (1972). 

Les microelectrografies de transmissió han permè localitzar els bacteris en els 

teixits de fulla, a les 48 hores de la inoculació, en les dues situacions compatible i 

incompatible. Aquestes observacions han posat de manifest la interacció bacteri-planta i 

els canvis en l'estructura de les cèl· lules vegetals i en l'organització dels teixits durant la 

interacció. Tant en la situació compatible com en la incompatible els bacteri s s' han 

localitzat en l'espai intercel·lular del parènquima, propers a la paret cel·lular vegetal. La 

interacció bacteri-planta ha estat diferent en cada situació. 

En la situació compatible s'han observat cèl·lules bacterianes properes a la paret 

cel·lular vegetal, en alguns casos mantenint contacte físic directe amb la cèl·lula vegetal a 

través de les respectives parets cel·lulars, i en altres establ int contacte mitjançant 

estructures granulars electrodenses. Aquestes estructures només s'han observat en la 

situació compatible i limitades a la zona infiltrada amb els bacteris. Això fa pensar en la 

intervenció d'aquestes estructures en la comunicació bacteri-planta, enviant senyals per a 

permetre el desenvolupament de la malaltia i/o anul ·lar la resposta de defensa de la planta. 

Aquestes observacions coincideixen amb el fet que la comunicació bacteri-planta es dóna 

en l'espai intercel·lular a través de la paret cel·lular vegetal, en ser necessari un flux de 

nutrients cap a l'espai intercel·lular que permeti la multiplicació bacteriana i el 

desenvolupament de la malaltia. Aquest flux es produeix com a resposta a senyals entre el 

bacteri i la cèl·lula vegetal (Goodman i Novacky, 1994). Segons aquests autors, l'adhesió 

del bacteri a punts específics de Ja superfície de les cèl·lules vegetals és essencial pel 

desenvolupament de la infecció. El reconeixement de productes del patogen com 

polisacàrids i glucoproteïnes de la superfície cel·lular bacteriana per molècules receptores 

de Ja paret cel·lular de la planta s' ha suggerit com el primer pas que porta al 

desenvolupament de la malaltia o de la resposta hipersensible (Ouchi , 1983). En tots els 

casos, el reconeixement hoste-patogen es produeix mitjançant el contacte entre compostos 

'senyal ' del patogen i ' receptors' de l'hoste. Encara no es coneixen però, quines 

molècules de la superfície de la cèl·lula hoste i del bacteri estan implicades en el procés de 

reconeixement. Tot i que s'han caracteritzat alguns inductors de la resposta hipersensible 
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(harpines) en P. syringae pv. syringae, els receptors de la cèl·lula hoste no es coneixen. 

Pel que fa a la supressió del desenvolupament de la resposta de defensa en la planta, els 

bacteris fitopatògens sintetitzen compostos que poden actuar interferint en la resposta de 

resistència en la planta com a supressors. Aquests compostos solen ser polisacàrids o 

glucoproteïnes (Ouchi, 1983). Com s'ha comentat en la introducció general, diverses 

molècules poden intervenir en el desenvolupament de la patogènia de P. syringae pv . 

syringae, com toxines, enzims extracel·lulars, i polisacàrids extracel·lulars. Els 

polisacàrids extracel·lulars (EPS) de P. syringae pv. syringae permeten al bacteri absorbir 

aigua i sobreviure i colonitzar els teixits, a la vegada que interactuen amb polisacàrids de 

la paret cel·lular vegetal (Rudolph i col., 1989). Aquests autors van observar, en bacteris 

formadors de necrosis foliars, que durant la patogènia les cèl·lules de la planta es 

degraden lentament i l'espai intercel·lular és omplert per masses bacterianes envoltades de 

mucositat. Aquesta mucositat sembla estar composada per EPS bacterià que tindria un 

paper decisiu en el manteniment de la interacció compatible. Per altra banda, Boher i col. 

( 1995) en talls ultrafins de fulles de mandioca (Manihot esculenta) infectades per X . 

campestris pv. manihotis incubats amb anticossos anti-EPS marcats amb or, van observar 

I' adhesió de partícules d'or en el material del voltant dels bacteris i en les estructures 

granulars bacterianes. Les estructures granulars en la superfície de les cèl·lules bacterianes 

han estat observades per diversos autors, en concret P. phaseolicola en fu lles de plantes 

susceptibles sovint presenta vesícules que sobresurten de la superfície bacteriana (Sigee i 

Epton, 1975; El-Banoby i col., 1981). Aquestes vesícules s'han relacionat amb la 

producció de mucositat bacteriana (Rudolph i col., 1989). 

En la situació incompatible (P. syringae pv. phseolicola SD68) s'ha observat la 

presència de cèl·lules bacterianes en l'espai intercel·lular dels teixits parenquimàtics de la 

fulla en el punt d'inoculació. Els bacteris es trobaven limitats per les parets de cèl·lules 

vegetals veïnes, sovint en nombre elevat i formant agregats. En la majoria de bacteris 

situats propers a la paret de les cèl·lules vegetals s'ha observat una matriu fibril ·lar 

envoltant o recobrint les cèl· lules bacterianes. Aquesta matriu fibril·lar no s'ha observat en 

la situació compatible. La localització dels bacteris formant agregats en la zona 

d'inoculació i la presència de la matriu fibril ·lar implicarien una resposta de la planta per 

limitar i bloquejar el bacteri. Les cèl·lules bacterianes en la situació incompatible en 

general s' han mostrat menys electrodenses que en la compatible, aquest fet es podria 

atribuir a una menor activitat metabòlica del bacteri en la situació incompatible, en 

comparació amb la compatible en que s'han observat fins i tot cèJ.lules bacterianes en 

divisió. L'aglutinació de les cèl·lules bacterianes en la resposta hipersensible s'ha 

observat en diferents interaccions bacteri-planta (Ouchi, 1983). En algunes d'elles les 
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lectines de la paret de cèl· lules vegetals (proteïnes o glucoproteïnes de la superfície 

cel·lular que intervenen en el reconeixement d'estructures específique de sucres) 

reconeixen determinats sucres dels polisacàrids extracel·lulars (EPS), o lipopolisacàrids 

(LPS) bacterians i aglutinen els bacteris, jugant un paper important en la inicialització de la 

reacció hipersensible. La matriu fibril·lar que engloba o atrapa les cèl·lules bacterianes 

properes a la superfície externa de la paret cel·lular vegetal s'ha observat també en 

diferents interaccions incompatibles bacteri-planta (Al-Mousawi i col., 1983; Sequeira, 

1985; Rudolph i col., 1989; Brown i col, 1993). L'origen i composició d'aquest material 

no estan clars. Brown i col. (1993) van estudiar l'origen de la matriu fibril·lar formada al 

voltant de les cèl·lules de Xanthomonas campestris pv. vesícatoria durant la interacció 

amb pebroter, i van observar que corresponia a EPS bacterià, no a component de la paret 

cel·lular de la planta. Sequeira ( 1985), en canvi, en la interacció de P. syringae pv. 

glicinea amb cèl·lules de soja resistents va posar de mani fe t que hi intervenen lectines de 

la planta (glucoproteïnes riques en hidroxiprolina) i carbohidrats bacterians. La reacció 

incompatible en moltes interaccions hoste-patogen va lligada al desenvolupament ràpid de 

la resposta de defensa múltiple en Ja planta (reacció hipersensible, fitoalexines i formació 

de barreres defensives) . Aquests esdeveniments són activats pel reconeixement de 

determinants de l'avirulència en el patogen (inductors) per part de receptors en la planta 

(Dixon i col., 1994). 

En quant als canvis estructurals en els teixits de Ja fulla de perera durant la 

interacció amb P. syringae s'ha observat que només les cèJ.Jules vegetals amb bacteris 

propers a Ja seva superfície han sofert modificacions. Tant el desenvolupament de la 

malaltia com el de Ja resposta hipersensible han provocat modificacions en l'organització 

de les cèl·lules vegetals. Aquests canvis s'han observat de fonna clara a les 48 hores de 

les inoculacions. Tot i que els canvis estructurals han estat similars en les dues situacions 

(pèrdua de la integritat de les membranes dels orgànuls, desaparició de l'estroma dels 

cloroplasts i desorganització dels grana, citoplasma més electrodens i desaparició dels 

vacuols), en la situació compatible la pèrdua de l'organització cel·lular ha permès el 

creixement i multiplicació bacteriana i el progrés de la infecció, mentre que en la 

incompatible ha provocat el bloqueig del bacteri. En la situació compatible les cèl·lules 

vegetals més afectades han estat les del punt d'inoculació, on el desenvolupament de la 

infecció per part del patogen ha provocat Ja desorganització i fins i tot Ja mort cel·lular 

(corresponent al punt d'inici de les necrosis). En les cèl·lules parenquimàtiques properes 

al punt d'inoculació s'ha observat la presència de bacteris però no s'han produït canvis 

importants en l'organització cel·lular, tot i que en algunes cèl·lules s'ha observat un inici 

de desorganització dels cloroplasts. Això indicaria la colonització dels teixits vegetals per 
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part del bacteri i el desenvolupament i progrés de la infecció per la fulla. En la situació 

incompatible, en canvi, no s'han observat bacteris fora del punt d'inoculació, la qual cosa 

indica el bloqueig del bacteri per part de la planta. Els canvis observats en les dues 

situacions han afectat principalment la permeabilitat de les membranes cel·lulars i dels 

orgànuls. Com a resultat de l'alteració de la membrana plasmàtica es produeix la 

descompartimentació i molts enzims i els seus substrats (normalment separats) interactuen 

(Goodman i Novacky, l994). Probablement degut a això el citoplasma de les cèl·lules 

properes aP. syringae s'ha observat més electrodens. Aquests resultats coincideixen amb 

els canvis ultraestructurals en els teixits de diferents espècies vegetals durant la interacció 

amb bacteris fitopatògens observats per diferents autors tant en la situació compatible ( 

Boher i col. , 1995; Abo-Foul i col. , 1996), com en la incompatible (Goodman, 1972; 

Goodman i col. , 1976). Abo-Foul i col. (1996) van observar, en fulles de plantes de 

cogombre, que tant en la reacció hipersensible com en la infecció de per Ampelomyces 

quisqualis es produïen canvis en els cloroplasts de les cèl·lules vegetals que estaven en 

contacte amb el patogen, en concret els grana dels cloroplasts tenien e ls apilaments menys 

defi nits, la membrana dels cloroplasts es trencava en alguns punts i augmentava Ja 

presència de gotes osmiofíliques. En general les modificacions en l'estructura cel·lular 

han estat similars en les dues situacions, la diferència està, com indiquen Goodman 

Novacky ( 1994) en la velocitat i intensitat en que es donen en cada cas. 

Només en la situació incompatible, però, s'ha observat Ja formació d'agregats 

citoplasmàtics i de papil ·les (estructures paramurals situades en la cara interna de Ja paret 

cel·lular, entre la paret i Ja membrana plasmàtica) i vesícules de membrana en Ja zona amb 

contacte amb e ls bacteris. Aquests canvis estructurals es corresponen amb els observats 

per Goodman i col. ( 197 6) en la interacció incompatible P. syringae pv. pisi -tabac i són 

característics de Ja inducció de Ja resposta hipersensible. La formació d'aposicions en Ja 

paret cel·lular i de vesícules lligades a Ja membrana indiquen una resposta activa de les 

cèl·lules de l' hoste a les senyals del bacteri (Goodman i Novacky, 1994). Sembla ser que 

les papil ·les es formen per la translocació d ' ions i substàncies inorgàniques de l' hoste a 

l'espai intercel·lular, i solen anar lligades a àrees d'elevada acti vitat metabòlica i de síntesi, 

amb presència d'elevat nombre de mitocondris, reticle endoplasmàtic rugós, vesícules de 

Golgi i polirribosomes. El moviment de les vesícules cap a la cara interna de la paret 

cel·lular es realitza a través de filaments d'actina i microtúbuls i sembla que està regulat 

pel Ca2•, en concret va lligat a un augment de Ca2
• en el citosol (Kunoh, 1990). Una altra 

modificació de la cèl·lula vegetal observada només en la situació incompatible ha estat la 

plasmòlisi cel·lular, amb separació de la membrana plasmàtica de la paret cel·lular i per 

tant pèrdua de turgència de Ja cèl·lula. Coincidint amb els nostres resultats Abo-Foul i col. 
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( 1996), també van observar la separació de la membrana plasmàtica de la paret cel·lular en 

la interacció incompatible en cogombre. En la plasm0lisi provocada per la interacció 

incompatible en cèl·lules vegetals hi intervé la translocació dels ions K+ i Ca2+. En les 

cèl·lules vegetals en estat normal, el Ca2
+ forma ponts entre la membrana plasmàtica i la 

paret cel·lular, mentre que en la reacció hipersensible la translocació de K+ provoca una 

reducció de l'adhesió en combinar-se aquest ió amb les càrregues negatives de la 

membrana plasmàtica prevenint la formació de ponts de Ca2
+. 

L'observació microscòpica i de la ultraestructura del teixits de fulla de perera 

infiltrats amb P. syringae en la situació compatible i la incompatible ha permès posar de 

manifest Ja localització dels bacteris, la interacció bacteri-planta i observar els canvis en les 

cèl·lules vegetals durant la interacció, podent diferenciar les dues situacions. Tot i això, 

els mecanismes de desenvolupament de la patogènia i de Ja reacció hipersensible així com 

els compostos i estructures implicades no han quedat clars. La utilització combinada de la 

microscòpia òptica i electrònica amb tècniques de serologia podria ajudar a conèixer 

I' origen i composició del material granular electrodens observat en la situació compatible 

(P. syringae pv. syringae) i de Ja matriu fibril·lar formada en la incompatible (P. syringae 

pv. phaseolicola) en perera. De fet la combinació de la serologia amb la microscòpia ha 

estat utilitzada per diversos autors en l'estudi d' interaccions hoste-patogen en espècies 

vegetals. Vega i col. ( 1997) han utilitzat anticossos monoclonals per localitzar viru en 

talls ultrafins de teixits infectats de plantes; Askary i col. ( 1997) van marcar quitina amb 

aglutinjna de germen de blat complexada amb or per observar la invasió de teixits de 

cogombre pel fong Sphaerotecafugilinea i l' efecte de l'antagonista Verticillium lecani en 

la interacció; i Boher i col. ( 1996) van estudiar la interacció Xanthomonas campestris pv . 

manihotis en mandioca i aspectes de la patogènia del bacteri mitjançant la utilització 

d'anticossos monoclonals anti-pectina, i enzims (13 1-4 exoglucanasa) marcats amb or. 

Les observacions microscòpiques s' han correspost amb la dinàrruca poblacional 

observada en cada una de les situacions: disminució de la població bacteriana en la 

incompatible i multiplicació en la compatible. En base a aquests resultats, tot i que els 

símptomes macroscòpics no s'observen de forma clara fins als 5 dies de les inoculacions, 

el desenvolupament de la malaltia i de Ja resposta hipersensible es produeixen ja en les 48 

primeres hores, observant-se en aquest període de temps símptomes microscòpics clars i 

diferencials de cada tipus d' interacció. 
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S. Canvis en la permeabilitat cel·lular dels teixits de perera 

durant la interacció 

En les condicions experimentals utilitzades, la interacció de bacteris fitopatògens 

virulents (P. syringae) en perera produeix canvis en la permeabilitat cel·lular de la planta 

hoste. Aquests canvis són diferents segons el tipus d'interacció. En Ja situació compatible 

(P. syringae pv. syringae) es produeix una ràpida i forta permeabilització de les cèl ·lules 

dels discs de fulla infiltrats. En la situació incompatible (P. syringae pv. tabacz) la sortida 

d'electròlits és lenta i progressiva. En els dos tipus d' interaccions hi ha un període de 

temps (8- 1 O hores) en que no s'han observat canvis importants en la permeabilitat 

cel ·lular ni diferències segons el tipus d ' interacció. A partir de les lO hores d ' incubació la 

pauta de sortida d 'electròlits ha estat clarament diferent segons la interacció. L'efecte de la 

interacció s'ha mantingut fins al final de la incubació, obtenint valors de conductivitat final 

significativament més elevats en la situació compatible que en la incompatible. 

El període de temps que transcorre des de l'inici de la interacció fins que 

s 'observen canvis en la permeabilitat cel·lular s ' ha anomenat període d 'inducció 

(Klement i Goodman, l967b ). El període d'inducció és característic (per a unes 

condicions experimentals determinades) de cada interacció hoste-patogen. En tabac, en la 

resposta hipersensible desenvolupada per P. syringae pv. pisi, e l període d ' inducció és de 

6 hores (Goodman, 1972). El període d ' inducció podria ser el temps necessari per a 

l'expressió de determinats gens (hrp), en concret per a sintetitzar els productes génics 

(Goodman i Novacky, 1994). Es considera necessària la presència de bacteris vius per 

induir tant la reacció hipersensible com la malaltia, encara que només en la primera fase de 

contacte bacteri-planta, possiblement per a la transferència de molècules inductores de la 

HR (com les harpines). En perera, en les condicions utilitzades en aquest trebaJl, el 

període d ' inducció pel desenvolupament de la malaltia o la resposta hipersensible per part 

de P. syringae és de 8- 1 O hores. 

En la interacció P. syringae pv. syringae-perera s'observa un comportament 

diferencial en la sortida d' electròlits dels discs de fulla en funció de la virulència de la 

soca. La soca no virulenta (P. syringae pv. syringae 2831) no ha provocat canvis en la 

permeabilitat cel ·lular, obtenint valors de conductivitat estables i similars als dels controls 

no infiltrats amb bacteris. Els canvis produïts en la permeabilitat cel·lular en infiltrar un 

bacteri fitopatogen avirulent són diferents segons l' espècie vegetal i el bacteri fitopatogen . 

Burkowicz i Goodman ( 1969) van observar que en inocular fulles de pomera amb una 

soca virulenta i una soca avirulenta d'E. amylovora els teixits desenvolupaven la mateixa 
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resposta en les dues situacions. La inoculació d ' una soca natural avirulenta d'E. 

amylovora en perera no provoca canvis en Ja permeabilitat cel·lular de l'hoste, en canvi 

una soca mutant avirulenta no formadora d'EPS indueix una sortida d'electròlits similar a 

Ja d'una soca virulenta (Brisset, 1990). 

En base a aquests resultats podem dir que Ja tècnica utilitzada permet correlacionar 

els canvis en la permeabilitat de la cèl· lula vegetal (sortida d'electròlits) amb el tipus 

d'interacció bacteri-planta (compatible, incompatible) i amb Ja virulència del patogen en la 

interacció P. syringae pv. syringae-perera. 

El fet que es produeixi una pauta diferencial de sortida d 'electròlits de les cèl·lule 

vegetals segons el tipus d'interacció i virulència del patogen, juntament amb l'obtenció de 

valors de conductivitat baixos i estables en els discs foliars no infiltrats amb bacteris, fa 

pensar que la pèrdua d'electròlits i, per tant, els canvis en la permeabilitat de la membrana 

plasmàtica, són el resultat d'una interacció activa bacteri-planta. Klement i Goodman 

( 1967a) van observar que pel desenvolupament de la resposta hipersen i ble, i la sortida 

d'electròlits de les cèl·lules vegetals, és necessària la interacció bacteri-planta durant les 

primeres hores. A partir d'aquest moment la resposta continua sense la presència de 

bacteris. 

En la situació compatible de la majoria d'interaccions de bacteris fitopatògens (P. 

syringae, E. amylovora) en diferents hostes com tabac (Brisset i col., 1994) i mongetera 

(Atkinson i Baker, 1987), es produeix una sortida d'electròlits de les cèl·lules vegetals 

lenta i progressiva, mentre que en Ja interacció incompatible la sortida és forta i ràpida. En 

perera, en canvi, el patró de sortida d'electròlits és l'invers, és a dir, en la situació 

compatible (P. syringae pv. syringae) es produeix una sortida ràpida i forta d'electròlits i 

en la incompatible (P. syringae pv. phaseolicola) es produeix una sortida lenta i 

progressi va. Aquest fet ha estat observat també en la interacció E. amylovora-perera 

(Brisset i col., 1994). 

Tot i que la pauta de sortida d'electròlits de les cèl· lules vegetals és diferent segons 

l'espècie hoste, en cada cas es pot diferenciar la situació compatible/incompatible, soca 

virulentalavirulenta. Això permet definir, per a un determinat hoste, els canvis en la 

permeabilitat cel·lular en una situació concreta. 

Els canvis en la permeabilitat cel·lular de l'hoste durant la interacció amb el 

patogen han estat relacionats amb l'alliberació de molècules orgàniques i ions a l'espai 
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intercel·lular, provocant un canvi en el pH del medi extracel·lular (Atkinson i Baker, 

1987; Brisset, 1990; Brisset i Paulin, 1991 ). Brisset (1990) va observar que la interacció 

E. amylovora-perera provoca la sortida d'elements nutritius (sucres) i ions minerals (K+, 

Ca2
•, Mg2+) de l' interior de la cèl·lula o de la paret cel·lular (calci i sucres). Aquests 

resultats són similars als observats per altres espècies vegetals. Atkinson i Baker ( 1987) 

van mostrar una associació entre la multiplicació de P. syringae pv. syringae i el 

desenvolupament dels símptomes foliars en mongetera, amb l'activació de l'intercanvi de 

K+!H+ a nivell de la membrana plasmàtica (sortida de K•, entrada de H+ ), lligat a un 

augment del pH de l'espai intercel·lular. Aquest flux permet l'acumulació de nutrients en 

l'espai intercel·lular (sacarosa, aminoàcids) i en conseqüència la multiplicació bacteriana. 

Atkinson i col. (1985a) també van observar en la interacció incompatible P. syringae pv. 

pisi-tabac el mateix tipus d ' intercanvi de K+/H+ a nivell de la membrana plasmàtica vegetal 

i un augment en el pH extracel·lular. 

Els canvis en la permeabilitat cel·lular en l'hoste van lligats a la multiplicació 

bacteriana. Atkinson i Baker (1987) van observar que mutants de P. syringae pv. 

syringae que no tenien capacitat d'induir l'intercanvi K+/H+ en mongetera no es 

multiplicaven en I' hoste, i que respostes febles, moderades o fortes anaven associades 

amb lents, moderats o ràpids augments poblacionals, respectivament. En tots els casos 

van observar que la inducció d'intercanvis K+/H+ precedia un augment de la població 

bacteriana. 

Un aspecte complementari, interessant d'estudiar en treballs futurs és la cinètica de 

sortida (o intercanvi) a nivell de la membrana plasmàtica de determinats ions com H+, K•, 

Ca2
•, de glúcids i els canvis en el pH extracel·lular durant la interacció P. syringae pv. 

syringae-perera amb la finalitat de caracteritzar millor les diferents situacions. La 

determinació dels mecanismes de sortida dels diferents ions (difusió, transport actiu) i el 

seu origen permetria conèixer si la sortida d'electròlits és el resultat d ' una desorganització 

de la membrana plasmàtica de la cèHula vegetal o si bé si és induïda de forma activa pel 

bacteri per provocar el flux de nutrients i ions a l'espai extracel·lular, aspecte que fins al 

moment no està clar. 

Tant la patogènia com la resposta hipersensible produeixen canvis en la 

permeabilitat cel·lular, la diferència entre elles es troba principalment en la velocitat de 

resposta en cada cas. La mesura de la cinètica de sortida d'electròlits permet estudiar els 

mecanismes de patogènia de P. syringae pv. syringae. 
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Hem utilitzat models matemàtics per definir Ja cinètica de pèrdua d'electròlits de les 

cèl·lules vegetals en Ja interacció perera-?. syringae. El model utilitzat (model de cinètica 

monomolecular amb taxa de sortida d'electròlits variable en el temps) ha estat un bon 

model per diferenciar cada interacció. Els paràmetres que defineixen Ja taxa de sortida 

d'electròlits (K 0 i b) han estat significativament diferents en les situacions 

compatible/incompatible i soca virulentalavirulenta. A partir de les equacions de cada 

situació concreta s'ha calculat el temps de pèrdua mitjana d'electròlits (t50). Aquest 

paràmetre defineix de forma clara Ja cinètica en cada interacció, permetent comparar i 

diferenciar les diverses situacions. En Ja situació compatible, en produir-se una ràpida i 

forta sortida d'electròlits dels teixits foliars de perera, s'obtenen temps de pèrdua mitjana 

d'electròlit baixos. En les 15 primeres hores d'incubació es produeix la sortida del 50% 

dels electròlits totals. En la situació incompatible els valors de t50 són més elevats, degut a 

que la sortida d'electròlits és lenta i progressiva, essent necessàries unes 30 hores per a la 

sortida de la meitat dels electròlits totals. Amb la soca avirulenta la sortida d'electròlits és 

tant feble (de fet no es pot considerar que hi hagi una sortida neta d'electròl its, al no 

observar diferències significatives amb els discs no infiltrats amb bacteris) que el t50 

supera el temps d' incubació. 

La utilització d'un model matemàtic per definir cada situació de la interacció hoste­

patogen, i comparar-les quantitativament mitjançant els paràmetres k0, b. i t50, serà úti l per 

avaluar l'efecte dels fosfonats en la interacció P. syringae pv. syringae -perera utilitzant la 

tècnica de la pèrdua d'electròlits en teixits de fulla infiltrats amb P. syringae. 

A partir dels resultats obtinguts en aquest capítol podem definir models d'estudi de 

la interacció P. syringae pv. syringae -perera basats en la utilització de plantes amb brot 

en creixement actiu de varietats sensibles (Conference), soques del patogen virulentes 

(EPS94), dosis d'inòcul d'entre 107 i 108 ufc ml" ' i condicions d'incubació definides i 

precises (20-25 oc i 70-80 % d'humitat relativa). Aquests models, juntament amb les 

metodologies i tècniques d'inoculació desenvolupades ilo avaluades seran utilitzats en Ja 

determinació de l'efecte dels fo fonats en la interacció P. syringae pv. syringae-perera i en 

el control de Ja malaltia. 
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ACTIVITAT DE DERIVATS DEL FOSFONAT EN LA 
; 

INTERACCIO Pseudomonas syringae pv. syringae-PERERA 

INTRODUCCIÓ 

Els fosfonats són derivats de l' àcid fosfònic (H3P03, també anomenat àcid 

fosforós), en concret sals o esters de l'àcid fosfònic (Figura 2. 1 ). Tot i que també 

s'anomenen fosfonats els compostos amb un enllaç C-P (organofosfonats), aquests 

presenten propietats diferents respecte les sals i esters de l'àcid fosfònic. No es coneix la 

presència de sals i esters de l'àcid fosfònic en organismes vius . En canvi, de compostos 

amb enllaç C-P n'hi ha una gran varietat de naturals, presents en diferents grups 

d'organismes vius, i altres sintètics utilitzats en agricultura com el gl ifosat, utilitzat com a 

herbicida. En aquest treball en parlar de fosfonats es farà referència tant a les sals i esters 

de l'àcid fosfònic com als compostos amb enllaços C-P. 

La utilització dels fosfonats en l'agricultura com a fungicides es va iniciar els anys 

60 quan els químks de Rhême-Poulenc Agrochemie van observar que les sals del fosfonat 

eren molt efectives en front de malalties causades per oomicets (Bertrand i col., 1977). 

Fins al moment els fosfonats havien estat considerats com a compostos biològicament 

inerts (Guest i Grant, 1991 ). A partir d'aquest moment es va començar a provar d' utilitzar 

l'àcid fosfònic i els seus derivats com a fungicides, dels quals, el fosetil-AJ (sal d'alumini 

formulada com Aliette WP, Rhême-Poulenc) va ser l'únic utilitzat comercialment. 

Inicialment el fosetil-AJ va ser utilitzat pel control de fongs de l'ordre peronosporals, però 

s'ha mostrat actiu en front d'altres grups de fongs, i de bacteris i virus (Taula 2. 1 ). 

Els fosfonats són fungicides sistèmics que són translocats tant pel xilema com pel 

floema. Immediatament després de I' aplicació, el fosfonat és ràpidament absorbit per la 

planta i translocat pel xilema. A partir d 'aquí es mou i transloca al floema (Groussol i col., 

1986). 
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Figura 2.1. Estructura de l'anió fosfonat i de diferents derivats de l'àcid fosfònic . 

Taula 2.1. Algunes malalties en les que els fosfonats, princ ipalment el fosetii-AI, s' han 
mostrat efectius en el seu control 
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Phytophthora nicorianne 

P. citrophthora 

P. cirricola 

P. cactomm 

Rhizoctonia solani 

Bremia lacrucae 

Bacteris 
Erwinia amylovora 

Xanrhomonas campestris 

X. arboricola pv. citri 

Virus 
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La solubilitat en aigua, i mobilitat sistèmica del foseti l han fet que s'hagin utilitzat 

vàries formes d'aplicació pel control de diferents malalties fúngiques. S'han realitzat 

aplicacions foliars per polvorització (Utkhede i Smith, 1995), radiculars (Wehner i col., 

1987; El-Hamalawi i Menge, 1994) i injeccions o pintures directament en el tronc (El­

Hamalawi i Menge, 1994; El-Hamalawi i col. , 1995). 

En diversos treballs s'ha mostrat que els alquilfosfonats són degradats en la planta 

i que l'ió fosfonat és el principi actiu (Bompeix i col. , 1980; Coffey i Joseph, 1985; Fenn 

i Coffey, 1984, 1985 ; Dolan i Coffey, 1988). Això ha portat a considerar també les sals 

simples de l'àcid fosfònic com a compostos amb possible activitat antifúngica. De fet, 

diferents experiments han mostrat la seva activitat en el control de malalties fúngiques 

(Fenn i Coffey, 1984, 1985; Cohen i Coffey, 1986; Dolan i Coffey, 1988; Afek i 

Sztejnberg, 1989; Ouimette i Coffey, 1989), però aquests productes només són 

comercialitzats legalment com a fungicides a Austràlia. En la resta de països, productes 

com el fosfonat potàssic són comercialitzats com a agroquímics (en concret a l'estat 

espanyol es comercialitza com adob), però no com a fungicides. 

La majoria d'experiments per a conèixer els mecanismes d'actuac ió dels fosfonats 

s'han realitzat en el control de malalties fúngiques (Bompeix i col. , 1980; Fenn i Coffey, 

1984; 1985; Coffey i Joseph, 1985; Dolan i Coffey, 1988). A partir d'aquests treballs 

s'han determinat alguns aspectes de l'activitat antifúngica dels fosfonats, resumits per 

Guest i Grant ( 199 1) en els següents punts. En cultius tractats amb fosetil la protecció 

continua fins i tot quan ja no es detecten residus de fosfonats en els teixits de la planta. 

Això s'explica per la degradació de l'alquilfosfonat en àcid fosfònic en l' interior de la 

planta. Les concentracions de fosfonat o eti l fosfonat trobades en els teixits protegits de les 

plantes són inferiors a les DE50 determinades in vitro. Les concentracions d'alquilfosfonat 

necessàries per inhibir el creixement fúngic en cultiu axènic són molt superiors a les 

d'altres fungicides sistèmics com benzimidazols i triazols. A més, l'espectre antifúngic 

dels alquilfosfonats en el laboratori està poc correlacionat amb l'activitat observada a 

camp. 

Altres autors van observar que l'apl icació de fosfonats activa sistemes dinàmics de 

defensa de la planta. Alguns mecanismes estimulats per l'acció del fosetil-AI són 

característics dels desenvolupament de la resposta hipersensible, com la formació de 

necrosis bloquejades limitant l'extensió de la infecció i de les lesions (Bompeix i col. 

1980, 198 1 ), ràpids canvis citològics com migració del nucli, deposició de vesícules, 

mort cel·lular (Guest, 1986), biosíntesi d'etilè, activació de la fenilalanina amoni liasa 
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(PAL) i lignificació i acumulació de fitoalexines (Afek i SzteJnberg, 1989; Nemestothy i 

Guest, 1990). Aquestes característiques han portat a fNmular la hipòtesi que els fosfonats 

actuen estimulant mecanismes naturals de defensa de la planta hoste després de la 

infecció. Sembla ser que els alquilfosfnnats són capaços de provocar una resposta de 

resistència a la infecció en hostes susceptibles, però el mecanisme pel qual els fosfonats 

estimulen respostes de defensa en la planta és desconegut. 

Alguns autors (Cohen i Coffey, 1986; Fenn i Coffey, 1985, 1989) consideren que 

els fosfonats tenen una acció fungicida directa a través de l'àcid fosfònic que actua sobre 

alguns fongs inhibint el creixement rniceliar i la formació d'espores. Dustan i col. ( 1990) 

van observar que l'àcid fosfònic altera la composició i estructura de la membrana 

plasmàtica i la paret cel·lular de certs fong . Això redueix la virulència del fong en la 

planta hoste i com a conseqüència aquest queda exposat a les defenses de la planta en les 

etapes inicials de la infecció. 

Fins al moment per tant, la forma d'actuació dels fosfonats en el control de 

malalties fúngiques no està clara, podent actuar directament sobre el fong o bé en la planta 

estimulant mecanismes de defensa, o de les dues formes. 

Tot i observar que l'àcid fosfònic té la mateixa activitat que el fosetii-Al, la majoria 

d'experiments s'han realitzat amb fosetil -Al. En pocs d'ells s'han comparat les als i els 

alquils de l'àcid fosfònic. És d'esperar que hi hagi diferències entre les sals i els esters del 

fosfònic en front de diverses malalties, com a resultat de les diferents taxes d'assimilació i 

transport dins la planta i, en el cas dels alquil fosfonats, de les taxes de metabolització en 

cada espècie vegetal. El catió associat a l'alqui lfosfonat pot mostrar activitat antifúngica 

complementària (Guest i Grant, 1991 ). 

La forma d'actuació dels fosfonats en el control de malalties bacterianes en plantes 

no es coneix, tot i que el fosetil-Al s'ha mostrat actiu en el control diferents bacteris 

fitopatògens (Taula 2.1 ). Tant el foseti l-Al com el fosfonat potàssic s'han mostrat efectius 

en el control de la necrosi de borrons de flor de la perera (Montesinos i Yilardell 1991 a; 

1996) en experiments realitzats en condicions de camp. 

El coneixement d'aspectes bioquímics de l'activitat antimicrobiana dels fosfonats, 

pot ajudar a entendre aspectes de la interacció hoste-patogen en malalties en les que són 

actius. Addicionalment pot ajudar al control de malalties en que són poc efectius fins al 

moment, i a la ubicació i cadència dels tractaments per millorar-ne l'eficàcia. 
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En concret, el coneixement de l'activitat i de la forma d'acció de derivats de l'àcid 

fosfònic en el control de P. syringae pv. syringae en perera pot ser útil per millorar el 

control de la malaltia. Si aquests productes es mostren efectius, es podran utilitzar 

estratègies de control integrat que combinin la utilització de varietats resistents, mesures 

culturals i productes químics de tercera o quarta generació. 

Per a l'estudi de l'acció i eficàcia dels fosfonats en el control de P. syringae pv. 

syringae en perera s' ha considerat interessant avaluar i comparar l'activitat de varis 

fosfonats. S ' han escollit quatre productes (derivats de l'àcid fosfònic ): foseti i-AI, fosfonat 

potàss ic , fosfomicina i etefon. Aquests compostos presenten diferent estructura i 

composició química (Figura 2. 1 ), i tenen diverses aplicacions en agricultura ilo en el 

control de malalties microbianes en plantes o animals. 

El fosetil-Al és el producte que ha estat més estudiat, per l'activitat que presenta en 

el control de malalties fúngiques i bacterianes en plantes (Taula 2.1 ). 

El fosfonat potàssic és una sal de l'àcid fosfònic, utilitzat com a adob en 

agricultura, i que en diversos experiments ha mostrat activitat antifúngica (Fenn i Coffey, 

1984, 1985; Ouimette i Coffey, 1989). 

La fosfomicina és un derivat de l'àcid fosfònic que presenta en la seva estructura 

un enllaç C-P i un grup epoxi (Kuzuyama i col. , 1992). És un antibiòtic molt utilitzat en 

clínica en front d ' infeccions sistèmiques produïdes per bacteris Gram positius i Gram 

negatius. Té activitat bactericida afectant la integritat de la paret cel·lular bacteriana 

(Hendlin i col. , 1969). La fosfomicina és sintetitzada per diverses espècies de 

Srreptomyces, per Pseudomonas syringae i per Pseudomonas viridijlava (Kuzuyama i 

col. , 1992). 

L 'etefon és un agent alliberador d'etilè. L'etilè és una fitohormona sintetitzada per 

les plantes en condic ions d'estrès i processos de senescència (Oeller, 1991 ; Picton i col., 

1993; Mohr i Schopfer, 1995). També produeixen etilè alguns bacteris fitopatògens com 

diferents patovars de P. syringae en la planta durant el procés d'infecció (Weingart i 

Volksch, 1997). Recentment s'ha observat que el tractament de plantes amb etefon 

indueix l'expressió gènica de la resistència sistèmica adquirida (SAR) a través de la síntesi 

de l'àcid salicílic (Lawton i col. , 1994). 
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La determinació de l'activitat antibacteriana in vitre d'aquests compostos, i el 

coneixement de la seva activitat en el desenvolupament de mecanismes de defensa o de 

resistència en perera davant la infecció de P. syringae pv. syringae, permetran millorar el 

control de la malaltia. A la vegada aquests t!Studis poden aportar noves dades per entendre 

millor Ja forma d'actuació dels fosfonats en general . 

La utilització dels models i metodologies per a l'estudi de la interacció P. syringae 

pv. syringae-perera, desenvolupats en el capítol anterior, permetrà estudiar l'activitat 

d'aquests fosfonats en el bacteri fitopatogen, en la planta i en la interacció bacteri-planta. 

OBJECTIUS 

L'objectiu central d'aquest capítol ha estat determinar l'activitat de diferents 

fosfonats en el control de la infecció i desenvolupament de la malaltia causada per P. 

syringae pv. syringae en perera. Per això s' ha estudiat l'efecte dels fosfonats en els 

següents aspectes concrets de la interacció P. syringae pv. syringae -perera: 

I) Efecte en la virulència i multiplicació de P. syringae pv. syringae en perera, i canvis 

estructurals i de permeabilitat cel·lular produïts en els teixits de la planta durant la 

interacció. 

2) Inhibició de Ja infecció de P. syringae pv. syringae en perera, comparant l'eficàcia dels 

diferents productes i de les dosis, cadències i formes d'aplicació. 

3) Activitat antibacteriana in vitro dels fosfonats. 
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MATERIAL I MÈTODES 

1. Efecte dels fosfonats en la virulència de P. syrzngae pv. 
syringae en plantes de perera 

1.1. Material vegetal i tractaments amb fosfonats 

Es van utilitzar plantes de perera de la varietat Conference autoarrelades i clonades 

(clon CA V) obtingudes per núcropropagació (Agronúllora Catalana, S.A., Barcelona). 

Aquestes plantes tenien 2 anys i estaven en contenidors de plàstic d ' I I. Es van forçar a 

brotar 2 mesos abans de l'experiment per obtenir brots joves i en creixement acti u. Durant 

la brotació es van mantenir en hivernacle i es van fertilitzar setmanalment amb una solució 

de 200 ppm de N-P-K (20- 10-20). Durant el mes anterior a l'inici de l'experiment les 

plantes es van fertilitzar només amb N-K (20-20), per evitar la interferència del fosfat 

amb els fosfonats utilitzats en els tractaments experimentals. 

La setmana anterior a les inoculacions les plantes es van regar diàriament durant 5 

dies amb I 00 ml de solucions aquoses de fosetii-AJ (Alerte~. Rhêne Poulenc A gro, 

France), fosfonat potàssic (Aiexin95 PS ~S, Comercial Química Massó S.A., Barcelona), 

etefon (Ethrel48~S, Compaignie Française des Produïts lnductrielles, France) i 

fosfonúcina (sal sòdica, Fermentaciones y Síntesis Españolas S.A., Madrid) a la 

concentració d' 1.86 g HPO/· 1·1
• La concentració dels diferents fosfonats s'expressa en 

equivalents de HP03
2
• per permetre la comparació entre productes. La quantitat 

d ' ingredient actiu aplicat per producte es pot calcular multiplicant les concentracions de 

HPO/" pels factors de conversió corresponents: 1.38 pel fosetii-AJ, 1.02 pel fosfonat 

potàssic, 1.81 per l'etefon i 1.73 per la fosfomicina. 

Després del tractament amb els fosfonats les plantes es van deixar dos dies sense 

regar (per assegurar l'absorció total dels productes) i a continuació es va procedir a les 

inoculacions amb el patogen. La quantitat de fosfonats total aplicada per planta va ser de 

0.93 g HPO/· . Com a control no tractat amb fosfonats es van regar plantes amb aigua 

desti l·lada. Mentre es van realitzar els tractaments amb fosfonats les plantes es van 

mantenir en l' hivernacle. 
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1.2. Inòcul 

Esvaninocularsuspensionsenaiguadestil·ladaestèrild'l x 106
, Ix 107 i lxl08 

ufc m1"1 de la soca EPS94 de P. syringae pv. syringae (veure Taula 1.2). Les 

suspensions es van preparar a partir de cultius purs del bacteri crescuts en agar B de King 

(King i col., 1954) durant 24 h a 25 oc. L'ajust i determinació de la concentració de les 

suspensions es va realitzar tal com s'ha descrit en el capítol anterior (pàg. 34). 

1.3. Inoculacions incubació 

Les inoculacions es van realitzar en la planta sencera, seguint la tècnica de 

rnicroinfiltració localitzada en les fulles descrita en el capítol anterior (pàg. 42). Es van 

inocular totes les fulles de la planta. A cada fulla es van infiltrar les tres dosis de patogen, 

amb dues inoculacions de 50 ~ per dosi (una a cada costat del nervi principaJ). Com a 

control es van inocular plantes amb aigua destil ·lada estèril. 

Les plantes inoculades es van incubar durant 5 dies en una cambra d' ambient 

controlat (model PGR 15, Conviron, Winnipeg, Manitoba, Canadà) a 25°C, 16 hores llum 

i 18 oc, 8 hores a foscor, i humitat relativa del 70-80%. Durant la incubació les plantes es 

van regar amb aigua destil·lada (Figura 2.2). 

1.4. Disseny experimental 

Es van realitzar dos experiments. En el primer experiment es va avaluar l'efecte 

del fosetii-AJ en la virulència del patogen i en el segon experiment es va avaluar i 

comparar l'efecte de diferents fosfonats (fosetil-AJ, fosfonat potàssic, etefon i 

fosfornicina). En els dos experiments es va utilitzar un disseny factorial totalment 

aleatoritzat, amb dos factors (fosfonats i dosi de patogen). Cada tractament va constar de 

tres repeticions de tres plantes. 

1.5. Avaluació de la virulència del patogen 

Es va avaluar la presència de símptomes i la severitat de la infecció en cada una de 

les inoculacions als 5 dies de la incubació de les plantes en la cambra d'ambient controlat. 
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Per mesurar la intensitat de les infeccions es van utilitzar els índexs de severitat 

(ls) descrits en el capítol anterior (Taula 1.5). 

Per cada dosi d'inòcul es va calcular la severitat de la malaltia per planta (SP) a 

partir dels índexs de severitat de la infecció (ls) de totes les inoculacions realitzades en la 

planta amb cada dosi. Es va utilitzar la següent fórmula: 

N 
I ls) 

)= I 
Sp= Nx 3 x 100 

1.6. Anàlisi estadística 

on: SP: Severitat de la malaltia per planta 
ls: Índex de severitat de la infecció (de O a 3) 
j : Inoculació en la planta 
N: Nombre d'inoculacions per planta i dosi de 

patogen 

Per cada un dels experiments es va comprovar l'homogeneïtat de les variàncies de 

la severitat de la malaltia dels diferents tractaments amb la prova de Bartlett i la distribució 

normal dels residus amb la prova de Shapiro-Wilk. 

Es va determinar l'efecte del fosfonat, de la dosi d' inòcul i de la interacció 

fosfonat-dosi en la severitat de la malaltia mitjançant una anàlisi de la covariància 

(ANCOVA). Es va utilitzar la severitat de la malaltia per planta (o la transformació en 

Probit (SJ IOO)) com a variable dependent, el tipus de fosfonat aplicat com a variable 

independent i la dosi d'inòcul (Log 10 (ufc mf 1
)) com a covariable. L'efecte dels 

tractaments es va avaluar amb la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer 

(P=0.05). 

Per cada experiment es va relacionar la dosi de patogen amb la severitat de la 

malaltia mitjançant el mètode de regressió lineal simple, considerant la dosi de patogen 

(transformada en Log10) com a variable independent i Ja severitat de Ja malaltia 

(Probit(S/ I 00)) com a variable dependent. Les rectes de regressió obtingudes es van 

avaluar mitjançant el coeficient de determinació (R2
) i el grau de significació 

((P>F)<0.05). Amb les equacions que van presentar un bon ajust es van calcular les 

dosis de patogen necessàries per obtenir nivells de severitat de la malaltia del 50% (DE50) 

i del 90% (DE90). 

Els tractaments estadístics es van realitzar amb el paquet d 'aplicacions 

estadístiques JMP per Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc.). 
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Obtenció de suspensions de P. syringae pv. 
syrin¡.:ae a pantr de cu ht us purs crescuts de 12 a 

24 hores a 25 oc en agar B de King 
Tracltlment de Ics plantes amb 

els fosfonats 

Inoculació del patogen en les plantes per microinfiltració localitzada en les fulles 
Injecció de la suspensió amb una microburcta automàtica 

Incubació a 25°C, 16 h llum i 18 oc. 8 h foscor i 
70-80% d'humitat relativa. durant 5 dics 

---------.-------------------------------~ 

!Efecte dels fosfonats eu la virulència del patogen 

d 
Avaluació de la severitat de la malahia 

Recompte dc la població dc P. s_vringae pv. syringae 
en Ics fulles al cap dc diferents temps d'incubació 

Figura 2.2. Procediment utilitzat per a la determinació de l'efecte dels fosfonats en la 
multiplicació i viru lència de P. syringae pv. syringae en perera. 
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2. Efecte dels fosfonats en la multiplicació de P. syringae p v. 
syringae en plantes de perera 

2.1. Material vegetal i tractament amb fosfonats 

Es van utilitzar plantes de perera de Ja varietat Conference autoarrelades i clonades 

(clon CAV) obtingudes per rnicropropagació (Agromillora Catalana, S.A., Barcelona) de 

les mateixes característiques que en la detenninació de l'efecte dels fosfonats en la 

virulència de P. syringae pv. syringae. Les plantes es van forçar a brotar i es van 

mantenir en hivernacle i fertilitzar tal com s'ha descrit en l'apartat l.l (pàg. 139). 

La setmana anterior a les inoculacions les plantes es van regar diàriament durant 5 

dies amb I 00 mJ de solucions aquoses de fosetii-AI , fosfonat potàssic, etefon i 

fo fomicina a una concentració d' I .86 g HPO/ - 1·1
• Els tractaments amb els productes es 

van realitzar tal com s'ha descrit en l'apartat anterior. Es van regar plantes amb aigua 

destil ·lada que serien utilitzades com a control no tractat amb fosfonats. 

2.2. Inòcul 

Es va utilitzar el bacteri P. syringae pv. syringae EPS94 (veure referència a Ja 

Taula 1.2). Es van inocular suspensions en aigua destil ·lada estèril d' lx 107 i Ix I 08 ufc 

ml·1• Les suspensions es van preparar com s'ha descrit anteriorment (pàg. 34). 

2.3. Inoculacions incubació 

Les inoculacions es van realitzar en la planta sencera per microinfiltració 

localitzada en les fulles de 50 ~ de la suspensió bacteriana utilitzant la tècnica descrita en 

el capítol anterior (pàg. 42). Es van inocular totes les fulles de la planta amb les dues 

dosis de patogen, realitzant tres inoculacions amb cada dosi per fulla. En total a cada fulla 

es van fer 6 inoculacions, tres a cada costat del nervi principal. Addicionalment es van 

inocular plantes de tots els tractaments amb aigua destil ·lada estèril. 

Les plantes inoculades es van incubar durant 5 dies en una cambra d'ambient 

controlat (model PGRI5, Conviron, Winnipeg, Manitoba, Canadà) a 25°C, 16 hores llum 
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i 18 °C, 8 hores foscor, i humitat relativa del 70-80%. Durant la incubació les plantes es 

van regar amb aigua destil·lada (Figura 2.2). 

2.4. Avaluació de la supervivència multiplicació dels bacteris en I es 

plantes de perera 

El recompte de bacteris en el teixit vegetal (ufc mm·2 fulla) es va fer a les O, 24 i 48 

hores de les inoculacions. Es va seguir el procediment descrit a l'apartat 3.2.4 (pàg. 46). 

2.5. Disseny experimental 

Es va realitzar un disseny factorial totalment aleatoritzat amb tres factors 

(tractament amb fosfonats, dosi d' inòcul i temps d' incubació). Les plantes inoculades 

amb aigua destil ·lada estèril es van considerar com a controls. Cada tractament va constar 

de tres repeticions de tres plantes cadascuna. 

2.6. Anàlisi estadística 

Es va comprovar l'homogeneïtat de les variàncies del nombre de bacteris viables 

(Log 10 ufc mm·2 fu lla) dels diferents tractaments amb la prova de Bartlett i la distribució 

normal dels residus amb la prova de S ha piro-Wilk. 

L'efecte dels factors i la interacció en la multiplicació bacteriana es va determinar 

mitjançant una anàlisi de la covariança (ANCOV A) en la que la dosi de patogen i el temps 

d' incubació, en ser variables quantitatives, es van considerar com a covariables. 

Els tractaments estadístics es van realitzar amb el paquet d'aplicacions 

estadístiques JMP per Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc .). 
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3. Efecte dels fosfonats en els canvis estructurals en els teixits 
de fulla de perera durant la interacció amb P. syringae pv. 
synngae 

Es va fer un seguiment visual de l'aparició de símptomes i infeccions durant la 

incubació de les plantes tractades amb fosfonats i inoculades amb P. syringae pv. 

syringae. A les 48 hores de les inoculacions es van agafar mostres de teixit vegetal de la 

zona inoculada amb el patogen a la dosi d'lx l 08 u fc ml-1• Per cada tractament es van 

agafar 6 discs de fu lla de 0.5 cm de diàmetre de la zona infi ltrada amb els bacteris i es van 

processar per a l'observació al microscopi òptic i al microscopis e lectrònics de rastreig i 

de transmissió, seguint e l procediment descrit a l'apartat 3.3 del capítol anterior (pàg. 47). 

4. Efecte dels fosfonats en la permeabilitat de discs foliars 
durant la interacció amb P. syringae 

Es van mesurar els canvis en la permeabilitat de discs foliars de vàries espècies 

vegetals en infi ltrar bacteris que desenvolupessin diferents reaccions (compatible, 

incompatible o cap resposta). En concret es van estudiar els canvis en la permeabilitat 

cel·lular en plantes de tabac, perera i mongetera inoculades amb patògens virulents de 

cada una d'e lles, patògens avirulents, patògens d ' altres espècies vegetals virulents, 

patògens d'altres espècies vegetals avirulents i bacteris no fitopatògens (Tau la 2.2). Per 

les diferents combinacions es va detenninar l'efecte del tractament previ de les plantes 

amb fosfonats en els canvis en la permeabilitat cel·lular durant la interacció amb els 

bacteris. Els resultats es van comparar amb els canvis de permeabilitat en plantes sense 

tractar amb fosfonats i inoculades amb els bacteris. 

4.1. Material vegetal 

Es van utilitzar plantes de tabac (Nicotiana tabacum) de la varietat Xanthi, de 

perera ( Pyrus communis) de la varietat Passe Crassane i de mongetera (Phaseolus 

vulgaris) de les varietats Coco nana, Dorabel, Michelet i Vaillant. Totes les plantes es van 

obtenir de llavor i es van cultivar i mantenir en hivernacle fins la realització de les 

inoculacions. Per realitzar els tractaments amb fosfonats i les inoculacions amb els 
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Taula 2.2. Interaccions bacteri-planta i tipus de resposta desenvolupada en l'experiment 
per a la determinació de l'efecte dels fosfonats en la permeabilitat cel·lular de disc foliars 
de diferents plantes 
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Soca a 

E. amylovora 1430 

E. amylovora 6046 

E. amylovora 6070 

P. syringae pv. 
phaseolicola SD68 

P. syringae pv. 
syringae 2027.37 

P. syringae pv. 
syringae 2831 

P. syringae pv . 
tabaci 2106 

P. jluorescens 
88 . 1 

Bacteri 
Característiques 
patogèniques b 

Patògena (V perera) 

Mutant no patògena 
(A V perera, no HR tabac) 

Mutant 
(A V perera, HR tabac) 

Patògena (V mongetera). 

Patògena 
(V perera, HR tabac 
HR mongetera) 

Patògena 
(A V perera, HR tabac) 

Patògena. 
(HR perera, V tabac) 

No patògena 

Planta hoste 
(sensibilitat al patogen) e 

Pyrus communis var. 
Passe Crassane (S) 

Pyms communis var. 
Passe Crassane 

Pyrus commums var. 
Passe Crassane 

Phaseolus vulgaris 
vars. Coco (S), 
Michelet (S), Dorabcl 
(R) t Vrullant (R) 

Pyrus communis var. 
Passe Crassane (S) 

Nicotiana tabacum 
var. Xanthi 

Phaseolus vulgaris 
vars. Coco, Dorabel, 
Michelet, Vaillant 

Pyrus communis var. 
Passe Crassane 

Nicotiana tabacum 
var. Xanthi 

Nicotiana tabacum 
var. Xantht (S) 

Pyrus communis var. 
Passe Crassane 

Pyrus communis var. 
Passe Crassane 

Nicotiana tabacum 
var. Xanthi 

a Bacteris procedents de I'INRA d'Angers (França) descri ts a la Taula 2.3 

Resposta J 

Compatible 

No resposta 

o resposta 

Compatible 
o incompatible 

Compatible 

Incompatible 

Incompatible 

Incompatible 

Incompatible 

Compatible 

Incompatible 

No resposta 

o resposta 

b Característiques patogèniques de cada soca en les espècies vegetals inoculades: V (virulenta, 
desenvolupa malaltia), A V (avirulenta, no desenvolupa malaltia), HR (desenvolupa 
hipersensibilitat en l'hoste inoculat) i no patògena (no es coneix que desenvolupi malaltia en 
cap espècie vegetal ni hipersensibi litat en tabac) 
• Sensibil itat de la varietat al bacteri inoculat (S:sensible, R:resistent) 
d Resposta desenvolupada en l' hoste en inocular el bacteri: compatible (desenvolupa malaltia), 
incompatible (desenvolupa resposta hipersensible) i no resposta (ni malaltia ni hipersensibilitat) 
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bacteris es van utilitzar plantes joves, amb fulles tendres i br0ts en creixement actiu, d ' un 

mes en el cas de perera i de 15 dies a I mes en el cas de mongetera i tabac. 

4.2. Tractament de les plantes amb fosfonats 

En tabac i perera es van realitzar tractaments amb solucions aquoses de fosetii-AJ a 

la dosi d ' 1.86 g HPO/ T 1
• Les plantes es van tractar diàriament durant els quatre dies 

anteriors i el mateix dia de les inoculacions per polvorització fins caiguda de gota en 

l'anvers i el revers de totes les fu lles. 

En mongetera es van realitzar tractaments amb solucions aquoses d'etefon, fosetii­

AI i fosfomicina a la dosi d ' 1.86 g HP03
2
' 1'1• El fosetii-AI es va aplicar regant les plantes 

diàriament els dos dies previs a les inoculacions amb 100 ml de la solució i polvoritzant 

les fulles fins caiguda de gota amb Ja solució del producte el mateix dia de les 

inoculacions. Els tractaments amb fosfomicina es van realitzar els dos dies anteriors a les 

inoculacions i el mateix dia de les inoculacions polvoritzant diàriament totes les fulles per 

l'anvers i el revers fins caiguda de gota. L'etefon es va aplicar de dues formes diferents, 

regant i polvoritzant. En les plantes en que es van aplicar per via radicular es va procedir 

de la mateixa manera que en els tractaments realitzats amb fosetii-AI. En les que es van 

realitzar les aplicacions per via foliar es va procedir de Ja mateixa manera que en les 

plantes en que es va aplicar fosfomicina. 

En tots els experiments es van utilitzar plantes regades amb aigua destil ·lada com a 

control. Durant els tractaments les plantes es van mantenir en hivernacle (en les mateixes 

condicions en que s'havien fet créixer). 

4.3. Inòcul 

Es van utilitzar diferents bacteris fitopatògens i no fitopatògens en funció de 

l'espècie vegetal i de la resposta que es pretenia observar (faula 2.2). L'inòcul es va 

preparar a partir de cultius purs de les soques bacterianes crescuts durant 24 h a 25 OC en 

agar B de King (King i col., 1954). Es van preparar suspensions d' I x 109 ufc m1·• de 

cada soca en amortidor MES (àcid 2-[N-morfino] etanosulfònic) 0.5 mM+ CaCI 0.5 mM 

(pH 6) tal com s' ha descrit en l'apartat 4.2 del capítol 1 (pàg. 48). 
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Taula 2.3. Procedència dels bacteris utilitzats en la detenninació dels canvis en la 
penneabilitat de discs foliars de diferents plantes 

Bacteri Hoste • Procedència ¡, 

Erwinia amylovora 1430 Crataegus sp. CFBP 
E. amylovora 6070 ' Pyrus communis PMY 
E. amylovora 6046 ' Pyrus communis PMY 

Pseudomonas jluorescens 88. 1 d CFBP 

P. syringae pv. syringae 2027.37 Pyrus comnumis CFB P 
P. syringae pv. syringae 2831 Pyrus comnwnis CFB P 

P. syringae pv. tabaci 21 06 Nicotiana tabacum CFBP 

P. syringae pv. phaseolicola SD68 Phaseolus vulgaris CFBP 

• Hoste del que es va ai11ar cada soca (d: desconegut) 
b CFB P: Collection Française de Bactéries Phytopathogènes. INRA Angers (France) 

PMY: Laboratoire de Pathologie Moleculaire et Végétale INRNINA-PG. Paris (France) 
' Mutants per transposició de la soca E. amylovora 1430 

4.4. Infiltració de les suspensions bacterianes en el materia l vegetal 

La infiltració dels bacteris es va realitzar en discs de fulles de plantes de les 

diferents espècies vegetals. En les infiltracions en perera i tabac es van utilitzar les fulles 

basals de les plantes i en mongetera la tercera i quarta fu lles. La infiltració de les 

suspensions bacterianes en els discs de fu lla es va realitzar seguim la tècnica 

desenvolupada per Brisset (J 990) descrita a l'apartat 4.3 pàg. 49. Com a control no 

inoculat amb bacteris es van infiltrar discs amb amortidor MES (àcid 2-[N-morfino] 

etanosulfònic) 0.5 mM+ CaCI 0.5 mM (pH 6). 

4.5. Recompte de la quantitat de bacteris infiltrats per disc de fulla 

Per cada tractament i repetició es van agafar 3 discs de fulla acabats d'infiltrar amb 

les suspensions bacterianes i deixats eixugar en la campana de flux laminar, i es van 

triturar i homogeneïtzar en 2 ml d'aigua destil·lada estèril. Es van fer dilucions 1: 10 en 

aigua destil ·lada estèril de l'homogeneïtzat i es van sembrar les dilucions 10'2 i 10'3 en 

plaques Petri amb agar B de King (King i col., 1954). Les plaques es van coJ.locar 
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durant 48 hores a 25° C i es va fer el recompte de colònies calculant el nombre de bacteris 

infiltrats per disc. 

4.6. Incubació dels discs de fulla infiltrats amb bacteris 

Per cada tractament i repetició es van col·locar 5 discs de fulla infiltrats en tubs 

que contenien JO ml d'amortidor MES 0.5 mM+ CaCJ2 0.5 mM (pH 6) i es van incubar a 

25° C, en presència de llum ( 8000 Lux) i en agitació durant 24 a 48 h. 

4. 7. Determinació dels canvis de permeabilitat ceHular 

Els canvis en Ja permeabilitat cel·lular es van quantificar mesurant la conductivitat 

de les solucions d' incubació dels discs de fulla infiltrats amb les suspensions bacterianes 

o amb Ja solució d'amortidor. En els experiments realitzats en mongetera es van efectuar 

lectures a l' inici de la incubació i cada hora durant tot el període d' incubació. En perera i 

tabac les lectures es van fer cada dues hores durant les 6-8 primeres hores d'incubació i 

cada 4-12 hores durant la resta de Ja incubació. La mesura de Ja conductivitat es va 

realitzar manualment en perera i tabac utilitzant un conductímetre manual (XE 170, Hanna 

Instruments) i de forma automàtica amb rnicroconductímetres de platí controlats per 

ordinador (PC) en els experiments realitzats en mongetera. En aquests experiments es va 

programar la cadència de lectura de la conductivitat de les solucions i la mesura va quedar 

enregistrada automàticament en disc. 

En cada experiment es va determinar Ja conductivitat màxima de Ja mostra tal com 

s'ha descrit en el capítol anterior (pàg. 52). 

4.8. Disseny experimental 

En cada experiment les plantes utilitzades eren homogènies, de la mateixa edat i 

havien estat sotmeses a les mateixes condicions ambientals i van ser regades amb les 

mateixes solucions nutritives i amb igual cadència. 

En tots els experiments es va realitzar un disseny multifactorial totalment 

aleatoritzat, amb diferents factors (soca bacteriana, varietat de planta hoste i tractament 
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amb fosfonats) segons l'experiment. Cada tractament va constar de 4 repeticions en els 

experiments realitzats en perera i tabac, i de 2 o ~ repeticions en els realitzats en 

mongetera. 

4.9. Tractament de les dades i anàlisi estadística 

En cada experiment es va restar la conductivitat inicial de la mostra als valors de 

conductivitat corresponents a cada temps. D'aquesta manera tots els tractaments d' un 

experiment partien dels mateixos valors de conductivitat inicial. Això va permetre per una 

banda, eliminar part de la variabilitat de la repetició deguda al processat, i per l'altra 

comparar els diferents tractaments. Totes les anàlisis estadístiques es van realitzar amb els 

valors de conductivitat modificats respecte la conductivitat inicial. 

Anàlisi cinètica de la pèrdua d'electròlits 

Per analitzar la cinètica de pèrdua d'electròlits en cada tractament es va utilitzar el 

model matemàtic de cinètica monomolecular amb taxa de sortida d'electròlits variable en el 

temps, descrit en el capítol anterior (equació 5 pàg. 52). Els paràmetres que defineixen la 

taxa de sortida d'electròlits del model (K0 i b ) es van estimar per cada tractament i 

repetició mitjançant el mètode de Gauss-Newton, tal com s' ha descrit en el capítol anterior 

(pàg. 52). 

Per iniciar les iteracions i estimar els valors dels dos paràmetres en el model 

matemàtic es van fixar els valors inicials K0=0 i b=O. També va er necessari fixar 

prèviament el valor màxim de conductivitat de cada experiment (Cmax). El valor màxim 

de conductivitat ( Cmax) es va determinar mesurant la conductivitat de la solució 

d'incubació dels discs infiltrats al final de la incubació, després d'haver-los sotmès a un 

tractament de congelació i descongelació (conductivitat tota[) (pàg. 52). Es va utilitzar 

com a conductivitat màxima el valor de conductivitat total significativament superior 

segons Ja prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer. En cas de no haver-hi 

diferències significatives entre tractaments, es va utilitzar la mitjana de la conductivitat 

total de tots els tractaments. En els experiments en que no es va poder mesurar la 

conductivitat total de les mostres es va utilitzar com a valor de conductivitat màxima la 

conductivitat al final de la incubació, del tractament o tractaments que doness in valors 
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significativament superiors a la resta de tractaments segons la prova de separació de 

mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05). 

De cada model obtingut es va determinar Ja bondat d' ajust dels valors observats 

als predits (coeficient de determinació R1
), la significació (P>F) i la normalitat dels 

residus mitjançant la prova de Shapiro-Wilk. 

En cada experiment, per determinar l'efecte del tractament (interacció bacteri­

planta ilo tractament de les plantes amb fosfonats) en Ja sortida d'electròlits es van 

comparar els següents paràmetres: 

I ) la conductivitat al final de la incubació dependent del tractament 

2) la taxa de sortida d'electròlits, definida pels paràmetres K0 i b del model 

matemàtic (eq. 5), i 

3) el temps de pèrdua mitjana d'e lectròlits (t50) . 

Per cada un dels experiments es va realitzar l' anàlisi de la variància (ANOVA) i Ja 

prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05) pels diferents paràmetres 

determinats. Prèviament es va avaluar l'homogeneïtat de les variàncies (prova de Bartlett) 

i la distribució normal dels residus (prova de Shapiro-Wilk). 

Els tractaments estadístics es van realitzar amb el paquet d'aplicacions 

estadístiques JMP per Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc. ). 
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5. Efecte dels fosfonats en la infecció de P. syringae p v. 
syringae en perera 

Es van realitzar experiments per determinar l'efecte dels fosfonats en la infecció de 

P. syringae pv. syringae en perera. Es va determinar l'efecte de l'aplicació d ' un sol 

producte a diferents concentracions (fosetil-Al, fosfonat potàssic) i es va comparar 

l'efecte de diferents fosfonats (fosetii-AI , fosfonat potàssic, etefon i fosfornicina) aplicats 

a la mateixa dosi o a diferents dosis i cadències. El material vegetal utilitzat va dependre 

de l'experiment (branques de perera forçades a floració en condicions controlades, plantes 

mantingudes en hivernacle i arbres de diferents varietats en el camp). Es van utilitzar dues 

tècniques d ' inoculació del patogen (en fulles separades de la planta i en fulle sobre la 

planta sencera). A la Taula 2.4 s' indiquen els productes, material vegetal i tècniques 

d'inoculació utilitzats en els experiments. 

Taula 2.4. Experiments realitzats per determinar l'activitat de diversos fosfonats en la 
infecció de P. syringae pv. syringae en perera 
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Material vegetal 

Branques dc perera procedents 
de plantacions comercials. 
forçades a floració en 
condicions controlades 

Plantes de perera de la varietat 
Conference mantingudes en 
hivernacle 

Arbres de diferents varietats de 
perera en plantacions 

Tractaments amb 
fosfonats 

Fosetii-AI a diferents 
dosis (I ) • 

Di ferents fosfonats a la 
mateixa dosi (2) 

Fosetii-AI (3) i 
fosfonat potàssic (4) a 
diferents dosis 

Diferents fosfonats 
aplicats a varies dosis (5) 

Diferents fosfonats amb 
varies cadències 
d'aplicació (6) 

Aplicació de foselil-AI 
(7) 

o Cada valor indicat entre parèntesi C<'rrespon a un experiment 

Forma d'inoculació del 
patogen 

Inoculació sobre una ferida 
realitzada en les fulles 
separades dc les branques 

Inoculació sobre una ferida 
realitzada en les fulles 
separades de les plantes 

Inoculació de totes les 
fulles en la planta sencera 
per microinfi ltració 
localitzada 

Inoculació sobre ferida en 
les fulles separades dels 
arbres 
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5.1. Material vegetal 

El material vegetal utilitzat va ser diferent segons l'experiment (Taules 2.4 i 2.5). 

Es va avaluar l'efecte del tractament amb fosfonats en la infecció de P. syringae pv . 

syringae en fulles de branques de perera recollides de camp i forçades a floració en 

condicions controlades, en Ja planta sencera o en fulles separades de plantes de perera que 

havien estat mantingudes en hivernacle, i en arbres de diferents varietats de perera. 

Branques de perera 

Es van utilitzar branques de perera de la varietat Grand Champion procedents de 

fi nques comercials de les comarques de Girona en les que no s'havien realitzat els 

tractaments convencionals amb foseti l-Al pel control de la necrosi de borrons de flor. Les 

branques es van recollir a finals d'hivern, quan els borrons florals estaven inflats (estadi 

B), de manera que posades en les condicions òptimes florissin en poc temps i de fonna 

homogènia. Les branques es van mantenir a 4 oc i foscor, dins bosses de plàstic 

humitejades, fins al moment de provocar la floració. L'experiment es va repetir dues 

vegades (anys 1994 i 1995). 

Per forçar les branques a floració es va utilitzar el mètode descrit per Montes i nos i 

Yilardell ( 1991a) modificat a partir de Szkolnik i Hickey (1986). Les branques es van 

netejar amb aigua corrent, es van tallar per la base fins trobar teixit no obturat, i es van 

introduir en recipients amb una solució de sacarosa al I%. A cada recipient amb la solució 

de sacarosa s'hi van posar 1 O branques. Els recipients amb les branques es van posar a 

floració en una cambra d'ambient controlat (model PGRI5, Conviron, Winnipeg, 

Manitoba, Canadà) a 22 °C, fotoperíode de 16 hores llum i humitat relativa del 80 %, 

durant 4 setmanes. Cada setmana es van renovar les soluc ions, es van netejar les 

branques per la base i es va tallar el teixit contaminat i obturat pel creixement de llevats o 

de fongs. Les inoculacions es van realitzar a les 4 setmanes, quan les branques estaven en 

plena floració. 

Plantes de perera mantingudes en hivernacle 

Es van utilitzar plantes de perera de la varietat Conference autoarrelades i clonades 

(clon CAV) obtingudes per rnicropropagació (Agrornillora Catalana, S.A., Barcelona) de 
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les mateixes característiques que les utilitzades en els experiments anteriors. Les plantes 

es van forçar a brotar 2 mesos abans de les inoculacions i, com en experiments anteriors 

(apartat 1.1 pàg. 139), el primer mes es van fertil itzar setmanalment amb una solució de 

200 ppm deN-P-K (20-10-20). El mes anterior a l'inici de l'experiment només es va 

aportar N-K (20-20), per evitar la interferència del fosfat amb e ls fosfonats utilitzats en 

els tractaments experimentals. 

Arbres de diferents varietats de perera 

Es va avaluar l'efecte del tractament amb fosetil-AI aplicat a camp en arbre de 

diferents varietats de perera de la col·lecció de varietats de l'Estació Experimental Agrícola 

de la Fundació Mas Badia. Es van utilitzar les varietats Alexandrine, Beurre Anjou, 

Beurre Hardent Point, Blanquilla, Conference, Doyenne du Comice, General Leclerc, 

Magness, Maxine, Passe Crassane, Williams i Winter Nellis. Aquestes varietats diferien 

en la sensibilitat al patogen (veure Taula 1.33). 

Els arbres tenien les mateixes característiques que els utilitzats en la determinació 

de la sensibilitat de diferents varietats de perera a P . syringae pv. syringae (apartat 2 . 1 

pàg. 32). L 'experiment es va realitzar durant el mes de maig de 1994, període en que els 

arbres estaven brotant i es podien utilitzar fulles joves per realitzar les inoculacions del 

patogen. 

5.2. Tractaments amb fosfonats 

Es van realitzar diferents experiments per avaluar l'efecte del producte, de la dosi i 

de la cadència d'aplicació en la infecció de P. syringae pv. syringae en perera. A Ja Taula 

2.5 s' indiquen els tractaments amb fosfonats realitzats i les concentracions i cadència 

d 'aplicació de cada producte pels diferents experiments. A continuació es descriuen els 

tractaments realitzats en cada experiment. 

En tots els experiments es van regar plantes amb aigua destil·lada, i aquestes es 

van utilitzar com a control no tractat amb fosfonats. 

154 



Material i mètodes 

Taula 2.5. Tractaments realitzats per a I' avaluació de I' efecte dels fosfonats en la infecció 
de P. syringae pv. syringae en perera 

Experiment • 

Efecte de la dosi de fosetil-AI 
Branques forçades a floració (J) 

Plantes de perera en hivernacle (3) 

Efecte de la dosi de fosfonat potàssic 
Plantes de perera en hivernacle (4) 

Efecte de diferents fosfonats a dosi fixa 
(fosetii-AI, fosfonat potàssic, etefon i 
fosfomicina) 

Plantes de perera en hivernacle (2) 

Efecte de la dosi de diferents fosfonats 
(fosetii-Al , fosfonat potàssic, etefon i 
fosfomicina) 

Plantes de perera en hivernacle (5) 

Efecte de la cadència d 'aplicació de 
fo sfonats 
(fosetil-AI, fosfonat potàss ic, etefon) 

Plantes de perera en hivernacle (6) 

Efecte del fosetil-AI a camp 
Arbres de diferents varietats à! 
perera (7) 

Dosi d 'aplicació b 

(g HPO/· t·1) 

O, 0. 18. O. 93 i 1.86 (repetició I) ' 

O. 0 .18, 0.62 i 0.93 (rep. 2) 

O, 0 .62. 0 .93, 1.24, 1.86 i 2.79 (rep. I) 

o. 0 .62, 0.93, 1.24, L.86, 2.79, 3 .72. 
4.34 i 6.20 (rep. 2) 

O, 0 .93 i 1.86 (rep. I i 2) 

1.86 (rep. I i 2) 

O, 0.62, 1.86, 3. 72 i 6.20 (rep. I i 2) 

1.86 aplicat durant O, 3, 6 i 9 dies 

1.86 (rep. I i 2) 

• Experiments realitzats per avaluar l'efecte del tractament amb fosfonats en Ja infecció de P. 
syringae pv. syringae en perera. Entre parèntesi s'indica la referència de l'experiment (veure 
Taula 2.4) 
b Dosis d ' aplicació de cada fosfonat en els diferents experiments. La fonna d 'aplicació dels 
productes i la cadència s'expliquen en el text 
e Entre parèntesi s ' indiquen les repeticions de l'experiment. Si no hi ha indicació, l'experiment 
es va realitzar una sola vegada 
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Efecte de la dosi de fosetil-AL 

L'efecte de la dosi de fosetil-AJ en Ja infecció de P. syringae pv. syringae en 

perera es va determinar en dos tipu de material vegetal diferent: branques forçades a 

floració en condicions controlades i plantes de perera en contenidor mantingudes en 

hivernacle. 

En les branques forçades a floració en condicions controlades els tractaments amb 

foseti l-AJ es van realitzar afegint el producte a Ja solució nutritiva en que es van posar les 

branques a Ja floració. Es va afegir fosetil-Al de manera que les concentracions finals de 

fosetil-AI fossin les descrites a la Taula 2.5. A cada recipient amb la solució de sacarosa i 

fosetil-Al s'hi van posar I O branques. Cada tractament va constar de tres repeticions (3 

recipients amb JO branques per recipient). L'experiment es va repetir dues vegades (anys 

1994 i 1995). A la Taula 2.5 s'indiquen les dosis de fosetil-Al utilitzades en cada repetició 

de l'experiment. 

En els tractaments en plantes de perera en contenidor, les plantes es van regar 

diàriament durant 5 dies amb 100 ml de solucions aquoses de fosetii-AJ a diferents 

concentracions. L'experiment es va repetir dues vegades (anys 1994 i 1995). A la Taula 

2.5 s'indiquen les dosis utilitzades en cada repetició de l'experiment. Les dosis utilitzades 

l'any 1995 van variar respecte les de l'any 1994 en funció dels resultats obtinguts en la 

primera repetició de l'experiment. En cada experiment es van regar 15 plantes amb cada 

dosi. Acabats els tractaments amb fosetil les plantes es van deixar dos dies sense regar i a 

continuació es van inocular amb el patogen. 

Efecte de La dosi de fosfonat potàssic 

Els tractaments es van realitzar en plantes de perera en hivernacle. Les plantes es 

van regar diàriament durant 5 dies amb 100 ml diaris de solucions aquoses de fosfonat 

potàssic a diferents concentracions (Taula 2.5). L'experiment es va repetir dues vegades 

(anys 1994 i 1995). Es van regar 15 plantes amb cada dosi. En finalitzar els tractaments 

amb fosfonat, les plantes es van deixar dos dies sense regar abans de ser inoculades amb 

el patogen. 
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Efecte de diferents f osfonats aplicats a la mateixa dosi 

Es va determinar l'efecte del fosetil-Al, fosfonat potàssic, etefon i fosfomicina, 

apl icats a la mateixa dosi, en la infecció de P. syringae pv. syringae en plantes de perera. 

Les plantes es van regar diàriament durant 5 dies amb I 00 ml de solucions de cada 

fosfonat preparades en aigua destiJ·Iada a una concentració d' 1.86 g HPO/ ¡-'. Les 

plantes es van deixar dos dies sense regar aJ finaJ del tractament (per assegurar l'absorció 

totaJ dels productes) i posteriorment es van inocular amb el patogen. Mentre es van 

realitzar els tractaments amb els fosfonats les plantes es van mantenir en hivernacle. La 

quantitat totaJ de fosfonat aplicada per planta pels diferents productes va ser de 0.93 g 

HPO/ . Per conèixer la quantitat d'ingredient actiu aplicada per producte (g i.a . 1'1 o g 

i.a. per planta) cal multiplicar les dosis pels factors de conversió corresponents (veure 

apartat 1.1 pàg. I 39). Es van utilitzar 30 plantes per cada producte i l'experiment es va 

repetir dues vegades (anys 1994 i 1995). 

Efecte de la dosi de diferents f osfonats 

Es van regar plantes de perera diàriament durant 5 dies amb I 00 mJ de solucions, 

preparades en aigua destil·lada, de foseti i-AJ, fosfonat potàssic, etefon i fosfomicina a les 

concentracions indicades a la Taula 2.5. La quantitat totaJ de fosfonat aplicada per planta 

a1 final del tractament van ser de 0.31, 0.93, 1.36 i 3.10 g HPO/-. respectivament per 

cada dosi. Per conèixer la quantitat d'ingredient actiu (g i.a. 1'1 o g i.a. per planta) aplicada 

per producte cal multiplicar les dosis pels factors de conversió indicats a l' apartat 1.1 

(pàg. 139). Per cada producte i dosi es van utilitzar tres repeticions de tres plantes. 

L 'experiment es va repetir dues vegades. 

Efecte de la cadència d 'aplicació de diferents fosfonats 

Es van regar plantes de perera diàriament amb I 00 mJ de solucions aquoses de 

fosetil-AI , fosfonat potàssic, etefon i fosfomicina a la dosi d' 1.86 g HP03
2
- 1'1 durant 3, 6 

i 9 dies. La dosi total de fosfonat aplicada per planta va ser de 0.56, 1.12 i 1.67 g HP03' , 

respectivament. Per cada producte i cadència de tractament es van utilitzar tres repeticions 

de tres plantes. 
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Efecte delfosetil-Al en arbres de diferents varietats de perera 

Els tractaments amb foseti l-Al es van realitzar simultàniament per polvorització 

foliar i per via radicular. En cada un dels arbres de les diferents varietats es van real itzar 

tres aplicacions de fosetil-Al per polvorització i dues regant. Les aplicacions per via 

radicular es van realitzar amb cadència setmanal durant els quinze dies anteriors a le 

inoculacions, i les aplicacions per via foliar es van realitzar els mateixos dies en que es 

van regar amb fosetil-Al i addicionalment es va realitzar una tercera aplicació el dia 

anterior a les inoculacions. En cada un dels tractaments per irrigació es van aplicar 3 I per 

arbre de solucions de fosetil-Al d' 1.86 g HP02
' 3 1'1. Per polvorització es va aplicar I I per 

arbre de solucions de foseti l-Al de la mateixa dosi . Per cada una de les varietats es van 

tractar 5 arbres i uns altres 5 es van deixar sense tractar (control). 

5.3. Determinació del pH del substrat en les plantes regades amb 

fosfonats 

El pH del substrat de les plantes tractades amb diferents fosfonats a la mateixa 

dosi (experiment 2) es va mesurar després dels tractaments amb els fosfonats, el mateix 

dia en que es van realitzar les inoculacions amb el patogen. Per a la determinació del pH 

del substrat es van agafar mostres de cada tractament (5 g de substrat per planta). 

Posteriorment es van homogeneïtzar en H20 destil ·lada o en KCI 0. 1M, en proporció 

I :2.5 durant 30 minuts amb agitació (Wild, I 973). Es van fer lectures del pH dels 

extractes de cada mostra (fase líquida) just després de l'agitació i al cap de 4 hores. Per 

cada tractament i repetició es van fer dues determinacions de pH. La lectura del pH es va 

realitzar a 20 oc amb un pH-metre (micropH 200 I, Crison Instruments, Barcelona). 

5.4. Inòcul 

Es van utilitzar les soques EPS94 i EPS 17a de P. syringae pv. syringae. Es van 

preparar suspensions en aigua destil·lada estèril d' 1-5 x 107 o 1-5 x 108 ufc rnl'1 (segons 

el tipus d'inoculació realitzada) a partir de cultius purs crescuts en agar B de King (King i 

coL, 1954) incubats durant 24 h a 25 oc. Les suspensions es van preparar el mateix dia 

de les inoculacions i es van mantenir a 4°C. Per conèixer la concentració inoculada es van 

sembrar en agar B de King les dilucions 1 0'4 , 1 o-5 i 1 o-6 i 1 o-7 de les suspensions 

bacterianes i es va fer el recomrtè a les 48 h de la d'incubació a 25 oc. 
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En Ja determinació de l' efecte dels fosfonats aplicats a la mateixa dosi i de l'efecte 

del fosetil-Al en arbres de diferents varietats de perera, es van inocular les dues soques de 

P. syringae pv. syringae. En la resta d'experiments es va inocular només P. syringae pv. 

syringae EPS94. 

5.5. Inoculacions i incubació del material vegetal inoculat 

Es van utilitzar dues tècniques d'inoculació en funció del material vegetal i la 

resposta que es volia observar (faula 2.4). Es van realitzar inoculacions en fulles 

separades de Ja planta seguint Ja tècnica descrita per Yessad i col.( 1992), utilitzada en el 

capítol anterior en l'avaluació de la patogènia de P. syringae pv. syringae i la sensibilitat 

de varietats de perera. També es van realitzar inoculacions en planta sencera per 

microinfiltració localitzada en les fulles amb la tècnica desenvolupada en el capítol anterior 

(pàg. 42). Aquesta tècnica, com s'ha vist anterionnent, pennet estudiar Ja resposta de la 

planta a la infecció del patogen. 

Es van inocular les fulles separades de la planta en e ls experiments en branques 

portades a floració, en arbres de diferents varietats i en alguns dels realitzats en plantes 

mantingudes en hivernacle (determinació de l'efecte de la dosi de fosetil-Al, de la dosi de 

fosfonat potàssic i de diferents fosfonats aplicats a la mateixa dosi). 

En l'avaluació de l'efecte de la dosi i de la cadència d'aplicació de diversos 

fosfonats en Ja infecció del patogen en plantes de perera es van realitzar inoculacions en Ja 

planta sencera. 

Inoculacions en fulles separades de La planta 

Les inoculacions es van realitzar sobre les fulles més joves, per tant més 

sensibles, dels brots en creixement actiu dels arbres, de les plantes i en les fulles basals 

dels corimbes florals de les branques forçades a floració. En tots els experiments les 

fulles es van desinfectar i inocular seguint el procediment descrit en l'apartat 2.3 (pàg. 35) 

(Figura 1.1 ). En cada fulla es van inocular 20 Jl] de suspensions d' 1-5 x 108 ufc m1·• del 

patogen sobre Ja ferida. Com a control, en cada experiment es van inocular fulles dels 

diferents tractaments amb aigua destil·lada estèri l. 
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Les fulles inoculades es van col·locar en plaques Petri que es van precintar amb 

Parafilm, i es van incubar durant 48 hores en una cambra d ' ambient controlat (model 

PGR 15, Conviron, Winnipeg, Manitoba, Canadà). Les condicions d'incubació van ser 

25 °C, 16 hores llum i 18 oc, 8 hores foscor, i humitat relativa superior al 90%. 

Inoculacions en la planta sencera 

Es van inocular totes les fu lles de cada planta per microinfiltració localitzada de 50 

¡.U de suspensions d ' 1-5 x 107 ufc ml" ' de P. syringae pv. syringae EPS94 tal com s'ha 

descrit a la pàgina 42 (Figura 1.3). En cada fulla es van realitzar 6 inoculacions (tres a 

cada costat del nervi principal ). Com a control es van inocular plantes dels diferent 

tractaments amb aigua destil ·lada estèril. 

Les plantes inoculades es van incubar durant 5 dies en una cambra d' ambient 

controlat (model PGRI5, Conviron, Winnipeg, Manitoba, Canadà) a 25°C, 16 hores llum 

i 18 °C, 8 hores foscor, i humitat relativa del 70-80%. Durant el període d'incubació les 

plantes es van regar amb aigua destiJ.Iada, per no aportar fosfats addicionals que 

poguessin interferir amb els tractaments realitzats. 

5.6. Disseny experimental 

El material vegetal utilitzat en un mateix experiment era homogeni , però diferia 

entre experiments. En tots els experiments el material vegetal de les diferents repeticions i 

tractaments es va col·locar a l' atzar en l'hivernacle o en la cambra de floració, a fi de 

realitzar e ls tractaments amb fosfonats. El material inoculat també es va col·locar de forma 

aleatòria en Ja cambra d ' ambient controlat. 

Efecte de la dosi de fosetil-Al en branques 

Es va realitzar un disseny experimental totalment a l' atzar amb un sol factor (dosi 

de fosetii-Al) amb tres repeticions de 9 o 12 fulles per tractament en la primera o segona 

repetició de l'experiment, respectivament. 

Efecte de la dosi de fosetil-Al en plantes 

Disseny experimental totalment a l'atzar amb un sol factor (dosi de fosetil-AI), tres 

repeticions de 9 fulles per tractament i dues repeticions de l'experiment. 
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Efecte de La dosi de fosfonat potàssic en plantes 

Disseny experimental totalment a l'atzar amb un sol factor (dosi de fosfonat) i tres 

repeticions de 9 fulles per tractament. L'experiment es va repetir dues vegades. 

Efecte de diferents fosfonats aplicats a La mateixa dosi 

Disseny experimental factorial totalment a l'atzar amb dos factors (producte i soca 

de patogen) i tres repeticions de 3 fu lles per tractament. L'experiment es va repetir dues 

vegades. 

Efecte de la dosi d'aplicació de diferents fosfonats 

Disseny experimental factorial totalment a l'atzar amb dos factors (producte 

dosi), tres repeticions de tres plantes per tractament i dues repeticions de l'experiment. 

Efecte de la cadència d 'aplicació de diferents fosfonats 

Disseny experimental factorial totalment a l'atzar amb dos factors (producte 

cadència) i tres repeticions de tres plantes per tractament. 

Efecte delfosetil-Al aplicat en arbres 

Es va realitzar un disseny factorial totalment aleatoritzat amb tres factors 

(tractament amb foseti l-Al, varietat de perera i soca de patogen) i tres repeticions de tres 

fulles per tractament. 

S. 7. Avaluació de la severitat de la infecció 

La presència d' infeccions i la severitat es van avaluar a les 48 hores de la 

incubació, per les inoculacions en fulles separades i als 5 dies per les inoculacions en la 

planta sencera. 

Per mesurar la intensitat de les infeccions en les inoculacions en la planta sencera 

es van utilitzar els índexs de severitat (ls) descrits a la Taula 1.5. 

En les inoculacions en fulles separades de la planta la severitat de la infecció es va 

avaluar amb els índexs de severitat (ls) descrits a la Taula 2.6. 
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Taula 2.6. Índexs de severitat utilitzats per avaluar la intensitat de la infecció de P. syringae 
pv. syringae en fulles de perera separades de la planta 

Índex de 
severitat 

Símptomes 

O Absència de símptomes 

I Necrosi localitzada al punt d'inoculació 

2 Necrosi del nervi principaJ de Ja fulla 

3 Necrosi del nervi principal, secundaris i/o 
de la superfície foliar 

A partir dels índexs de severitat (ls) de cada lesió es va calcular la severitat de la 

infecció per fulla o la severitat de la malaltia per planta en cada repetició dels diferents 

tractaments. Es va seguir el mateix conveni establert en el capítol anterior per diferenciar 

entre severitat de La infecció en fer referència a la severitat en un òrgan de la planta (en el 

nostre cas fulla) i severitat de la malaltia en fer referència a la severitat en la planta 

sencera. En les inoculacions en fulles separades de la planta es va calcular la severitat de 

la infecció per fulla (S1) amb Ja següent fónnula: 

n 
I ls; 

s = i=l x 100 
f n x 3 

on: S f Severitat de Ja infecció per fulla 
ls: Índex de severitat de Ja infecció per cada fulla (i) 
n : Nombre de fulles per repetició en un tractament 
3: Valor màxim de l'índex de severitat 

En les inoculacions en la planta sencera es va utilitzar la fónnula descrita a la 

pàgina 44 per calcular la severitat de la malaltia per planta (SP) a partir dels índexs de 

severitat de totes les fulles de la planta o d'un grup de fu lles de Ja planta (fulles joves i 

fu lles velles). 

5.8. Anàlisi estadística 

En la detenninació de l'efecte del tractament d'arbres de diferents varietats de 

perera amb fosetii-Al en Ja infecció de P. syringae pv. syringae es van realitzar les 

mateixes anàlisis estadístique~ que en la detenninació de la sensibilitat de diferents 
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varietats de perera al patogen (capítol 1, apartat 2.6, pàg. 39). Es va calcular la freqüència 

de cada un dels índexs de severitat en els tractaments de l'experiment. A partir d'aquestes 

freqüències es va obtenir un model loglineal per predir la freqüència de l'índex de 

severitat en funció de l'aplicació de fosetii-AI, la varietat de perera i la soca de patogen, 

mitjançant el mètode de modelització de dades categòriques de màxima versemblança. La 

bondat d 'ajust del model obtingut es va avaluar mitjançant la prova de X2 per la relació de 

versemblança. L 'efecte dels diferents factors en el model es va determinar mitjançant la 

prova de X2 de la versemblança per cada factor. 

En la resta d'experiments es va determinar l'efecte dels diferents factors i les 

interaccions entre ells en la severitat de la infecció o de la malaltia mitjançant una anàlisi de 

la variància (ANOV A) o de la covariància (ANCOV A) utilitzant la mitjana dels valors de 

severitat de les repeticions de cada tractament. En els experiments en que algun dels 

factors era quantitatiu (dosi de producte, pH, dies d'aplicació) aquests factors es van 

considerar com a covariables en el model. Per un mateix experiment l' efecte dels factors o 

nivells d 'un factor en la severitat de la malaltia es va comparar amb la prova de separació 

de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05). 

L' homogeneïtat de les variàncies dels valors de severitat de tots els tractaments es 

va determinar amb la prova de Bartlett, i la distribució normal dels residus amb la prova· 

de Shapiro-Wilk. 

La relació entre la concentració de fosfonats i la severitat de la malaltia, es va 

obtenir per regressió lineal simple considerant la dosi de fosfonat (transformada en Log 10) 

com a variable independent i la severitat de la malaltia per fulla (SJ) o per planta (Sp) (o 

les transformacions en Pro bit (Sf/1 00) o Probit (Sp/I 00)) com a variable dependent. Les 

rectes de regressió obtingudes es van avaluar mitjançant el coeficient de determinació (R 2) 

i el grau de significació (P>F). En el cas que les equacions presentessin un bon ajust es 

van estimar les dosis efectives de fosfonats per a la reducció de la severitat de la malaltia 

en un 50% (DE50) o en un 90% (DE90) respecte els controls no tractats. 

Els tractaments estadístics es van realitzar amb el paquet d'aplicacions 

estadístiques JMP per Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc.). 
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6. Activitat antibacteriana m vitro dels fosfonats 

6.1. Inhibició del creixement bacterià per la incorporació de fosfonats 

en medi sòlid 

Es va determinar l'efecte del fosetii -Al, fosfonat potàssic, etefon, fosfomicina i 

estreptomicina (antibiòtic de referència) en la inhibició del creixement de 26 soques de les 

espècies: Cunobacterium jlaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Erwinia amylovora, E. 

herbico/11, Pseudomonas fluorescens, P. syringae pv. maculicola, P. syringae pv . 

phaseolicola, P. syringae pv. syringae, P. syringae pv. tomato, P. viridiflava, 

Xanthomonas campestris pv. campestris, X. arborícola pv. corylina, iX. arboricola pv . 

juglandis (Taula 2.7). 

6.1.1. Obtenció de cultius purs dels bacteris en medi sòlid 

Les soques es trobaven en forma de Uofilitzat o en tubs amb agar inclinat. Els 

liofilitzats es van resuspendre en brou B de King (King i col., 1954) i es van incubar a 

25°C durant 12 h. A continuació les soques es van resembrar en plaques amb agar YDC 

(Schaad, 1988) per les espècies de Xanthomonas i amb agar B de King (King i col. , 

1954) per Ja resta de bacteris i es van fer créixer durant 3 dies a 25 oc. 

6.1.2. Incorporació dels productes en el medi de creixement 

Per a l' avaluació de la inhibició del creixement bacterià es va utilitzar el medi CYE 

(Andersen i col. , 1991 ). Aquest medi presenta baixa capacitat de complexació de metalls i 

altres productes. No conté fosfats afegits i està composat per 1.7 g de casitona, 0.35 g 

d 'extracte de llevat, 2 g de glicerol i 15 g d 'agar en 1 I d ' aigua destil ·lada. 

Es van preparar solucions dels fosfonats i d'estreptomicina en aigua destil ·lada 

estèril a diferents concentracions de manera que, afegint I ml de cada solució de fosfonat 

a 19 ml de medi CYE, s'assolissin les concentracions de 634, 317, 158, 79, 39, 19, 10, 

5, 2.5, 1.25, 0 .62, 0 .3 1 i O f..lg HPO/' ml' 1 pels diferents fosfonats, i 512, 256, 128, 64, 

32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5 i O f..lg i.a. ml' 1 per l'estreplOmicina. 
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Taula 2.7. Procedència de les soques bacterianes util itzades en l'avaluació de la capacitat 
inhibitòria del creixement bacterià in vitro per diferents fosfonats 

Bacteri 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 1379 

Erwinia amylovora 6076 
E. amylovora 1376 
E. amylovora 1430 

E. herbícola EP$494 

Pseudomonas fluorescens EP$288 

P. syringae pv. maculicola 1637 
P. syringae pv. maculicola 1738 

P. syringae pv. phaseolicola SD68 

P. syringae pv. syringae EPS 16 
P. syringae pv. syringae EPSI7a 
P. syringae pv. syringae EPS94 
P. syringae pv. syríngae EPSMV2 
P. syringae pv. syringae EPSMV4 
P. syringae pv. syringae EPSLL3Y 
P. syríngae pv. syringae 2027.37 (3077) b 

P. syringae pv. syringae 1392 
P. syringae pv. syringae S8 

P. sy ringae pv. tomata 1426 
P. syringae pv. tomata 1427 
P. syringae pv. romaro 1916 
P. syringae pv. tomata 2212 

P. virídijlava 2 107 

Xanrhomonas arborícola pv. corylina 2565 

X. arborícola pv. jug/andis 1317.3 

X. campestris pv. campestris I 119 

Hoste 

Phaseolus vulgaris 

Pyrus communis 
Cotoneaster sp. 
Crataegus sp. 

Pyrus communis 

Zea mays 

Raphanus sativus 
Brassica oleracea 

Phaseo/us vulgaris 

Pyrus communis 
Pyrus communis 
Pyrus communis 
Pyrus communis 
Pyrus communis 
Pyrus communis 
Pyrus communis 
Syringa vulgarís 
Pyrus communis 

Lycopersícon esculentum 
Lycopersicon escu/emum 
Lycopersicon esculentum 
Lycopersicon escu/entum 

Phaseo/us sp. 

Corylus avellana 

Juglans regia 

Brassica oleracea 

• CFBP: Collection Françaíse de Bactéries Phytopathogènes, INRA Angers (France) 
TVIA: M.M. López, Instituto Valenciano de lnvestigaciones Agrarias, Valencia 
OSU: D. Gross, Oregon State University, USA 

Origen • 

CFBP 

PMV 
CFBP 
CFBP 

INTEA-EPS 

INTEA-EPS 

CFBP 
CFBP 

CFB P 

INTEA-EPS 
INTEA-EPS 
INTEA-EPS 
INTEA-EPS 
INTEA-EPS 
INTEA-EPS 
CFBP 
CFBP 
os u 

CFBP 
CFBP 
CFBP 
CFBP 

CFBP 

CFBP 

MA 

CFBP 

PMV: Laboratoire de Pathologie Moleculaire et Végétale INRAIINA-PG, Paris (France) 
INTEA-EPS: Institut de Tecnologia Agroalimentària, Universitat de Girona 

b entre parèntesi s'indica la nova referència de la CFBP (any 1997) 
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Es va afegir l mJ de les solucions de cada producte i concentració a tubs amb 19 

mJ d'agar CYE a 50 oc i es va distribuir en plaques Petri. Les soques bacterianes es van 

sembrar passant un escuradents estèril per les colònies dels cultius purs de cada soca i 

repicant-les en la superfície del medi CYE amb els productes. Totes les soques es van 

sembrar en cada placa. Per cada producte i concentració e van fer tres repeticions. Com a 

control es van sembrar les mateixes soques en plaques de medi CYE sense productes 

(substituint el producte per aigua destil ·lada). Els bacteris sembrats en les plaques es van 

fer créixer a 25 oc. L'experiment es va repetir dues vegades. 

6.1.3. Avaluació de l'activitat inhibitòria del creixement bacterià 

pels fosfonats 

Als 5 dies de Ja incubació dels cultius es va avaluar el creixement dels diferents 

bacteris. La presència de colònies dels bacteris es va considerar com a tolerànc ia del 

bacteri al producte i dosi corresponents. 

6.1.4. Disseny experimental 

Es va realitzar un disseny factorial totalment aleatoritzat amb tres factors (soca 

bacteriana, producte i concentració de producte), tres repeticions per tractament i dues 

repeticions de I' experiment. 

6.1.5. Determinació del contingut en fosfats del medi CYE 

El contingut en fosfats del medi CYE es va detei11llnar seguint el mètode de 

Cottenie i col. ( 1979). Es van pesar 2 g de medi CYE i es van deshidratar en una e tufa 

de dessecació durant 48 hores a 60-70 oc. A continuació la mostra es va calcinar a 450 CC 

durant 4 hores, es va deixar refredar i es va fer una digestió àcida a 90 OC durant 30 

minuts afegint 3 ml d'àcid clorhídric 35% i 3 ml d 'àcid nítric 35%. Una vegada digerida 

es van agafar alíquotes d ' 1 ml i s'hi van afegir 2 ml de nitrovanadomolibdat (preparat amb 

25 ml de molibdat amònic 5%, 25 mJ de vanadat amònic 25% i 25 mJ àcid nítric 1/3), i 7 

ml d'aigua destil ·lada. Es va deixar l hora a temperatura ambient (20 oq i es va llegir 

l'absorbància a 430 nm. Es van preparar solucions patró en aigua destil -lada amb O, 5, 

10, 15 i 20 11g KH2P04 ml·' de les que també es va llegir l'absorbància a 430 nm. 
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6.1.6. Determinació del pH del medi CYE amb fosfonats afegits 

El pH del medi CYE es va determinar amb addició de fosetil-Al, fosfonat potàssic, 

etefon i fosfomicina a les concentracions O, 0 .03, 0 .06, 0.15, 0.31 , 0.62, 1.86, 3.72 i 

6.20 g HP0
3

2
• f 1

• Es van barrejar tots els components del medi , s'hi van afegir els 

fosfonats a les diferents concentracions i es va homogeneïtzar. A continuació es va 

mesurar el pH amb un pH-metre (micropH 200 I, Crison Instruments, Barcelona) a 20 

oc. Per cada producte i concentració es van fer 6 repeticions. 

6.2. Supervivència de P. syringae pv. syringae en solucions aquoses 

de fosfonats 

6.2.1. Solucions de fosfonats 

Es van preparar solucions en aigua destiHada estèril de fosetii-Al i fosfonat 

potàssic a les concentracions de O, 0.16, 0.31 , 0.62 i 1.24 g HPO/" 1· 1• Per cada 

producte i concentració es van preparar 6 tubs amb 9 ml de solució . 

6.2.2. Suspensions bacterianes en solucions de fosfonats 

Les suspensions de les soques EPSI7a i EPS94 de P. syringae pv. syringae es 

van preparar a partir de cultius purs crescuts a 25 OC durant 24 hores en agar B de King 

(King i col. , 1954). Les suspensions es van preparar resuspenent les colònies en aigua 

destil ·lada estèril i es va ajustar la concentració a 1-5 xI~ ufc m1·1• 

Es va afegir I ml de les suspensions bacterianes a 9 ml de Ja solució amb 

fosfonats a diferents concentracions a fi d'obtenir concentracions finals de les 

suspensions bacterianes en les solucions amb fosfonats d' 1-5 x 108 ufc ml·1• Per cada 

soca, producte i concentració es van preparar 3 tubs. Les suspensions bacterianes es van 

fer créixer a 25 OC durant 2 hores . Es va preparar un control afegint l ml d'aigua 

destil ·lada estèril, en lloc dels bacteris, en els tubs amb les diferents dosis de fosfonats i 

es va col·locar a les mateixes condicions. 
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6.2.3. Avaluació de la supervivència de les suspensions bacterianes 

en les solucions amb fosfonats 

Es van agafar alíquotes de les suspensions bacterianes ( I ml de mostra per 

tractament i repetició) a diferents temps d'incubació (0, 30 i 60 minuts). Es van sembrar 

50~ de les di lucions I: JO corresponents (I 0'4, 10'5 i 10'6) en plaques Petri amb agar B de 

King (King i col., 1954) i es van col· locar a 25 oc. A les 48 hores es va realitzar el 

recompte del nombre de colònies formades per cada soca de P. syringae pv. syringae i e 

va determinar Ja concentració (ufc ml'1) de les suspensions dels bacteris en les solucions 

del fosfonats en cada temps. Per cada repetició del tractament es van fer dos recomptes. 

6.2.4. Determinació del pH de solucions de fosfonats a diferents 

concentracions 

Es va determinar el pH de solucions en aigua destil ·lada de fosetii-AI i fosfonat 

potàssic a les concentracions 0.06, 0.15, 0.31, 0.62, 1.86, 3. 72 i 6.2 gHPO/' 1'1• 

Addicionalment es va determinar el pH de solucions aquoses de fosfomicina i etefon a les 

mateixes concentracions. Per cada producte i concentració es van fer 6 repeticions. La 

mesura del pH es va realitzar amb un pH-metre (micropH 200 I, Crison Instruments, 

Barcelona) a 20 oc. 

6.2.5. Disseny experimental i anàlisi estadística 

Es va realitzar un disseny factorial totalment aleatoritzat amb 3 factors (soca 

bacteriana, producte i concentració). Cada tractament va constar de tres repeticions. 

L'efecte del fosfonat i la dosi o del pH de les solucions, en Ja supervivència del 

bacteris es va determinar mitjançant una anàlisi de la covariància (ANCOV A) amb la 

mitjana del nombre de bacteris viables (transformats en Log10) de les tres repeticions dels 

diferents tractaments. La concentració dels fosfonats i el pH, en ser variables quantitatives 

es van considerar com a covariables. L'homogeneïtat de les variàncies i Ja distribució 

normal dels residus es van avaluar amb la prova de Bartlett i la prova de Shapiro-Wilk, 

respectivament. Tots els tractament estadístics es van realitzar amb el paquet d'aplicacions 

estadístiques JMP per Macintosh (JMP 2.0, SAS Institute Inc.). 
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RESULTATS 

1. Virulència de P. syringae pv. syringae en plantes de perera 
tractades amb fosfonats 

1.1. Efecte del fosetii-AI 

Les variàncies de la severitat de la malaltia en plantes de perera de la varietat 

Conference, tractades amb fosetil-Al i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 a 

diferents concentracions, es van mostrar homogènjes segons la prova de Bartlett 

((P>F)=0.134) i els residus van presentar una distribució nonnal (W=0.92, 

(P<W)=0.144) segons la prova de Shapiro-Wilk. L'anàlisi de la covariància va indicar un 

efecte molt significatiu de la dosi de patogen ((P>.F)<O.OOl) i significatiu de l'aplicació de 

fosetil-AI i de la interacció dosi de patogen-aplicació de fosetil-Al , en la severitat de la 

malaltia (Taula 2.8). Tant en les plantes tractades amb fosetil -Al com en les no tractades, 

un augment en la dosi de patogen va produir un augment en la severitat de la malaltia 

(Figura 2.3). Els nivells més elevats de malaltia es van obtenir a la dosi màxima inoculada 

( Ix I 08 u fc mr 1
), tant en plantes tractades amb fosetil-Al com en les no tractades. A la dosi 

de patogen d ' 1 x 106 u fc ml.
1 
es van obtenir nivells baixos de severitat de la malaltia (25-30 

%) i similars en els dos tractaments. A dosis de patogen superiors les plantes tractades 

amb fosetii-Al van mostrar una reducció en la severitat de la malaltia respecte les no 

tractades. En les plantes inoculades amb aigua estèril no es van observar símptomes 

d ' infecció. 

Taula 2.8. Efecte del tractament amb fosetil-Al i de la dosi de P. syringae pv. syringae en la 
severitat de la malaltia en plantes de perera de la varietat Conference 

Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat qiUldrats 

Dosi patogen • I 75.77 52.57 0.0000 
Aplicació fosetil-Al b I 6.91 4.79 0.0460 
Dosi x aplicació I 9.2 1 6.39 0.0241 
Error 14 20. 18 

Anàlisi de la covariància realitzada amb la mitjana dels valors de severitat (Sp) 
transformats en Probit (Sp/I 00) de 3 repeticions de 3 plantes per tractament 
" Es va inocular P. syringae pv. syringae EPS94 a les concentracions Ix I 06

, lx 107 

i Ix I 08 u fc ml·1 en totes les fulles de cada planta 
b Les plantes es van regar diàriament durant 5 dies amb I 00 ml de fosetii-Al a la 
dosi d'1.86 g HPOt 1·1 o amb aigua (control no tractat) 
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Figura 2.3. Relació dosi-resposta entre la severitat de la malaltia (Sp) i la dosi de patogen en 
plantes de perera de la varietat Conference tractades amb fosetil-Al (blanc) o no tractades 
(negre) inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94. Els valors corresponen a la mitjana 
de tres repeticions. Les barres d'error indiquen l'interval de confiança de la mitjana 
(P=0.05). 

A partir dels valors de severitat de la malaltia de les repeticions de cada tractament 

es van obtenir, per regressió lineal simple, les equacions que relacionen la severitat de la 

malaltia (Probit (Sp/100)) amb la dosi de patogen (Log 10 dosi) (Taula 2.9). Es va 

comprovar la distribució normal dels residus dels valors de severitat de la malaltia (Probit 

(Sp/1 00)) pels dos tractaments. Tant en les plantes tractades amb fosetil-AJ com en les 

plantes no tractades els residus es van distribuir de forma normal segons la prova de 

Shapiro-Wilk (W=0.89, (P <W)=0. 169) i W=0.88, (P<W)=O. l61 , respectivament). En 

obtenir funcions lineals amb bon ajust, es van calcular les dosis de patogen necessàries 

per assolir una severitat del 50 % (DESO:: dosi infectiva mitjana) i del 90% (DE90) (Taula 

2.9). La DE50 en les plantes tractades amb fosetil-AJ (3.3 x 106 ufc ml'1) va ser 

lleugerament superior que en les plantes no tractades (2.0 x 106 u fc ml' 1
). La DE90 en les 

plantes tractades amb fosetil-Al ( 1.9 x 107 ufc ml'1) va ser aproximadament I O vegades 

superior a la de les plantes no tractades (4.5 x 106 ufc ml 1
). 

170 



Resultats 

Taula 2.9. Dosis de P. syringae pv. syringae EPS94 necessàries pe r obtenir nivells de 
severitat de la malaltia del 50% i del 90% (DE50 i DE90) en plantes de perera de la varietat 
Conference tractades amb fosetil-AI 

Tractament Origen < Pendent < Rz. Prob>F¡, DE 50 
< DE90 

< 

Log10 (ufc ml'1) Log10 (ufc ml"1
) 

Control no -2 1.39 3 .39 0 .87 0 .0002 6 .3 1 6 .65 
tractat (3.49) (0.49) (0.001) (0.004) 

Fosetil-AI - 1 o. 70 1.64 0 .62 0 .0 1 17 6 .52 7 .28 
(3.41) (0.48) (0.002) (0.009) 

Funcions obtingudes per regressió lineal simple dels valors de severitat de la malaltia (Sp) transformats 
en Probit (Sp/1 00) i Ja dosi de patogen transformada en Log10• Es van utilitzar els valors de severi tat re 
tres repeticions per tractament 
• R1 de l'ajust dels valors predits pel model lineal respecte els observats 
b Probabilitat del model lineal 
' Entre parèntesi s' indica l'error estàndard 

En les plantes tractades amb fosetii-AJ per passar d'una severitat de Ja malaltia del 

50% a una severitat del 90% cal augmentar la dosi de patogen en un factor de lO 

aproximadament, mentre que en les plantes no tractades cal doblar la dosi de patogen. 

1.2. Efecte de diferents fosfonats 

Les variàncies de la severitat de la malaltia per planta (Probit (Sp )11 00) dels 

diferents tractaments es van mostrar homogènies (en el límit) segons la prova de Bartlen 

((P>F)=0.054) i els residus es van distribuir normalment segons la prova de Shapiro­

Wilk ( W= 0.98, (P<W)=0.069). L'anàlisi de la covariància va indicar un efecte molt 

significatiu en la severitat de la malaltia de la dosi de patogen ((P>F)<O.OOI), significatiu 

del producte ((P >F)=0.006) i de l'edat de la fulla en el límit de la significació 

((P>F)<O. IO). També es va observar efecte de la interacció producte-dosi de patogen en 

la severitat (Taula 2.1 0). En les fulles inocuJades amb aigua estèril no es van observar 

símptomes d'infecció en cap dels tractaments. 

En observar efecte de l'edat de la fulla (encara que en el límit) es va diferenciar 

entre les fulles joves (formades sobre el brot de l' any) i les fulles velles (en brots de més 

d' un any). Per cada tractament i repetició es van calcular els valors de severitat de Ja 

malaltia per planta en cada tipu~ de fulla i es van realitzar els càlculs estadístics 

corresponents. 
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Figura 2.4. Relació dosi-resposta entre la severitat de la malaltia per planta (Sp) i la dosi de 
patogen en les fulles joves (A) i les fulles velles (B) de plantes de perera de la varietat 
Conference tractades amb diferents fosfonats i inoculades amb P. syringae pv. syríngae 
EPS94. Les plantes es van regar diàriament durant 5 dies amb I 00 ml de solucions dels 
diferents fosfonats a la dosi d' 1.86 g HPOt ¡·' . Els valors corresponen a la mitjana de tres 
repeticions. Les barres d'error indiquen l'interval de confiança per la mitjana (P=0.05 ). 
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Resultats 

Taula 2.10. Efecte del producte, la dosi de patogen i l'edat de la fu lla en la severitat de la 
malaltia en plantes de perera de la varietat Conference tractades amb diferents fosfonats 
inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 

Font de variació Graus de 
llibertat 

Producte 4 
Dosi patogen I 
Edat fulla I 
Producte x dosi patogen 4 
Producte x edat 4 
Dosi pat. x edat I 
Error 74 

Suma de 
quadrats 

76.96 
434.65 

14.73 
60.39 

8.10 
8.37 

342.49 

F 

3.99 
90. 11 

3.05 
3. 13 
0.42 
1.73 

P>F 

0.0056 
0.0000 
0.0848 
0.0198 
0.7939 
0.1920 

Anàlisi de la covariància realitzada amb la mitjana dels valors de severitat de la 
malaltia (Probit (Sp/100)) de tres repeticions de tres plantes per tractament 
Les plantes es van tractar amb fosetil-AI, fosfonat potàssic, etefon o fosfomicina 
Les inoculacions es van realitzar amb suspensions d ' I x I 06

, I x I 07 i I x I o~ ufc 
ml'1 del patogen en totes les fulles de Ja planta. En avaluar la severitat de la infecció 
es va diferenciar e ntre fulles joves i fulles velles de la planta 

En tots els tractaments, la severitat de la malaltia va ser superior en les fu lles joves 

que en les fulles velles (Figura 2.4). L'evolució de la severitat de la malaltia en funció de 

la dosi de patogen en les plantes no tractades amb fosfonats va seguir la mateixa pauta en 

els dos tipus de fulla. En les plantes tractades amb fosfonats l'evolució de la severitat en 

funció de Ja dosi de patogen va ser diferent segons l'edat de la fulla. Per una mateixa edat 

de fulla , l'increment de severitat en augmentar Ja dosi de patogen va seguir el mateix 

comportament en tots els productes. En augmentar la concentració de patogen d ' Ix I 07 a 

Ix l 08 ufc ml-' es va produir un augment superior en la severitat de la malaltia que en 

passar d ' Ix106 a lx107 ufc ml-' en totes les fulles de les plantes no tractades amb 

fosfonats i en les fulles velles de les plantes tractades amb els fosfonats. En les fulles 

joves de les plantes tractades amb fosetii-Al, fosfonat potàssic i etefon es va produir un 

fort augment en Ja severitat de la malaltia en passar d ' Ix 106 a 1 xI 07 u fc ml' ' de patogen , 

però un augment inferior en passar d' lx 107 a Ix 108 u fc ml '. 

Per comparar l'efecte dels productes en Ja severitat de la malaltia es va realitzar Ja 

prova de separació de mitjanes. Les variàncies dels valors de severitat de la malaltia en les 

fu lles joves i en les fulles velles, per cada una de les dosis de patogen inoculades, es van 

mostrar homogènies segons la prova de Bartlett (P>F)>0.05 ) i els residus es van 

distribuir de forma normal segons la prova de Shapiro-Wilk (W>0.90, (P<W)>0.100). 
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Taula 2.11. Efecte dels fosfonats en la severitat de la malaltia en plantes de perera de la 
varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 a diferents dosis 

Producte • 

Control no tractat 
Fose tii - AI 
Fosfonat p otàssic 
Etefon 
Fosf omicina 

Severitat de la malaltia ' 

Fulles joves Fulles velles 
Dosi d e patogen .. Dosi de patogen " 

lx106 1 x 107 1 x 108 I x 106 1 x 107 1 x ¡os 

31.85 a 49.88 a 92.72 a 18.05 a 27.62 a 68.63 a 
0. 15 b 35.65 a 66.20 b 0.12 b 8.73 b 45.55 bc 
8.79 ab 39.35 a 66.67 b 0. 18 b 9.86 b 55.97 ab 

10.65 ab 24.30 a 61.57 b 3.73 b 11.35 b 34.68 e 
2.08 b 18.75 b 56.25 b 0. 11 b 4.45 b 27.56 e 

• Les plantes es van regar diàriament durant 5 dies amb I 00 ml de solucions de foseti i-Al, fosfonat 
potàssic, etefon o fosfomicina a la dosi d ' 1.86 g HPO/' 1' 1• Com a control no tractat es van regar 
plantes amb aigua destil· lada 
" Les inoculac ions es van realitzar per infiltració localitzada en totes les fulles de cada planta amb P. 
syringae pv. syringae a les dosis de I x 106

, I x 107 i I x IOR ufc ml·1
• En cada fulla es van inocular 

les tres dosis amb dues inoculacions per dosi. La severitat es va avaluar als 5 dies de la incubació a 
25°C, 16 h llum i l8°C, 8 h foscor i 70-80% d'humitat relativa 
t Cada valor de severitat correspon a la mitjana de tres repeticions de tres plantes. Valors de severitat 
d' una mateixa columna (edat de la fulla i dosi de patogen) seguits per la mateixa lletra no presenten 
diferències significatives d 'acord amb la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05) 

Taula 2.12. Efecte de diferents fosfonats en la dosi infectiva mitjana (DE50) de P. syringae 
pv. syringae EPS94 en plantes de perera de la varietat Conference 

174 

Dosi infectiva mitjana (DE50) ' 

Tractament " Fulles joves Fulles velles 

Control no tractat 6.97 b 8.26 a 
Fosetil-AL 7.99 a 8.50 a 
Fosfonat potàssic 8.02 a 8.50 a 
Etefon 8.09 a 9.50 a 
F osfomicina 8.29 a 9.07 a 

A Les plantes es van regar diàriament durant els cinc dies previs a les inoculacions 
amb els fosfonats o amb aigua destil·lada (control no tractat) 
' Les fulles es van inocular amb l x l06

, lx107 i lxl08 ufc ml' 1 del patogen. Les 
DE50 (Log10 (ufc ml'1)) es van calcular a partir de les equacions obtingudes per 
regressió lineal simple dels valors de severitat (Sp) transformats en Pro bit (Sp/ I 00) i 
la dosi de patogen transformada en Log10• Els valors són la mitjana de tres 
repeticions 
Per una mateixa edat de full a, valors de DE50 seguits per la mateixa lletra no 
presenten diferències significatives d'acord amb la prova de separació de mitjanes re 
Tukey-Kramer (P=0.05) 



Resultats 

A Ja Taula 2.11 es mostren els resultats de la prova de separació de mitjanes de 

Tukey-Kramer (P=0.05). En les fulles joves inoculades amb P. syringae pv. syringae 

EPS94 a Ja dosi d ' lx 1 os u fc mf 1 es va observar una disminució significativa en la 

severitat de Ja malaltia en les plantes tractades amb fosfonats , respecte les plantes no 

tractades. No es van observar però, diferències entre productes. A les altres dosis de 

patogen i en les plantes tractades amb fosfomicina es va observar una reducció 

significativa de Ja severitat de la malaltia respecte les plantes no tractades. En les fu lles 

velles, per totes les dosis de patogen, el tractament amb fosfonats va reduir 

significativament la severitat de la malaltia. Només a Ja dosi d ' Ix I os u fc rnr' però, es van 

observar diferències entre fosfonats . A aquesta dosi de patogen, el fosetil -Al , J'etefon i la 

fosfomicina van ser els que van produir una reducció de Ja malaltia significativament 

superior. 

Per cada tractament i repetició es van obtenir, per regressió lineal simple, les 

equacions que relacionen la dosi de patogen (Log10) amb Ja severitat de Ja malaltia (Sp} 

transformada en Pro bit (Sp/I 00). Les funcions obtingudes van presentar un bon ajust 

(R2>0.5) i van ser significatives ((P>F)<0.05). Els residus es van distribu ir normalment 

d'acord amb Ja prova de Shapiro-Wilk (W>0.80 i (P <W)>O.IO). A partir d'aquestes 

funcions es va estimar Ja dosi infectiva mitjana de patogen (DE50). Es van comparar les 

DEso dels diferents tractaments mitjançant Ja prova de separació de mitjanes de Tukey­

Kramer (faula 2.12). Les variàncies dels valors de les DEX~ pels diferents tractaments van 

ser homogènies segons Ja prova de Bartlett, tant en les fu lles joves ((P >F)=0. 188) com en 

les fulles velles ((P>F)0.063), i els residus es van distribuir de forma normal (W=0.91 , 

(P<W)=0. 132 i W=0.96, (P<W)=0.698, respectivament). La DEso en les fulles joves de 

les plantes tractades amb els fosfonats va ser significativament superior a la de les plantes 

no tractades . En les plantes tractades amb fosfonats van ser necessàries concentracions de 

patogen I O vegades superiors que en les no tractades per obtenir una severitat de la 

malaltia del 50 %. En les fu lles joves no es van observar diferències significatives entre 

fosfonats, tot i que en les plantes tractades amb etefon i fosfomicina es van obtenir valors 

de DEso superiors. En les fulles velles, la DEso va ser de l'ordre de I O vegades superior a 

la de les fulles joves, per tots els tractaments. En aquestes fulles no es van observar 

diferències significatives en les DEso de les plantes tractades amb els diferents productes ni 

entre les plantes tractades i les no tractades (fukey-Kramer, P=0.05). 
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2. Multiplicació de P. syringae pv. synngae en plantes de 
perera tractades amb fosfonats 

Les variàncies del nombre de bacteris viables a les O, 24 i 48 h de la incubació en 

plantes de perera de la varietat Conference tractades amb fosfonats i inoculades amb P. 

syringae pv. syringae EPS94 a diferents dosis, van mostrar-se homogènies segons la 

prova de Bartlett (?=0.874) i els residus van presentar una distribució normal segons la 

prova de Shapiro-Wilk (W=0.97, (P> W)=0.320). L'anàlisi de la covariància va indicar 

un efecte significatiu de la dosi de patogen en la multiplicació bacteriana en les fu lles 

inoculades (Taula 2. 13). El temps d'incubació i Ja interacció temps-dosi de patogen van 

mostrar un efecte en el límit de la significació ((P> F)<O. t 0). No es va observar efecte 

significatiu del producte en la multiplicació bacteriana, però sí un efecte molt significatiu 

((P>F)<O.OOl) de la interacció producte-temps d'incubació. Segons això, l'efecte del 

producte en la multiplicació bacteriana és influenciat per la durada de la incubació. En el 

model d'anàlisi de la covariància es va obtenir una relativament baixa variabilitat no 

explicada pels factors del model, corresponent a la component d'error (26%). 

Taula 2.13. Efecte dels fosfonats i la dosi de patogen en la multiplicació de P. syringae pv. 
syringae EPS94 en fu lles en plantes de perera de la varietat Conference 
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Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Producte • 4 0.40 1.14 0.3500 
Dosi de patogen b l 0.6 1 6.99 0.0 11 0 
Temps incubació e I 0.29 3.35 0.0740 
Producte x temps 4 3.15 9 .00 0.0000 
Temps x dosi patogen I 0.30 3.42 0.0712 
Producte x dosi patogen 4 0.38 1.09 0.3740 
Error 74 3. 15 

Anàlisi de la covariància realitzada amb la mitjana del nombre de bacteris viables 
(Log

10 
ufc mm·1) de tres repeticions de tres plantes per tractament 

• Es van regar plantes de perera de la varietat Conference durant 5 dies amb solucions 
de fosetii-AI , fosfonat potàssic, etefon, fosfornicina a la dosi d'l .86 g HPO/ · 1"1 o 
aigua (control no tractat) 
b Es va inocular la soca EPS94 de P. syringae pv. syringae per microinfiltració 
localitzada en les fulles a les dosis d'I x I O 1 i I x I O 8 u fc ml ·• 
e Es van fer recomptes del nombre de bacteris viables de la soca inoculada en les 
fulles a les O, 24 i 48 hores de Ja incubació de les plantes 
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Figura 2.5. Multiplicació de P. syringae pv. syringae EPS94, inoculat a les concentracions 
d ' lxl07 ufc ml"1 (A) i lxl08 ufc ml"1 (B), en fu lles en plantes de perera de la varietat 
Conference tractades amb diferents fosfonats. Com a control es van inocular plantes no 
tractades amb els fosfonats . Els valors corresponen a la mitjana de tres repeticions de tres 
plantes. Les barres d'error indiquen l'interval de confiança de la mitjana (P=0.05). 
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Tot i no observar efecte significatiu del producte en la multiplicació bacteriana 

segons el model global de l'anàlisi de la covariància (faula 2.13), l'evolució de la 

població bacteriana en les fulles al llarg del temps va ser diferent en funció del fosfonat 

aplicat i de la dosi d'inòcul (Figura 2.5). 

En les plantes no tractades amb fosfonats la població bacteriana va augmentar al 

llarg de la incubació. En les plantes tractades amb fosetil-Al i fosfonat potàssic la població 

bacteriana es va mantenir estable al llarg del temps. Fins i tot en les plantes tractades amb 

fosfonat potàssic i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 a la dosi d' Ix I 0
8 

u fc 

mr
1

, es va observar un augment de la població bacteriana al llarg del temps similar al 

produït en les plantes no tractades amb fosfonats. En les plantes tractades amb etefon, a 

les 24 hores de la incubació, es va observar una disminució de la població bacteriana 

respecte la iniciaL A les 48 hores es van mantenir els nivells poblacionals observats a les 

24 hores. La població bacteriana en les plantes tractades amb fosfomicina va disminui r 

considerablement al llarg de la incubació, assolint a les 48 hores nivells poblacionals I O 

vegades inferiors als inicials. 
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Resulta/S 

3. Canvis estructurals en els teixits de perera durant la 
interacció amb P. syringae pv. syringae. Efecte dels fosfonats 

3.1. Símptomes macroscòpics 

En les plantes no tractades amb fosfonats i inoculades amb P. syringae pv. 

syringae per microinfiltració localitzada en les fulles es van observar els símptomes 

característics del desenvolupament de la malaltia. A partir dels 3 dies de les inoculacions 

es va observar l'aparició de necrosis progressives a partir del punt d'inoculació, més 

severes a la dosi de patogen d' 1 x 108 ufc mr'. Les necrosis desenvolupades eren brunes i 

hidratades, amb els teixits turgents (Figura 2.6 A). El límit entre teixit necrosat i teixit sa 

era difús. Als 5 dies de les inoculacions es van observar necrosis ben desenvolupades en 

les fulles inoculades amb P. syringae pv. syringae a les dues dosis (lxl07 ufc mr' i lx108 

ufc mf1
). 

En les plantes tractades amb els fosfonats i inoculades amb P. syringae pv. 

syringae EPS94 els símptomes van ser diferents en funció del producte i la dosi de 

patogen. En les plantes tractades amb fosfonats no es van observar símptomes clars fins 

als 5 dies de les inoculacions. 

A la dosi d' lxl07 ufc mr' en les fulles de les plantes tractades amb etefon i en les 

tractades amb fosfomicina no es van desenvolupar símptomes, mentre que en les tractades 

amb fosfonat potàssic i fosetil-Al es van observar necrosis localitzades al punt 

d'inoculació. A la dosi d' Ixl08 ufc ml"1 de P. syringae pv. syringae EPS94 es van 

observar necrosis en les fulles de tots el tractaments. Les necrosis eren de consistència 

seca. amb el límit entre el teixit sa i el teixit necrosat ben delimitat (Figura 2.6 B, C i D). 

L'extensió de la necrosi va ser diferent en funció del fosfonat aplicat. En les plantes 

tractades amb fosfomicina es van observar necrosis localitzades al punt d'inoculació 

(Figura 2.6 D). En les plantes tractades amb etefon es van formar necrosis localitzades al 

punt d'inoculació o bé ocupant una superfície reduïda al voltant del punt d'inoculació i 

envoltades per un halo cloròtic (Figura 2.6 C). En les plantes tractades amb fosfonat 

potàssic o amb fosetil-Al la superficie necrosada va ser superior a l'observada amb els 

altres productes, però inferior a la de les plantes no tractades (Figura 2.6 B). Les necrosis 

desenvolupades eren seques i sovint limitades també per un halo cloròtic. En les fulles 

inoculades amb aigua estèril no es van observar símptomes d'infecció. 
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3.2. Símptomes microscòpics 

Es van observar al microscopi òptic els teiXItS de les fulles dels diferents 

tractaments inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 a la dosi d' 1 xI 08 ufc ml·1
• 

L'observació es va realitzar a les 48 hores de les inoculacions (Figures 2.7 i 2.8). 

En les fulles de plantes no tractades amb fosfonats i inoculades amb aigua 

destil·lada els teixits del mesofi l·le de la fulla i l'epidermis van mantenir la seva estructura, 

amb els dos tipus de parènquima diferenciats i les cèl-lules ben estructurades. En les 

plantes no tractades i inoculades amb el patogen, en la zona de la infecció es va observar 

una desorganització dels teixits, en concret del parènquima esponjós, en el que les 

cèl·lules van quedar disperses pel mesofil· le. L'epidermis i els feixos conductors van 

mantenir l'estructura. Les cèl·lules van mantenir la seva estructura, quedant limitades per 

la paret cel·lular (Figures 2.7 A, 2.8). 

En les fulles de les plantes tractades amb fosfonats i inoculades amb el patogen es 

van observar canvis en l'estructura dels teixits i de les cèl·lules. Els canvis observats van 

ser diferents en funció del fosfonat aplicat. 

En les fulles de plantes tractades amb fosetil-Al i fosfonat potàssic i inoculades 

amb el patogen, la fulla no va perdre la integritat, mantenint l'epidermis de l'anvers i del 

revers contínua (Figures 2.7B i 2.8). El parènquima esponjós es va desorganitzar de 

forma similar a les plantes no tractades, però les cèl·lules van presentar una estructura 

diferent, ja que en l' interior de la cèl· lula, limitant la paret cel·lular, es va observar una 

zona més tenyida pel blau de metilé, no observada en les cèl·lules de les plantes no 

tractades. En les plantes tractades amb etefon o fosfomicina es van observar 

modificacions en l'estructura dels teixits de la fulla en la zona inoculada amb els bacteris 

(Figures 2.7 C i D). Es va produir una desintegració del mesofil·le de la fulla amb la 

pèrdua de l'estructura de les cèl·lules parenquimàtiques. El mesofil·le va quedar ocupat 

per agregats cel·lulars. 

En tots els tractaments, fora de la zona infiltrada amb bacteris no es van observar 

modificacions en l'estructura dels teixits i de les cèl·lules de la fulla. 
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Figura 2.7. TaJls semifins de fulles de plantes de perera de la varietat Conference realitzats a les 48 hores de la inoculactó per mtcromfiltrac1ó de 
P synngae pv. synngae EPS94 a la dosi de 108 ufc m1·•. A, Plantes regades amb aigua (control no tractat amb fosfonats): B, plantes tractades amb 
fosfonat potàsstc; C, plantes tractades amb fosfornicina; D, plantes tractades amb etefon. Observacwns al mtcroscopt òptic dels teixtts de la zona 
mfiltrada amb els bacteris (X 2 14). Tinció amb blau de metilé (solució aquosa aJ 0.5%). Pp= parènquima en palissada; Pe= parènqmma esponJÓS, 
e= eptdermts: V= teixits conductors. 
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Figura 2.8. Talls semifins de fulles de plantes de perera de la varietat Conference realitzats a 
les 48 hores de la inoculació per microinfiltració de P. syringae pv. syringae EPS94 a la 
dosi de 108 ufc mr1

• Imatge superior, plantes no tractades amb fosfonats (X 536). Imatges 
inferiors, plantes tractades amb fosfonat potàssic (esquerra) i etefon (dreta) (X 428). 
Observacions al microscopi òptic dels teixits de la zona infiltrada amb els bacteris. Tinció 
amb blau de metilé (solució aquosa al 0.5%). Pp= parènquima en palissada; Pe=parènquima 
esponjós; M= mesofil.le; e= epidermis de l'anvers; V= feixos conductors. 
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3.3. Canvis ultraestructurals 

Es van realitzar observacions de la ultraestructura dels teixits de fulles de plantes 

tractades amb els fosfonats i inftltrades amb P. syringae pv. syringae EPS94 a la dosi 

d' lxl08 ufc mf1
• Es van observar discs de fulla de la zona infiltrada a les 48 hores de la 

inoculació. Les observacions es van realitzar al microscopi electrònic de rastreig i al 

microscopi electrònic de transmissió. 

Observacions al microscopi electrònic de rastreig 

En les fulles de plantes no tractades amb fosfonats i inoculades amb el patogen es 

va observar la presència del bacteri en l'interior del teixit infectat. Les cèJ.lules bacterianes 

estaven localitzades en l'espai intercel·lular adherides a la paret ceJ.lular, en la superfície 

de les cèJ.Jules parenquimàtiques (Figura 2.9). Fora de la zona infiltrada no es van 

observar bacteris. Les cèl·lules vegetals de la zona infectada es van mantenir turgents. 

En les fulles de plantes tractades amb els fosfonats es va observar una menor 

presència de cèJ.Jules bacterianes en els teixits de la zona inoculada. En les fulles de 

plantes tractades amb fosetii-Al, les cèJ.lules del mesofiJ.le de la zona infiltrada amb 

bacteris van perdre el contingut ceJ.lular, observant-se cèJ.lu)es buides limitades per la 

paret ceJ.lular (Figura 2.10). En les plantes tractades amb fosfonat potàssic les cèl·lules 

del mesofiJ.Je van mantenir el contingut ceHular i la turgència, tot i la presència de 

bacteris en la seva superfície. En aquest tractament es va observar la presència d'agregats 

fibriJ.lars en la superfície de la paret de les cèl·lules vegetals, ocupant l'espai intercel·lular 

juntament amb els bacteris (Figura 2.11 ). En les plantes tractades amb fosfomicina es va 

observar la pèrdua de I' estructura dels teixits del mesofiJ.le de la fulla en la zona 

inoculada, juntament amb la presència d'alguna cèJ.lula bacteriana, i la formació 

d'agregats fibril·lars en l'espai interceJ.lular (Figura 2.12). En les plantes tractades amb 

etefon, en la zona infiltrada amb el patogen, es va observar la pèrdua de l'estructura dels 

teixits i de la integritat de les cèl·lules (Figura 2.13). 

En general, en les plantes tractades amb els fosfonats , fora de la zona inoculada 

amb bacteris no es van observar modificacions en les cèl·lules ni en els teixits del 

mesofiJ.le de la fulla, ni presència de cèl·lules bacterianes. 
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Figura 2.9. Micrografies al microscopi electrònic de rastreig del mesofil.le de fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 
(interacció compatible), a les 48 hores de la inoculació. Cèl.lules parenquimàtiques de la 
zona infiltrada amb els bacteris. S'observen cèl.lules bacterianes (b) en l'espai intercel.lular 
establint contacte directe amb la superfície de les cèl.lules vegetals. 
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Figura 2.10. Micrografies al microscopi electrònic de rastreig del mesofil·le de fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference tractades amb fosetil-Al i inoculades amb P. 
syringae pv. syringae EPS94. Les imatges corresponen al punt d'infiltració dels bacteris. Es 
pot observar la pèrdua del contingut i de turgència de les cèl·lules parenquimàtiques amb 
cèl·lules bacterianes (b, fletxa) en la seva superfície. 
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Figura 2.11. Micrografies al microscopi electrònic de rastreig del mesofil.le de fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference tractades amb fosfonat potàssic i inoculades amb 
P. syringae pv. syringae EPS94. Les imatges corresponen al punt d'infiltració dels bacteris. 
Les cèl.lules parenquimàtiques mantenen la turgència. En 1' espai intercel.lular, s'observa la 
presència d'agregats fusiformes (Af) en la superfície de les cèl.lules vegetals juntament amb 
cèl.lules bacterianes (b). 
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Figura 2.12. Micrografies al microscopi electròn ic de rastreig del mesofil.le de fuUes de 
plantes de perera de la varietat Conference tractades amb fosfomicina i inoculades amb P. 
syringae pv. syringae EPS94. Cèl.lules parenquimàtiques del punt d' infiltració dels bacteris. 
Es pot observar la presència d 'agregats fusiformes (Af) en la superfície de les cèl.lules 
vegetals juntament amb alguna cèl.lula bacteriana (b). 

188 



Resultats 

Figura 2.13. Micrografies al microscopi electrònic de rastreig del mesofil.le de fulles de 
plantes de perera de la varietat Conference tractades amb etefon i inoculades amb P. 
syringae pv. syringae EPS94. Superior, els teixits de la fulla en la zona d'infiltració dels 
bacteris han perdut l'estructura i les cèi.Jules parenquimàtiques s ' han desorganitzat. 
Inferior, s'observa la presència de pocs bacteris (b) en mig del teixit desorganitzat. 
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Observacions al microscopi electrònic de transmissió 

Les micrografies electròniques dels teixits foliars de plantes no tractades amb 

fosfonats i infiltrades amb aigua, a les 48 hores de la infiltració, van mostrar les cèJ.lules 

del mesofiJ.le amb estructura normal, sense alteracions en els seus components i orgànuls 

(Figura 2.14). La paret cel·lular estava limitada internament pel plasmalemma. La 

membrana plasmàtica era contínua i el tonoplast ben diferenciat. Els cloroplasts i 

mitocondris, situats pròxims a la paret cel·lular, mantenien l'estructura, limitats per les 

membranes externes. En el citoplasma cel·lular es van observar grans vacuols. Els 

cloroplasts presentaven estructura normal, amb estroma i grana ben diferenciats i amb 

midó i alguns grànuls osmioffiics en el seu interior. Les cèJ.lules parenquimàtiques del 

mesofil·le de la fulla eren turgents i formant un teixit continu, limitades per la paret 

ceJ.lular i l'espai interceJ.lular. En l'espai interceJ.lular, limitant amb la cara externa de la 

paret cel·lular, no es van observar cèJ.lules bacterianes ni material electrodens. 

Per tots els tractaments, en els teixits de fora de la zona inoculada de les fulles 

inft.ltrades amb P. syringae pv. syringae, no es van observar canvis en l'estructura 

cel·lular ni dels orgànuls respecte el control inoculat amb aigua. En els teixits de la zona 

infiltrada, en canvi, l'estructura cel·lular es va veure modificada. Les modificacions van 

ser diferents en funció del tractament. 

En la zona infiltrada amb P. syringae pv. syringae EPS94 en fulles de plantes no 

tractades amb fosfonats (situació compatible) es va observar la presència de bacteris en 

l'espai intercel·lular, molt propers a la paret ceJ.lular vegetal (Figura. 2.15). Gran part de 

les cèJ.lules vegetals mantenien Ja seva estructura, mentre que altres, corresponents a Ja 

zona en que s'havien desenvolupat necrosis, havien perdut l'estructura interna. En 

aquestes cèl·lules el plasmalemma havia perdut la continuïtat, de manera que els orgànuls 

cel·Iulars estaven dispersos pel citoplasma, el qual era més electrodens. Es va observar 

també, en aquestes cèl·lules l'alteració de l'estructura de la membrana dels cloroplasts i la 

dispersió dels grana i de midó pel citoplasma cel·lular, amb pèrdua de l'estroma. En totes 

les cèl·lules vegetals que presentaven bacteris interaccionant amb la paret cel·lular es va 

observar la presència de material granular electrodens en la cara externa de la paret 

cel·lular, a prop de les cèl·lules bacterianes. Aquest material estava en contacte amb la 

superfície de les cèl·lules bacterianes, les quals sovint presentaven estructures granulars 

electrodenses connectades amb la membrana externa. Algunes cèJ.lules bacterianes 

mantenien contacte directe amb la paret ceJ.lular vegetal. Cal destacar que es van observar 

cèl·lules bacterianes en divisió en l'espai intercel·lular. 
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En les plantes tractades amb fosfonats els canvis en l'estructura dels teixits i 

cèl-lules vegetals, la localització dels bacteris i, la seva estructura van ser diferents en 

funció del producte. 

En les plantes tractades amb fosfonat potàssic, en I' espai interceJ.Jular de la zona 

infiltrada amb P. syringae pv. syringae EPS94, es va observar la presència de bacteris 

propers a les parets ceJ.lulars vegetals (Figura 2.16). En general, no es va observar 

material granular electrodens en la part externa de Ja paret ceJ.lular vegetal de zones 

properes als bacteris. Tampoc es van observar estructures electrodenses en la membrana 

externa bacteriana. La majoria de les cèJ.lules del mesofiJ.le amb presència de bacteris 

propers a la paret ceHular van mantenir la seva estructura, tot i que en altres es va 

observar la pèrdua de Ja continuïtat del plasmalemma, alteracions en la membrana 

plasmàtica i pèrdua de l'estroma i membrana externa del cloroplast. Entre la paret cel·lular 

i la membrana plasmàtica de la cèJ.lula vegetal es va observar la presència d'agregats 

vesiculars o material granular. En casos més extrems, les cèJ.lules vegetals havien perdut 

el contingut cel·lular i aquest ocupava l'espai interceJ.lular juntament amb els bacteris. El 

teixit del mesofil·le de la fulla deixava de ser continu com a conseqüència de la 

desorganització cel·lular. 

En les plantes tractades amb etefon en la zona infiltrada amb el patogen es va 

observar la presència de bacteris en l'espai intercel-lular, sovint formant agregats de 

bacteris limitats per les parets de cèJ.lules vegetals veïnes (Figura 2.17). La paret cel·lular 

vegetal semblava més gruixuda que en els controls no tractats amb etefon. El bacteris 

quedaven limitats per les cèHules vegetals en l'espai intercel·lular, o bé envoltats per 

contingut ceHular que havia passat a l'espai interceJ.lular. També es van observar 

cèl·lules bacterianes envoltades per material fibriJ.lar en contacte amb la paret ceJ.lular 

vegetal. Les cèJ.lules vegetals van presentar desorganització i pèrdua de turgència. El 

plasmalemma va perdre la continuïtat i els cloroplasts van perdre la membrana i I' estroma, 

quedant els grana repartits per l'interior de la cèl·lula. No es van observar vacuols en les 

cèl·lules vegetals i el citoplasma era més electrodens. 

En les plantes tractades amb fosfomicina es van observar canvis en les cèl·lules 

vegetals i en els bacteris (Figura 2.18). Es van observar bacteris en l'espai interceJ.lular, 

propers a la paret ceJ.lular vegetal limitats o envoltats per una matriu fibril·lar i per 

agregats o vesícules citoplasmàtiques. L'estructura dels bacteris era modificada, 

observant-se el trencament de la paret ceJ.lular bacteriana i la sortida del contingut cel-lular 

a l'exterior, amb la conseqüent mort bacteriana. Els teixits de la zona infiltrada amb 
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bacteris havien perdut la continuïtat, degut a la pèrdua d'estructura de le~ cèllules 

vegetals Es van observar les mateixes modificacions en els components citoplasmàtjcs 

que en les cèl·lules de plantes tractade amb etefon· modificació del plasmalemma, 

alteració de la membrana ceJ.Iular i dels cloroplasts. E~ va produir la mjgració del 

contingut citoplasmàtic cap al centre de la cèl Juia, fenomen lligat a la pèrdua de la 

turgència de les cèl·lules vegetals amb la separació de la membrana plasmàtica de la paret 

cel· lular (Figura.2.18). El mesofil·le de la fulla havia perdut la continuïtat com a 

conseqüència de l'alteració de les cèl·lules parenquimàtiques. 

/ 

-·· 

Figura 2.14. Mtcroelectrografia al microscopi electrònic de transmtssió d ' un tall ultrafi de 
fulla de perera infiltrada amb aigua destiJ.lada estèril Cèl·lules parenqUimàtiques del 
mesofil·le de la fulla (X 21000). Les cèl-lules presenten una estructura regular (turgents, en 
contacte les unes amb les altres) en les que s'observa l' organització cel·lular, amb el 
plasmalemma (fletxa) continu i proper a la paret ceJ.lular (p) i els cloroplasts (e) limitats per 
la membrana externa (cap de fletxa), també es poden observar les vesícules de Golgi (g) i els 
mitocondris (m). En l'espai intercel·lular no s'observen bacteris ni estructures granulars . 
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Figura 2.15. Microelectrografies al microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de plantes de perera no tractades amb fosfonats infiltrades amb P. syringae pv. 
syringae EPS94. A, s'observen bacteris (b) en l'espai intercel.lular ( * ) propers o en 
contacte amb les cèl.lules vegetals (v) (X 10600). Es pot observar el manteniment de 
l'estructura de la cèl.lula vegetal de la dreta (v) i la desorganització interna de La de 
l'esquerra, amb bacteris interaccionant. B, Ci D, a la superfície externa de la paret cel.lular 
vegetal (p) s'observen estructures granulars electrodenses (fletxes), properes als bacteris (X 
LOOOO, X 40000 i, X25000, respectivament). 
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Figura 2.16. Microelectrografies al microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de plantes de perera tractades amb fosfonat potàssic infiltrades amb P. syringae pv. 
syringae EPS94. Observi's la presència de bacteris (b) en l'espai intercel.lular (* ) propers a 
la superfície externa de les cèl.lules parenquimàtiques (v). No s'observen estructures 
granulars electrodenses al voltant dels bacteris. Les cèl.lules vegetals mantenen la seva 
estructura i organització interna, amb els cloroplasts (e) limitats per la membrana externa 
(tletxa) . Tot i això en algunes cèl.lules parenquimàtiques (BiD) s'observa material fibrii.Jar 
en la cara interna de la paret cel.lular vegetal. A iB, X 6300; C, X 31500 i D, X 40000. 
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Figura 2.17. Microelectrografies al microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de plantes de perera tractades amb etefon infiltrades amb P. syringae pv. syringae 
EPS94. Superior, observi's La presència de bacteris (b) formant agregats en l'espai 
intercel.lular, limitats per la paret (p) de les cèl.lules parenquimàtiques i envoltats per 
material cel.lular procedent de cèl.lules vegetals que han abocat el contingut a I' espai 
intercel.lular (X 231 00). Inferior esquerra, desorganització dels cloroplasts de les cèl.lules 
vegetals de la zona infiltrada amb bacteris (g= grana, m= midó) (X 16000). Inferior dreta, 
engruiximent de la paret cel.lular (p, cap de fletxa) de les cèl.lules parenquimàtiques al 
voltant dels bacteris (b) (X 20000). 
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Figura 2.18. Microelectrografies al microscopi electrònic de transmissió de talls ultrafins de 
fulles de plantes de perera tractades amb fosfomicina infiltrades amb P. syringae pv. 
syringae EPS94. A i B, les cèl.lules parenquimàtiques de la zona infiltrada han perdut 
l'organització (citoplasma més electrodens, cl=cloroplasts) i la turgència, ja que el 
plasmalemma s'ha separat de la paret cel.lular (fletxa) (X 6300 i X 12500, respectivament) . 
B i C, les cèl.lules bacterianes (b) es localitzen en la superfície externa de la paret cel.lular 
vegetal (p), envoltades per material fibril.lar (ml) . S'observa la pèrdua de la integritat de la 
cèl.lula bacteriana (X 40000). 
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4. Efecte dels fosfonats en la permeabilitat cel·lular dels teixits 

de la planta durant la interacció amb el patogen 

A les Figures 2.1 9 a 2.22 es representa l'evolució de la conductivitat al llarg del 

temps en les solucions amb els discs de fulla de plantes de tabac , perera i mongetera, en 

funció del tractament amb fosfonats i del bacteri infiltrat. Els valors inicials de 

conductivitat van ser similars en tots els tractaments i superiors a O (100 a 200 JJS). Per 

això, els valors de conductivitat representats en els gràfics i utilitzats en tots els càlculs 

estadístics corresponen a l' increment de conductivitat respecte la conductivitat a l'inici de 

Ja incubació. La durada de la incubació va ser diferent dependent de l'experiment (entre 24 

i 72 h), en funció de la velocitat de sortida d'electròlits i el temps d'estabilització de la 

conductivitat en la solució d' incubació. 

El nombre de bacteris infiltrats per disc de fulla en cada experiment va ser d 'entre 

5x l06 i lx107 ufc disc·'. 
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Figura 2.19. Efecte del tipus de bacteri i del tractament amb fosetii-AI en la sortida 
d'electròlits en discs de fu lles de plantes de tabac de la varietat Xanthi . Plantes tractades amb 
fosetil-AI (línia discontínua, símbols blancs) i no tractades (línia contínua, símbols negres) es 
van infiltrar amb P. syringae pv. tabaci 2106 (compatible, O,e ), P. syringae pv. syringae 
2027.37 (incompatible ~ , • ) o P. fluorescens 88. 1 (sapròfit C). Les incubacions es van 
efectuar en amortidor MES 0.5 mM+ CaCI2 0.5 mM (5 discs de fu lla en 10 ml d ' amortidor 
per repetició) a 25°C amb llum i agitació. Com a control es van utilitzar discs de fulla no 
inoculats (línies sense símbol). Cada valor correspon a la mitjana de la conductivitat de 
quatre repeticions. Les barres d'error indiquen l'error estàndard de la mitjana. Amb un 
quadrat gris es representa la conductivitat màx ima observada. 
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Figura 2.20. Efecte del tipus de bacteri infiltrat i del tractament amb fosetil-Al en la sortida 
d'electrò lits en discs de fulles de plantes de perera de la varietat Passe Crassane. Les plantes 
es van polvoritzar fins caiguda de gota amb solucions de fosetil-Al a la dosi d ' 1.86 g HP03

1
' 

ml' 1
• Discs de fulles de plantes tractades amb fosetil-Al (línia discontínua, símbols blancs) i 

no tractades (línia contínua, símbols negres) es van infiltrar amb suspensions de P. syringae 
pv. syringae 2027 .37(compatible, virulenta O, + ), P. syringae pv. syringae 283 1 (a virulenta 
e,• ), P. syringae pv. tabaci 2106 (incompatible o, e ) o P. jluorescens 88. 1 (sapròfit 'V,'f). 
Els discs infiltrats es van incubar en amortidor MES 0.5 mM + CaCI2 0.5 mM (5 discs de 
fulles en 10 ml d'amortidor) durant 48 h a 25 °C, llum i agitació. Com a control es van 
utilitzar discs de fulla no infiltrats amb els bacteris (línies sense símbol). Per cada tractament 
es van realitzar quatre repeticions. L 'experiment es va repetir dues vegades (Exps I i 2). 
Cada valor correspon a la mitjana de quatre repeticions per tractament. Les barres indiquen 
l'erro r estàndard de la mitjana. Amb un quadrat gris es representa la conductivitat màxima 
observada. 
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Figura 2.21. Efecte del tipus de bacteri infiltrat i del tractament amb fosetíl-AI en la sortida 
d 'electròlits en discs de fulles de plantes de perera de la varietat Passe Crassane. Es van 
realitzar els mateixos tractaments amb fosetil-Al descrits a la Figura 2.20. Discs de fulles de 
plantes tractades amb fosetil-Al (línia discontínua i símbols blancs) i no tractades (línia 
contínua i símbols negres) es van infiltrar amb suspensions d'E. amylovora 1430 
(compatible virulenta ~. • ), els mutants avirulents E. amylovora 6070 ( D ,• ) i E. amylovora 
6046 (!>,...,..),o P. syringae pv. tabaci 2106 (i ncompatible o,e ). Els discs infiltrats es van 
incubar en amortidor MES 0.5 mM + CaCI2 0.5 mM (5 discs de fulles en I O ml 
d'amortidor) durant 48 h a 25 °C, llum i agitació. Com a control es van utilitzar discs de 
fulla no infiltrats amb els bacteris (línies sense símbol). Per cada tractament es van realitzar 
quatre repeticions. Cada valor correspon a la mitjana de quatre repeticions per tractament. 
Les barres indiquen I' error estàndard de la mitjana. Amb un quadrat gris es representa la 
conducti vitat màxima observada. 
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Tabac 

En Ja situació compatible (P. syringae pv. tabaci 2106) es va produir un augment 

de Ja penneabilitat cel·lular lent i progressiu al llarg de la incubació, assolint els valors 

màxims de conductivitat al final d ' aquesta. La infiltració de la soca incompatible (P. 

syringae pv. syringae 2027 .37) va provocar un ràpid i fort augment de la penneabilitat 

cel·lular. A les 8 hores d'incubació es van assolir valors de conductivitat elevats i 

asimptòtics (Figura 2. 19). En cada situació compatible/incompatible, la pauta de sortida 

d 'electròlits de les cèl·lules vegetals va ser similar tant en les plantes tractades amb fosetil­

Al com en les no tractades. Tot i això, a partir de les 5 hores d ' incubació, Ja conductivitat 

de les suspensions dels discs de plantes tractades amb fosetil-Al va ser superior a la dels 

discs de plantes no tractades, en les dues situacions compatible i incompatible. En els 

discs de fulla infiltrats amb l'espècie sapròfita (P. jluorescens 88.1) no es van observar 

canvis en la penneabilitat cel·lular i els valors de conductivitat van ser similars als dels 

discs no infiltrats amb bacteris. 

Perera 

En la situació compatible (P. syringae pv. syringae 2027.37) en les plantes no 

tractades amb fosetil-Al, es va produir una ràpida i forta penneabilització cel·lular. A les 

20 hores d'incubació es van assolir valors de conductivitat elevats i asimptòtics (Figura 

2.20). La mateixa situació en discs de plantes tractades amb fosetil-Al va provocar una 

penneabilització cel·lular lenta i progressiva. Al llarg de tota la incubació la conductivitat 

en les suspensions dels discs de plantes tractades amb fosfonats va ser inferior a la dels 

no tractats. 

En la situació incompatible (P. syringae pv. tabaci 2106) es va observar un 

augment de la penneabil itat cel·lular lent i progressiu al llarg de la incubació. Al final de Ja 

incubació però, es van assolir valors de conductivitat elevats i similars als de la situació 

compatible (Figura 2.20). En les suspensions dels discs de plantes tractades amb fosetil­

Al infiltrats amb P. syringae pv. tabaci 2106 es van obtenir valors de conductivitat 

inferiors als de les plantes no tractades durant tota Ja incubació. 

La soca patògena avirulenta (P. syringae pv. syringae 2831) va produir un augment 

lent i gradual de la penneabilitat ceJ.Iular en els discs de plantes no tractades amb fosetil­

Al. Al final de la incubació perèl, la conductivitat va ser inferior a Ja de les anteriors 

201 



Capíto/2 

situacions. En els discs de plantes tractades amb fosetil-AJ els valors de conductivitat van 

ser similars als dels discs no infiltrats amb bacteris. La infiltració de P. jluorescens 88.1 

(sapròfit, no patogen) no va provocar canvis en la permeabilitat cel·lular, obtenjnt-se 

valors de conductivitat similars als de les solucions amb discs no infiltrats amb bacteris. 

En els discs no tractats amb fosetil-AJ i infiltrats amb E. amylovora 1430 (patògena 

i virulenta en perera) es va observar un fort i ràpid augment de la conductivitat (Figura 

2.21 ). A les 25-30 hores d'incubació es van assolir els valors màxims de conductivitat. 

En els discs tractats amb fosetil-Al i infiltrats amb la mateixa soca la permeabilització 

cel·lular també va ser ràpida i forta, però la conductivitat va ser inferior en les 30 primeres 

hores d'incubació. Al final de la incubació però, les conductivitats es van igualar en els 

dos tractaments. La pauta de sortida d 'electròlits dels discs tractats amb fosetil-Al en la 

situació compatible, va ser similar a la dels discs de plantes no tractades en la situació 

incompatible. La infiltració de les soques d'E. amylovora mutants no virulentes (6046 i 

6070) no va provocar canvis en la permeabilitat cel·lular, amb valors de conductivitat 

estables al llarg de la incubació i similars als dels discs no infiltrats amb bacteris. 

Mongetera 

En mongetera, la infiltració de P. syringae pv. phaseolicola SD68 (situació 

compatible) va provocar una permeabilització ceJ.lular lenta i progressiva en totes les 

varietats. En Ja situació incompatible (infi ltració de P. syringae pv. syringae 2027.37) en 

canvi , es va produir un augment fort i ràpid de la permeabilitat cel·lular, obtenint a les 15-

20 hores d ' incubació valors de conductivitat elevats i asimptòtics (Figura 2.22 A i B). Al 

final de la incubació, els valors de conductivitat en la situació compatible van ser similars 

als de la incompatible per les varietats Michelet, Coco (sensibles al patogen) i Dorabel 

(resistent) , i inferiors en la varietat Vaillant (resistent). 

El tractament de les plantes de mongetera de la varietat Míchelet amb diferents 

fosfonats va provocar modificacions en la permeabilitat cel ·lular (Figura 2.22 C). En els 

discs de fulles de plantes tractades amb etefon o amb fosfomicina i infiltrats amb la soca 

patògena (P. syringae pv. phaseolicola SD68), la pauta de sortida d'electròlits al llarg del 

temps va ser similar a la dels discs no tractats amb fosfonats i també infiltrats amb el 

patogen. En els discs de fulles de plantes trartades amb fosetil-Al la permeabi lització va 

ser similar a la dels discs no tractats amb fosfonats i infiltrats amb P. syringae pv . 

syringae 2027.37 (situació incompatible). 
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4.1. Efecte del tipus d'interacció bacteri-planta i del tractament amb 

fosfonats en la pèrdua final d'electròlits dels teixits de la planta 

Els valors de conductivitat al final de Ja incubació de les solucions amb els discs 

infiltrats en cada un dels experiments van mostrar les variàncies homogènies d ' acord amb 

Ja prova de Bartlett ((P>F)>0.05) i els residus es van distribuir de forma normal 

(W>0.80, (P<W)>0.05) segons Ja prova de Shapiro-Wi lk. L'anàlisi de la variància va 

mostrar un efecte significatiu del tractament (combinació bacteri-planta i/o tractament amb 

fosfonats) en Ja conductivitat de Ja solució al final de Ja incubació, en tots els experiments 

((P >F)<O.OO I, R2>0.90). 

A les Taules 2.14 i 2.15 es presenten els resultats de la prova de separació de 

mitjanes realitzada per comparar l'efecte dels tractaments en la pèrdua final d'electròlits de 

les suspensions de discs foliars. 

En tabac, en Ja situació compatible en plantes tractades amb fosetil-Al es van 

obtenir valors de conductivitat final significativament superiors als de la resta de 

tractaments. En la situació incompatible no es van observar diferències en la capacitat final 

de pèrdua d'electròlits en funció del tractament de les plantes amb fosetii-AI, ni respecte la 

situació compatible en plantes no tractades (Taula 2.14). 

En les infiltracions de P. syringae en perera, la pèrdua final d'electròlits va ser 

signi ficativament superior en les plantes no tractades amb foseti i-AI respecte les tractades, 

en cada combinació bacteri-planta (Taula 2. 14). Tot i això, en la situació compatible 

(experiment 2) no es van observar diferències signjficatives en Ja conductivitat al final de 

Ja incubació en funció del tractament amb foseti l-Al. En cap dels experiments es van 

observar diferències en la conductivitat al final de Ja incubació dels discs infiltrats amb el 

bacteri sapròfit (P. fiuorescens 88. 1) i dels discs no infiltrats amb bacteris. 

En les inoculacions d'E. amylovora 1430 en perera (situació compatible) no es van 

observar diferències en Ja pèrdua fmal d 'electròlits en funció del tractament amb fosetii­

Al. En els discs infiltrats amb les soques mutants no virulentes d'E. amylovora la 

conductivitat al final de Ja incubació va ser baixa i significativament inferior a Ja resta de 

tractaments. 
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Taula 2.14. Efecte del tipus de bacteri infiltrat i del tractament amb fosetil-AI en la sortida 
d'electròlits de discs de fu lla de plantes de tabac i perera 

Planta Espècie bacteriana . Tractament amb Conductivitat final l 

fosetii-AI $ (J.lS) 

P. syringae pv. tabac i 2106 No 489 b 
P. syringae pv. tabaci 2106 Si 582 a 
P. syringae pv. syringae 2027.37 No 448 b 

Tabac P. syringae pv. syringae 2027.37 Si 475 b 
P. fluorescens 88.1 Si -27 e 
Control no inoculat No -19 e 
Control no inoculat Si -8 e 

Exp. I Exp. 2 

P. syringae pv. synngae 2027.37 No 607 a 451 a 
P. syringae pv. syringae 2027.37 Si 433 bc 386 a 
P. syringae pv. tabac i 2106 No 535 ab 464 a 
P. syringae pv. tabac i 2106 Si 361 cd 301 bc 

Perera P. syringae pv. syringae 2831 No 289 de 429 a 
(Exps. I i 2) P. syringae pv. syringae 2831 Si 169 e f 202 cd 

P. fluorescens 88.1 No 154 de 
P. fluorescens 88. I Si 92 g 74 e 
Control no inoculat No 92 fg 60 e 
Control no inoculat Si 37 g 38 e 

E. amylovora 1430 No 393 a 
E. amylovora 1430 Si 385 a 

Perera P. syringae pv. tabac i 2106 No 369 ab 
(Exp. 3) P. syringae pv. taba ci 2106 Si 322 b 

Control no inoculat No 48 e 
Control no inoculat Si 95 e 

E. amylovora 1430 No 350 a 
E. amylovora 1430 Si 398 a 
E. amylovora 6046 No 29 b 

Perera E. amylovora 6046 Si 75 b 
(Exp. 4) E. amylovora 6070 No 45 b 

E. amylovora 6070 Si 71 b 
Control no inoculat No 26 b 
Control no inoculat Si 32 b 

v Es van inocular discs de fulles de plantes de perera i tabac per infiltració amb suspensions d'I x I O" ufc 
ml 1 de les diferents soques bacterianes. Per cada tractament es van realitzar quatre repeticions amb 5 discs 
dc fulla per repetició. Els 5 discs de fulla de cada repetició es van col·locar en tubs amb I O ml d' amortidor 
MES 0.5 mM + CaCI2 0.5 mM i es van incubar durant 2-3 dies a 25°C amb llum i en agitació 
• Les plantes es van tractar diàriament durant els quatre dies previs a les infiltracions i el mateix dia de les 
infiltracions per polvorització fins caiguda de gota en totes les fulles, per l'anvers i el revers, amb 
solucions en aigua destil·lada d' 1.86 g HP03 t·• de foseti l-Al 
' Es va mesurar la conductivitat de les sol ucions d'incubació dels discs al final de la incubació (24 h en 
tabac, 30-70 h en perera). Els valors corresponen a la mitjana de quatre repeticions per tractament. Valors 
de conductivitat, en un mateix experiment, seguits per la mateixa lletra no presenten diferències 
significatives d'acord amb la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05) 
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Taula 2.15. Efecte del tipus de bacteri infiltrat i del tractament amb fosfonats en Ja sortida 
d'electròlits de discs de fu lles de diferents varietats de mongetera 

Va rietat Esp ècie bacteriana • Tractamen t Con du ctivitat final ' 
de amb fosfonats .r (~S) 

mongetera 

(Exp. I ) 
Michelet P. syringae pv. phnseolico/a SD68 No 284 a 
Vaillant P. syringae pv. phnseolicola SD68 No 158 b 
Michelet P. syringae pv. syringae 2027.37 No 320 a 
Vaillant P. syringae pv. syringae 2027.37 No 375 a 
Michelet Control no inoculat No - 14 e 
Vaillant Control no inoculat No -3 1 e 

(Exp. 2) 
Coco P. syringae pv. phnseolicola SD68 No 318 a 

Dora bel P. syringae pv. phnseolico/a SD68 No 336 a 
Coco P. syringae pv. syringae 2027.37 No 316 a 

Dora bel P. syringae pv. syringae 2027.37 No 428 a 
Coco Control no inoculat No o b 

Dorabcl Control no inoculat No - I b 

(Exp. 3) 
Michelet P. syringae pv. syringae 2027.37 No 282 a 
Michelet P. syringae pv. phnseolicola SD68 No 303 a 
Michelet P. syringae pv. phnseolicola SD68 Fosetil-AI 306 a 
Michclet P. syringae pv. phnseolicola SD68 Etefon (reg.) 386 a 
Michelet P. syringae pv. phnseolicola SD68 Etefon (polv.) 376 a 
Michelet P. syringae pv. phnseolico/a SD68 Fosfomicina 338 a 
Michelet Control no inoculat No 14 b 

• Es van inocular discs de fulles de plantes de mongetera per infiltració amb suspensions d ' I x I 09 ufc 
ml·' de les diferents soques bacterianes. Per cada tractament es van realitzar tres repeticions (Exps. I i 
2) i dos repeticions (Exp. 3) amb 5 discs de fulla per repetició. Els 5 disc de fulla infiltrats de croa 
repelició es van col·locar en tubs amb 10 ml d'amortidor MES 0.5 mM + CaCI2 0.5 mM i es van 
incubar durant 2 dies a 25°C amb llum i en agitació 
• Les plantes es van tractar amb solucions en aigua destil·lada d' 1.86 g HPO/' 1'1 de fosetii-AI, etefon 
i fosfomicina. El foseti i-AI es va aplicar regant les plantes els dos dies previs a les inoculacions amb 
100 ml de la solució i per polvorització foli ar fins caiguda de gota el mateix dia de les inoculacions. La 
fosfomicina es va aplicar per polvorització foliar fins caiguda de gota els dos dies anteriors a les 
inoculacions i el mateix dia de les inoculacions i l'etefon es va aplicar de les dues formes, una com el 
fosetil -AI (etefon reg.) i l'altra com la fosfomicina (etefon polv.) 
: Es va mesurar la conductivitat de les solucions d'incubació dels discs al final de la incubació (35-40 
hores). Els valors corresponen a la mitjana de les repeticions de cada tractament. En un mateix 
experiment valors de conductivitat seguits per la mateixa lletra no presenten diferències significatives 
d'acord amb la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (?::0.05) 
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En mongetera, en les infiltracions realitzades en les varietats Coco i Dorabel no es 

van observar diferències en la capacitat final de pèrdua d'electròlits entre varietats ni entre 

bacteris inoculats (situació compatible/incompatible). En la interacció P. syringae pv. 

phaseolicola SD68Naillant (resistent) la conductivitat final va ser significativament 

inferior a la dels discs de Ja varietat Michelet (sensible) i a la de Ja interacció incompatible 

(P. syringae pv. syringae 2027.37) per les dues varietats (faula 2. 15). En els discs de 

fulles de la varietat Michelet tractades amb els fosfonats no es van observar diferencies en 

Ja conductivitat finaJ entre productes ni amb les plantes no tractades. 

4.2. Efecte dels fosfonats en la cinètica de sortida d'electròlits en di scs 

de fulla infiltrats amb bacteris 

A partir dels valors de conductivitat al llarg del temps corresponents a cada 

tractament i repetició, es van obtenir per regressió no lineaJ amb l'equació 5 (pàg. 52), els 

paràmetres que defineixen la taxa de sortida d'electròlits dels discs foliars (K0 i b). 

4.2.1. Determinació de la conductivitat màxima en cada experiment 

Per cada un dels experiments es va determinar Ja conductivitat màxima (CmaJ, 

després d'haver sotrnés les mostres, aJ final de la incubació, a un tractament de congelació 

i descongelació (pàg. 52). Els vaJors de conductivitat màxima dels diferents tractaments i 

experiments van ser molt heterogenis. En aJguns experiments (en tabac, en l'experiment 4 

en perera i els experiments 2 i 3 en mongetera) no es van poder utilitzar les mesures de 

conductivitat màxima després del tractament de congelació-descongelació, degut a Ja 

ine tabilitat dels valors de conductivitat de Ja solució. En conseqüència es va utilitzar corn 

a conductivitat màxima Ja conductivitat aJ finaJ de l'experiment significativament superior 

a la resta de tractaments, segons la prova de separació de mitjanes de Tukey-Krarner 

(Taules 2.14 i 2.15). En els experiments en que es va mesurar experimentalment la 

conductivitat màxima (Ex ps. I , 2, i 3 en perera, i Exp. I en mongetera) es va reaJitzar Ja 

prova de separació de rniúanes per comparar els valors de conductivitat màxima dels 

diferents tractaments. En cada experiment, les variàncies dels vaJors de conductivitat 

màxima dels diferents tractaments van ser homogènies segons la prova de Bartlett 

(P>0.05) i els residus es van distribuir norrnaJrnent (W>0.80, (P<W)>0.05) segons Ja 

prova de Shapiro-Wilk. En cas d 'observar diferències significatives entre tractaments en 

la conductivitat màxima (experiments I, 2 i 3 en perera), es va utilitzar Ja conductivitat del 
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tractament amb vaJors significativament superiors. En l'experiment 3 en mongetera es va 

utilitzar la conductivitat mitjana de tots els tractaments, en no observar-se diferències 

significatives entre tractaments en la conductivitat màxima. A les Figures 2.19 a 2.22 es 

representa el vaJor de conductivitat màxima utilitzat per a l'obtenció dels paràmetres del 

model i pel càlcul del temps de pèrdua mitjana d'electròlits (t50). 

4.2.2. Determinació dels paràmetres cinètics 

model monomolecular 

bondat de l'ajust al 

A les Taules 2. 16 a 2.21 es mostren e ls vaJors dels paràmetres K0 i b de l'equació 5 

(pàg. 52) per cada una de les repeticions dels diferents tractaments (excepte pels controls 

no inoculats). En tots els experiments el model monomolecular amb taxa de sortida 

d 'electròl its variable en el temps es va ajustar adequadament a les dades de sortida 

d'electròlits aJ llarg del temps. 

Taula 2.16. Paràmetres i ajust de l' equació 5 (pàg. 52) als valors de conductivitat al llarg 
del temps en discs de fulles de plantes de tabac infiltrats amb bacteris 

Tractament a Repe tició Paràmetres R z P >F Residus 

K b w P<W 
nt-2 106 0.0054 -0.0070 0.99 0 .0002 0.8650 0.2438 
nt-2 1 06 2 . -0.0149 -0.0128 0.99 0.0001 0.7750 0.0517 
nt -21 06 3 0.004 1 -0.0070 0.99 0.0000 0 .9532 0.7655 
nt-21 06 4 0.0053 -0.0075 0.99 0 .0002 0 .8411 0. 1651 

Al -21 06 I -0.0320 -0.0360 0 .99 0.0001 0 .8750 0.2848 
Al-2106 2 -0.0320 -0.03 1 o 0.99 0.0000 0.8889 0.3497 
Al-2 106 3 -0.0315 -0.0220 0.99 0.0001 0.8334 0.1449 
Al-2106 4 -0.0440 -0.0350 0.99 0 .0002 0.8520 0.1979 

nt-2027.37 0.0941 0 .0034 0 .86 0.0022 0.903 1 0.4244 
nt-2027.37 2 • -0.0650 -0.0820 0.95 0.0045 0.7474 0 .0301 
nt-2027 .37 3 0.1348 0.0033 0.80 0.0046 0.8652 0.2446 
nt -2027.37 4 0.1092 0.0027 0 .82 0.0342 0.8649 0.2438 

Al-2027.37 I • 0.1478 0.0081 0.86 0.0251 0 .9181 0.5199 
Al-2027.37 2 . 0. 1276 0.0046 0.87 0.0303 0.8792 0 .3030 
Al-2027.37 3 -0.0934 -0.08 84 0.97 0.0013 0.9 175 0.5165 
Al-2027 .37 4 -0. 1203 -0.1414 0.99 0.0005 0 .8950 0.3856 

• Tractament de les plantes amb fosetil-AI (nt: no tractades; Al: tractades) i bacteri inoculat (P. 
syringae pv. plaaseolicola 2106 i P. syringae pv. syringae 2027.37). Per cada repetició i 
tractament es van obtenir, per regressió no lineal, els paràmetres K0 i b de l'equació i es va 
calcular el coeficient de determinació (R1

), el grau de significació (P>F) i la normalitat dels residus 
(prova de Shapiro-Wilk) 
• Repeticions no utilitzades en càlculs estadístics posteriors degut a que alguns dels paràmetres 
presentaven valors djferents a la resta de repeticions del tractament i donaven variàncies no 
homogènies o residus en el límit dr la significació 
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TauJa 2.17. Paràmetres i ajust de l'equació 5 (pàg. 52) als valors de conductivitat al ll arg 
del temps en discs de fuUes de plantes de perera en funció del bacteri infiltrat i del 
tractament amb fosfonats (experiment 1) 

Tractament • Repetició Paràmetres Rz P>F Res idus 

Ko b w P<W 

nt-2027.37 0.0077 -0.0042 0.98 0.0000 0.8468 0.0515 
nt-2027.37 2* -0.0050 -0.0095 0.98 0.0000 0.7505 0.0040 
nt-2027.37 3 -0.0150 -0.0087 0.99 0.0000 0.9626 0.8036 
nt-2027.37 4 -0.0340 -0.0180 0.98 0.0000 0.8391 0.0419 

Al-2027.37 I 0.0180 -0.0002 0.99 0.0000 0.8526 0.0602 
Al-2027.37 2 0.0250 -0.0001 0.98 0.0000 0.8511 0.0578 
Al-2027.37 3 0.0090 -0.0006 0.99 0.0000 0.9541 0.7028 
Al-2027.37 4 0.0290 -0.0001 0.98 0.0000 0.9839 0.9804 

nt-2106 I 0.0290 0.0001 0.97 0.0000 0.9318 0.4949 
nt-2106 2 0.0028 -0.001 0.99 0.0000 0.9350 0.4828 
nt-2106 3 0.0065 -0.0041 0.98 0.0000 0.9156 0.3085 
nt-2106 4 0.0220 -0.0012 0.98 0.0000 0.9212 0.3526 

Al-2106 1 0.0062 -0.0003 0.99 0.0000 0.9823 0.9734 
Al-2106 2 0.0057 -0.0003 0.98 0.0000 0.9336 0.4679 
Al-2106 3 0.0096 -0.0002 0.99 0.0000 0.9455 0.5992 
Al-2106 4 0.0104 -0.0001 0.99 0.0000 0.9700 0.8973 

nt-2831 I O.Dl08 -0.0002 0.99 0.0000 0.9295 0.4272 
nt-283 1 2 0.0094 -0.0001 0.99 0.0000 0.9534 0.6944 
nt-2831 3 0.0058 -0.0002 0.99 0.0000 0.9656 0.8368 
nt-2831 4 0.0033 -0.0002 0.099 0.0000 0.9064 0.2459 

Al-2831 I 0.0014 -0.0001 0.95 0.0000 0.9302 0.4348 
Al-2831 2 0.0020 -0.0001 0.98 0.0000 0.9154 0.3102 
Al-2831 3 0.0055 -0.0001 0.99 0.0000 0.9338 0.4697 

Al-88.1 I 0.0022 -0.0001 0.98 0.0000 0.9816 0.9697 
Al-88. 1 2 0.0015 -0.0001 0.95 0.0000 0.9484 0.6336 
Al-88.1 3 0.0033 -0.0001 0.95 0.0000 0.9448 0.5912 
Al-88.1 4 0.0046 -0.0001 0.93 0.0000 0.9811 0.9675 

• Tractament de les plantes amb fosetil -Al (nt: no tractades; Al : tractades) i bacteri infiltrat 
(P. syringae pv. syringae 2027.37, P. syringae pv. tabaci 2106, P. syringae pv. syringae 
2831 i P. jluorescens 88.1) 
Per cada tractament i repetició es van obtenir, per regressió no lineal, els paràmetres K0 i b 1 

es va calcular el coeficient de determinació (J?l), el grau de significació (P>F) i la normalitat 
dels residus {prova de Shapiro-Wilk). Amb un • s' indjquen les repeticions no utilitzades en 
càlculs posteriors degut a la distribució no normal dels residus 
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Resultats 

Taula 2.18. Paràmetres i ajust de l'equació 5 (pàg. 52) als valors de conductivitat aJ llarg 
del temps en discs de fulles de plantes de perera en funció del bacteri infiltrat i de l 
tractament amb fosfonats (experiment 2) 

Tractament • Repetició Paràmetres R2 P>F Residus 

Ko b w P<W 

nt-2027.37 1 -0.0340 -0.0170 0.98 0.0000 0.7175 0.0400 
nt-2027.37 2 -0.0240 -0.0140 0.99 0.0000 0.8865 0.1422 
nt-2027.37 3 -0.0180 -0.0170 0.99 0.0000 0.8081 0.0863 
nt-2027.37 4 -0.0127 -0.0157 0.99 0.0000 0.8496 0.0966 

Al-2027.37 I -0.0002 -0.0058 0.98 0.0000 0.9293 0.5 142 
Al-2027.37 2 0.0033 -0.005 1 0.97 0.0000 0.9632 0.5148 
Al-2027.37 3 0.0008 -0.0053 0.99 0.0000 0.9817 0.9668 
Al-2027.37 4 0.0026 -0.0062 0.99 0.0000 0.9647 0.8520 

nt-2 106 I 0.0 150 -0.0026 0.98 0.0000 0.8038 0.0838 
nt-2106 2 -0.0089 -0.0070 0.98 0.0000 0.8714 0.1586 
nt-2 106 3 0.0059 -0.0040 0.99 0.0000 0.9231 0.4608 
nt-2106 4 -0.0018 -0.0069 0.99 0.0000 0.9901 0.9930 

Al-2106 0.0126 -0.0001 0.95 0.0000 0.8663 0.1415 
Al-2106 2 0.0216 -0.0005 0.98 0.0000 0.9756 0.9344 
Al-2106 3 0.0087 -0.0024 0.98 0.0000 0.9772 0.9438 
Al-2106 4 0.0147 -0.0025 0.97 0.0000 0.9507 0.7209 

nt-2831 I -0.0007 -0.0025 0.98 0.0000 0.9525 0.7385 
nt-2831 2 -0.0062 -0.0037 0.97 0.0000 0.9682 0.8820 
nt-283 1 3 -0.0012 -0.0026 0.99 0.0000 0.9439 0.6538 
nt-2831 4 0.0031 -0.0016 0.99 0.0000 0.9724 0.9132 

Al-2831 1 0.0084 -0.0005 0.97 0.0000 0.9217 0.4495 
Al-283 1 2 0.0084 -0.0003 0.37 0.1 108 0.7719 0.0151 
Al-2831 3 0.0128 0.0001 0.99 0.0000 0.9621 0.8291 
Al-2831 4 0.0094 0.0001 0.99 0.0000 0.9597 0.807 1 

nt-88.1 I 0.0055 -0.0002 0.98 0.0000 0.9064 0.3341 
nt-88. I 2 0.0120 -0.0001 0.99 0.0000 0.8997 0.2919 
nt-88. 1 3 0.0077 -0.0001 0.99 0.0000 0.9578 0.7899 
nt-88. 1 4 0.0100 -0.0001 0.99 0.0000 0.9124 0.3759 

Al-88.1 1 0.0067 0.0002 0.89 0.0000 0.9590 0.8011 
Al-88.1 2 0.0034 0.0001 0.93 0.0000 0.964 1 0.8471 
Al-88.1 3. 0.0108 0.0002 0.28 0.1774 0.7236 0.0047 
Al-88.1 4 0.0088 0.000 1 0.99 0.0000 0.9287 0.5090 

• Tractament de les plantes amb fosetii-AI (nt: no tractades i Al: tractades) i bacteri infiltrat 
(P. syringae pv. syringae 2027.37, P. syringae pv. tabaci 2106, P. syringae pv . syringae 
2831 i P. fluorescens 88.1) 
Per cada tractament i repetició es van obtenir, per regressió no lineal, els paràmetres K0 i b i 
es va calcular el coeficient de determinació(~). el grau de significació (P>F) i la normalitat 
dels residus (prova de Shapiro-Wilk) 
• Repetició no considerada en càlculs estadístics posteriors pel baix ajust del model i la 
distribució no normal dels residus 
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Taula 2.19. Paràmetres i ajust de l 'equació 5 (pàg. 52) als valors de conductivitat al llarg 
del temps en discs de fulles de plantes de perera en funció del bacteri infi ltrat i del 
tractament amb fosfonats (experiments 3 i 4) 

210 

Exe.eriment 3 
Tractament • Re petició Paràm etres R l P>F Residus 

Ko b w P <W 

nt- 1430 l -0.0140 -0.0102 0.99 0.0000 0.9821 0.97 11 
nt- 1430 2 0.0076 -0.0091 0.99 0.0000 0.9880 0.9928 
nt-1430 3 0.0186 -0.0056 0 .98 0.0000 0.7811 0.0130 

nt-1430 4 -0.0033 -0.0090 0.99 0.0000 0.9658 0.8516 

Al- 1430 I 0.0129 -0.0027 0.99 0 .0000 0.9455 0.6346 
Al-1430 2 0.0083 -0.0030 0.99 0.0000 0.9845 0.4810 
Al-1430 3 0.0027 -0.0049 0.99 0 .0000 0.9602 0.7951 
Al- 1430 4 0.0087 -0.0033 0.99 0.0000 0.8921 0.2054 

nt-2106 -0.0066 -0.0047 0 .99 0.0000 0.9751 0.9305 
nt-2106 2 -0.0160 -0.0095 0.99 0.0000 0.8747 0. 1358 
nt-2106 3 -0.0 129 -0.0020 0 .99 0.0000 0.9510 0.6950 
nt-2 106 4 -0.0094 -0.0057 0.99 0.0000 0.9594 0.7862 

Al-2 106 I 0.0160 -0.0007 0.99 0.0000 0.8489 0.0720 
Al-2106 2 0.0340 -0.0002 0 .97 0.0000 0.9214 0.3980 
Al-2106 3 * 0.0086 -0.0004 0.99 0.0000 0.7573 0.0019 
Al-2106 4 0.0333 -0.000 I 0.97 0 .0000 0.9484 0.6663 

Experiment 4 

Tracta ment • Re petici ó Paràm etres R l P >F Res idus 

Ko b w P <W 

nt- 1430 I 0.0177 -0.00 18 0.99 0 .0000 0.8785 0.2282 
nt- 1430 2 0.0106 -0.0044 0.99 0 .0000 0.8805 0.2372 
nt- 1430 3 0.0167 -0.0036 0.99 0.0000 0.8617 0.1614 
nt- 1430 4 0.0001 -0.0096 0 .99 0 .0000 0.8906 0.2888 

Al- 1430 I 0.0182 -0.0069 0.99 0 .0000 0.9891 0.9882 
Al- 1430 2 0.0059 -0.0057 0.99 0.0000 0.7992 0.0401 
Al- 1430 3 0.0124 -0 .0052 0 .99 0 .0000 0.9238 0.5182 
A1- 1430 4 -0.0134 -0 .0191 0.99 0 .0000 0 .9104 0.4147 

• Tractament dc les plantes amb fosetil -AI (nt: no tractades, Al: tractades) i bacteri infiltrat 
(E. amylovora 1430 i P. syringae pv. tabaci 2106) 
Per cada tractament i repetició es van obtenir, per regressió no lineal. els paràmetres K0 i b i 
es va calcular el coeficient de determ.ínació (R1

), el grau de significació (P>F) i la normal i lat 
dels residus (prova de Shapiro-Wilk) 
* Repetició no considerada en càlculs estadísúcs posteriors per manca de normalitat en la 
distribució dels residus 



Resultats 

Taula 2.20. Paràmetres i ajust de l'equació 5 (pàg. 52) als valors de conductivitat al llarg 
del temps en discs de fulles de plantes de diferents varietats de mongetera infiltrats amb 
diferents soques bacterianes (experiments 1 i 2) 

Experiment I 

Tractament " Repetició Paràmetres Rl P>F Residus 

Ko b w P<W 

Michelet-2027.37 1 0.0999 0.0034 0.99 0.0000 0.9227 0.0642 
Michelet-2027.37 2 0.0749 0.0019 0.98 0.0000 0.9 111 0.0560 
Michelet-2027.37 3 0.0637 0.0011 0.99 0.0000 0.9534 0. 1587 

Michelet-SD68 I 0.0242 -0.0005 0.99 0.0000 0.9539 0. 1648 
Michelet-SD68 2 0.0276 -0.0003 0.99 0.0000 0.9005 0.0544 
Michelet-SD68 3 0.0157 -0.0009 0.99 0.0000 0.9347 0.0537 

Vaillant-2027.37 I 0.0680 0.0020 0.97 0.0000 0.9 198 0.0811 
Vaillant-2027.37 2 0.0450 -0.002 1 0.98 0.0000 0.9588 0.2362 
Vaillant-2027.37 3 0.0700 0.0012 0.98 0.0000 0.9080 0.0440 

Vaillant-SD68 I 0.0110 0.000 1 0.99 0.0000 0.95 14 0.1360 
Vaillant-SD68 2 0.0190 0.0001 0.98 0.0000 0.9538 0.1628 
Vaillant-SD68 3 0.0300 0.0010 0.91 0.0000 0.9479 0. 1048 

Experiment 2 
Coco-2027.37 I 0.0770 0.00078 0.98 0.0000 0.9348 0.2530 
Coco-2027.37 2 0.0580 -0.0009 0.99 0.0000 0.9640 0.2955 
Coco-2027.37 3 0.0398 0.0001 0.95 0.0000 0.9660 0.3435 

Coco-SD68 I -0.0145 -0.0028 0.97 0.0000 0.9477 0.0787 
Coco-SD68 2 -0.0024 -0.0038 0.98 0.0000 0.9662 0.3453 
Coco-SD68 3 -0.0026 -0.0013 0.96 0.0000 0.9657 0.3334 

Dorabel-2027.37 I 0.0510 -0.0058 0.99 0.0000 0.9508 0. 1024 
Dorabel-2027.37 2 0.0153 0.0055 0.96 0.0000 0.9486 0.0846 
Dorabel-2027.37 3 0.0546 -0.0287 0.94 0.0000 0.9068 0.0211 

Dorabei-SD68 I * -0.0065 -0.0029 0.97 0.0000 0.8800 0.0200 
Dorabei-SD68 2 * 0.0092 -0.0008 0.80 0.0000 0.9452 0.0000 
Dorabel-SD68 3. 0.0078 -0.0009 0.97 0.0000 0.723 1 0.0000 

" Varietat de mongetera i bacteri infiltrat (P. syringae pv. syringae 2027.37 i P. syringae pv. 
plu:Jseolicola SD68) 
Per cada tractament i repetició es van obtenir, per regressió no lineal, els paràmetres K0 i b i 
es va calcular el coeficient de determinació(~). el grau de significació (P>F) i Ja normalitat 
dels residus (prova de Shapiro-Wilk) 
* Repeticions considerades en càlculs estadfstics posteriors tenint en compte però, la manca 
de normalitat en la distribució dels residus 
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Taula 2.21. Paràmetres i ajust de l'equació 5 als valors de conductivitat al llarg del temps en 
discs de fulles de plantes de mongetera de la varietat Michelet en funció del bacteri infiltrat i 
del tractament amb fosfonats 

Tractament o R epe tició Paràmetres R2 P >F Res idus 

Ko b w P<W 

nt-2027.37 I 0.0325 -0.0014 0.99 0.0000 0.8871 0.0900 
nt-2027.37 2 0.0385 -0.0031 0.96 0.0000 0.8907 0.0110 

nt-SD68 I -0.0149 -0.0038 0.92 0.0000 0.9642 0.3408 
nt-SD68 2 -0.0081 -0.0042 0.96 0.0000 0.9234 0.0149 

AI-SD68 I 0.0009 -0.0037 0.99 0.0000 0.9 116 0.0580 
Al-SD68 2 0.0236 -0.0014 0.95 0.0000 0.9357 0.0398 

Etf(reg.)-SD68 I -0.0329 -0.0 110 0.97 0.0000 0.8395 0.0110 
Etf(reg.)-SD68 2 -0.0157 -0.0091 0.98 0.0000 0.8904 0.0111 

Etf(poi.)-SD68 I -0.0209 -0.0087 0.94 0.0000 0.8533 0.0112 
Etf(poi.)-SD68 2 -0.0210 -0.0086 0.95 0.0000 0.9633 0.0322 

Fm-SD68 I -0.0187 -0.0056 0.97 0.0000 0.9700 0.4935 
Fm-SD68 2 -0.0 100 -0.0038 0.98 0.0000 0.9235 0.0510 

D Tractament de les plantes amb fosfonats (nt: no tractades; Al : fosetil-Al. Etf(reg.): etefon 
per irrigació, Etf (pol.): etefon per polvorització, i Fm: fosfomicina), i bacteri infiltrat (P. 
syringae pv. phaseolico/a SD68 i P. syringae pv. syringae 2027.37) 
Per cada tractament i repetició es van obtenir, per regressió no lineal, els paràmetres K0 i b i 
es va calcular el coeficient de determinació (/f), el grau de significació (P> F) i la normalitat 
dels residus (prova de Shapiro-Wilk) 

4 .2 .3. Anàlisi es tadística de Pefecte del tipus d ' interacció bacteri­

planta i del tractament amb fosfonats en la cinètica de sortida d 'electròlits 

A fi de determinar I' efecte dels tractaments es van comparar els paràmetres K 0 i b 

(veure Figura 1.4), que defineixen la taxa de sortida d'electròlits (K) al llarg del temps 

(K(t)=K0+b t) del model matemàtic monomolecular (equació 4 pàg. 5 1). 

En tots els experiments les variàncies dels valors dels dos paràmetres pels diferents 

tractaments es van mostrar homogènies segons Ja prova de Bartlett ((P>F)>0.05) i els 

residus van presentar distribució normal segons la prova de Shapiro-Wilk (W>0 .70, 

(P< W)>0.05). 
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Resultats 

Taula 2.22. Efecte del tipus d ' interacció bacteri-planta i del tractament amb fosfonats en la 
cinètica de sortida d'electròlits dels discs de fulla 

Planta Espècie bacteriana x Tract. amb Paràmetres 
fose tii-AI z 

~ b 

P. syringae pv. tabaci 2106 (C)' No 0.0049 b -0.0072 b 
Tabac P. syringae pv. tabaci 2106 (C) Si -0.0348 e -0.031 o b 

P. syringae pv. syringae 2027.37 (!) No O. I 127 a 0.0031 a 
P. syringae pv. syringae 2027.37 (!) Si -0. 1068 d -0.1147 e 

P. syringae pv. syringae 2027.37(C) No -0.0100 b -0.0101 b 
P. syringae pv. syringae 2027.37(C) Si 0.0205 a -0.0002 a 

Perera P. syringae pv. tabaci 2106 (!) No 0.0151 a -0.0015 a 
(Exp. I) P. syringae pv. tabaci 2106 (!) Si 0.0079 a -0.0002 a 

P. syringae pv. syringae 2831 (C.Av) No 0.0072 a -0.0002 a 
P. syringae pv. syringae 2831 ( C .A v) Si 0.0029 a -0.0001 a 
P. jluorescens 88.1 (NI) Si 0.0029 a -0.000 1 a 

P. syringae pv. syringae 2027.37 (C) No -0.0220 e -0.0 159 e 
P. syringae pv. syringae 2027.37 (C) Si 0.0016 ab -0.0056 d 
P. syringae pv. tabaci 2106 (!) No 0.0025 a -0.0051 cd 

Perera P. syringae pv. tabaci 2106 (!) Si 0.0144 a -0.001 4 ab 
(Exp. 2) P. syringae pv. syringae 2831 (C.Av) No -0.0012 b -0.0026 bc 

P. syringae pv. syringae 2831 (C,A v) Si 0.0097 a -0.0001 ab 
P. jluorescens 88.1 (NI) No 0.0088 a -0.000 I ab 
P. jluorescens 88.1 (NI) Si 0.0062 a 0.0001 a 

E. amylovora 1430 (C) No 0.0022 bc -0.0085 e 
Perera E. amylovora 1430 (C) Si 0.0081 ab -0.0035 ab 

(Exp. 3) P. syringae pv. tabaci 2106 (!) No -0.0112 e -0.0055 bc 
P. syringae pv. tabaci 2106 (!) Si 0.0278 a -0.0003 a 

Perera E. amylovora 1430 (C) No 0.0058 a -0.0092 a 
(Exp. 4) E. amylovora 1430 (C) Si 0.0112 a -0 .0048 a 

' Entre parèntesi s'indica el tipus d'interacció bacteri-planta C: compatible, /: incompatible. NI: no 
interacció i A v: bacteri a virulent 
~ Els valors de K0 i b són la mitjana de les repeticions de cada tractament (Taules 2. 16 a 2.20). Per 
un mateix experiment i paràmetre valors seguits per la mateixa lletra no presenten <lifcrències 
significatives segons la prova de separació de mitianes de Tukey-Kramer (P=0.05) 

En tabac es van obtenir valors de K 0 significativament diferents en tots els 

tractaments. En les plantes tractades amb fosetil-AJ els valors de K0 van ser negatius i 

significativament diferents en les dues situacions (compatible i incompatible), mentre que 

en les plantes no tractades el paràmetre va presentar valors positius i també 

significativament diferents en les dues combinacions bacteri-planta. Els valors del 

paràmetre b van ser significativament diferents en funció del tipus d' interacció. En la 

situació compatible no es van observar diferències segons el tractament amb fosetil-AJ , 

mentre que en la incompatible sí (faula 2.22). 
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Taula 2.23. Efecte de la varietat de mongetera, el bacteri infiltrat i el tractament de les 
plantes amb fosfonats en la cinètica de sortida d'electròlits en els discs de fulla infiltrats 

Varietat Bacteri Fosfonats Paràmetres : 

K b 
(Exp. I ) 
Michelet P. syringae pv. phaseolicola SD68 No 0.0795 a 0 .0021 a 
Vaillant P. syringae pv. phaseolicola SD68 No 0 .0225 b -0.0006 a 
Michelet P. syringae pv. syringae 2027.37 No 0.0610 a 0.0004 a 
Vaillant P. syringae pv. syringae 2027.37 No 0.0200 b 0.0004 a 

(Exp. 2) 
Coco P. syringae pv. phaseolicola SD68 No 0 .0583 a <-0.000 I a 

Dorabel • P. syringae pv. phaseolicola SD68 No -0.0065 e -0.0026 a 
Coco P. syringae pv. syringae 2027.37 No 0.0403 b -0.0097 a 

Dorabel P. syringae pv. syringae 2027.37 No 0.0035 b -0.0015 a 

(Exp. 3) 
Michclet P. syringae pv. syringae 2027.37 No 0.0355 a -0.0022 a 
Michelct P. syrmgae pv. phaseolicola SD68 No -0.0 115 bc -0.0040 a 
Michelet P. syringae pv. phaseolicola SD68 Fosetii -AI 0 .0 122 ab -0 .0025 a 
Mi che! et P. syringae pv. phaseolicola SD68 Etefon (reg.) -0.0243 e -0.0150 e 
Michelet P. syringae pv. phaseolicola SD68 Etefon (polv.) -0.0209 bc -0 .0086 bc 
Mtchelet P. syrmgae pv. phaseolico/a SD68 Fosfomicina -0.0 143 bc -0 .0047 ab 

' Els valors de K0 i b són la mitjana de les repeticions de cada tractament (Taula 2.21 ). Per un mateix 
experiment, valors d'un paràmetre seguits per la mateixa lletra no presenten diferències significatives 
segons la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05) 
* Les funcions obtingudes per alguna de les repeticions del tractament no presentaven els residus 
distribuïts de forma normal (Taula 2.20). 

En perera, Ja infiltració de P. syringae pv. syringae 2027.37 en plantes no tractades 

amb fosetil -Al (situació compatible) va donar valors de K0 i b inferiors i significativament 

diferents a Ja resta de tractaments. Aquest tractament va ser l'únic en el que els valors de 

K0 van ser inferiors a O. No es van observar diferències entre els valors de K0 i b de la 

situació compatible en plantes tractades amb foseti l-AI i de Ja situació incompatible. En les 

plante infiltrades amb E. amylovora 1430 (situació compatible) no es van ob ervar 

diferències en el valor de K0 entre les plantes tractades amb fosetii-AJ i les no tractades, 

però sí en els valors de b. 

En mongetera, Ja infiltració dels bacteris fitopatògens en les varietats Michelet i 

Dorabel (sensibles) va donar valors de K0 significativament superiors als de les varietats 

Vaillant i Coco (resistents), respectivament. Per una mateixa varietat no es van observar 

diferències en els valors del paràmetre entre els dos bacteris infiltrats (situacions 
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Resultats 

compatible i incompatible). En els valors de b no es van observar diferències entre 

varietats ni entre bacteris en cap dels experiments (Taula 2.23). 

En els discs de plantes de mongetera tractades amb diversos fosfonats i infiltrats 

amb P. syringae pv. phaseolicola SD68 no es van observar diferències en els valors de K0 

respecte les plantes no tractades amb fosfonats i inoculades amb el mateix bacteri. Els 

valors de b en discs de plantes tractades amb etefon van ser significativament inferiors als 

de discs de plantes no tractades o tractades amb fosetil-Al. 

4.2.4. Anàlisi estadística de l'efecte de la interacció bacteri-planta i 

del tractament amb fosfonats en el temps de pèrdua mitjana d'electròlits en 

discs foliars (t50) 

A partir de les equacions obtingudes en l'ajust de les dades de conductivitat al llarg 

del temps al model monomolecular, es va calcular el temps necessari per assol ir valors de 

conductivitat del 50% de la conductivitat màxima (t50). 

Es va realitzar la prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer per comparar els 

valors de t50 dels diferents tractaments (Taules 2.24 i 2.25). Aquests valors van presentar 

les variàncies homogènies segons la prova de Bartlett ((P>F)>0.05) i els residus es van 

distribuir normalment segons la prova de Shapiro-Wilk (W>0.80, (P<W)>0.05). 

En tabac, la pèrdua d'electròlits va ser més lenta (valors de t50 significativament 

superiors) en discs de plantes no tractades amb fosetil-Al infiltrats amb P. syringae pv. 

tabaci 2106 (compatible) que en els de plantes tractades amb fosetil-Al i infiltrats amb el 

mateix bacteri, o que en els infiltrats amb P. syringae pv. syringae 2027.37 

(incompatible) independentment del tractament amb foseti i-AJ (Taula 2.24). No es van 

observar diferències entre els valors de t50 de la situació compatible en plantes tractades 

amb fosetii-Al i els de la situació incompatible en plantes no tractades. En Ja situació 

incompatible no es van observar diferències significatives en elt50 en funció del tractament 

de les plantes amb foseti l-Al. 

En perera, els valors de t50 en discs de plantes no tractades amb fosetil-Al infiltrats 

amb P. syringae pv. syringae 2027.37 (situació compatible) van ser significativament 

inferiors als de plantes tractades amb fosetii -Al i als de Ja situació incompatible 

independentment del tractament amb fosetil-Al. No es van observar diferències entre els 
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Iso de la situació compatible en plantes tractades amb fosetil-AJ i els de la situació 

incompatible en plantes no tractades. En totes les interaccions el tractament de les plantes 

amb fosetil-AJ va provocar un augment significatiu del Iso respecte les plantes no 

tractades. En els discs infi ltrats amb E. amylovora no es van observar diferències en els 

valors de Iso en funció del tractament de les plantes amb fosetil-AJ (Taula 2.24). 

Taula 2.24. Efecte del tipus d ' interacció bacteri-planta i del tractament amb fosfonats en el 
temps de pèrdua mitjana d'electròlits (!50) en discs de fulla de diferents espècies vegetals 

216 

Planta 

Tabac 

Perera 
(Exp. I ) 

Perera 
(Exp. 2) 

Perera 
(Exp. 3) 

Perera 
(Exp. 4) 

Espècie bacteriana 

P. syringae pv. ta bací 2106 
P. syringae pv. tabac i 2106 
P. syringae pv. syringae 2027.37 
P. syringae pv. syringae 2027.37 

P. syringae pv. syringae 2027.37 
P. syringae pv. syringae 2027.37 
P. syringae pv. tabaci 2106 
P. syringae pv. tabaci 2106 
P. syringae pv. syringae 2831 
P. syringae pv. syringae 2831 
P. jluorescens 88 .1 

P. syringae pv. syringae 2027.37 
P. syringae pv. syringae 2027.37 
P. syringae pv. tabaci 2 1 06 
P. syringae pv. tabac i 2106 
P. syringae pv. syringae 2831 
P. syringae pv. syringae 283 1 
P. jluorescens 88. 1 
P. jluorescens 88.1 

E. amylovora 1430 
E. amylovora 1430 
P. syringae pv. tabaci 2 1 06 
P. syringae pv. tabaci 2106 

E. amylovora 1430 
E. amylovora 1430 

Tractament 
[os etil-Al li 

No 
Si 
No 
Si 

No 
Si 
No 
Si 
No 
Si 
Si 

No 
Si 
No 
Si 
No 
Si 
No 
Si 

No 
Si 
No 
Si 

No 
Si 

Iso : 
(hores) 

12.84 a 
7.54 b 
5 .81 b e 
5 . 18 e 

12.64 e 
19.44 b 
33 .37 b 
50. 4 3 a 

>50 
>50 
>50 

10.87 e 
15.58 b 
16.26 b 
29 . 16 a 
24.01 ab 

>50 
>50 
>50 

12.49 b 
17.90 ab 
18 .87 b 
19.22 a 

12.43 a 
15 .66 a 

' Els valors de t50 es van estimar a partir de les equacions obtingudes per cada repetició 
dels diferents tractaments. Cada valor és la mitjana de les repeticions de cada tractament. 
Per un mateix experiment valors seguits per la mateixa lletra no presenten diferències 
significatives segons la prova de separació de mitjanes de Tukey·Kramer (P=O.OS). Els 
tractaments en que es van obtenir temps (r50) superiors a la durada de la incubació 
(superior a 50 hores) no es van considerar per a la separació de mitjanes. En tots els 
experi ments, excepte l'exp. 4 realitzat en perera, l'anàlisi de la variància va donar un 
efecte significatiu del tractament en el t50 tJ?l>O.SO, (P>F)<0.001) 



Resultats 

Taula 2.25. Efecte del tipus d'interacció bacteri-planta i del tractament amb fosfonats en el 
temps de pèrdua mitjana d'electròlits Uso) de discs de fu lla de diferents varietats de 
mongetera 

Varietat Espècie bacteriana Tractament Iso Z 
de amb (hores) 

monge te ra fos f onats 
(Exp. I) 
Miche1et P. syringae pv. phaseo/icola SD68 No 25 .04 b 
Vaillant P. syringae pv. phaseolicola SD68 No 40.00 a 
Miche1et P. syringae pv. syringae 2027.37 No 10.30 e 
Vaillant P. syringae pv. syringae 2027.37 No 11 .80 e 

(Üp. 2) 
Coco P. syringae pv. phaseolicola SD68 No 27.59 a 

Dorabe1 P. syringae pv. phaseolicola SD68 No 28 .94 a 
Coco P. syringae pv. syringae 2027.37 No 12.80 b 

Dorabe1 P. syringae pv. syringae 2027.37 No 7.14 b 

(Üp. 3) 
Michelet P. syringae pv. syringae 2027.37 No 16.35 bc 
Michelet P. syringae pv. phaseolicola SD68 No 21.80 a 
Miche1et P. syringae pv. phaseolicola SD68 Fosetii-AI 18.99 abc 
Michelet P. syringae pv. phaseolicola SD68 Etefon (reg) 14.40 e 
Miche1et P. syringae pv. phaseolico/a SD68 Etefon (po1v.) 15.3 1 e 
Michelet P. syringae pv. phaseolicola SD68 Fosfomicina 20 .66 ab 

: Els valors de t50 es van estimar a partir de les equacions obtingudes per cada repetició 
dels diferents tractaments. Cada valor és la mitjana de les repeticions de cada tractament. 
Per un mateix experiment valors seguits per la mateixa lletra no presenten diferències 
significatives segons la prova de separació de mitjanes de Tukey-Krarner (P=0.05). En 
tots els experiments l'anàlisi de la variàncía va donar un efecte significatiu del tractament 
en el Iso (R2>0.80, (P>F)<O.OOI ) 

En mongetera, la sortida d'electròlits va ser significativament més lenta en els discs 

infiltrats amb el patogen (P. syringae pv. phaseolicola SD68) que en els infi ltrats amb P. 

syringae pv.syringae 2027.37 (resposta incompatible), en totes les varietats (tant 

sensibles com resistents). No es van observar diferències sign ificatives en els valors de t50 

en infiltrar el patogen entre les varietats Coco (sensible) i Dorabel (resistent), però sí entre 

les varietats Michelet (sensible) Vaillant (resistent), obtenint una resposta 

significativament més ràpida en la varietat sensible (Taula 2.25). 

La sortida d'electròlits en discs de fulla de mongetera de la varietat Michelet 

infi ltrats amb la soca patògena va ser significativament més ràpida (t50 inferiors) en les 

plantes tractades amb etefon que en les no tractades. No es van obsevar diferències 

significatives en el t50 entre les plantes tractades amb fosetil-Al, fosfornicina i les no 

tractades amb fosfonats. 
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5. Activitat dels fosfonats en el control de la infecció de P. 

syringae pv. syringae en perera 

5.1. Efecte del foseti i-AI aplicat a diferents concentracions 

5.1.1. Branques forçades a floració 

Es van inocular amb P. syringae pv. syringae EPS94 fulles de corimbes florals 

de branques de perera de la varietat Grand Champion forçades a floració en solucions de 

sacarosa amb fosetil-Al a diferents concentracions. Passat el període d'incubació es va 

avaluar la severitat de Ja infecció utilitzant els índexs de severitat descrits a la Taula 2.6. A 

la Taula 2.26 es mostren les freqüències dels índexs de severitat per cada tractament. 

Tractaments amb elevada freqüència d'índexs O i I corresponen a absència d' infeccions o 

a infeccions localitzades al punt d'inoculació, mentre que tractaments amb elevada 

freqüència d'índexs 2 i 3 corresponen al desenvolupament d' infeccions del patogen que 

van progressar més o menys per la superfície de la fulla a partir del punt d' inoculació. En 

les fu lles de les plantes inoculades amb aigua estèril no es van desenvolupar símptomes 

d'infecció. 

En les fulles de branques forçades a floració en solucions de sacarosa sense 

fosetil-AJ o amb baixes concentracions de foseti i-AJ (0.3 g HPO/" 1" 1
) i inoculades amb el 

patogen, es va obtenir una elevada freqüència d'infeccions progressives per la superfície 

de les fulles . En augmentar la concentració de fosetil-Al va disminuir la freqüència 

d 'infeccions progressives, incrementant les infeccions localitzades al punt d' inoculació. 

En les branques forçades a floració en solucions amb fosetii-AJ a concentracions 

superiors a 0.93 g HPO/" 1"1 van observar-se problemes de fitotoxicitat en les fulles 

(necrosis fo liars i caiguda de fulles) i en les flors (flors necrosades, caiguda de pètals). A 

aquestes concentracions entre el 60 i el 80% de les fulles van presentar necrosis degudes 

a fitotoxicitat i la majoria de flors dels corimbes van quedar sense pètals. A concentracions 

de foseti i-Al inferiors no es van observar aquests problemes. 

A partir dels índexs de severitat per fu lla es va calcular la severitat de la infecció 

per cada repetició dels tractaments amb la fónnula descrita a la pàg. 162. 
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Resultats 

Taula 2.26. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció en fulles de branques de 
perera de la varietat Grand Champion forçades a floració en solucions amb sacarosa ( I%) i 
fosetil-Al a diferents concentracions i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 

any / 994 any /995 
Dosi de Dosi de 

fosetii-AI Índex de severitat fosetil-AI Índex de severitat 
( g HPOt ¡-I) o 1 2 3 ( g HPO{ 1'1 ) o 1 2 3 

0 .00 4 lO lO 12 0 .00 4 5 7 11 
0.18 5 6 14 l i 0.18 5 6 9 7 
0.93 18 3 12 3 0 .62 12 5 8 2 
1.86 9 18 7 2 0 .93 13 13 I o 

Per cada tractament es van fer 3 repeticions de 12 fulles I' any 1994 i 3 repeticions de 9 fulles l'any 
1995. En cada fulla es van inocular 20 ~ de suspensions d'Ix I 08 u fc ml'1 del patogen sobre una ferida 
Les fulles inoculades es van incubar durant 48 hores a 25 °C, 16 h llum i 18 °C, 8 h foscor i humitat 
relativa superior al 90% 
Cada valor correspon al nombre de fulles de cada tractament que van presentar cada un dels índexs re 
severitat (descrits a la Taula 2.6) 

Taula 2.27. Efecte de la dosi de fosetil-AI en la severitat de la infecció en fulles de branques 
de perera de la varietat Grand Champion forçades a floració i inoculades amb P. syringae 
pv. syringae EPS94 

F on/ de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Dosi • 1 5674.22 45.38 0.0000 
Experiment b 1 36.73 0.29 0.5938 
Dosi x Experiment 1 1169.55 9.35 0.0062 
Error 20 2500.43 

Anàlisi de la covariància realitzada amb els valors dc severitat de la infecció de 3 
repeticions per tractament i experiment 
• Les branques es van forçar a floració en solucions de sacarosa ( I%) i fosetil-AI a les 
concentracions O. 0.18, 0.62, 0.93 o 1.86 g HP0 3 1·1

• Les fulles situades a la base 
dels corimbes fl orals es van inocular amb 20 ~de suspensions d' l x 10~ ufc mt·1 del 
patogen realitzant ferida i es van incubar durant 48 hores a 25 °C, 16 h llum i 18 oc, 
8 h foscor i humitat relativa superior al 90% 
b L'experiment es va repetir dues vegades (anys 1994 i 1995) 
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La severitat de la infecció va presentar les variàncies homogènies segons la prova 

de Bartlett (P=0.851) i els residus es van distribuir normalment segons la prova de 

Shapiro-Wilk (W=0.95, (P> W)=0.310 ). 

L'anàlisi de la covariància va indicar un efecte significatiu de la concentració de 

fosetil-Al en la severitat de la infecció (Taula 2.27). No es va observar efecte de la 

repetició de l'experiment. En no haver-hi diferències entre les dues repeticions de 

l'experiment es van calcular les rrutjanes de la severitat de la infecció per cada tractament a 

partir dels valors dels dos experiments junts. 

En les fulles de les branques portades a floració sense fosetil-Al i amb fosetil -Al a 

la dosi de O. 18 g HP Ot r• es van obtenir valors de severitat de la infecció sirrulars (entre 

80 i 90 % ). En augmentar la dosi de fosetil-Al es va produir una disrrunució en la severitat 

de la infecció passant d'una severitat del 80% a la dosi més baixa de foseti l-Al utilitzada a 

una severitat del 40% a la dosi de 0.62 g HPO/ r• fins a una severitat del 30% a la dosi 

de 0.93 g HP03
2
• r• (Figura 2.23). A dosis de fosetil-Al superiors a 0.93 g HPOt 1·• no 

es va observar reducció de la malaltia, obtenint nivells de severitat d'entre el 30 i el 40% 

en els tractaments amb 1.86 g HP03 
2
' t·•. A aquesta concentració van aparèixer problemes 

de fitotoxicitat en les fulles. 

Amb els valors de severitat de la infecció dels dos experiments amb 3 repeticions 

per experiment es va calcular, per regressió lineal simple, la funció que relacionava la 

severitat de la infecció (Sj) transformada en Pro bit (S f/ I 00) amb la dosi de fosetil-Al 

(transformada en Log
10

). A partir d'aquesta equació es va calcular la dosi efectiva mitjana 

de fosetil -AI (DE
50

) corresponent a la concentració necessària per reduir la severitat de la 

infecc ió en un 50% (Taula 2.28). La dosi efectiva rrutjana de fosetil-Al va ser de 0.56 g 

HP03
2
' r•. Per reduir la severitat de la infecció en un 90 % serien necessàries dosis de 

fosetii -Al superiors a la dosi màxima avaluada i a aquestes dosis apareixen problemes de 

fitotoxicitat. 
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Figura 2.23. Severitat de la infecció en funció de Ja dosi de fosetil-Al en fulles de 
branques de perera de la varietat Grand Champion portades a floració en solucions de 
sacarosa (l %) amb fosetil-Al a diferents concentracions i inoculades amb P. syringae pv. 
syringae EPS94. Cada valor correspon a Ja mitjana de dos experiments amb tres 
repeticions per experiment. Les barres d'error representen l'interval de confiança de la 
mitjana (P=0.05). 

Taula 2.28. Dosi efectiva mitjana (DEso) de fosetil-Al en fulles de branques de perera de Ja 
varietat Grand Champion forçades a floració i inoculades amb P. syringae pv. syringae 
EPS94 

Origen e 

-0.24 
(0.13) 

Pendent < 

- 1.36 
(0. 23) 

0.64 

Prob>F b DEso e 

(g HP0 3 r') 

0.0000 0.56 
(0.08) 

Funció obtinguda per regressió lineal simple de la severitat de la infecció per 
fulla (Probit(Sjl 00)) sobre la concentració de fosetii-AI (Log10). Per cala 
tractament es van utilitzar els valors dels dos experiments amb tres 
repeticions per experiment 
o R2 de l'ajust dels valors predits pel model lineal respecte els observats 
b Probabilitat del model lineal 
e Entre parèntesi s' indica I' error estàndard 
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5.1.2. Plantes de perera mantingudes en hivernacle 

En les fulles de plantes no tractades i en les de plantes tractades amb fosetil-Al a 

dosis baixes (0.62 g HPOt ¡-1) i inoculades amb el patogen, es va observar una elevada 

freqüència d'infeccions progressives per la superfície de la fulla a partir del punt 

d' inoculació (Taula 2.29). En augmentar Ja concentració de fosetil-Al es va observar una 

disminució en la freqüència d'infeccions progressives i un augment d' infeccions 

bloquejades i fins i tot, d'absència d'infeccions a dosis de fosetii-Al superiors a 2.7 g 

HPO/· 1" 1
• Per cap de les concentracions de fosetil-AJ avaJuades van observar-se 

problemes de fitotoxicitat en les plantes. En les fu lles inoculades amb aigua destil· lada 

estèril no es van observar infeccions. 

Les variàncies de la severitat de la infecció dels diferents tractaments en les dues 

repeticions de l'experiment juntes no es van mostrar homogènies segons la prova de 

Bartlett ((P>F) 0 .05), mentre que per cada una de les repeticions de l'experiment per 

separat sí ((P>F)=0.848 i (P>F)=0.156, respectivament). Els residus van presentar una 

distribució normaJ en cada repetició de l'experiment (W=0.92, (P<W)=O.J24 i W=0.98, 

(P<W)=0.783, respectivament). L'anàlisi de Ja covariància per determinar l'efecte de la 

concentració de foseti l-Al en Ja severitat de Ja infecció es va reaJitzar per cada una de les 

dues repeticions de l'experiment per separat. 

En les dues repeticions de l'experiment es va observar un efecte significatiu de Ja 

concentració de fosetil-Al en Ja severitat de la infecció (P<O.OOI) (Taula 2.30). Les fulles 

de plantes tractades amb fosetil-Al van presentar una disminució en la severitat de la 

infecció respecte les de plantes no tractades. La disminució de la severitat va ser 

proporcional a l'augment de la concentració del fosfonat (Figura 2.24). Es van obtenir 

diferents valors de severitat de la infecció per cada concentració de foseti l-Al en les dues 

repeticions de l'experiment, tot i que Ja severitat en les fulles de les plantes no tractades 

amb fosfonats i inoculades amb el patogen, va ser similar en els dos assajos (80-90%). En 

l'experiment realitzat l'any 1995 es van obtenir nivells de severitat de la infecció més 

elevats que en el reaJitzat l'any 1994, per tots els tractaments. En l'experiment reaJitzat 

l'any 1995 a les concentracions de 3 a 5 g HPOt r 1 de fosetil-Al es va produir una 

reducció del 50% en la severitat de la infecció respecte les plantes no tractades, mentre que 

en I' experiment reaJitzat 1' any 1994 aquesta reducció es va obtenir en les aplicacions de 

fosetii-Al a dosis d'I a 2 g HPOt r 1
• Es van aconseguir reduccions de la severitat de Ja 

infecció de fins aJ 75-80 % respecte les plantes no tractades, a dosis superiors a 6 g 

HPOt r 1 l'any 1995 i de 3 g HPOt r 1 l'any 1994. 
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Resultats 

Taula 2.29. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció en fulles separades de plantes 
de perera de la varietat Conference tractades per irrigació amb fosetil-AJ a diferents 
concentracions i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 

Dosi de 
any 1994 any 1995 

fosetii-AI Índex de severitat Índex de severitat 
( g HPO{ 1"1

) o 1 2 3 o 1 2 3 

0.00 o o 5 22 o o 6 21 
0 .62 4 o 19 4 o o 6 21 
0 .93 2 25 o o o 5 15 7 
1.24 3 JO li 3 3 o 8 16 
1.86 13 14 o o 3 o JO 14 
2. 79 lO 17 o o 6 8 7 6 
3.72 o 27 o o 
4 .3 4 8 JO 9 o 
6.20 15 JO 2 o 

Les plantes es van regar durant 5 dies amb I 00 ml diaris de solucions re 
fosetil-AI a les diferents concentracions 
Les inoculacions es van realitzar sobre fulles joves separades de la planta 
dipositant 20 ¡l] de suspensions d'I x IOH ufc mt·1 del patogen sobre una 
ferida realitzada en el nervi principal de la fulla. La severitat de la infecció 
es va avaluar a les 48 hores d' incubació a 25 °C, 16 hores llum i l8°C, 8 
hores foscor i humitat relativa superior al 90% 
L'experiment es va repetir dues vegades (anys 1994 i 1995) 

Taula 2.30. Efecte de la concentració de fosetii-AI en la severitat de la infecció en fulles 
separades de plantes de perera de la varietat Conference tractades per irrigació i inoculades 
amb P. syringae pv. syringae EPS94 

Font de variació Graus de Suma de F 
llibertat quadrats 

Experimem I Dosi fosetil-Al • I I 0352.25 
(1994) Error 16 5692.68 

29. 10 0 .000 1 

Experiment 2 Dosi fosetii-AI • I 15263.76 
(1995) Error 25 6395.0 I 

59.67 0 .0000 

Anàlisi de la covariància realitzada amb la mitjana dels valors de severitat tres repeticions per 
tractament i experiment 
• A la Taula 2.29 s' indiquen les dosis de fosetii-AI utilitzades en cada una de les repeticions re 
l'experiment 
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Figura 2.24. Severitat de la infecció en fulles de plantes de perera de la varietat Conference 
regades durant 5 dies amb 100 ml diaris de fosetil-Al a diferents concentracions i inoculades 
amb P. syringae pv. syringae EPS94. Cada valor correspon a la mitjana de tres repetic ions. 
Les barres d'error indiquen l' interval de confiança de la mitjana. L'experiment es va repetir 
dues vegades (anys 1994 punts blancs, i 1995 punts negres). 

Taula 2.31. Dosi efectiva mitjana (DEm) de fosetii-AI en fulles separades de plantes de 
perera de la varietat Conference regades amb fosetii -AI a diferents concentracions i 
inocu lades amb P. syringae pv syringae EPS94 
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Experiment 

I (1994) 

2 ( /995) 

Origen ' 

80.26 
(8.90 ) 

99. 14 
(4.96) 

Pendent < 

-23.89 
(5.82) 

- 12 .45 
(1 .61 ) 

0 .51 

0.70 

Prob>F b DE50 ' 

(g HPO/ 11
) 

0.0008 1.27 
(<0.001) 

0.0000 3 .95 
(<0.001) 

Funció obtinguda per regressió lineal simple de la severitat de la infecció sobre la concentració 
de fosetii-AI. Per cada experiment es van utilitzar els valors de severitat de tres repeticions per 
tractament 
• R2 de l'ajust dels valors predits pel model lineal respecte els observats 
b Probabilitat de l model lineal 
e Entre parèntesi s' indica l'error estàndard 



Resultats 

Amb els valors de severitat de la infecció de les repeticions de cada tractament es 

van obtenir, per cada un dels experiments, per regressió lineal simple, les funcions que 

relacionen la severitat de la infecció (SJ) transformada en Probít (Sf/1 00) amb la 

concentració de fosetii-Al transformada en log10 (Taula 2.31 ). A partir d'aquestes 

funcions es va calcular dosi efectiva mitjana de fosetii-Al (DEso). 

La DEso va ser diferent en funció de l'experiment (Taula 2.3 1 ). En l'experiment 

realitzat l' any 19941a DEso va ser d' 1.27 g HPOt r', mentre que en l'experiment realitzat 

I' any 1995 es va obtenir una DEso de 3.95 g HPO/· r'. 

5.2. Efecte del fosfonat potàssic aplicat a diferents concentracions 

Es van regar plantes de perera de la varietat Conference amb solucions de fosfonat 

potàssic a diferents concentracions i es van inocular les fulles joves separades de les 

plantes amb P. syringae pv. syringae EPS94. A la Taula 2.32 es presenta la freqüència 

dels índexs de severitat de la infecció en cada tractament i repetició de l'experiment. 

En el I 00% de les fulles de plantes no tractades amb fosfonat potàssic i inoculades 

amb el patogen es van produir infeccions progressives pels nervis i la superfície de la 

fulla. No es van observar fulles inoculades amb el patogen amb necrosis bloquejades. En 

les fulles inoculades amb aigua estèril no es van desenvolupar infeccions. En les plantes 

tractades amb fosfonat potàssic i inoculades amb el patogen es va observar una disminució 

de les infeccions progressives i un augment de les infeccions bloquejades, localitzades al 

punt d' inoculació. En l'experiment realitzat l'any 1994 en les fu lles de les plantes tractades 

amb fosfonat potàssic i inoculades amb el patogen no es van observar necrosis 

progressives per la superfície de la fulla. En les dues repeticions de l'experiment en 

augmentar la dosi de fosfonat potàssic es va produir una disminució de la freqüència 

d'infeccions i de Ja severitat de la infecció (Taula 2.32). 

A partir dels índex de severitat es va calcular la severitat de la infecció per 

tractament i repetició amb la fórmula descrita a la pàg. 162. Les variàncies dels valors de 

severitat de la infecció pels diferents tractaments es van mostrar homogènies d 'acord amb 

Ja prova de Bartlett ((P>F)=0.609), i els residus van presentar una distribució normal 

segons la prova de Shapiro-Wilk (W= 0.96, (P<W)=0.649 ). 
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Taula 2.32. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció en fulles separades de plantes 
de perera de la varietat Conference tractades per irrigació amb fosfonat potàssic a diferents 
concentracions i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 

1994 1995 
Dosi de 

fosfonat potàssic Índex de severitat Índex de severitat 
( g HPO{ 1' 1) o 1 2 3 o 1 2 3 

0 .00 o o 5 22 o o 6 21 
0 .9 3 3 4 20 o 3 4 li 9 
1.86 12 li 4 o lO 6 6 5 

Les plantes es van regar durant 5 dies amb 100 ml diaris de solucions re 
fosfonat potàssic a les diferents concentrac ions. Per cada tractament es van 
regar 30 plantes 
Les inoculacions es van realitzar sobre les fulles més joves de cada planta 
dipositant 20 ~I de suspensions d' I x lOs ufc ml' 1 del patogen sobre una 
ferida realitzada en el nervi principal de la fulla. Per cada tractament es van 
inocular tres repeticions de 9 full es. La severitat dc la infecció es va 
avaluar al cap de 48 hores d'incubació a 25 °C, 16 hores llum i l8°C, 8 
hores foscor i humitat relativa superior al 90% 
L' experiment es va repetir dues vegades (anys 1994 i 1995) 

Taula 2.33. Efecte de la dosi de fosfonat potàssic en la severitat de la infecció en fulles 
separades de plantes de perera de la varietat Conference tractades per irrigació i inoculades 
amb P. syringae pv. syringae EPS94 
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Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Dosi • J 11 203.70 70.37 0 .0000 
Experiment b I 0.69 0.0 1 0.9486 
Dosi x Experiment 1 504. 1 t 3. 17 0.0969 
Error 14 2229.08 

Anàlisi de la covariància realitzada amb la mitjana dels valors de severitat de la 
infecció de tres repeticions per tractament i experiment 
a Les dosis de fosfonat potàssic aplicades van ser O, 0.93 o 1.86 g HPOt r 1

• Per 
cada tractament es van inocular tres repeticions de 9 fulles 
b L'experiment es va repetir dues vegades 



100 --------------------------~ 

···,··,···· ... 
~ 
~75- '······· ... ] ···· ..... * 
e r · ... 
~50 -
Q) 

"' ..... 
;s 
·e: 
Q) 

~ 25 -
t/) 

f 
0~---r--~----~---r--~--~ 
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 

Dosi de fosfonat potàssic 
(g HP032- ¡-l) 

3.0 

Resultats 

Figura 2.25. Severitat de Ja infecció en fulles separades de plantes de perera de Ja varietat 
Conference regades amb 100 ml diaris de fosfonat potàssic durant 5 dies i inoculades amb 
P. syringae pv. syringae EPS94. Cada valor correspon a la mitjana de dos experiments amb 
tres repeticions per experiment. Les barres d'error indiquen l' interval de confiança de la 
mitjana (P=0.05). 

Taula 2.34. Dosi efectiva mitjana (DEso) de fosfonat potàssic en fulles separades de plantes 
de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv syringae EPS94 

Origen ' 

92.28 
(5.45) 

Pendent ' 

-32.85 
(4.54) 

0.77 

Prob>F 6 DEso ' 
(g HP03 1'1 ) 

0.0000 1.29 
(O. OI) 

Funció lineal calculada per regressió simple de la severitat de la infecció sobre 
la concentració de fosfonat potàssic amb els valors de severitat de dos 
experiments amb tres repeticions per experiment 
o R2 de l'ajust dels valors predits pel model lineal respecte els observats 
b Probabilitat del model lineal 
' Entre parèntesi s'indica l' error estàndard 
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L'anàlisi de la covariància va mostrar un efecte molt significatiu de la concentració 

de fosfonat potàssic en la severitat de la infecció ((P>F)<O.OOl). No es van observar 

diferències entre repeticions de l'experiment (faula 2.33). Degut a això, es van barrejar 

les repeticions dels dos experiments, de manera que cada tractament va constar de 6 

repeticions (2 experiments amb 3 repeticions per experiment). 

En les fulles de plantes tractades amb fosfonat potàssic es va observar una 

reducció en la severitat de la infecció respecte les plantes no tractades amb fosfonat. En 

augmentar la concentració de fosfonat potàssic es va produir una disminució de la severitat 

de la infecció (Figura 2.25). En les fulles de les plantes regades amb fosfonat potàssic a la 

concentració de 0.93 g HP03 
2
• r' la severitat de la infecció va disminuir en un 35 % 

respecte les plantes no tractades. En les plantes regades amb 1.86 g HPO/ . 1·1 de fosfonat 

potàssic la severitat es va reduir en un 60 % respecte el control no tractat. La disminució 

de la severitat de la infecció en funció de l'augment de la dosi de fosfonat potàssic va ser 

lineal. 

Amb els valors de severitat de la infecció dels dos experiments es va realitzar una 

regressió lineal simple de la severitat respecte la concentració de fosfonat potàssic (faula 

2.34). Amb Ja funció obtinguda es va estimar la dosi efectiva mitjana de fosfonat potàssic 

(DE50), que va ser d ' 1.29 g HPO/" 1·•. 

5.3. Efecte de diferents fosfonats aplicats a la mateixa dosi 

A la Taula 2.35 es presenta la freqüència dels índexs de severitat de la infecció en 

fulles de plantes de perera de la varietat Conference regades amb diferents fosfonats i 

inoculades amb les soques EPS 17a i EPS94 de P. syringae pv. syringae . 

En el l 00 % de les fulles de les plantes no tractades amb fosfonats i inoculades 

amb el patogen es van obtenir infeccions, de les quals el 97 % van correspondre a 

infeccions progressives pels nervis o per la superfície foliar. El tractament de les plantes 

amb fosfonats va provocar una disminució del nombre d'infeccions. El 27% de les fulles 

de plantes tractades amb fosfonats no van presentar símptomes d'infecció. En les fulles 

amb símptomes i tractades amb fosfonats la majoria de les infeccions van quedar 

localitzades al punt d'inoculació. Només el 28% del total de fulles i inoculades amb el 

patogen van presentar infeccions progressives de les quals només un 2.6 % van 

correspondre a necrosis de part o tota la superfície foliar (índex de severitat 3). 
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Taula 2.35. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció en inocular les soques EPS I 7a 
i EPS94 de P. syringae pv. syringae en fulles separades de plantes de perera de la varietat 
Conference tractades per irrigació amb diferents fosfonats 

Soca de P. syringae pv. syringae 
EPS17a EPS94 

Tractament Índex de severitat Índex de severitat 
o 1 2 3 o 1 2 3 

1994 Control no tractat o o 6 3 o o 7 2 
Fosfonat potàss ic 1 5 3 o o 5 4 o 
Fosetii-AI I 5 3 o 1 4 4 o 
Fosfomicina o 7 2 o 3 6 o o 
Etefon 5 3 2 o 4 2 2 o 

1995 Control no tractat o o 3 6 o I 4 4 
Fosfonat potàssic 4 I 3 o I o 3 4 
Foset il-AI 3 5 1 o 2 9 5 o 
Fosfomicina 2 6 l o 4 4 2 o 
Etefon 7 I o 2 6 l o 

Les plantes es van regar durant 5 dies amb 100 ml diaris d' 1.86 g HPO/" ¡·I dels diferents 
fosfonats. Com a control es van regar plantes amb aigua destil·lada. Es van tallar les 
fulles més joves de cada planta, es van inocular amb 20 f.ll de suspensions d'Ix 108 ufc 
mJ·1 de cada soca i es van incubar durant 48 hores a 25 °C, 16 h llum i l8°C, 8 h foscor i 
humitat relativa superior al 90%. Per cada producte, soca i experiment es van fer 3 
repeticions de 3 fulles. L'experiment es va repetir dues vegades (1994 i 1995) 

Taula 2.36. Efecte de diferents fosfonats en la severitat de la infecció en fulles separades de 
plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. syringae 

Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Producte" 4 20510.99 24.09 0.0000 
Soca b 1 76.56 0.36 0.5517 
Experiment e l 128.42 0.60 0.4414 
Producte x soca 4 821.28 0.97 0.4363 
Producte x experiment 4 350.49 0.41 0.7992 
Soca x experiment 1 533.35 2.51 0.1206 
Error 44 9363.66 

Anàlisi de la variància realitzada amb les mitjanes dels valors de severitat de la 
infecció de tres repeticions per tractament 
" Les plantes es van regar amb fosetil-AI. fosfonat potàssic. etefon, fosfomicina o 
aigua (control no tractat) 
b Es van inocular les soques EPS 17a o EPS94 de P. syringae pv. syringae en les 
fulles separades de les plantes 
e L'experiment es va repetir dues vegades (anys 1994 i 1995) 
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Figura 2.26. Severitat de la infecció en fulles separades de plantes de perera de la varietat 
Conference tractades amb diferents fosfonats inocu lades amb P. syringae pv. syringae. Cada 
valor correspon a la mitjana de 12 repeticions (2 soques, 2 experiments i 3 repeticions) . Les 
barres d 'error indiquen l' interval de confiança per la mitjana (P=0.05). Tractaments amb la 
mateixa lletra no presenten dife rències significatives d 'acord amb la prova de separació de 
mitjanes de Tukey- Kramer (P=0.05). 

Per cada un dels experiments a partir dels índexs de severitat de cada fulla es va 

calcular la severitat de la infecció per cada tractament i repetició tal com s' ha descrit a la 

pàg. 162. Els valors de severitat de la infecció pels dos experiments junts van presentar 

variàncies homogènies d'acord amb la prova de Bru·tlett ((P>F)= 0.069) i els residus es 

van distribuir de forma normal segons la prova de Shapiro-WiJk (W=0.96, 

(P<W)=O. l92). L'anàlisi de la variància va mostrar un efecte significatiu del tractament 

amb fosfonats en la severitat de la infecció ((P>F)=<0.001 ), però no de la soca de 

patogen ni de la repetició de l'experiment (Taula 2.36). 

En no observar-se diferències significatives entre experiments ni entre soques, es 

va calcular la mjtjana de la severitat de la infecció per cada tractament considerant la soca i 

l'experiment com a repeticions (Figura 2.26). D'aquesta manera cada tractament va 

constar de 12 repeticions (2 experiments, 2 soques i 3 repeticions per experiment i soca). 
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Resultats 

l...es fulles de les plantes tractades amb els fosfonats van presentar nivells de 

severitat de la infecció significativament inferiors als de les plantes no tractades (Figura 

2.26). En els tractaments amb fosfonat potàssic i fosetil-Al es va obtenir una reducció 

d'un 40-50 % en la severitat de la infecció respecte les plantes no tractades amb fosfonats. 

No es van observar diferències significatives entre aquests dos productes segons la prova 

de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05). En les fu lles de les plantes tractades 

amb fosfomicina es va obtenir una reducció del 61 %en la severitat de la infecció respecte 

les de les plantes no tractades. La màxima reducció en la severitat de la infecció ( 80%) es 

va obtenir en les fulles de les plantes tractades amb etefon. En algunes d'aquestes plantes 

però, es van observar problemes de fitotoxicitat (necrosi i caiguda de fulles) i una reducció 

en el creixement (entrenusos més curts). En la resta de tractaments no es van observar 

problemes de fitotoxicitat ni anomalies en el creixement de les plantes. 

5.4. pH del substrat de les plantes regades amb fosfonats 

Es va mesurar el pH del susbstracte de les plantes regades durant 5 dies amb 1 00 

mJ diaris de solucions aquoses de fosetil-Al, fosfonat potàssic, etefon i fosfomicina a la 

dosi d' 1.86 g HPO/· r' i de les regades amb aigua destil ·lada (control no tractat). 

L'extracció es va realitzar en aigua destil ·lada o en KCl 0.1 M. La mesura del pH es va 

realitzar al cap de 30 minuts d'agitació de la mostra en cada extractant i al cap de 4 hores 

d'haver finalitzat l'agitació (Taula 2.38). 

l...es variàncies dels valors de pH dels diferents tractaments es van mostrar 

homogènies segons la prova de Bartlen tant per les extraccions amb aigua destil·lada amb 

lectura al final de l'agitació i a les 4 hores de l' agitació ((P>F)= 0.576 i (P>F)= 0.263, 

respectivament) com per les extraccions amb KCI O. IM ((P>F)= 0.498 i (P>F)= 0 .274, 

respectivament). Els residus pels diferents tractaments van seguir una distribució normal 

d'acord amb la prova de Shapiro-Wilk per totes les extraccions i mesures realitzades 

(W=0.96, (P<W)=0.174; W=0.97, (P<W)=0.498; W=0.96, (P<W)=0.345 i W=0.93 

(P< W)=0.065, respectivament). En cada extracció i temps de mesura es va observar un 

efecte significatiu del producte en el pH del substrat de les plantes segons l'anàlisi de la 

variància realitzada (Taula 2.37). 

El pH del substrat va ser diferent en funció del producte aplicat. En les plantes 

regades amb aigua destil·lada es van obtenir valors neutres de pH significativament 

diferents de la resta de tractaments. 

231 



Capíro/2 

Taula 2.37. Efecte del tractament per irrigació amb fosfonats en el pH del substrat de 
plantes de perera 

Mesura del pH • Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

1 Producte b 4 9.40 53 .45 0 .0000 
Error 25 1.09 

2 Producte 6 4 7.14 45. 13 0.0000 
Error 25 0.99 

3 Producte 6 4 5.91 111.84 0 .0000 
Error 25 0.33 

4 Producte b 4 6.39 100.03 0.0000 
Error 25 0.40 

Anàlisi de la variància realitzada amb la mitjana dels valors de pH de sis repeticions per tractament 
a Es van realitzar quatre mesures de pH per cada mostra corresponents a l'extracció amb aigua 
destil ·lada (1 i 2) i amb KCI O. IM (3 i 4) amb una lectura al fi nal de l'agitació de la mostra amb 
l'extractant ( I i 3) i al cap de 4 hores ( 2 i 4) 
b Les plantes es van regar durant 5 dies amb 100 ml ruaris de solucions d ' 1.86 g HPO/ 1·1 de fosetil­
AI, fosfonat potàssic, etefon o fosfomicina. Com a control es van regar plantes amb aigua destil ·lada 

Taula 2.38. pH del substrat de plantes de la varietat Conference regades amb diferents 
fosfonats 
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Lectura l' Lectura 2 ' 

Pr oducte • pH (H20 )' pH (K CI) A pH (H 20 )' pH (KCI) A 

A igu a 6.81 a 6.33 a 6.55 a 6.33 a 

Fosfomici n a 6 .23 b 6.07 b 6.08 b 5.97 b 

Fosfona t 5.76 e 5.58 e 5.84 b 5.49 e 
p o t à ss ic 

Fose til -A J 5.38 d 5.36 d 5.44 e 5.36 e 

Etefon 5.32 d 5.14 e 5.15 e 5.02 d 

• Les plantes es van regar durant 5 dies amb 100 ml diaris de solucions d'l.86 g HPO/ · 1" 1 

dels fosfonats. Com a control es van regar plantes amb aigua destil·lada 
• Els valors de pH corresponen a la mitjana de sis repeticions. Per cada extractant i lectura 
valors de pH seguits per la mateixa lletra no presenten diferències significatives segons la 
prova de separació de mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05) 
: Les mesures es van realitzar al final de l'agitació de la mostra de substrat amb l'extractant 
(lectura I ) i al cap de 4 hores (lectura 2). L'error estàndard mitjà del pH dels diferents 
tractaments va ser de ±0.08 



Resultats 

En les plantes tractades amb els fosfonats es van obtenir valors de pH d'entre 5 i 

6. Les plantes regades amb fosfomicina van ser les que van donar valors de pH més 

elevats (al voltant de 6) i les regades amb etefon més baixos (al voltant de 5). En les 

plantes regades amb fosetil-Al i fosfonat potàssic es van obtenir valors de pH intennedis. 

Per un mateix producte els valors de pH corresponents als dos extractants (H20 i KCl 0 .1 

M) i pels dos temps de lectura van ser similars, tot i que es van obtenir valors de pH 

inferiors 4 hores després de l' agitació, per qualsevol dels extractants. Per tots els 

productes l'extracció amb KCI va donar valors de pH lleugerament inferiors que 

l'extracció amb aigua destil·lada. 

5.5. Efecte de la dosi d'aplicació de diversos fosfonats 

A les Taules 2.39 i 2.40 es presenten els índexs de severitat de la infecció 

observats en fulles en plantes de perera de la varietat Conference regades amb fosetil-Al , 

fosfonat potàssic, etefon o fosfomicina a diferents concentracions i inoculades amb P. 

syringae pv. syringae EPS94 utilitzant la tècnica de microinfiltració localitzada en les 

fulles sense separar-les de la planta. 

En les plantes no tractades amb fosfonats i inoculades amb el patogen es va 

observar una elevada freqüència de necrosis expansives des del punt d'inoculació (índex 

de severitat 3), tant en les fulles fonnades sobre el brot de l'any Uoves), com en les 

fonnades sobre fusta de més d' un any (velles). 

En els tractaments amb fosfonats es van observar nivells de severitat de la malaltia 

més elevats en les fulles joves que en les fulles velles. En les plantes tractades amb 

fosfonats a diferents concentracions i inoculades amb el patogen es va observar, en 

general, una reducció de la freqüència de necrosis progressives i un augment de la 

freqüència de necrosis bloquejades o limitades al punt d' inoculació. Per tots els 

tractaments, en augmentar la concentració de producte es va observar una disminució en el 

nombre d'infeccions i en la severitat. La resposta però, va ser diferent en funció del 

fosfonat aplicat. El foseti l-Al va ser l' únic producte que aplicat a dosis baixes (de 0.62 a 

3.72 g HPO/ · r1
) no va provocar una disminució en la freqüència d' infeccions 

progressives, respecte les plantes no tractades amb fosfonats, en les fulles fonnades sobre 

el brot tendre. L'aplicació a la dosi més elevada (6.2 g HPO/· r1
) va provocar una 

disminució en la freqüència d'infeccions, augmentant, en les fulles joves, les necrosis 

localitzades al punt d'inoculació (índex de severitat 1) o I' absència de necrosis (índex 0). 
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Per la resta de productes a totes les dosis avaluades es va observar una disminució 

en la freqüència de necrosis expansives respecte les plantes no tractades amb fosfonats . 

En les plantes regades amb fosfonat potàssic no es van observar necrosis progressives a 

partir del punt d ' inoculació en cap dels tractaments. A les dosis de 0.62 i 1.86 g HP03 
2
. 1·1 

es va observar una elevada freqüència de necrosis bloquejades i limitades per un halo 

cloròtic (índex 2 ) i de necrosis localítzades al punt d ' inoculació. En les plantes tractades 

amb el producte a les concentracions de 3.72 i 6.20 g HPO/" 1"1 la majoria de les necrosis 

van quedar localitzades al punt d' inoculació o bé no es van produir necrosis. En les 

plantes tractades amb etefon a les dosis de 3.72 i 6.20 g HP03
2
• 1" 1 es van observar 

problemes de fitotoxkitat (necrosi i caiguda de les fu lles). L'efecte de la fitotoxicitat va ser 

més accentuat en les fulles formades sobre els brots de més d ' un any que en les del brot 

tendre. Només es van observar necrosis progressives a la dosi de 0.62 g HP03
2

. 1" 1
, amb 

una freqüència baixa (4%). A dosis superiors d 'etefon en cas de produir-se necrosis 

aquestes van quedar localitzades al punt d' inoculació o bé quedaven envoltades per un 

halo cloròtic ( 1.86 g HPO/ 1"1
). El major efecte en la reducció de la severitat de la malaltia 

es va observar en les plantes tractades amb fosfomicina. En aquestes plantes a cap de les 

dosis aplicades es va observar desenvolupament d ' infeccions, la majoria de les fulles no 

van presentar necrosis (70-80% van presentar índex 0) i en cas d'observar-ne van quedar 

localitzades al punt d'inoculació. En cap cas es van observar necrosis envoltades per un 

halo cloròtic . En les plantes inoculades amb aigua estèril no es van observar símptomes 

d ' infecció. 

A partir dels índexs de severitat de cada microinfiltració es va calcular la severitat 

de la malaltia per planta amb la fórmula descrita a la pàg. 44. Els valors de severitat de la 

malaltia en els diferents tractaments van presentar variàncies homogènies d 'acord amb la 

prova de Bartlen ((P>F)=0.097) i els residus es van distribuir normalment segons la 

prova de Shapiro-Wilk (W= 0.98, (P <W)=0.129). L 'anàlisi de la covariància va mostrar 

un efecte significatiu del producte i la concentració en la severitat de la malaltia (Taula 

2.4 1 ). No es va observar efecte de l'experiment. Degut a això, en els càlculs estadístics 

posterior es van considerar els dos experiments com a repeticions. AJ haver-hi efecte de 

les interaccions edat de la fulla-dosi i edat de la fulla-producte, l'efecte dels diferents 

productes i dosis d'aplicació en la severitat de la malaltia es va avaluar pels dos tipus de 

fulles per separat. 

Per cada tipus de fulla es va recalcular la severitat de la malaltia amb la fórmula 

descrita a la pàg. 44. 
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Resultats 

Taula 2.39. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció en les inoculacions de fu lles 
en plantes de perera de la varietat Conference tractades per irrigació amb fosfonats a 
diferents concentracions i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 (experiment 1) 

Edat de la fulla 
Joves Velles 

Producte Dosi 
(g HP0/'1'1) Índex de severitat Índex de severitat 

o 1 2 3 o 1 2 3 

Control no tractat o 12 150 18 2 64 144 18 

Fosetil-Al 0.62 o o 186 18 o 62 188 2 

1.86 o 90 202 2 3 129 24 o 
3.72 o 92 159 13 22 194 12 o 
6.20 17 88 15 o 129 174 o 

Fosfonat potàssic 0.62 o 108 108 o 46 150 2 o 
1.86 9 163 68 o 49 174 17 o 
3.72 60 145 li o 72 156 o o 
6.20 119 140 3 o 49 71 o o 

Et e fon 0.62 20 90 92 8 58 164 12 o 
1.86 o 60 24 o 18 87 3 o 
3.72 35 13 o o 
6.20 24 18 o o 20 4 o o 

Fosfomicina 0.62 176 76 o o 138 108 o o 
1.86 123 57 o o 168 107 o o 
3.72 146 52 o o 129 57 o o 
6.20 156 30 o o 144 66 o o 

Les plantes es van regar durant 5 dies amb 100 ml diaris de solucions aquoses dels fosfonats a 
les diferents concentracions. Les inoculacions es van realitzar en les fulles per microinfiltració 
localitzada de 50 ¡..tl de suspensions de P. syringae pv. syringae EPS94 a la dosi de 5 x 107 ufc 
ml·•_ Es van inocular totes les fulles en Ja planta. En cada fulla es van realitzar 6 inoculacions 
amb e l patogen. Els valors corresponen al total d ' inoculacions de les tres repeúcions per 
tractament que presentaven cada fndex de severitat, al cap de 5 dies de la incubació de les plantes 
a 25 oc, 16 hores llum i I8°C, 8 hores i foscor i humitat relaúva del 70-80%. Per am 
tractament s'han separat els resultats de les fulles formades sobre el brot tendre de Ja planta i les 
fulles formades sobre el brot de més d ' un any 
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Taula 2.40. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció en les inoculacions de fu lles 
en plantes de perera de la varietat Conference tractades per irrigació amb fosfonats a 
diferents concentracions i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 (experiment 2) 

236 

Edat de la fulla 
Joves Velles 

Dosi 
Producte (g HPO/·t·1

) Índex de severitat Índex de severitat 

o 2 3 o 1 2 3 

Control no tractat o 3 54 20 o IlO 43 3 

Fosetil-AL 0.62 o 45 35 6 5 181 65 o 
1.86 o lO 39 5 16 71 52 o 
3.72 o 35 36 o 11 178 43 o 
6.20 o 17 25 o 64 176 30 o 

Fosfonat potàssic 0.62 o 6 35 lO 216 24 o 
1.86 57 13 o 39 180 23 o 
3.72 o 27 27 o 135 173 o 
6.20 11 37 6 o 37 154 6 o 

Etefon 0.62 23 55 11 o 21 79 14 o 
1.86 4 23 9 o 23 57 13 o 
3.72 27 21 o o 72 66 o o 
6.20 68 22 o o 24 8 o o 

Fosfomicina 0.62 14 lO o o 146 104 o o 
1.86 30 12 o o 121 95 o o 
3.72 37 17 o o 157 57 o o 
6.20 21 21 o o 141 54 o o 

Les plantes es van regar durant 5 dies amb 100 ml diaris de solucions aquoses dels fosfonats a 
les diferents concentracions. Les inoculacions es van realitzar en les fulles per microinfiltració 
localitzada de 50 f..ll de suspensions de P. syringae pv. syringae EPS94 a la dosi de 5 x I 07 ufc 
ml" 1

• Es van inocular totes les fulles en la planta. En cada fulla es van realitzar 6 inoculacions 
amb el patogen. Els valors corresponen al total d'inoculacions de les tres repeticions per 
tractament que presentaven cada fndex de severitat, al cap de 5 dies de la incubació de les plantes 
a 25 °C, 16 hores llum i 18°C, 8 hores foscor i humitat relativa del 70-80%. Per cala 
tractament s'han separat els resultats de les fulles formades sobre el brot tendre de Ja planta i les 
fulles formades sobre el brot de més d'un any 



Resultats 
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Figura 2.27. Efecte de Ja concentració de diferents fosfonats en Ja severitat de la malaltia en 
fulles joves (A) i velles (B) de plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. 
syringae pv. syringae EPS94. Cada valor correspon a Ja mitjana de la severitat per planta de 
dos experiments amb tres repeticions per experiment. Les barres d 'error indiquen l'interval 
de confiança de la mitjana (P=0 .05). 
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La severitat de la malaltia en les plantes tractades amb els fosfonats a les diferents 

concentracions es va ser inferior a la de les plantes no tractades (Figura 2.27). Cada 

producte va seguir la mateixa pauta de control de la malaltia, en funció de la dosi , en els 

dos tipus de fulles. En general, per tots els productes es va observar una disminució de la 

severitat de la malaltia en augmentar la concentració de producte aplicat, essent més 

accentuat en les fulles joves. Els nivells de severitat en les fu lles formades sobre el brot de 

l'any van ser superiors als de les fulles formades sobre fusta de més d'un any, per cada 

un dels tractaments. Les diferències van ser més grans a les concentracions de producte 

més baixes. La fosfomicina va ser el producte amb el que es va obtenir una major 

reducció de la malaltia, baixes concentracions de producte (0.62 g HPO/ 1"1) van ser 

suficients per reduir la severitat de la malaltia en un 85 % respecte les plantes no tractades. 

Aquesta reducció es va mantenir per les altres concentracions de producte i en els dos 

tipus de fulles. El producte que va mostrar una menor reducció de la severitat de Ja 

malaltia va ser el fosetil-Al, amb una reducció de la severitat respecte les plantes no 

tractades d'un 10% aplicat a concentracions inferiors a 4 g HP03
2
• r 1 i d'un 40 % a Ja 

concentració de 6.20 g HP0/· 1-1, en les fulles del brot de l'any. Amb el fosfonat potàssic 

i l'etefon aplicats a les dosis d' 1.86 i 3.72 g HPO/ r1 es van obtenir reduccions de la 

malaltia similars ( 40-50% de reducció respecte les plantes no tractades). A concentracions 

inferiors (0.62 g HPO/ · r1
) o superiors (6.2 g HP03

2
- r1

) l'etefon va ser més eficient que 

el fosfonat en el control de la malaltia. 

La severitat de la malaltia va presentar les variàncies homogènies d'acord amb Ja 

prova de Bartlett tant per les fulles formades sobre el brot tendre ((P>F)=0.074) com per 

les fulles formades sobre fusta de més d'un any ((P>F)=0.089) i els residus es van 

distribuir normalment segons la prova de Shapiro-Wilk (W=0.98, (P<W)=0.547 i 

W=0.95, (P<W)=0.089, respectivament). Es va realitzar l'anàlisi de la covariància per 

determinar l'efecte del producte i la concentració en la severitat de la malaltia en cada tipus 

de fulla. 

Tant en les fulles formades sobre el brot de l'any com en les formades sobre fusta 

de més d'un any es va obtenir un efecte significatiu del producte i la dosi de producte en la 

severitat de la malaltia per planta. També es va observar efecte significatiu de la interacció 

(Taula 2.42). 

238 



Resultats 

Taula 2.41. Efecte del tipus i dosi de fosfonat, i de l'edat de la fulla en la severitat de la 
malaltia en plantes de perera de la varietat Conference tractades amb fosfonats i inoculades 
amb P. syringae pv. syringae EPS94 

Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Producte 3 2494. 1 4 .18 0.0068 
Dosi 1 8133.8 40.88 0.0000 
Edat fulla a I 227 .1 1.14 0.2868 
Experiment " 1 332.7 1.67 0.1 975 
Producte x dosi 3 11 97.3 2.0 1 0.1146 
Producte x edat 3 1779.0 2.98 0.0326 
Edat x dosi 1 950.2 4.78 0.0301 
Experiment x producte 3 466.4 0.78 0.5056 
Experiment x dosi l 859.4 4.32 0.0390 
Experiment x edat I 746.2 3.75 0.0543 
Error 182 7799.6 

Anàlisi de la covariància realitzada amb la mitjana dels valors de severi tat de la 
malahia per planta de tres repeticions per tractament 
Les plantes es van regar amb fosetii-AI, fosfonat potàssic, etefon o fosfomicina a les 
dosis de O, 0.62, 1.86, 3. 72 o 6.20 g HP03 

2
• r 1 

a Es van inocular totes les fulles en la planta per microinfiltració localitzada. Es van 
considerar dues edats de fulles joves i velles 
b L'experiment es va repetir dues vegades 

Taula 2.42. Efecte del tipus i dosi de fosfonat en la severitat de la malaltia en cada edat de 
fulla de plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. syringae 
EPS94 

Tipus Font de variació Graus de Suma de F P>F 
de fulla lübertat quadrats 

Producte • 3 17 .1 I 37.05 0.0000 
Joves Dosi " 1 8.92 57 .98 0.0000 

Producte x dosi 3 2. 12 4.59 0.0053 
Error 100 11.23 

Producte • 3 3.82 6.89 0.0003 
Velles Dosi " I 20.52 111.00 0.0000 

Producte x dosi 3 1.70 3.07 0.031 1 
Error 100 18.48 

Anàlisi de la covariància realitzada amb la mitjana dels valors de severitat de dos experiments amb tres 
repeticions per experiment 
a Les plantes es van regar amb fosetii-AI, fosfonat potàssic, etefon o fosfomicina a les concentracions 
de O, 0.62, 1.86, 3.72 o 6.20 g HPO/" r 1 
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Per cada tipus de fulla i concentració de fosfonat es va realüzar la prova de Tukey­

Kramer (P=O.OS) de separació de mitjanes per comparar l'efecte dels diferents fosfonats 

en la infecció del patogen (Taula 2.43). Les variàncies dels valors de severitat dels 

diferents tractaments, per cada dosi i edat de la fulla, es van mostrar homogènies 

((P>F)>0.05) d'acord amb la prova de Bartlett i els residus es van distribuir de forma 

normal (W>0.80, (P<W) >0.05) segons la prova de Shapiro-Wilk. 

La fosfomicina va ser el producte que a totes les concentracions utilitzades va 

donar valors de severitat significativament inferiors als dels altres productes, tant en les 

fulles formades sobre fusta de l'any com en les fulles velles. Per concentracions superiors 

a 1.86 g HPO/ r' els nivells d'infecció obtinguts en les fu lles formades sobre fusta de 

més d' un any en plantes tractades amb etefon no van diferir significativament dels 

obtinguts amb la fosfomicina. El fosetil-Al i el fosfonat potàssic aplicats a baixes 

concentracions (0.62 g HP03
2
' l'') i a concentracions elevades (6.20 g HPOt 1'1) no van 

presentar diferències significatives en la severitat de la malaltia en les fulles formades 

sobre el brot tendre. A concentracions intermèdies (1.86 i 3.72 g HPO/· 1'1) amb el 

fosfonat potàssic es van obtenir valors de severitat de la malaltia significativament 

inferiors als de les plantes tractades amb fosetil-AI. A aquestes concentracions l'efecte del 

fosfonat potàssic en la severitat de la malaltia en les fulles joves no va diferir 

significativament de l'etefon (Taula 2.43). 

Amb els valors de severitat de la malaltia per planta (Sp) per les fulles formades 

sobre el brot de l'any es van obtenir, per regressió lineal simple, les funcions que 

relacionen la severitat (Probit (Sp/100)) amb la concentració de producte. Es va obtenir 

una funció per cada repetició i tractament. Els residus van presentar distribució normal 

segons la prova de Shapiro-Wilk (W>0.80, (P<W) >0.05). 

Amb les funcions que van mostrar bon ajust ((P>F)<O.OS i R2>0.5) es van 

calcular les concentracions de producte necessàries per reduir la severitat de la malaltia en 

un 50% (DE50) i en un 90% (DE90) respecte les plantes no tractades amb fosfonats (faula 

2.44). Els valors de DE50 i de DE90 dels diferents tractaments van presentar les variàncies 

homogènies segons la prova de Bartlen ((P>F)=0.5 19 i (P>F)=0.657, respectivament ) i 

els residus es van distribuir de forma normal (W=0.94, (P <W)=0.321 i W=0 .93, 

(P<W)=0.3 17). Es van comparar les DE50 i DE90 dels diferents productes amb la prova de 

separació de mitjanes de Tukey-Kramer (Taula 2.44). 
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Resultats 

Taula 2.43. Severitat de la malaltia en plantes de perera de la varietat Conference inoculades 
amb P. syringae pv. syringae EPS94en funció del tipus i dosi de fosfonat 

Severitat de la malaltia 
Tipus de 

fulla Producte 
l Dosi de fosfonat (g HPO/ 1·') 

0 .00 0 .62 1.86 3. 72 6 . 20 

Joves Control no tractat 90. 17 
Fosetil-Al 86.1 a 8 1.4 a 79.2a 54.1 a 
Fosfonat potàssic 75.2a 56. 1 b 38.1 b 36.2 ab 
Et e fon 59.2 a 55.0 b 32.1 b 15.4 be 
Fosfomicina 14.2 b 14.2 e 11.4 e 12.2 e 

Velles Control no tractat 75.51 
Fosetil-Al 74.1 A 57.0 A 52. 1 A 37.2 A 
Fosfonat potàssic 45.2 B 47.1 AB 32.5 B 37.4 A 
E refon 47.2 8 36.1 8 18.7 e 9. 1 B 
F osfomicina 21.1 e 20.3 e 14.2 e 13.5 8 

A Els valors corresponen a la mitjana de la severitat de la malaltia de dos experiments amb tres 
repeticions per experiment Per una mateixa concentració de producte valors de severitat seguits 
per la mateixa lletra no presenten diferències significatives segons Ja prova de separació re 
mitjanes de Tukey-Kramer (P=0.05) realitzada amb els valors de severitat (Sp) transformats en 
Probit (S/ 100) 
' Les plantes es van regar durant cinc dies amb els productes i es van inocular les fulles amb 50 
~de suspensions del patogen a Ja dosi de 5 x 107 ufc mr' 

Taula 2.44. Dosi efectiva mitjana (DEso) i del 90% (DE90) pels diferents fosfonats en el 
control de P. syringae pv. syringae EPS94 en plantes de perera de la varietat Conference 

Tractament " Dosi efectiva (g HPO/ · t·') ' 

DE50 D~ 

Fosetil-Al 5.42 a 10.14 AB 
Fosfonat potàssic 2.92 b 11.62 A 
Etefon 1.47 e 7.60 BC 
Fosfomicina <0.50 e 4.77 e 

" Les plantes es van tractar amb solucions dels fosfonats a diferents dosis (Taula 
2.40). 
' Valors calculats a partir de les equacions obtingudes per regressió lineal simple de la 
severitat de la malaltia (Probit (S/100) i Ja dosi de fosfonat per cada una de les 
repetic ions de cada tractament. Els valors representen la mitjana de dos experiments 
amb tres repeticions per experiment Valors seguits per la mateixa lletra no presenten 
diferències significatives d'acord amb Ja prova de separació de mitjanes de Tukey­
Kramer (P=0.05) 
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Es va observar diferent eficàcia en la reducció de la severitat de la malaltia 

dependent del fosfonat (faula 2.44). El fosetil-AJ es va mostrar com el producte menys 

efectiu, en presentar la DE50 més elevada, seguit del fosfonat potàssic, amb una eficàcia 

moderada. La fosfomicina i l'etefon es van mostrar com els productes més actius amb 

DEso baixes. Per reduir la severitat de la malaltia en un 90 % el fo etii-AJ i el fosfonat 

potàssic es van mostrar poc efectius, amb concentracions elevades (DE90 superior a I O g 

HPO/ 1" 1
), l'etefon va ser mitjanament eficaç i la fosfomicina va ser el més eficaç amb 

una DE90 inferior a la DEso del foseti l-AJ. 

5.6. Efecte de la cadència d'aplicació dels fosfonats 

Per determinar l'efecte de la freqüència d ' aplicació dels fosfonats es van regar 

plantes de perera de la varietat Conference amb 100 ml diaris de solucions de fosetil-AJ , 

fosfonat potàssic o etefon a la dosi d ' 1.86 g HPOt 1"1 durant 3, 6 o 9 dies. Com a control 

es van regar plantes amb aigua destil ·lada amb la mateixa cadència dels fosfonats. AJ final 

de cada tractament es van inocular totes les fulles en la planta per microinfiltració 

localitzada amb P. syringae pv. syringae EPS94 a la dosi de 5 x 107 ufc ml-1
• Al cap de 5 

dies es va avaluar la presència o absència d ' infeccions i la severitat de la infecció en cada 

una de les microinfiltracions, utilitzant els índexs de severitat descrits a la Taula 1.5. La 

freqüència dels índexs de severitat pels diferents tractaments es presenta a la Taula 2.45. 

En les plantes control , regades amb aigua i inoculades amb el patogen es va 

observar una elevada freqüència d ' infeccions progressives per la superfície de la fu lla a 

partir del punt d' inoculació (més del 90%). No es van observar diferències en la 

sensibi litat de les plantes al patogen al llarg de l'experiment ja que per totes les cadències 

{0 , 3, 6 i 9 dies) les plantes regades amb aigua i inoculades amb el patogen van mostrar 

nivell de severitat similars (faula 2.45). En les plantes inoculades amb aigua estèril no es 

van observar símptomes d ' infecció. 

En les plantes tractades amb fosfonats i inoculades amb el patogen es va observar 

una disminució de necrosis expansives i un augment de necrosis bloquejades o 

localitzades al punt d'inoculació. Per tots e ls productes en augmentar la freqüència de les 

aplicacions es va produir una disminució en les infeccions progressives. Els nivells de 

malaltia obtinguts per cada cadència d ' aplicació van ser diferents en funció del producte. 
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Resultats 

Taula 2.45. Freqüència dels índexs de severitat de la infecc ió en inoculacions en fulles de 
plantes de perera de Ja varietat Conference tractades amb fosfonats amb diferents cadències 
d'irrigació i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 

Producte 

Control no tractat 

(a igua) 

Fosetil-AL 

Fosfonat potàssic 

E refon 

Cadència 
d ' aplicació 

(dies) 

o 
3 

6 

9 

3 

6 

9 

3 

6 

9 

3 

6 

9 

Tipus de fulles 
Joves 

fndex de severitat 

o 1 2 3 

o o o 84 

o o 9 III 

o o 14 142 

o o 8 118 

O I I 14 59 

o o 32 58 

o 4 14 6 

o 6 11 61 

o 4 29 63 

O 8 I I 5 

o o 17 121 

5 43 59 

10 47 9 o 

Velles 

fndex de severitat 

o 1 2 3 

o 2 4 228 

o o 38 256 

o o 29 253 

o o 17 217 

O 29 62 I 13 

o 13 102 83 

9 79 71 33 

o 40 88 11 8 

o 34 126 92 

3 68 79 24 

o o 3 63 

8 116 110 

50 136 49 

o 
o 

Les plantes es van regar durant 3, 6 o 9 dies amb I 00 ml diaris de solucions aquoses dels 
fosfonats a la concentració d ' 1.86 g HPOt ¡·•. Com a control es van regar plantes amb aigua 
destil·lada. Les inoculacions es van realitzar en les fulles sense separar-les de la planta, per 
microinfiltració localitzada de 50 ~I de suspensions de la soca EPS94 de P. syringae pv. 
syringae a la dosi de 5 x 107 ufc ml ·•. Es van inocular totes les fulles de cada planta. En orli 
fulla es van realitzar 6 inoculacions amb el patogen. Els valors corresponen al total 
d'inoculacions de totes les fulles de les tres repeticions de cada tractament que van presentar cada 
índex de severitat, al cap de 5 dies de Ja incubació de les plantes inoculades a 25 oc, 16 hores 
llum i 18°C, 8 hores foscor i humitat relativa de 70-80%. Per cada tractament s' han separat els 
resultats de les fulles formades sobre el brot tendre de la planta (joves) i les fulles formades 
sobre brots de més d'un any (velles) 
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Per un mateix producte i cadència la freqüència dels índexs de severitat de la 

infecció va ser similar en les fulles joves i les fulles velles de les plantes. En les plantes 

tractades amb fosetil-Al i fosfonat potàssic durant 3, 6 i 9 dies es van observar necrosis 

progressives amb una freqüència del 60-70%, 40-60% i 15-25% respectivament. En les 

plantes tractades amb etefon durant 3 dies es van obtenir freqüències dels índexs de 

severitat similars a les plantes tractades amb els altres fosfonats durant el mateix període, 

mentre que en les plantes regades amb etefon durant 6 i 9 dies es van observar nivells de 

malaltia inferiors als dels altres productes, amb absència de necrosis expansives (< I%) i 

un augment de necrosis bloquejades o localitzades al punt d ' inoculació. 

A partir dels índexs de severitat es va calcular la severitat de la malaltia en cada 

tractament i repetició amb la fónnula descrita a la pàg. 162. Les variàncies de la severitat 

de la malaltia dels diferents tractaments no es van mostrar homogènies d ' acord amb la 

prova de Bartlett ( (P>F)<0.05) i els residus no es van distribuir nonnalment segons la 

prova de Shapiro-Wilk (W=0.92, (P<W)=O.OO J). No considerant les plantes control (no 

tractades amb fosfonats), les variàncies dels valors de severitat dels diferents tractaments 

es van mostrar homogènies ((P>F)=0.178) i els residus es van distribuir de fonna nonnal 

(W=0.92, (P<W)=0.06J ). L' anàlisi de la covariància es va realitzar per tant, sense 

incloure les plantes no tractades i inoculades amb el patogen. 

Es va observar un efecte molt significatiu de la cadència d ' aplicació dels fosfonats 

en la severitat de la malaltia. El tipus de fosfonat aplicat i l'edat de la fulla no van mostrar 

un efecte significatiu en la severitat de la malaltia (Taula 2.46). AJ no haver-hi efecte de 

I' edat de la fulla es va recalcular la severitat de la malaltia per planta amb Ja fónnula 

descrita a la pàg. 162 considerant totes les fu lles de la planta (Figura 2.28). 

La severitat de la malaltia va disminuir en augmentar la cadència d'aplicació dels 

fosfonats (Figura 2.28). En les plantes tractades amb etefon la disminució de la severitat 

de la malaltia en augmentar la freqüència de les aplicacions va ser lineal, amb una màxima 

reducció en les plantes tractades durant 9 dies. Amb els altres productes la severitat de la 

malaltia va disminuir linealment en augmentar la cadència f ins als 6 dies. El tractament de 

les plantes diàriament durant més de 6 dies amb foseti l-Al o fosfonat potàssic no va 

suposar una reducció en la severitat de la malaltia. En les plantes tractades durant 3 dies 

amb els fosfonats es va obtenir una reducció en la severitat de la malaltia, respecte les 

plantes no tractades, d ' un 15-25%, en les regades durant 6 dies amb fosfonats la severitat 

va disminuir en un 50 % aproximadament i en les regades durant 9 dies en un 50-70% 

segons els producte. 
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Taula 2.46. Efecte de la cadència d'aplicació de diferents fosfonats en la severitat de Ja 
malaltia en plantes de perera de la varietat Conference inoculades amb P. syringae pv. 
syringae EPS94 

Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Producte o 2 186.81 0.64 0.5325 
Cadència d' aplicació o I 5695.34 39.08 0.0000 
Edat de la fulla b I 98.39 0.67 0.4165 
Producte x cadència 2 569.48 1.95 0. 1561 
Producte x edat fulla 2 360.70 1.24 0.3018 
Cadència x edat fulla 1 0 .24 0.01 0.9681 
Error 44 5392.02 

Anàlisi de la covariància realitzada amb els valors de severitat de Ja malaltia de tres 
repeticions per tractament 
o Les plantes es van regar diàriament amb fosetii-Al, fosfonat potàssic o etefon a la 
dosi d ' 1.86 g HPO{ t·1 amb una cadència de 3, 6 o 9 dies 
b Per cada planta s' han diferenciat els dos tipus de fulla Uoves i velles) 

• Control no tractat 
----o- --- Fosetii-AI 

----+---- Fosfonat potàssic 
--······0·····-- Etefon 

0~--r-~--,---r-~--,---r-,-~.~.--~ 

o 2 3 4 56 7 8 910 

Cadència d'aplicació (dies) 

Figura 2.28. Efecte de la cadència d'aplicació dels fosfonats en la severitat de Ja malaltia en 
inocular P. syringae pv. syringae EPS94 en plantes de perera de la varietat Conference. Les 
plantes es regaven diàriament durant 3, 6 o 9 dies amb cada producte a Ja dosi d' 1.86 g 
HPO/ 1'1• Com a control es van regar plantes amb aigua destiJ.lada. Els valors corresponen a 
la mitjana de la severitat de la malaltia per planta de tres repeticions per cada tractament. Les 
barres d'error indiquen l' interval de confiança de la mitjana (P=0.05). 
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Per cada cadència d'aplicació es va determinar l'efecte del producte (incloent el 

control no tractat) en la severitat de la malaltia mitiançant I' anàlisi de la variància i la 

separació de mitjanes. La severitat de la malaltia dels diferents tractaments per cada 

cadència (3, 6 i 9 dies) va presentar les variàncies homogènies d'acord amb la prova de 

Bartlen ((P>F)=0.068, 0.267 i 0.449, respectivament) i els residus es van distribuir de 

forma normal d'acord amb la prova de Shapiro-Wilk (W=0.98, (P<W)=0.974 ; W=0.95 , 

(P<W)=0.659 i W=0.93, (P<W)=0.358, respectivament). 

En les plantes tractades durant tres dies amb els diferents fosfonats i inoculades 

amb els patogen no es van observar diferències significatives en la severitat de la malaltia 

entre productes, ni respecte les plantes no tractades amb fosfonats i també inoculades amb 

el patogen ((P>F)>0.05), (Taula 2.47). Tant en les plantes tractades durant 6 dies com en 

les tractades durant 9 dies amb els fosfonats es va observar un efecte significatiu del 

tractament (R2>0.80; (P>F)<O.O l ). No es van observar diferències significatives entre 

productes, però si entre les no tractades amb fosfonats i les tractades, segons la prova de 

Tukey-Kramer de separació de mitjanes (Taula 2.47). 

Taula 2.47. Severitat de la malaltia en plantes de perera de la varietat Conference tractades 
amb fosfonats amb diferents cadències i inoculades amb P. syringae pv. syringae EPS94 

246 

Producte A Cadència d 'aplicació 

3 dies 6 dies 9 dies 

Control no tractar 95.9 a 97.6 a 93.7 a 

Foseril-Al 79.8 a 51.4 b 50.3 b 

FoJfonar potàssic 76.5 a 50.0 b 48.3 b 

Etefon 86.8 a 57.5 b 41.0 b 

x Les plantes es van regar amb 100 ml diaris de solucions d' 1.86 g HP0 / 1' 1 dc fosetil -Al, 
fosfonat potàssic o etefon, durant 3, 6 o 9 dies i es van inocular per microinfiltració 
localitzada en les fulles amb el patogen. Com a control no tractat es van regar plantes amb 
aigua amb la mateixa cadència que amb els productes 
: La severitat es va avaluar al cap de 5 dies de la incubació de les plantes. Cada valor 
correspon a la mitjana de la severitat dc la malaltia de tres repeticions per tractament. Per 
cada cadència d'aplicació valors de severitat seguits per la mateixa lletra no presenten 
diferències significatives d'acord amb la prova de Tukey-K.ramer de separació de mitjanes 
(P=0.05) 



Resultats 

B 

e 

Figura 2.29. Símptomes de la inoculació de P. syringae pv. syringae EPS94 per 
microinfiltració localitzada en fulles en plantes de perera de la varietal Conference tractades 
amb diferents fosfonats a la dosi d' 1.86 g HP03

2 11
• A, esquerra control no tractat, dreta 

tractat amb fosetii-AI. 8, esquerra control no tractat, dreta tractat amb etefon. C, fulles del 
brot tendre de plantes tractades amb fosfonat potàssic. 
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5.7. Efecte del fosetii-AI aplicat a camp en pereres de diferents varietats 

A Ja Taula 2.48 es presenta Ja freqüència dels índexs de severitat de Ja infecció 

(descrits a Ja Taula 2.6) obtinguts en inocular les soques EPS94 i EPS 17a de P. syringae 

pv. syringae en fulles d'arbres de diferents varietats de perera tractats amb fosetil -Al . Per 

la majoria de varietats es va obtenir una major freqüència d'absència d'infeccions o 

d'infeccions limitades al punt d'inoculació en les fulles dels arbres tractats amb fosetii-Al 

que en les fulles dels arbres no tractats. En els arbres tractats en cas de produir-se 

infeccions, van progressar pel nervi principal de la fulla, i en les varietats Comice, 

Conference i General Leclerc es van observar infeccions progressives per la fulla. En les 

fulles dels arbres no tractats es va observar una major freqüència d'infeccions 

progressives pels nervis o la superfície de la fulla, de forma més accentuada en les fulles 

inoculades amb la soca EPS94. 

Taula 2.48. Freqüència dels índexs de severitat de la infecció (ls), en funció del tractament 
amb fosetii-Al, en fulles de pereres de diferents varietats inoculades amb P. syringae pv. 
syringae 

Tractllt o No tractat " 

soca b EPSI7a soca b EPS94 soca b EPSJ7a soca b EPS94 

Varietat l s e l s e Is e l s e 

o 1 2 3 4 o 1 2 3 4 o 1 2 3 4 o 1 2 3 4 

Alexandrine o 3 3 3 o 2 2 2 3 o o o 3 6 o o o 4 5 o 
B. Anjou 2 2 5 o o 1 8 o o o o 1 6 2 o o 2 7 o o 
B. Hardent Point 2 7 o o o o 8 1 o o o 9 o o o o 7 2 o o 
Blanquilla 4 4 I o o 4 4 I o o 1 5 3 o o I 8 o o o 
Comice I 3 4 1 o 2 I 4 2 o o 2 7 o o 1 3 3 2 o 
Conference I 1 7 o o o o 6 3 o o 2 7 o o o o 3 6 o 
General Leclerc I 4 2 2 o o o 3 5 I o 3 3 3 o o I I 2 5 
Magness o 4 5 o o o 8 o I o o 2 5 2 o o 7 I I o 
Max i ne 2 4 2 1 o 3 6 o o o o 3 3 3 o I 6 I I o 
Passe Crassane 2 6 I o o 2 4 3 o o I 2 5 I o o 4 5 o o 
Williams I 5 3 o o o 8 I o o o 3 5 I o o 7 I I o 
Winter Nellis 7 2 o o o 7 2 o o o 3 6 o o o 1 8 o o o 

• Els arbres es van tractar amb fosetil-Al per aplicació foliar i radicular durant els quinze dies previs a 
les inoculacions. L'aplicació per via radicular es va realitzar dues vegades (cadència setmanal) amb 
solucions d'l.86 g HPO/" J·t, aplicant cada vegada 3 I de solució per arbre. Per via foliar es van 
realitzar tres aplicacions, dues coincidint amb les radiculars, i una tercera el dia anterior a les 
inoculacions. En cada aplicació es van polvoritzar I I de solucions d 'l.86 g HPOt l·' per arbre. Per 
cada varietat es van tractar 5 arbres amb fosetil-Al i 5 es van deixar sense tractar (control no tractat) 
b Es van inocular les fulles del brot tendre dels arbres, separades dels arbres, dipositant 20 ~I re 
suspensions d ' l -5 x lOS ufc mt·' de cada soca sobre una ferida realitzada en el nervi principal. Per arll 
varietat i tractament es van inocular 9 fulles amb cada soca de P. syringae pv. syringae 
' La severitat de la infecció es va avaluar a les 48 h de la incubació de les fulles inoculades a 25°C i 
16 h llum i ¡goe i 8 h foscor i humitat relativa superior al 90%. Per cada índex de severitat la 
freqüència correspon al nombre de fulles de cada tractament que van presentar l'índex 
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A partir de les freqüències dels índexs de severitat en inoculacions en fulles 

separades, es va obtenir un model loglineal per relacionar la freqüència de cada índex de 

severitat amb els diferents factors (varietat, soca i tractament), nútjançant el mètode de 

modelització de dades categòriques de màxima versemblança. En obtenir un model amb 

bon ajust, encara que amb una component d'error elevada (Taula 2.49), es va utilitzar 

aquest model per avaluar l'efecte de Ja varietat, soca, tractament amb fosetil-Al i les 

interaccions en Ja severitat de Ja infecció (Taula 2.50). 

Es va observar un efecte significatiu de Ja varietat de perera i del tractament amb 

fosetil-AJ en Ja severitat de la infecció. No es va observar efecte significatiu de Ja soca de 

patogen, però si de la interacció varietat-soca. 

Taula 2.49. Ajust del model obtingut per relacionar la severitat de la infecció en fu lles 
d'arbres de diferents varietats de perera, amb la varietat de perera, la soca de P. syringae pv. 
syringae i el tractament amb fosetii-Al 

Font de variació 

Model 
Error 

Graus de -Logversemblança 
llibertat 

36 
395 

149.46 
41 5.34 

298.92 0.0000 

Model loglineal obtingut a partir de les freqüències observades de cada un dels fndexs re 
severitat per cada tractament (Taula 2.48) 

Taula 2.50. Efecte del tractament amb fosetii-Al en la severitat de la infecció en fulles 
d 'arbres de diferents varietats, en funció de la varietat de perera i la soca de P. syringae pv. 
syringae 

Font de variació Graus de XJ P>xJ 
llibertat 

Tractament o I 48.26 0.0000 
Varietat " 11 174 .93 0.0000 
Soca" I 0 .04 0.8371 
Vari e tat x soca 1 1 57.22 0.0000 
Varietat x tractament 1 1 13.55 0.2589 
Soca x tractament 1 0.20 0.6505 

Anàlisi realitzada amb el model loglineal obtingut per relacionar l'índex re 
severitat amb la varietat, soca i el tractament 
o Es van tractar arbres de 12 varietats de perera amb fosetii-AI. Com a control 
es van utilitzar arbres de les mateixes varietats no tractats 
" Es van inocular les fulles del brot tendre separades dels arbres amb les 
soques EPS l7a i EPS94 de P. syringae pv. syringae. Per cada varietat i soca 
es van inocular 9 fullrs 
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Taula 2.51. Efecte de la soca de patogen i del tractament amb fosetii-AI en la severitat de la 
infecció en inocular P. syringae pv. syringae en fu lles d 'arbres de diferents varietats de 
perera tractats a camp 

Font de varú:zció Graus de xl P>xl 
llibertat 

Hardent Point Soca• 0.01 0.9434 
Tractament b 0.01 0.9536 
Soca x tractament 0.01 0.9597 

Ale.xandrine Soca• 0.50 0.4774 
Tractament b 5.95 0.0147 
Soca x tractament 0.01 0.9134 

B. Anjou Soca• 4.09 0.0432 
Tractament b 10.71 0.0011 
Soca x tractament 0.01 0.9963 

Blanquilla Soca• 0.71 0.3996 
Tractament b 3.98 0.0459 
Soca x tractament 0.7 1 0.3996 

Com ice Soca• 0.03 0.8622 
Tractament b 0.04 0.8345 
Soca x tractament 0.24 0.6222 

Conference Soca• 0.0 1 0.90 19 
Tractament 1.03 0.3 107 
Soca x tractament 0.68 0.4087 

General Leclerc Soca• 12.09 0.0005 
Tractament b 3.43 0.0641 
Soca x tractament 0.2 1 0.6486 

Magness Soca• 6.69 0.0097 
Tractament b 1.42 0.2324 
Soca x tractament 0.02 0.8732 

Maxine Soca• 5.21 0.0224 
Tractament b 5. 13 0.0235 
Soca x tractament 0.05 0.8 170 

Passe Crassane Soca" 0.01 0.92 19 
Tractament b 6.15 0.0132 
Soca x tractament 0.75 0.3877 

Williams Soca• 2.29 0.1296 
Tractament b 2.42 0.1 195 
Soca x tractament 0.44 0.5090 

Winter Ne/lis Soca• 0.66 0.4165 
Tractament b 9.57 0.0020 
Soca x tractament 0.66 0.4 165 

Anàlisi realitzada amb els models loglineals obtinguts per cada varietat per predir l' índex 
de severitat en funció de la soca de patogen i el tractament amb foseti i-AI 
" Es van inocular fu lles separades dels arbres amb les soques EPS 17a i EPS94 de P. 
syringae pv. syringae 
b Es van realitzar tractaments a camp aplicant foseti i-AI per via foliar i per via radicular 
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Figura 2.30. Severitat de la infecció de P. syringae pv. syringae en fulles d'arbres de 
diferents varietats de perera en funció del tractament amb fosetil-Al. El fosetil-Al es va 
aplicar a camp en arbres de diferents varietats per via fol iar (tres polvoritzacions amb 
cadència setmanal aplicant I I a la dosi d'I.86 g HPO/ . 1'1 per arbre ) i per via radicular 
(dues aplicacions de 3 I a la mateixa dosi amb cadència setmanal). Per cada varietat i 
tractament es van inocular 9 fulles dipositant 20 ~ de suspensions d ' 1-5 x I 08 u fc ml'1 de 
cada soca sobre una ferida. La severitat de la malaltia es va avaluar a les 48h de la incubació 
a 25°C, 16 h llum i I8°C, 8 h foscor i humitat re lativa superior al 90 %. 
Per cada varietat, soca i tractament l'índex relatiu de severitat es va calcular dividint l'índex 
de severitat predit pels diferents models loglineals per l'índex de severitat màxim (/s=3 ). 
Amb una fletxa s' indiquen les vari~tats en les que es va observar un efecte significatiu del 
tractament amb fosetil-AI en la 1educció de la severitat de la malaltia. 
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En observar un efecte significatiu de la varietat en la severitat de la infecció es van 

obtenjr models loglineals per relacionar la freqüència dels índexs de severitat amb la soca 

de patogen i el tractament per cada una de les varietats de perera. Els models obtinguts van 

presentar un bon ajust ((P>i)<0.05 per totes les varietats) i, per tant, es van utilitzar per 

determinar l'efecte del tractament amb fosetii-Al i de la soca de patogen en la severitat de la 

infecció per cada varietat (Taula 2.51 ). 

Es va observar un efecte significatiu del tractament amb fosetii -Al en la reducció de 

la severitat de la malaltia en les varietats Alexandrine, Blanquilla, B. Anjou, General 

Leclerc (en el límit), Maxine, Passe Crassane i Winter Nellis. En aquestes varietats el 

tractament amb fosetil-Al va provocar una reducció significativa dels nivells de severitat de 

la malaltia en inocular-les amb P. syringae pv. syringae, respecte els arbres no tractats 

(Figura 2.30). En algunes varietats (B. Anjou, General Leclerc, Magness i Maxine) es va 

observar un efecte significatiu de la soca de patogen en la severitat de la malaltia. En les 

varietats Conference, Williams i B. Hardent Point no es va observar efecte significatiu de 

cap dels factors en la severitat de la infecció. 
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6. Activitat antibacteriana m vitro dels fosfonats 

6.1. Inhibició del creixement bacterià per la incorporació dels fosfonats 

en medi sòlid 

L'efecte del foseti l-Al , fosfonat potàssic, e tefon, fosfomicina i estreptomicina, en 

el creixement de diferents soques d'espècies de bacteris fitopatògens i no fitopatògens es 

mostra a la Taula 2.52. En aquesta taula s'indica la concentració mínima de producte que 

inhibeix el creixement bacterià (CMI) en medi CYE. El contingut en fosfats d'aquest medi 

determinat segons el mètode de Cottenie i col. (1979) va ser de 0.028 mg PO/ ml·'. 

Taula 2.52. Concentració mmtma inhibitòria del creixement de diferents bacteris per 
l'estreptomicina (Str), fosfomicina (Fmc), fosfonat potàssic (Fs K), fosetil-Al (F Al) i etefon 
(Ett) en medi CYE 

Bacteri 

Str 

Curtobacterium flaccunzfaciens pv. 
flaccunzfaciens <0.5 

Erwinia amylovora 0-2 

E. herbicola 8- 16 

Pseudomonas fluorescens 16-32 

P. syringae pv. maculico/a <0.5 

P. syringae pv. phaseolicola <0.5 

P. syringae pv. syringae 1-2 

P. syringae pv. tomato <0.5 

P. viridiflava 0.5- I 

Xanthomonas spp. 2-16 

F mc 

16-32 

16-40 

>80 

20-40 

1-2 

64- 128 

10-20 

4-8 

20-40 

2.5-20 

Producte o 

Fs K F Al Etf 

>634 < 317-634 

>634 317-634 317-634 

>634 3 17-634 80-158 

>634 158-317 40-80 

>634 >634 

>634 >634 

>634 317-634 317-634 

>634 >634 

>634 158-317 3 17-634 

>634 317-634 317-634 

o Les concentracions s'expressen en fJ& HPO/ ml·1 pels fosfonats i en JJ& i.a. ml·1 per 
l'estreptomicina. Correspo nen a la mínima concentració de cada producte (CMI) a la que no es va 
observar creixement bacterià al cap de 5 dies d'incubació a 25 °C. Per cada una de les espècies s'ha 
indicat l' interval o valor de CMI per les diferents soques 
b no determinat (nd) 
' Concentració màxima avaluada 
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A la Taula 2.52 s'observa que l'activitat antibacteriana del fosfonat potàssic, 

fosetii-Al i etefon va ser molt baixa per tots els bacteris avaluats. El fosfonat potàssic es 

va mostrar com el producte menys actiu en la inhibició del creixement bacterià ja que la 

CMI era superior a 0.63 g HPO/. 1" 1
• En 20 de les 26 soques bacterianes avaluades el 

fosetil-Al va presentar una CMI superior a 0.32 g HPO/. 1·• i l'etefon en 24 de les 26 

soques. La fosfomicina, en canvi, va mostrar una activitat antimicrobiana in vitro més 

elevada que Ja resta de fosfonats ja que les CMI eren d'entre 2.5 i 80 Jlg ml·1
• En general, 

tots els fosfonats van mostrar una activitat antimicrobiana baixa en comparació amb 

l'estreptomicina. 

El pH del medi CYE, utilitzat per a l'avaluació de l'activitat antimicrobiana in vitro 

dels fosfonats, va ser diferent segons el producte i la dosi (Figura 2.32). El medi CYE 

amb etefon i amb fosetil-Al afegits a diferents concentracions, va presentar caràcter àcid 

(valors d'entre 2 i 3 per l'etefon i entre 3 i 4 pel fosetil ), amb una disminució del pH en 

augmentar la dosi de producte. El pH del medi amb fosfonat potàssic es va mantenir força 

constant a les diferents concentracions del producte amb pH d'entre 6.5 i 7, mentre que 

per la fosfomicina el medi va presentar caràcter bàsic amb valors de pH de 7 a 8.5, 

augmentant el pH en augmentar la concentració de producte. Els valors de pH del medi 

CYE a les CMI determinades pels diferents productes van ser de 2.8 per J'etefon, 3.7 pel 

fosetil-Al, 6.5 pel fosfonat potàssic i 7.5 per la fosfomicina. 

6.2. Super vivència de P. syringae pv. syringae en solucions aquoses de 

fosfonats 

Les dues soques de P. syringae pv. syringae utilitzades (EPS94 i EPS 17 a) van 

mostrar relativament bona supervivència tant en solucions de fosetil-Al com de fo fonat 

potàssic a diferents concentracions, pels dos temps d'exposició avaluats (30 i 60 minuts) 

(Figura 2.3 1 ). 

Les variàncies de les concentracions de bacteris viables pels diferents tractaments 

es van mostrar homogènies tant en les suspensions amb fosetil-Al ((P>F)= 0.064 ) com 

amb fosfonat potàssic ((P>F)= 0.085) i els residus van seguir una distribució normal 

d'acord amb Ja prova de Shapiro-Wilk (W=0.96, (P<W)=O. II4 ; W=0.98, 

(P<W)=0.6l5, respectivament). 
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9.0r-------------------------------,~------------------~ 

Fosfonat potàssic 

Fosetil-Al 

8.5 

8.0 

7.5 
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Concentració dels fosfonats 
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• EPS 17a 
~ EPS94 

Temps d'exposició: 60 minuts 

·········• ········ EPS1 7a 
·········<>········ EPS94 

Figura 2.31. Supervivència de les soques EPS17a i EPS94 de P. syringae pv. syringae 
exposades durant 30 o 60 minuts a solucions de fosfonat potàssic i fosetii-Al de diferents 
concentracions. Cada valor és la mitjana de tres repeticions. Les barres d'error indiquen 
l'interval de confiança de la mitjana (P= 0.05). 
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Taula 2.53. Efecte de la concentració de fosfonat, de Ja soca bacteriana i del temps 
d 'exposició en la supervivència de P. syringae pv. syringae en solucions de fosetil-AI i 
fosfonat potàssic a diferents concentracions 

Producte Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

Soca 1 0. 14 2.54 0. 1174 
Temps d 'exposició 1 0.05 0.85 0.3610 
Concentració de producte I 0.05 0.87 0.3550 

Fosetii-Al Soca x temps I 0.0 1 0.16 0.6898 
Soca x concentració 1 0.31 5.67 0.0210 
Temps x concentració I 0.09 1.59 0.2 128 
Error 53 2.75 

Soca I 0.01 0.6 1 0.4372 
Temps d 'exposició 1 0.01 0.64 0.4260 

Fosfonat Concentració de producte 1 0.01 0.07 0.7959 
potàssic Soca x temps 1 0.04 1.75 0.1915 

Soca x concentració 1 0.01 0.01 0.9868 
Temps x concentració 1 0.03 1.33 0.2541 
Error 53 1.22 

Anàlisi de la covariància realitzada amb Ja mitjana dels valors de bacteris viables (Log10) de tres 
repeticions per tractament 
Es va avaluar la supervivència de les soques EPS 17a i EPS94 de P. syringae pv. syringae als 30 o 
60 minuts d'exposició a solucions aquoses de fosetil-Al i fosfonat potàssic a les concentracions: O, 
0. 16, 0.31, 0.62 i 1.24 g HPO/ 1'1 

La supervivència de les dues soques va ser similar en cada un dels fosfonats, no 

havent-hi diferències significatives entre soques per cap de ls productes (Taula 2.53). En 

les solucions de fosfonat potàssic es van observar una major estabilitat en el nombre de 

bacteris viables a les diferents concentracions i temps d'exposició, mentre que pel fosetil­

AI es va observar una lleugera disminució en el nombre de bacteris viables en augmentar 

la concentració de producte (Figura 2.31 ). Per cap dels productes es van observar 

diferències significatives en el nombre de bacteris viables en funció del temps 

d ' exposició. 

El pH de les solucions aquoses de fosetil-Al i fosfonat potàssic va ser diferent en 

funció del producte i la concentració (Figura 2.32). Es va mesurar el pH d ' un rang més 

ampli de concentracions i productes que els utilitzats en l'experiment. Les solucions amb 

etefon i fosetil -AI van presentar caràcter àcid (pH de 2 a 3.5 per l'etefon i de 4 .5 a 3.5 pel 

fosetii-Al) disminuït el pH en augmentar la dosi de producte en els dos casos. La solució 

de fosfonat potàssic va mantenir un pH de 6 a les diferents concentracions, mentre que la 

solució de fosfomicina va presentar valors de pH de 7 a 9, augmentant el pH en 

augmentar la concentració. 
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Figura 2.32. pH del medi CYE i de les solucions aquoses amb fosfonats a diferents 
concentracions. Cada valor correspon a la mitjana de 6 repetic ions. Les barres d'error 
indiquen l' interval de confiança de la mitjana (P=0.05). 

Es va realitzar una anàlisi de la covariància per determinar l'efecte del pH de les 

solucions de fosfonats en la supervivència de P. syringae pv. syringae. Les variàncies del 

nombre de bacteris viables dels diferents tractaments es van mostrar homogènies segons Ja 

prova de Bartlett ((P>F)>0.05), per cada producte. Els residus es van distribuir 

normalment segons la prova de Shapiro-Wilk, tant pel fosetii-Al (W=0.96, 

(P<W)=0.229) com pel fosfonat potàssic (W=0.97, (P<W)=0.291 ). 
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No es va observar efecte significatiu del pH de les solucions de fosetii-AJ i 

fosfonat potàssic en la supervivència de les dues soques de P. syringae pv. syringae als 

30 i 60 minuts d'exposició, segons l'anàlisi de la covariància (Taula 2.54). 

Taula 2.54. Efecte del pH de les solucions de fosfonats en la supervivència de les soques 
EPS 17a i EPS94 de P. syringae pv. syringae en funció del temps d'exposició a les solucions 

Producte Font de variació Graus de Suma de F P>F 
llibertat quadrats 

pH 1 0.001 0 .00 1 0.9818 
Temps d'exposició I 0.005 0.123 0.7272 
Soca 1 0.063 1.408 0.2427 

Fosetil-Al Soca x pH 1 0.064 1.429 0.2394 
Soca x temps 1 0.008 0.173 0.6798 
Temps x pH I 0.005 0.018 0.8950 
Error 53 2. 11 9 

pH 1 0.008 0.39 0.5337 
Temps d 'exposició 1 0.002 0.09 0.7667 

Fosfonat Soca I 0.004 0 . 19 0.6651 
potàssic Soca x pH I 0.001 0.04 0.8425 

Soca x temps I 0.011 0.54 0.8425 
Temps x pH I 0.00 1 0.0 1 0.9507 
Error 53 1.362 

Anàlisi de la covariància reaJir.zada amb la mitjana dels valors de bacteris viables (Log10) de tres 
repeticions per tractament 
Es va avaluar la supervivència de les soques EPS l7a i EPS94 de P. syringae pv. syringae als 30 i 
60 minuts d'exposició a solucions aquoses de fosetil-AI i fosfonat potàssic a les concentracions: O, 
0.16, 0.31, 0.62 i 1.24 g HP0 3

2
• 1·•. Els valors de pH de cada solució es mostren a la Figura 2.32. 

Només es van utilitzar els valors de pH corresponents als productes i concentracions re 
l'experiment 
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DISCUSSIÓ 

L'aplicació de fosfonats en plantes de perera per via radicular a la dosi d'l.86 g 

HPO/' 1·1 redueix la virulència de P. syringae pv. syringae en les fulles, respecte les 

plantes no tractades. L'efecte dels fosfonats varia en funció de l'edat de la fulla i la dosi 

d' inòcul. Com s'ha vist en el capítol anterior l'edat de la fulla i la dosi d'inòcul afecten la 

severitat de la malaltia en inocular P. syringae pv. syringae en perera. Aquests factors han 

afectat també l'activitat dels diferents fosfonats en la virulència del patogen. El major 

efecte dels fosfonats en la reducció de la virulència de P. syringae pv. syringae en perera 

s'ha obtingut en les fulles joves (més susceptibles), en les que la DE50 de patogen ha estat 

I O vegades superior a la DE50 de les plantes no tractades. Podem dir, per tant, que els 

fosfonats avaluats tenen capacitat per reduir Ja virulència de P. syringae pv. syringae en 

perera en les condicions més òptimes pel desenvolupament de la malaltia (varietat i òrgan 

en estat susceptible, patogen virulent i dosi d'inòcul elevada). 

Els diferents fosfonats han mostrat un efecte similar en la virulència del patogen. 

Aquest fet es pot explicar per la presència en tots ells d'un compost comú, l'àcid fosfònic 

(o ió fosfonat). El fosetii-Al i el fosfonat potàssic són hidrolitzats ràpidament en el sòl o 

en l'interior de la planta en àcid fosfònic (H3P03) (Cohen i Coffey, 1986). L'etefon és un 

agent alliberador d'etilè que en l' interior de la planta es descompon en etilè, ió clor (o àcid 

hidroclòric) i fosfònic (Lawton i coL, 1994). Dins la planta, l'àcid fosfòn ic és ionitzat a ió 

fosfonat (HP03
2
") (Ouimette i Coffey, 1990). La descomposició de la fosfomicina en 

l' interior de la planta no es coneix. Diversos autors han observat que l'àcid fosfònic té 

activitat antifúngica directa, en concret, l'àcid fosfònic s'ha mostrat actiu en la inhibició 

del creixement del miceli i l'esporulació de diferents espècies de Phytophthora (Coffey i 

Joseph, 1985; Dolan i Coffey, 1988), en la disminució de la virulència del fong (Dunstan 

i col., 1990) i en la reducció de la severitat de les infeccions en la planta (Fenn i Coffey, 

1984; Fenn i Coffey, 1985; Dolan i Coffey, 1988; Ouimette i Coffey, 1989). En base a 

això es pot considerar que la disminució de la virulència de P. syringae pv. syringae en 

perera i la reducció de la severitat de la malaltia podria ser deguda a l'activitat del fosfonat 

(possible metabolit comú de tots els productes avaluats) en l'interior de la planta, actuant 

directament sobre el bacteri i/o indirectament estimulant mecanismes de defensa en Ja 

planta. 
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S'ha observat un efecte diferencial en la multiplicació de P. syringae pv. syringae 

en perera en funció del fosfonat. El tractament de les plantes amb fosfomicina o etefon 

provoca la disminució de la població bacteriana inoculada en les fulles en 24 hores. En les 

plantes tractades amb fosetil-AJ la població bacteriana es manté estable en les 48 hores 

posteriors a la inoculació i en les tractades amb fosfonat potàssic es produeix una 

multiplicació bacteriana similar a la de les plantes no tractades. El fet que en plantes 

tractades amb fosetil-Al o fosfonat potàssic s'observi una reducció de Ja severitat de Ja 

malaltia respecte les plantes no tractades als cinc dies de Ja inoculació amb P. syringae pv. 

syringae, fa pensar que per observar l'efecte d'aquests productes en la multiplicació 

bacteriana és necessari un període d' incubació més llarg, d'entre 3 i 5 dies, corresponent 

al temps necessari per a l'aparició de símptomes macroscòpics. Es pot dir, per tant, que Ja 

velocitat d' actuació dels fosfonats enfront de P. syringae pv. syringae en perera depèn del 

producte i pot estar relacionat amb la seva metabolització i transport en Ja planta. La 

fosfomjcina s'ha mostrat com el producte més eficient i ràpid, probablement per l'activitat 

antibacteriana directa (Hendl in i col., 1969; Reeves, 1994). El ràpid efecte de l'etefon pot 

ser degut a l'acció combinada de l'àcid fosfònic amb la de l'etilè, compost que s' ha 

relacionat amb mecanismes de defensa de la planta o en la inducció de la resistència 

adquirida enfront de deterrrunats patògens (Belles i col. , 1991 ; Lawton i col. , 1994; van 

Kan i col. , 1995). En concordança amb els nostres resultats el fosetil-Al tampoc és actiu 

en la inhibició de la multiplicació de diferents patovars de Xanthomonas campestris en 

diferents espècies vegetals (Chase, 1993). 

Els símptomes macroscòpics desenvolupats en fu lles de plantes de perera 

inoculades amb P. syringae pv. syringae han estat diferents en funció del tractament o no 

amb fosfonats. Els símptomes observats en les fulles de les plantes tractades amb fosetil­

AI, fosfonat potàssic, etefon o fosfomicina i inoculades amb P. syringae pv. syringae 

EPS94 han estat similars als de la situació incompatible en inocular P. syringae pv . 

phaseolicola (descrita en el capítol anterior). En les plantes tractades amb fosfonats s'han 

observat necrosis seques, limitades al punt d'inoculació o ocupant una superfície 

circumscrita al voltant del punt d' inoculació i bloquejades per un halo cloròtic. Els 

símptomes observats en les fulles de les plantes tractades amb els fosfonats són els 

característics de la resposta hipersensible (Goodman i Novacky, 1994 ). En les fulles de 

plantes no tractades en canvi, els símptomes desenvolupats han estat necrosis hidratades i 

expansives des del punt d' inoculació del patogen, corresponents a la infecció. 

Els símptomes macroscòpics observats coincideixen amb les alteracions dels 

teixits a nivell microscòpic i ultraestructura!. AJ microscopi òptic i als microscopis 
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electrònics de rastreig i de transmissió s'observa un efecte dels fosfonats en la interacció 

P. syringae pv. syringae-perera a les 48 hores de les inoculacions. Els canvis produïts en 

l'hoste i l'efecte sobre el bacteri són diferents en funció del tipus de fosfonat. En cap dels 

tractaments amb fosfonats s'han observat les estructures granulars en l'espai interceJ.lular 

en contacte amb la paret ceJ.lular vegetal i amb el bacteri, observades en la situació 

compatible en les plantes no tractades amb fosfonats. En general, el tractament de les 

plantes amb fosfonats ha provocat alteracions en les cèl·lules parenquimàtiques dels teixits 

de la fulla, similars als observats en la situació incompatible i característics del 

desenvolupament de Ja resposta hipersensible: formació d'agregats fibril ·lars 

extracel· lulars, pèrdua de la turgència cel·lular, discontinuïtat del plasmalemma, deposició 

de vesícules membranoses en la cara interna de la paret cel·lular en zones properes als 

bacteris, i lisi cel·lular de l'hoste amb abocament del material cel·lular a l'espai 

intercel·lular envoltant els bacteris. Tot això provoca una discontinuïtat de les cèl·lules 

parenquimàtiques i la desorganització del mesofil ·le de la fulla. En les plantes tractades 

amb etefon o fosfomicina la desestructuració dels teixits i desorganització cel· lular han 

estat més intensos que en les tractades amb fosfetil-AI o fosfonat potàssic. 

La fosfomicina i l'etefon són els productes que han mostrat major efecte en 

l'alteració de les cèl·lules i teixits de la planta durant la interacció amb el bacteri, coincidint 

amb els resultats obtinguts en l'efecte en Ja virulència i multiplicació de P. syringae pv. 

syringae i en el desenvolupament de símptomes macroscòpics. 

En les fulles de plantes tractades amb etefon i infiltrades amb P. syringae pv. 

syringae es produeix el bloqueig de les cèl·lules bacterianes entre les cèl·lules vegetals. 

amb engruiximent de la paret cel·lular vegetal i l'abocament del contingut de les cèl·lules 

parenquimàtiques a l'espai intercel·lular envoltant el bacteri. Això provoca probablement 

la mort de les cèl·lules vegetals en contacte amb el patogen i impedeix la infecció. 

Diversos treballs relacionen l'etefon o l'etilè (producte alliberat per l'etefon en la seva 

descomposició dins la planta) amb la resposta hipersensible. En diverses interaccions 

hoste-patogen s'ha observat un augment en la producció d'eltilé per part de la planta, tant 

en la situació compatible (desenvolupament de la infecció) com en la incompatible (reacció 

hipersensible) (Bellés i col., 1991; van Kan i col., 1995). Es considera però, que la 

síntesi d'etilè per part de la planta és una resposta no específica (Bellés i col., 1991). En 

Arabidopsis thaliana tot i que sembla ser que l'etilè no indueix la resistència sistèmica 

adquirida (SAR) sí que actua sensibilitzant les cèl·lules a la resposta SAR (Lawton i col., 

1994). Tot i això l'etefon i l'etilè no tenen per què actuar en les mateixes respostes de la 

planta. S'ha observat que mutants de tomatera productors en excés d'etilè no produeixen 
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proteïnes induïdes durant la patogènia, però sí les produeixen quan són tractades amb 

etefon. En mutants d'Arabidopsis thaliana insensibles a l'etilè, la inducció de gens de 

resistència per tractament amb etefon està relacionada amb els àcids alliberats en la 

descomposició d'aquest compost químic en la planta: àcid hidroclòric i fosfònic (Lawton i 

col., 1994). 

La fosfomicina ha mostrat, en aquest treball, un efecte directe sobre els bacteris, 

en observar-se cèl·lules bacterianes que han perdut l'estructura de la paret cel·lular. Això 

pot ser degut a l'activitat d' interferència del producte a nivell de síntesi de la paret cel·lular 

bacteriana (Hendlin i col. , 1969). Addicionalment en les cèl·lules vegetals s'han observat 

també canvis característics de la resposta hipersensible. 

El tractament de les plantes de perera amb fosetii-Al i fosfonat potàssic també ha 

provocat canvis en les cèl·lules vegetals de la zona infiltrada amb P. syringae pv. syringae 

característics de Ja resposta hipersensible. Diversos estudis indiquen que l'aplicació del 

fosetii-AI en plantes estimula el desenvolupament de símptomes característics de la 

resposta hipersensible com necrosis bloquejades que eviten el progrés de Ja infecció 

(Bompeix i col. , 1980, 1981), col·lapse citoplasmàtic i mort cel·lular (Guest, 1984). S'ha 

observat que el fosetil-AJ redueix el nivell de peroxidases secretades al medi extracel·lular 

en cultiu de cèJ.Iules de vinya (Viris vinifera) actuant a nivell dels canals de Ca2
• o Mg2

• 

de la membrana cel·lular, interferint en el potencial de membrana (López-Serrano, 1997). 

En cítrics, el foset ii-AI i l' àcid fosfònic provoquen un augment en la producció de 

fitoalexines de forma similar a l'estimulació de la resposta hipersensible, limitant la 

infecció per Phytophthora citrophthora (Afek i Sztejnberg, 1989). El tractament de 

plantes de tabac amb fosetii-Al provoca el desenvolupament de la resposta hipersensible 

en front de Phytophthora nicotianae var. nicotianae, amb una ràpida acumulació de 

fitoalexines, lignina i eti lè, i un ràpid augment dels nivells de fenilalanina amoni liasa 

(Nemestothy i Guest, 1990). 

El tractament de plantes de perera i tabac amb fosetii-AI ha provocat un augment en 

la permeabilitat cel·lular de discs foliars infiltrats amb bacteris fitopatògens virulents, 

respecte discs no infiltrats amb bacteris. En cada hoste estudiat, el fosetii-AI ha modificat 

la pauta de sortida d'electròlits dels discs infiltrats amb soques virulentes de P. syringae 

pv. syringae i P. syringae pv. tabaci, respectivament (situació compatible), respecte les 

plantes no tractades. En perera, com ja s'ha comentat en el capítol anterior, en la situació 

compatible es produeix una ràpida i forta permeabilització cel·lular, mentre que en la 

situació incompatible la sortida d'electròlits dels discs foliars és lenta i progressiva. En 
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tabac, com en altres espècies vegetals (Brisset i col., 1994) la resposta és la inversa. En la 

situació compatible es produeix una penneabilització cel·lular lenta i progressiva i en la 

situació incompatible aquesta penneabilització és ràpida i forta. S' ha observat que el 

tractament de les plantes amb fosetil-Al provoca canvis en la pauta de sortida d'electròlits 

en la situació compatible. En perera es produeix una penneabilització cel·lular lenta i 

progressiva i en tabac forta i ràpida, característiques en tots dos hostes de la interacció 

incompatible. Els valors de conductivitat final, Ja cinètica de sortida d'electròlits (K0 i b) i 

el temps de pèrdua mitjana d'electròlits dels discs de fu lles de plantes tractades amb 

foseti l-Al són diferents als de plantes no tractades i similars als de la situació 

incompatible. En la situació incompatible el fosetil-Al accentua la resposta en la planta. És 

a dir, en perera la sortida d'electròlits és més lenta que en les plantes no tractades i en 

tabac és més ràpida. 

En e l capítol anterior s'ha observat que la cinètica de sortida d'electròlits dels discs 

foliars depèn del tipus d ' interacció hoste-patogen, podent definir en cada situació la pauta 

de sortida d'electròlits. Els canvis en la penneabilitat cel·lular dels teixits de la planta en la 

situació incompatible s'han relacionat amb el desenvolupament de la resposta 

hipersensible (Aposto) i col, 1989; Atkinson i col., 1990). En base als resultats obtinguts 

en aquest treball sembla raonable pensar que el fosetil-Al en perera i tabac intervé en Ja 

interacció hoste-patogen provocant, en la situació compatible (tabac/P. syringae pv. tabaci 

i perera/P. syringae pv. syringae ), canvis en la penneabilitat cel·lular característics de la 

resposta hipersensible i, per tant del desenvolupament de mecanismes de defensa en Ja 

planta. 

L'activitat del fosetil-Al en la penneabilitat cel·lular dels teixits de perera inoculats 

amb P. syringae pv. syringae s'observa a les 24-48 hores de la inoculació. Durant aquest 

període de temps no s'observa efecte del fosetil-Al en la supervivència del bacteri infiltrat, 

però sí en els canvis estructurals en els teixits de les fulles de la planta. Això fa pensar que 

el desenvolupament d'una resposta hipersensible en les plantes tractades amb fosetil-Al 

sigui degut a l'activitat del fosfonat dins Ja planta estimulant la resistència al patogen, més 

que a l'actuació directa sobre el bacteri . Tot i això, el fosfonat podria actuar reduint la 

virulència del patogen sense afectar la seva viabilitat o creixement. Dunstan i col. ( 1990) 

van observar que el fosfonat provoca una reducció en la producc ió de polisacàrids i 

lipoproteïnes en Ja superfície de Phytophthora infestans, sense que el creixement del fong 

quedi afectat. Aquestes proteïnes tenen Ja capacitat de suprimir la resposta de defensa de Ja 

planta. Segons això el fosfonat pot actuar en els mecanismes de reconeixement hoste­

patogen i a través d 'aquests en el sistema de defensa de l' hoste. S'han proposat dos 
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possibles mecanismes d'actuació, en primer lloc, els fosfonats incrementarien o activarien 

la producció d'inductors produïts pel patogen, i en segon lloc, els fosfonats inhibirien la 

producció o activitat dels supressors per part de la planta (Guest i Grant, 1991 ). 

Seria interessant estudiar l'efecte del fosfonat potàssic, l' etefon i la fosfomicina en 

la permeabilitat cel· lular dels teixits de perera en la interacció amb P. syringae pv. 

syringae, per poder comparar l'efecte dels diferents productes i relacionar-ho amb la seva 

activitat en altres aspectes de la interacció hoste-patogen. 

En mongetera, s'ha observat una diferència clara en la pauta de sortida d'electròlits 

entre la situació compatible/incompatible en funció del bacteri infiltrat, produint-se un 

augment fort i ràpid de la permeabilitat cel·lular en la situació incompatible i lent i 

progressiu en la compatible. Aquests resultats són similars als obtinguts per Brisset i col. 

( 1994). EJ tractament de les plantes amb etefon ha provocat una ràpida i forta sortida 

d'electròlits dels discs foliars de mongetera infiltrats amb el patogen, similar a l'observada 

en la situació incompatible. No s' ha observat, en canvi, un efecte clar en la permeabilitat 

cel·lular del tractament de les plantes amb fosetil-AJ o fosfornicina. Tampoc s'ha observat 

una clara diferència en la cinètica de sortida d'electròlits en funció de la sensibilitat 

varietal. Les varietats Michelet (sensible) i Vaillant (resistent) han mostrat diferent pauta 

de sortida d 'electròlits, en canvi entre les varietats Coco (sensible) i Dorabel (resistent) no 

s' han observat diferències significatives. La metodologia utilitzada per estudiar els canvis 

de la permeabilitat cel·lular en mongetera en la interacció amb P. syringae pv. phaseolicola 

no ha permès diferenciar de forma clara totes les situacions. És possible que per això no 

s'hagin observat efectes clars i diferencials dels fosfonats. Varis factors corn el material 

vegetal, la dosi d ' inòcul i les condicions d'incubació, poden afectar la sortida d'electròlits 

de cèl· lules de la planta inoculades amb bacteris (Brisset, 1990). És important definir les 

condicions experimentals (edat i tipus de material vegetal, concentració bacteriana, medi i 

condicions d'incubació) que permetin observar de forma clara els canvis produïts en cada 

ituació. És possible que les condicions que permeten estudiar la sortida d'electròlits en 

perera, definides per Brisset ( 1990), no siguin les més idònies per mongetera. Caldrà 

doncs definir les condicions experimentals que permetin caracteritzar les diferents 

situacions que tenen lloc en la interacció hoste-patogen en mongetera, per poder avaluar 

l'efecte dels fosfonats en la interacció. 

El tractament de plantes de perera amb fosfonats provoca una reducció 

significativa i consistent de la malaltia en inocular P. syringae pv. syringae. Per totes les 

formes d'aplicació (via radicular, absorció per la tija o per polvorització foliar) i material 
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vegetal utilitzats (branques, plantes en hivernacle i arbres a camp) s'ha observat efecte 

dels fosfonats en la reducció de les infeccions i del desenvolupament de la malaltia. 

Tanmateix, l'eficiència dels fosfonats en la reducció de la malaltia està relacionada amb la 

forma d'aplicació, la dosi i cadència, i el tipus de producte aplicat. També s'ha observat 

efecte de l' estat fenològic de l'hoste. 

La forma d'aplicació del fosetii-Al en perera afecta el control de la infecció de P. 

syringae pv. syringae. La DE50 de fosetil-Al aplicat en medi hidropònic en branques de 

perera és de 0.56 g HPOt 1-1, mentre que regant les plantes és d' 1.27 a 3.95 g HPOt ¡-J 

(segons l'experiment). L'aplicació en medi hidropònic permet l'entrada ràpida i directa del 

fosfonat als teixits conductors de les branques (xilema o floema), i d'aquí el transport a 

les fulles, mentre que la incorporació al substrat implica l'absorció per les arrels i l'entrada 

i transport pels teixits conductors de la planta fins les fulles. L'aport de sacarosa en les 

solucions de fosetil -Al pot haver incrementat l'entrada de fosfonat en les branques, ja que 

la sacarosa incrementa l'entrada de fosfonat al floema (Ouimette i Coffey, 1990). En les 

branques, el fosetil-Al és possible que hagi estat absorbit sense ser metabolitzat en 

fosfònic, ja que la degradació no enzimàtica dels fosfonats depèn del pH i la temperatura, 

i a temperatura ambient és molt lenta. En el sòl en canvi, la degradació del fosetil-Al, en la 

que hi intervenen microorganismes, és molt ràpida, amb una vida mi~ana de 0.3 a 2 dies 

(Cohen i Coffey, 1986). Tot i que la planta pot absorbir el fosetil i metabolitzar-lo, la 

major part del producte aplicat al sòl és absorbit en forma de fosfònic (Cohen i Coffey, 

1986). Una vegada dins la planta el fosfonat és acumulat en els teixits metabòlicament 

actius , ja que la planta no el metabolitza (Guest i Grant, 1991 ). En alvocat (Persea indica) 

l'aplicació de fosetil -Al sobre incisions realitzades en el tronc produeix un major control 

de la infecció de Phytophthora citricola, amb nivells de fosfonat detectats en la zona 

infectada superiors, que regar les plantes. Aquest fet és atribuït a l'entrada del fosetil 

directament al floema (EI-Hamalawi i col. , 1995). La determinació de la concentració de 

fosfonat en les fulles de les branques i de les plantes de perera tractades amb fosetil-AJ 

podria explicar la diferència en el control de la infec.ció de P. syringae pv. syringae en 

funció de la forma d 'aplicació del producte. 

El foseti i-Al i el fosfonat potàssic han mostrat un comportament similar en la 

reducció de la infecció de P. syringae pv. syringae en fulles 'separades de la planta. Les 

DE50 han estat similars ( 1.27 g HPO/· 1"1 i 1.29 g HPO/ ¡-I respectivament) i els nivells 

de reducció de la severitat de la infecció (40-50 %) equivalents, en ser aplicats per via 

radicular a la dosi d' 1.86 g HPO/ r1
• En canvi, en les inoculacions en la planta sencera, 

el fosfonat potàssic ha mostrat una major reducció de la severitat de la malaltia que el 
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fosetil-AI. Els valors de DE50 pel fosfonat potàssic han estat inferiors als del fosetil-AJ 

(2.92 g HPO/· ¡·1 i 5.42 g HPO/" 1·1 respectivament). L'efecte similar del fosetil-Al i el 

fosfonat potàssic en el control de malalties causades per Phytophthora en diferents 

espècies vegetals (Fenn i Coffey, 1984; Cohen i Coffey, 1986), ha estat explicat per 

l'acció de l'àcid fosfònic . Tot i això sovint s'observa major eficàcia del fosfonat, amb 

DE50 inferiors degut a que el foseti i-Al ha de ser metabolitzat a H3P03 (Dolan i Coffey, 

1988). 

L'aplicació de fosfonats en plantes de perera per via radicular a Ja dosi d' 1.86 g 

HPOt 1"1 redueix la severitat de la malaltia en un 40-75% en les fu lles separades de la 

planta, i en un 10-75% en la planta sencera. El nivell de reducció és diferent en funció del 

fosfonat. Els productes més eficients han estat I' etefon i la fosfomicina, mentre que el 

fosfonat potàssic i el fosetil-Al han mostrat una eficàcia mitjana, no reduint la malaltia en 

més d'un 50% respecte el control. L'efecte de cada fosfonat en la infecció de P. syringae 

pv. syringae coincideix amb l'efecte que han mostrat en la virulència i multiplicació de P. 

syringae pv. syringae en la planta i amb la simptomatologia i canvis estructurals 

desenvolupats en els teixits de perera No s'ha observat relació entre l'activitat dels 

diferents fosfonats en el control de P. syringae pv. syringae en perera i el pH de les 

solucions aquoses dels fosfonats, (pH de 2 a 8, segons el fosfonat) o del substrat regat 

amb els fosfonats (pH de 5.3 a 6.2). 

Els nivells de control de Ja infecció per P. syringae pv. syringae en perera amb 

fosetil-Al o fosfonat potàssic són similars als obtinguts en el control d'altres malalties 

bacterianes. El fosetil-AJ té un baix efecte, amb resultats inconsistents, en el control d'E. 

amylovora en plantes de perera en hivernacle, tot i que en les aplicacions a camp s'obté un 

efecte clar i significatiu del producte en el control del foc bacterià (Paulin i col, 1990). 

L'eficàcia del fosetil -Al aplicat a la dosi de 3 g HPOJ 2• 1" 1 en el control de Xanthomonas 

campestris en plantes ornamentals és variable i inconsistent amb valors mitjans del 58% 

(Chase, 1993). Aquests resultats contrasten amb l'eficàcia del fosetii-AJ i fosfonat 

potàssic en el control de cenes malalties fúngiques. La infecció de Phyrophthora parasitica 

var. nicotianae en tabac és controlada totalment amb aplicacions de 0.93 g HPO/' 1' 1 de 

fosetil-Al o de 0.70 g HPO/ · 1'1 de fosfonat potàssic (Fenn i Coffey, 1989). 

El control de malalties bacterianes en espècies ornamentals amb fosetil-AJ és 

afectat per la dosi, cadència i nombre d'aplicacions (Chase, 1993). En el control d'E. 

amylovora en perera també s'observa un clar efecte de la dosi de fosetil-AJ, millorant en el 

control en augmentar la dosi o el nombre d'aplicacions (Paulin i col. , 1990). D'acord amb 
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aquests resultats, el control de la infecció per P. syringae pv. syringae en plantes de 

perera, s' incrementa en augmentar la dosi dels diferents fosfonats avaluats o la freqüència 

de les aplicacions. La fosfomicina és el producte que presenta major efecte en la reducció 

de Ja malaltia, amb una DEso inferior a 0.5 g HPOt ¡·1
• L'etefon també provoca una 

reducció important de la malaltia, amb una DEso d ' 1.47 g HPO/. 1" 1
• Dosis superiors 

d'etefon provoquen problemes de fitotoxicitat i de creixement en les plantes. El fosetil-Al i 

e l fosfonat potàssic, en canvi s'han mostrat mitjanament efectius, amb DE50 superiors. La 

reducció màxima de la malaltia en planta amb tractaments de fosetii-Al i fosfonat potàssic 

s'obté a dosis superiors a la dosi agronòmica recomanada pel control de malalties 

bacterianes o fúngiques ( 1.86 g HPO/ · 1·1
, equivalent a 3 g i.a. r1

) i amb una elevada 

freqüència d'aplicacions (5-6 dies). Les DEso de fosetii-AI i de fosfonat potàssic pel 

control de P. syringae pv. syringae en perera són també superiors a les obtingudes en el 

control de malalties fúngiques. Per exemple, en el control de Phytophthora spp. en 

alvocat la DEso de fosetil-Al és de 16.1 mg HPOt r1 i en tomatera de 220.7 mg HPOt 1· 1 

(Fenn i Coffey, 1984; Dolan i Coffey, 1988). 

En plantacions a camp, el tractament d ' arbres de perera de diferents varietats amb 

fosetil-AI a Ja dosi d ' 1.86 g HP03
2
• r1 ha tingut un efecte significatiu en el control de la 

infecció de P. syringae pv. syringae en 7 de les 12 varietats avaluades. Cal destacar, però 

que l'eficiència ha estat molt baixa. Tot i que per totes les varietats s'observa una reducció 

de la severitat de Ja malaltia en els arbres tractats amb fosetil -AI, l'efecte és diferent en 

funció de Ja varietat. El diferent comportament de les varietats no es pot relacionar amb la 

sensibilitat al patogen, ja que l'aplicació de fosetii-AI ha reduït significativament la 

infecció del patogen tant en fulles de varietats sensibles (Alexandrine, B . Anjou, General 

Leclerc i Passe Crassane) com mitjanament o poc sensibles (Bianquilla, Maxine i Winter 

Nelli s), mentre que en altres varietats sensibles com Conference i Cornice no s'ha 

observat efecte significatiu del tractament. Aquesta diferència en el control de la malaltia 

per part del fosetii-AI es podria atribuir a la metabolització i transport del fosfonat en la 

planta ll igat a l' estat fenològic dels arbres de les diferents varietats en el moment de 

realitzar els tractaments. 

L' acti vitat del fosetil-Al, el fosfonat potàssic, l'etefon i Ja fosfomicina, aplicats per 

via radicular, en el control de la malaltia en les fulles implica l' absorció dels productes o 

dels seus metabolits per les arre ls i el transport per l' interior de la planta fins les fulles. Hi 

ha per tant, una mobilitat dels diferents productes en l'interior de la planta. EI fosfonat , 

metabolit actiu del fosetii-Al , fosfonat potàssic i etefon, és transportat en la planta i 

translocat tant pel xilema com floema, implicant en el cas del transport pel floema, una 
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entrada de fonna activa a través del simplast. Una vegada dins el floema, el fosfonat és 

transportat per flux en massa cap els òrgans metabòlicament actius (Ouimette i Coffey, 

1990). La fosfomicina, o algun metabolit actiu resultant de la seva descomposició en el 

sòl o en la planta, també hauria presentat mobilitat en perera. Aquesta mobilitat dels 

fosfonats ha estat posada de manifest en plantes d'alvocat regades amb fosetii-AJ a la dosi 

d' 1.5 g HPOt ¡-ten que es van detectar ni vells de fosfonat en les fulles de l'ordre de 

0.32 g HPO/ - kg·• pes fresc, amb nivells màxims de fosfonat en els teixits de la planta a 

les 3-6 setmanes del tractament (EJ-Hamalawi i col., 1995). La detecció i quantificació 

dels nivells de fosfonat (HP03 
2
") en I' interior de les plantes de perera tractades amb els 

diferents productes pennetria conèixer i comparar Ja metabolització i mobilitat de cada un 

d'ells en l' interior de Ja planta i ajudaria a comprendre la seva fonna d'actuació. 

Els nivells de fosfonat en els teixits de Ja planta han estat relacionats amb el control 

de malalties causades per oomicets . Els nivells de fosfonat i el control de Ja malaltia es 

veuen afectats per la fonna d'aplicació del producte, la concentració, fonnulació i el temps 

després de l'aplicació. L'apl icació de fosetil-Al sobre incisions realitzades en el tronc de 

plantes d'alvocat protegeix de la infecció per Phytophthora spp. durant 5-6 mesos ,(El­

Hamalawi i col., 1995), i l'aplicació dues vegades a l'any Uuny i octubre) de foseti l-AJ en 

plantacions de pomera penneten el control total de la infecció per Phytophthora cactorwn 

(Utkhede i Smith, 1995). En perera l'aplicació de fosetil-AJ a Ja primavera protegeix les 

plantacions disminuint la incidència de la necrosi de borrons de flor a la primavera següent 

(Montesinos i Yilardell, I 991 a, 1996) 

A diferència dels resultats consistents obtinguts en el present treball , diversos 

autors han obtingut resultats inconsistents en el control de malalties bacterianes amb 

fosetil-Al (Paul in i col., 1990; Chase, I 993). En haver-hi una metabolització i transport 

dels fosfonats en l'interior de Ja planta l'efecte i eficàcia d'aquests productes en el control 

de la malaltia es poden veure afectats per l'estat fenològic i activitat de la planta i per les 

condicions ambientals. Això pot explicar les diferències entre repeticions d'un mateix 

experiment i la variabilitat en l'eficàcia d'aquests productes. També explicaria el major 

control de la malaltia observat en les fulles del brot tendre de les plantes respecte les fulles 

del brot de més d'un any en alguns dels experiments realitzats amb planta sencera en 

aquest treball. 

Tot i que Ja fosfomicina i l'etefon han estat els productes més eficients en el 

control de la infecció de P. syringae pv. syringae en perera, aquests productes presenten 

limitacions en la seva utilització pel control de Ja malaltia. L'etefon pot tenir efectes 
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secundaris en les plantes com a resultat de l'alliberació i actuació de l'etilè en els teixits 

vegetals . De fet , a dosis properes a la DE50 s'han observat problemes de fitotoxicitat i 

creixement en les plantes. Per altra banda, la fosfomicina és un antibiòtic d'us restringit 

pe l control de determinades malalties bacterianes en humans i animals. 

Tant el fosetil-Al com el fosfonat potàssic són efectius en el control de P. syringae 

pv. syringae en perera, encara que amb una reducció moderada dels nivells de malaltia. El 

nombre d'aplicacions i la dosi de fosetil -AJ o fosfonat potàssic necessaris pel control de la 

infecció són elevats i com s'ha vist, superiors als utilitzats en el control de malalties 

fúngiques. El transport del fosfonat pel floema, permet realitzar l'aplicació dels productes 

en e l moment en que l'estat fenològic de l' hoste sigui l' adient per a que l'òrgan que calgui 

protegir estigui metabòlicament actiu. D'aquesta manera pot augmentar el nivell de 

fosfonats en I' òrgan infectat i obtenir major control de la malaltia. Caldrà, per tant, 

real itzar nous assajos amb l'objectiu de millorar l'eficàcia de penetració dels productes en 

la planta amb noves formes d'aplicació, que permetin una incorporació més ràpida o 

directa del fosfonat al floema de la planta. Serà interessant determinar el moment 

d'aplicació idoni per a que el contingut de fosfonat en l' òrgan a protegir sigui elevat en el 

moment de la infecció. Per això, caldrà realitzar assajos paral-lels en plantes en hivernacle 

i en arbres en plantació de manera que es puguin avaluar i comparar les diferents formes 

d 'aplicació dels productes i relacionar la concentració de fosfonat en els teixits vegetals 

amb el control de la malaltia. 

La moderada activitat de ls fosfonats en el control de la malaltia desenvolupada per 

P. syringae pv. syringae en perera contrasta amb la baixa activitat que presenten in vitro, 

tret de la fosfomicina. El fosetii-Al, fosfonat potàssic i etefon mostren baixa o nul-la 

activitat en la inhibició del creixement de les espècies bacterianes avaluades . Per aquests 

bacteris les CM Is són elevades, de 0.32 a 0.63 g HP03 
2
• 1·', properes a les dosis efectives 

mitjanes obtingudes en planta per algun d'ells, i a la dosi agronòmica de fosetil-AI 

recomanada pel control de malalties bacterianes, entre 1.37 i 2.7 g HPOt 1·' (Chase, 

1993). 

La fosfomicina presenta una activitat antimicrobiana in vitro superior a la de la 

resta de fosfonats, amb CMis d' entre 2.5 i 80 mg HPO/' 1'1, però inferior a 

l'estreptomicina. La fosfomicina és un antibiòtic d 'ampH espectre utilitzat en el control de 

malalties causades per bacteris aerobis Gram negatius i Gram positius, amb excepcions 

corn P. aeruginosa (Reeves, 1994). L'activitat antibacteriana in vitro de la fosfomicina 

depèn de la composició del medi utilitzat. La presència de glucosa o fosfat disminueixen 
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l'activitat de la fosfomicina de fonna significativa, probablement degut a la inhibició per 

part d ' aquests compostos del sistema de transport de la fosfomicina a l'interior del bacteri 

per la via del L-a-glicerofosfat (Hendlin i col. , 1969). El medi CYE és un medi que no 

conté glucosa (com a font de carboni porta glicerol) ni fosfat afegits, per tant la baixa 

activitat de la fosfomicina respecte l'estreptomicina no pot ser explicada per la composició 

del medi . 

Els resultats d'activitat antibacteriana in vitro obtinguts pel fosetii-Al i fosfonat 

potàssic contrasten amb Ja forta inhibició del creixement de miceli i esporulació de 

Phytophthora spp. observada en medi amb baix contingut de fosfats amb addició de 

fosfonat a dosis de 0.069 a 0 .552 g HPO:/" r1 (Fenn i Coffey, 1984, 1985), i amb les 

DE50 de fosetil-Al per la inhibició del creixement del fong, entre 0.2 i 1 g HP03
2

- (Farih i 

col. , 1981). En aquest sentit, el nivell de fosfat present en el medi determina la sensibilitat 

al fosfonat d 'algunes espècies de Phytophthora. Concentracions de 0.1 a 1 mM de fòsfor 

(Pi) són suficients per afectar significativament la taxa d'acumulació de fosfonat pel fong i 

la toxicitat d ' aquest, reduint o anul·lant la seva activitat (Griffith i col., 1993). La 

inhibició de I' efecte del fosfonat pel fosfat és deguda a la competència pel sistema de 

transport del fosfat a l'interior del fong (Fenn i Coffey, 1984). El baix contingut en fosfat 

del medi CYE (0.029 mM PO/) fa descartar la possibilitat que la baixa activitat in vitro 

d' aquests productes sigui deguda a l' efecte del fosfat. Una altra possible explicació de la 

baixa activitat in vitro seria la metabolització dels fosfonats per part dels bacteris. De fet , 

diferents espècies bacterianes, entre elles algunes espècies del gènere Pseudomonas, tenen 

capacitat d'utilitzar organofosfonats (fosfonats amb un enllaç C-P) com a font de carboni 

o de fòsfor (Jacob i col. , 1988; Zboinska i col. , 1992). Wackett i col. ( 1987) van obtenir 

soques bacterianes (principalment bacils Gram negatius com Pseudomonas spp. i 

Agrobacterium radiobacter) capaces de trencar l'enllaç C-P de fosfonats com la 

fosfomicina, glifosat i àcids alquilfosfònics mitjançant un enzim carboni-fosfor liasa, i 

utilitzar-los com a font de carboni, nitrogen o fòsfor. També ha estat descrit que 

Pseudomonas fluorecens és capaç d'utilitzar el fosfonat com a font de fòsfor pel 

creixement, i acumular el seu producte d'oxidació (fosfat) (Cohen i Coffey, 1986; 

Zboinska i col. , 1992). 

La baixa activitat antibacteriana del fosetil-Al i el fosfonat potàssic en medi CYE 

coincideix amb l'elevada supervivència de P. syringae pv. syringae en solucions aquoses 

dels dos fosfonats a concentracions d ' 1.25 g HPO/ r 1 o inferiors. Aquests resultats 

contrasten amb la sensibilitat in vitro de Xanthomonas spp. i Pseudomonas spp. en 

solucions de fosetil-Al de 0.42 a 0.84 g HPO/' r1 descrita en altres treballs (Chase, 
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1993). La inhibició del creixement bacterià in vitro pel fosetii-AI observada per Chase 

( 1993) ha estat interpretada com una activitat directa lligada al pH. El pH de solucions 

aquoses de fosetii-AI té valors d'entre 3 i 4, i el pH mínim pel creixement de les diferents 

espècies bacterianes determinat per Chase ( 1993) és de 4.5 a 5.5. Segons els nostres 

resultats, el diferent pH de les solucions amb els dos fosfonats (de 3.5 a 4.5 pel fosetil-AI 

i de 5.5 a 6 pel fosfonat potàssic) no afecta la supervivència de P. syringae pv. syringae, 

ja que s'ha observat un comportament similar en les solucions dels dos productes. 

Tot i que el fosetii-AI pot presentar baixa activitat antifúngica in vitro en front 

d'algunes espècies de Pythium i Phytophthora resistents, amb DE50 de 0.25 a I g HPO/" 

r1 (Farih i col, 1981; Cohen i Coffey, 1986), en aquestes espècies l'àcid fosfònic té una 

elevada activitat inhibitòria del creixement, amb DE50 de 0.005 a 0.2 g HP03
2
. r1 (Fenn i 

Coffey, 1984). Això va portar a formular la hipòtesi que el fosfonat (o àcid fosfònic) té 

una acció antifúngica directa i que el fosetii-AJ, en descomposar-se en fosfonat, in vivo 

actuaria de la mateixa forma (Cohen i Coffey, 1986). En el present treball el fosfonat 

potàssic i el fosetii-AI han presentat el mateix comportament in vitro en front de P. 

syringae pv. syringae , no observant-se una forma d'actuació directa sobre el bacteri. Per 

altra banda, l'activitat similar dels dos fosfonats en el control de P. syringae pv. syringae 

en la planta fa pensar en l'activitat d'un metabolit actiu comú dels dos productes 

(probablement fosfonat) que actuï en la planta induint la resistència o estimulant 

mecanismes de defensa. 

En base als resultats obtinguts, l'efecte del fosetii-Al i del fosfonat potàssic en el 

control de la infecció per P. syringae pv. syringae en perera sembla ser deguda a 

l'estimulació de mecanismes de defensa en la planta més que a l'acció directa sobre el 

bacteri. La baixa activitat antibacteriana d'aquests fosfonats, juntament amb l'eficàcia en el 

control de la malaltia fa pensar en la possibilitat de la utilització d'aquests productes en 

sistemes de control integrat de P. syringae. Es podrien combinar aplicacions de foseti l-Al 

o fosfonat potàssic amb mesures de control biològic. Per altra banda, la toxicitat d'aquests 

productes, i dels fosfonats (àcid fosfònic i esters de l'àcid fosfònic) en general és baixa. 

L'etefon, el fosetil-AI i la fosfornicina presenten una toxicitat baixa i similar. La DL50 per 

ingestió oral en rates per l'etefon i el fosetii-Al és de 4229 mg Kg·1 i 5800 mg Kg·1
, 

respectivament (Muccinelli, 1997) i per la fosfornicina de 4000 mg Kg·1 (Hendlin i col., 

1969). No hi ha evidències que els mamífers o les plantes puguin oxidar el fosfonat a 

fosfat. Addicionalment, en el sòl, el fosfonat és oxidat a fosfat pels microorganismes 

residents i per tant no constitueix un residu recalcitrant (Guest i Grant, 1991 ). 
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Capítol 2 

Tot i que aquest treball ha pennès aprofundir en aspectes desconeguts de l'activitat 

dels fosfonats en la interacció P. syringae pv. syringae-perera i en el control de la 

malaltia, la fonna d'actuació d'aquests productes no està del tot clara. Caldrà doncs, 

utilitzar les metodologies que s'han desenvolupat per estudiar l'efecte d' aquests productes 

en l'estimulació de mecanismes de defensa en la planta. Seria interessant estudiar l'efecte 

dels fosfonats en la síntesi de fitoalexines en la planta, altiberarnent i oxidació de fenols, 

activitat de peroxidases, polifenoloxidases, proteïnes PR, i altres compostos que 

intervinguin en el desenvolupament de la resposta hipersensible en perera. La comparació 

amb la resposta de varietats poc sensibles o resistents de perera aP. syringae pv. syringae 

pot ajudar a coneixer el mecanisme d' acció d'aquests productes i millorar el control de Ja 

necrosi bacteriana de la perera. 
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CONCLUSIONS 

1) S'han determinat, en condicions controlades, els factors que afecten la infecció de P. 

syringae pv. syringae en perera. El desenvolupament de la malaltia i Ja severitat de les 

infeccions depenen de la temperatura d'incubació, l'estat fenològic de l'òrgan, la varietat 

de perera i Ja dosi d'inòcul i virulència del patogen. La temperatura òptima pel 

desenvolupament de la malaltia es situa entre 20 i 25 oc. Les fulles joves, formades sobre 

brots en creixement actiu, són més susceptibles que les dels brots que han aturat el 

creixement. La dosi critica de P. syringae pv. syringae pel desenvolupament de la malaltia 

i observació dels símptomes és de 106 ufc ml·1, i la DE50 és de 5x 106 u fc ml ·1, encara que 

per observar símptomes clars de Ja malaltia, diferents dels de Ja resposta hipersensible, 

són necessàries dosis d 'entre 107 i 108 ufc m1·1
• 

2) Totes les soques de P. syringae pv. syringae avaluades s' han mostrat patogèniques en 

perera, amb diferent grau de virulència en funció de la soca. Tot i que no s'ha pogut 

relacionar Ja virulència de les soques amb el seu origen, les soques aïllades d'un hoste 

diferent a la perera o de teixits sans han estat menys virulentes que les am ades de teixits 

infectats. 

3) S' ha observat diferent sensibilitat a P. syringae pv. syringae entre les varietats de 

perera. La majoria de les varietats d'interès comercial (Abate Fétel, Alexandrine, Beurre 

Anjou, Blanquilla, Conference, Doyenne du Comice, General Leclerc, Passe Crassane, i 

Williams) són sensibles. Entre les poc sensibles s'hi troben varietats autòctones (MB-6, 

MB-7 i MB-14) i les varietats Maxine, Rogue Red i Winter Nellis. 

4) Les tècniques d'inoculació en fruits immadurs de perera i d 'inoculació en fulles joves 

separades de Ja planta han permès avaluar, sota condicions ambientals precises i 

controlades, la patogenicitat i virulència de soques de P. syringae pv. syringae en perera i 

la sensibilitat de diferents varietats al patogen, obtenint resultats similars amb les dues 

tècniques. Tot i això, amb Ja tècnica d' inoculació en fulles separades de la planta s'ha 

diferenciat de forma més clara la sensibilitat de les varietats. Aquesta tècnica presenta 

aventatges com permetre processar major nombre de mostres, controlar la dosi i quantitat 
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de patogen inoculat i utilitzar material vegetal de tamany reduït i disponible durant un 

període de temps més llarg que els fruits. 

5) La tècnica d'inoculació per microinfiltració localitzada de P. syringae pv. syringae en 

les fulles en plantes de perera, permet inocular dosis conegudes de patogen i observar la 

resposta de la planta sencera durant la interacció. En la utilització d'aquesta tècnica és 

important tenir en compte Ja dosi d'inòcul, les característiques del material vegetal i les 

condicions d'incubació. La utilització de plantes de varietats sensibles, com Conference, 

amb brots en creixement actiu, de soques virulentes del patogen (EPS94) a dosis d'entre 

I 07 i 108 ufc ml'1, juntament amb condicions d'incubació de 20-25 oc de temperatura i 

humitat relativa del 70-80%, permeten el desenvolupament de la malaltia i l'observació de 

símptomes clars als 3-5 dies. S'ha utilitzat aquesta tècnica per conèixer determinats 

aspectes de la interacció P. syringae - perera, caracteritzant en cada cas, les situacions 

compatible i incompatible. 

6) L'evolució de la població de P. syringae i el desenvolupament de símptomes 

macroscòpics en fulles de plantes de perera depenen del tipus d' interacció i de Ja dosi 

inicial d' inòcul. En la interacció compatible (P. syringae pv. syringae) la població 

bacteriana inoculada en les fulles augmenta al llarg del temps, mentre que en la situació 

incompatible (P. syringae pv. phaseolicola) es manté estable o disminueix. Els símptomes 

desenvolupats en cada situació són diferents: necrosis hidratades, progressant per la fulla 

en la situació compatible i necrosis bloquejades seques, limitades al punt d'inoculació en 

la incompatible. 

7) L'observació al microscopi electrònic dels teixits foliars de perera infiltrats amb P. 

syringae ha permès posar de manifest la localització dels bacteris i la interacció amb les 

cèl· lules de l'hoste, en cada situació. Tant en la situació compatible com en la 

incompatible els bacteris es localitzen en l'espai intercel·lular de les cèl· lules 

parenquimàtiques del mesofiJ.le de la fulla, properes a les parets cel·lulars vegetals. En la 

situació compatible s'estableix contacte físic directe entre la cèl· lula bacteriana i la cèl·lula 

vegetal, a través de la paret cel-lular, o bé per estructures granulars electrodenses que 

apareixen en la superfície de la paret cel·lular vegetal en zones amb bacteris propers. 

L'origen i naturalesa d'aquestes estructures electrodenses, que només apareixen en la 

situació compatible, així com el paper que juguen en el desenvolupament de la patogènia 

de P. syringae pv. syringae en perera no s'ha determinat. En la situació incompatible els 

bacteris queden bloquejats en l'espai intercel·lular formant agregats envoltats per material 

fibril·lar del qual tampoc es coneix l'origen i composició. 
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Conclusions 

8) La interacció P. syringae-perera provoca canvis en la permeabilitat de les cèl·lules 

vegetals, diferents en funció del tipus de situació compatible o incompatible. La utilització 

del model monomolecular amb taxa de sortida d'electròlits variable en el temps ha permès 

caracteritzar la pauta de sortida d'electròlits dels discs foliars infiltrats amb P. syringae en 

cada situació i comparar-les quantitativament mitjançant els paràmetres K 0 , b i t 50. En la 

interacció compatible es produeix una ràpida i forta permeabilització cel·lu lar, mentre que 

en la incompatible l'augment de permeabilitat cel·lular és lent i progressiu. 

9) La utilització de les metodologies i models d'estudi desenvolupats (plantes de perera de 

la varietat Conference amb brots en creixement actiu, soca EPS94 de P. syringae pv. 

syringae virulenta i dosi d'inòcul de 5x 107 ufc m1"1
) ha permès conèixer aspectes de 

l'activitat de diferents fosfonats en la interacció P. syringae pv. syringae-perera i en el 

control de la malaltia. Aquestes metodologies i models podrien ser utilitzats en l'estudi 

d'altres interaccions hoste-patogen i de l'activitat de productes químics en la interacció. 

10) L'aplicació de fosfonats en plantes de perera provoca el desenvolupament de 

símptomes macroscòpics i microscòpics i canvis en la permeabilitat dels teixits foliars en 

infiltrar P. syringae pv. syringae similars als de Ja interacció incompatible. En les fulles de 

les plantes tractades amb fosfonats i inoculades amb el patogen s'observen necrosis 

seques, bloquejades, sovint limitades per un halo cloròtic. A nivell microscòpic i · 

d'ultraestructura en les cèl·lules parenquimàtiques del mesofil·le de fulles inftltrades amb 

el patogen de plantes tractades amb fosfonats s'observen modificacions característiques de 

la situació incompatible (desorganització cel·lular i dels teixits, pèrdua de turgència de les 

cèl·lules vegetals i bloqueig de les cèl· lules bacterianes en l'espai intercel·lular quedant 

envoltades per una matriu fibril·lar). La pauta de sortida d'electròlits de teixits foliars de 

plantes tractades amb fosetil-Al infiltrats amb P. syringae pv. syringae es similar a la de la 

situació incompatible i diferent a la de la situació compatible, per cada un dels hostes 

utilitzats. 

11) El tractament de plantes de perera amb fosfonats provoca una reducció significativa i 

consistent de la malaltia en inocular P. syringae pv. syringae i redueix la virulència del 

patogen. L'efecte dels fosfonats està relacionat amb la forma d'aplicació, la dosi i 

cadència i el tipus de producte aplicat, i depèn de l'estat fenològic de l'hoste. El fosetil-Al 

i el fosfonat potàssic es comporten de forma similar en el control de la infecció de P. 

syringae pv. syringae, amb reduccions del40-50% de la severitat de la malaltia, i DE50 de 

5.5 i 2.9 g HPO/" 1" 1
, respectivament. L'etefon i la fosfomicina tenen major efecte en la 

reducció de la malaltia (del 60 al 80 %) amb DE50 d' 1.47 i 0.50 g HPO/" r', 
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respectivament. Tot i que l'etefon i la fosfomicina són els productes més eficients en el 

control de la infecció de P. syringae pv. syringae en perera, la utilització d'aquests 

productes presenta limitacions. L 'etefon pot tenir efectes secundaris en la planta, afectant 

el seu creixement, i la fosfomicina és un antibiòtic d' us restringit en clínica. Caldrà doncs, 

millorar l'eficàcia del fosfonat potàssic i el fosetil-AJ en el control de Ja malaltia 

determinant la fonna i el moment d' aplicació idonis per afavorir l' absorció dels productes 

i la seva translocació en Ja planta fins l'òrgan a protegir. 

12) El fosetii-AI, fosfonat potàssic i etefon presenten baixa activitat antibacteriana in 

vitro, amb CMis elevades, de 0.32 a 0.63 g HPO/ 1" 1
• Els canvis observats en els teixits 

de plantes tractades amb fosfonats i inoculats amb el patogen i la baixa activitat in vitro 

d'aquests productes fa pensar en la possible actuació dels fosfonats en la planta estimulant 

mecanismes de defensa durant la interacció amb P. syringae. 
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