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RESUM

Unes tres-centes mostres de diferents drgans de pereres procedents de 35 camps de cuitiu
dela provincia de Girona van ésser analitzades durant F'any 1987 per detectar-hi la presén-
cia de Pseudomonas syringae. Els nivells poblacionals depenien en gran mesura de les
condicions ¢tlimatiques. La dinamica poblacional presenta dos periodes de maxim creixe-
ment durant les épogues humides de primavera i de tardor, i va decréixer ¢ls mesos més
secs d'estiu. Unes cent soques de Pseudomonas van ésser aillades, representant en aleuns
casos fins €] 90% de la flora bacterizna total. El 39% de les soques pertanyien a P. syrin-
gea. Drentre les soques fitopatdgenes el 78% eren P. syringae, mentre que les restants
pertanyicn a P. fluorescens, a P. viridiflava i a formes intermédics. L'activitat formadora
de nuclis de gel (INA) era exclusivament associada amb P. syringae donat que entre les
soques INA el 95% eren P. syringae. Finalment, existeix una associacié entre la capacitat
de formar nuclis de congelacié i la fitopalogenicitat ja que el 39% de les soques de
P. syringae presenten ambdos caricters.

RESUMEN

Durante el aio 1987 se han analizado unas irescientas muestras de diferentes 6rganos pro-
cedentes de perales de 35 campos de cultivo de la provincia de Gerona. Los niveles pobia-
cionales de Pseudomaonas syringae dependian de las condiciones climdticas, siendo mayo-
res en 1 zona de fa Selva, con un clima mediterrdneo himedo. La dinamica poblacional
presenta dos periodos de miximo crecimiento durante las épocas himedas de primavera y
de otodo, ¥y une de minimo, en la época seca durante el verano, Se han aislado unas cien
cepas de Pseudomonas, que representaban en algunos casos hasta el 90% de la flora bae-
teriana total del peral. El 39% de las cepas pertenecian a P. syringae. Entre las cepas
fitopatogenas, el 78% eran P. syringae, mientras que las restantes pertenecian a P. fluo-
rescens, a P. viridiflava v a formas intermedias. La actividad formadora de nicleos de
congelacidn estaba asociada exclusivamente a P. syringae dado que entre las cepas INA,
el 95% eran P. syringae. Finalmente existe una asociacion cntre la capacidad para formar
nicleos de congelacién y la fitopatogenicidad, puesto que el 39% de las cepas de P. syrin-
gae presentaban ambos caracteres.
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ABSTRACT

Up to 300 sampies of different organs, were taken at random from 35 pear tree orchards of
Girona during 1987 and analyzed for the presence of Pseudomonas syringae. Population
densities were strongly dependent on climatic conditions. Population dynamics showed
two maximum growth periods during the wet spring and autumn, and dropped during
drier surnmer months. Up to 100 strains of Pseudomonas have been isolated, they accoun-
ted for up to 90% of toial bacteria in some samples of infected necrotic floral buds.
A 39% of strains pertained to P. syringae. Among phytopathogenic strains 78% were
P. syringae and the remaining pertained to P. fluorescens, P. viridiflava and intermediate
forms. Ice nucleation activity (INA) was mainly associated with P. syringae since among
INA strains 95% were P. syringae. Finally there was a relationship between the capacity
for inducing frost injury and phytopathogenicity since 2 39% of P. syringae were both
INA and phytopathogenic.

Key words: Pseudomonas syringae, INA activity, phytopathogenicity.

INTRODUCCIO

Un dels efectes climatics que poden afectar la viabilidad de les plantes és la
gelada. Els efectes en les parts aéries del vegetal depenen del seu estat de de-
senvolupament, de la humitat ambiental, de la baixada de temperatura i de la
durada del procés. Sota el punt de vista purament fisico-quimic 'aigua pura
(sense particules ni sals) en petits volums {goticules de condensacié) i en
repos, congela al voltant de -40 °C {Vali, 1971). Si a la practica aquest procés
es produeix a temperatures més elevades, €s degut a la preséncia de nuclis de
congelacid, com ara diverses particules de pols o bé substancies quimiques.
En condicions de laboratori i en molts vegetals la congelacid i el dany per gela-
des tenen lloc a temperatures per sota de -10 °C {Luisetti & Paulin, 1972).

Existeixen bacteris que formen part de la flora epifita {no sén invasius en
condicions normals) d’una amplia varietat d'espécies vegetals i a diferents
arees geografiques, que actuen com a particules que catalitzen la formacié de
nuclis de gel (Gross et al. 1984; Lindow, 1978}. La majoria dels bacteris amb
activitat de formacid de nuclis de gel (activitat INA) pertanyen a Pseudomo-
nas syringae o a Erwinia herbicola, encara que s’han descrit alguns casos en
Pseudomonas viridiflava i Pseudomonas fluorescens. La congelacic dels vege-
tals on es troben pot donar-se a temperatures de tant sols -1 *C.

La formacié de gel produeix danys macroscopics i microlesions als teixits
protectors de la planta. Aquests danys depenen directament de la concentra-
¢id de bacteris, de la seva activitat com a formadors de nuclis de gel i del temps
d’exposicié a la temperatura baixa. En estudis realitzats amb mostres naturals
s’ha observat que es necessiten al voltant de 10% a 107 bacteris INA per formar
un nucli de congelacié depenent de la soca i de les condicions de ¢reixement.
La probabilitat de danys és afavorida per [2 humitat relativa elevada (boires i
rosades}, per la temperatura baixa i, especialment, per les gelades tardanes
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durant ¢ls mesos d’abril 1 de maig, que coincideixen amb el periode d’inici de
la floracié d’alguns arbres fruiters (especialment perers).

$'ha demostrat que temperatures de ['ordre de -2 °C aplicades & inflores-
céncies de perer impregnades amb P. syringae provoquen necrosis als esmen-
tats Organs, mentre que agucsts simptomes nc son observables en flors no
tractades amb Pseudomonas (Panagopoulos & Grosse, 1968).

L’accié negativa d’aquests bacteris es desenvolupa mitjangant tres vies
d’actuacid: 1) Afavorint la formacié de cristalls de gel a temperatures anor-
malment elevades i produint danys fisics macro ¢ microscépics. 2) Infectant
posteriorment els teixits afectats i donant lloc a una accié patogénica conven-
cional hoste-patdgen {toxines, etc.). 3} Augmentant la sensibilitat de la planta
a d’altres malalties fungiques, bacterianes i fins i tot viriques {Gross & Co-
dy, 1985; Asada et al., 1982; Gross et al., 1584).

Diversos autors han observat una clara relacié directa entre la preséncia
d’elevades poblacions de P. syringae amb una alta activitat formadora de nu-
clis de congelacié (aproximadament més de 10° ufc/g pes fresc) i els danys per
gelades tardanes en arbres fruiters als Estats Units, a Washington D.C., a
Oregon 1 a Wisconsin (Gross et al., 1983; Hirano et al., 1985), a les valls del
Maine, del Loira i del Roine a Franga (Luisetti & Paulin, 1972), a la peninsula
de Catania, a ltalia ( Alliata et al., 1985), a Israel (Yankofsky et al., 1981) i al
Japd {Makino, 1982), entre d’altres Hocs.

Actualment a Catalunya, només a les comargues de Girona la situacié ha
esdevingut greu respecte d’aquest problema. Si bé 'extensié de perers és de
tant sols unes quatre-centes hectarees, estimacions aproximades indiquen que
la bacteriosi estd en expansi6 i cada vegada produeix majors pérdues econé-
miques {especialment a les comarques de la Selva i del Gironés). Els primers
efectes es van detectar a la primavera de 1977 {Rovira, 1981) com a greus pro-
blemes en algunes plantacions de varietats de perers més susceptibles (Passe

- Crassane, Conference, De Comice, Grand Champion)}. L'afeccio es caracte-
ritza per una necrosi a I'aixella dels brots durant la tarder-hivern, que acaba
assecant-los. La floracié es retarda 1 moltes flors infectades s’assequen o son
afectades per les gelades tardanes.

MATERIAL [ METODES

Presa de mostres

La nostra experi¢ncia en camps de perers afectats per Pseudomonas syringae a
la provincia de Girona indica que la distribucié dels arbres afectats en els
camps i del organs afectats als arbres no és «normal» sin6é que és del tipus
«contagios» (lognormal}. Aixd ha estat ressaltat per d’altres autors (Hirano et
al., 1982). En conseqiiéncia es va prendre una quantitat suficient de material
de cada arbre, fent mostratge de diversos arbres a I'atzar per cada filera {mit-
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jangant nombres aleatoris), la qual cosa constituia una mostra del camp (en-
tre 10130 g de brots, borrons 1 inflorescéncies}. De cada camp es prenien mos-
tres de diverses fileres escollides a ’atzar.

Tractament de les mostres

Donat que Pseudomonas syringae forma part de la flora bacteriana epifitica
(superficial) dels arbres 1 que és adsorbida a la seva superficie mitjancant mu-
copolisacarids, cal efectuar un rentat per fer una extraccio completa de I’es-
mentada poblaci¢ bacteriana. Altres métodes infraestimen o seleccionen
determinades poblacions. La nostra experiéncia indica que Pseudomonas
syringae esta situada preferentment a la zona interna dels borrons, als pistils
(zona basal) i al receptacle de les flors afectades. En conseqiiéncia els borrons
varen ésser seccionats convenientment amb un bisturi estéril. El material aixi
processat cra homogeneitzat amb 100 ml d’aigua peptonada estéril i agitat a
200 rpm durant quinze minuts. La majoria d’autors recomanen aquest métode
per la lleugera accid detergent de I'aigua peptonada i demostren una eficiéncia
d’extraccié de més del 95% de Ja flora epifitica total {(Gross et al., 1983). $’ha
demostrat també que no existeixen diferéncies degudes a creixement en les
dues hores segiients a extraccio.

Sembra i aillament de la flora bacteriana

Immediatament després de I'extraccié es realitzaren una scrie de dilucions en
solucié de Ringer 1/4 esteril (107, 10°%, 1021 10™*). Se sémbraren 0,1 m! de cada
dilucié en Agar B de King (King, 1954} a fi d'obtenir colonies aillades. Les
plaques s'incubaren a 25 °C durant tres dies. Les colonies de Pseudomonas
desenvolupen en aquest medi una produccio de pigments difusibles que donen
fluorescencia groga o blavosa en preséncia de llum ultraviolada llunyana. L'e-
xisténcia de colonies fluorescents i oxidasa negatives indica la preséncia de
Pseudomonas syringae o Pseudomonas viridiflava, o de totes dues alhora, Un
dels grans avantatges d’aquest metode és que permet quantificar la seva con-
centraci¢. La confirmacié posterior de la preséncia de Pseudomonas syringae
es va efectuar mitjangant les proves addicionals d’activitat de formacié de nu-
clis de congelacio {INA), produccié de levans en medis contenint sacarosa i la
prova de produccié d'argininadihidrolasa (Bergey’s Manual for Determinati-
ve Bacteriology, 1985).

Assaigs d’activitat formadora de nuclis de congelacio
Una de les proves més concloents d’aquest €studi és la preséncia d’activitat

INA enles mostres i la deteccio de coldnies amb activitat INA en els aillats en
Agar B de King. E1 50% de les soques de Pseudomonas syringae aillades de la
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flora dels perers presenta activitat INA mentre que solament algunes soques
d’Erwinia herbicola, de Pseudomonas fluorescens i dc Pseudomonas viridifla-
va la presenten. L’assaig d’activitat INA es va efectuar segons el métode de
Vali {1971), modificat per Lindow (1982).

Per a I'assaig directe cn els rentats de les mostres es reatitza un banc de di-
lucions en solucié Ringer (10%, 107, 102, 107 1 10°*). Els tubs eren posterior-
ment submergits durant deu minuts en un bany sali mantingut a -3,5 °C i es
prenia nota dels que s'havien congelat. Es van realitzar uns controls, conte-
nint només solucidé de Ringer o aigua peptonada i els resultats sempre van ser
negatius. L'invers de la dilucié més alta que donava positiu correspon al tito!
en unitats de nuclis de congelacié per mililitre de rentat. Coneixent el pes total
del material extret ¢s pot calcular la concentracié d’UFNC per gram de pes
fresc.

Per a I'assaig d’activitat INA en colonies aillades en medi King, aquestes
es resuspenien en 1 mt de Ringer. En una placa de Petri es dipositaven 10 go-
tes (50 i) de Ringer {control} i 10 de la suspensio bacteriana. A continuacié la
placa es mantenia tres minuts a -3,5 °C i s"anotava ¢l nombre de gotes conge-
lades respecte del control.

Assaigs de fitopatogenicitat

Es van realitzar utilitzant fruits immadurs {de cins a sis sctmanes) de la varie-
tat Passe Crassane. Els fruits eren desinfectats préviament amb una solucid
d’hipoclorit sodic al 0,2% durant deu minuts I rentats amb aigua corrent i
aigua destil-lada. Posteriorment assccats sota ¢corrent d’aire a la vitrina estéril
tinoculats per puncié amb una agulla emmanegada impregnada amb una cold-
nia de bacteris crescuts durant vint-i-cuatre a quaranta-vuit hores en medi
King B. Els fruits inoculats s'incubaven a 25 °C en un recipient de plastic sa-
turat d’humitat. S’observaven les lesions al cap de tres i cinc dies. Les lesions
positives corresponen a necrosis superficials lleugerament concaves, d’aspec-
te negre o marronds que envaeixen totalment o parcialment el fruit.

RESULTATS 1 DISCUSSIO
Distribucié

La zona objecte d’aquest estudi esta localitzada al nordest de la peninsula ibe-
rica, a la provincia de Girona, Els diagrames ombrotérmics (representacié de
les temperatures i pluviositats mitjanes mensuals} indiquen condicions clima-
tiques mediterranies. Perd poden distingir-s’hi dues zones clarament diferen-
ciades, 'Emporda, fortament influenciat pels efectes de la costa i per la tra-
muntana, i el Gironés 1 la Selva, incloses en una vall determinada per les
serralades Litoral i Pre-litoral. Com es pot observar, el Girongs i la Selva gau-
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Figura 1. Mitjana poblacional deis nivells de Pseudomonas F + Ox- en ufefg pf. en
300 mostres de borrons florals de 35 camps de conreu de perera de la provincia de
Girena durant 'any 1987. §'hi indiguen els valors per a les comarques de la Selva, el
Gironés i 'Emporda, en relacio amb les condicions climatiques determinades
pels diagrames ombrotérmics.

deixen d'un ¢lima mediterrani humit, especialment en I'dltim cas. Els resultats
de les analisis d’unes tres-centes mostres, principalment de borrons i de flors
provinents de 30 camps, indiquen que la densitat poblacional mitjana de Pseu-
domonas F + Ox- durant I'any 1987 fou entre deu i cent vegades superior a les
comarques de la Selva i el Gironés que a 'Emporda {vegeu Fig. 1}. Aquests
resultats suggereixen una gran dependéncia de Pseudomonas respecte a la hu-
mitat ambiental, que vindria també accentuada pel fet que es fracta de bacte-
1is epifits que viuen damunt les superficies vegetals. D’altra banda, els esmen-
tats resultats concorden molt amb el fet que a les comargues de la Selva 1 del
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Figura 2. Dinamica poblacional de Preudomonos F + Ox- en un camp de pereres de

la varietat Payse Crassane a la comarca de la Selva (C), en relacié amb ia temperatura

mitjana mensual i la pluviositat {A). 5’hi indiquen el nombre de dies amb geladesila
temperatura minima mensuai (B).
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Gironés els danys per gelades tardanes suaus {marg-abril) i el percentatge
d’arbres amb la simptomatologia tipica de Pseudomonas son molt superiors
gue a 'Emporda.

Quant als tipus de fruiters on poden trobar-se Pseudomonas, podem dir
que aixd ha succeit en tots els examinats. A la Taula 1 es pot observar com sén
presents en mostres de borrons florals { flors de diferents fruiters afectats per
danys per gelada tardana (primeria de maig de 1987). Ara bé, sembla existir
una especificitat d’hoste molt restringida, car soques zillades de pomera, cire-
rer, albercoquer i presseguer no sén fitopatdgens de perera. D’altra banda les
activitats INA més altes es troben sempre en mostres de perera.

Dinamica poblacional durant un cicle anual

Es van observar dos periodes de creixement: el primer durant la primaveraiel
segon coincidint amb el final de I'estiu 1 ¢l principt de 1a tardor. Durant la pri-
mavera Pseudomonas estava localitzat majoritariament als borrons florals i a
les flors, mentre que a la tardor ho estava a les fulles. El temps de duplicactd
durant la primavera va ésser d'un dia. Aixd significa que indculs de 'ordre
de 1000 ufc/g p.f. sols necessiten 10 dies per assolir les concentracions maxi-
mes trobades de 10° ufc/g p.f. Les poblacions van decréixer fortament a mitjan
estiu coincidint amb el periode més sec del cicle anual. Com es pot observar a
la Figura 2, aquest comportament es veu molt determinat per la pluviositatila
temperatura; els maxims coincideixen amb temperatures mitjanes suaus
{al voltant de 10-15 °C} i amb pluviositats elevades (al voltant de 80 mm).
Ambdés perfodes de maxim creixement també coincideixen clarament amb
les gelades tardanes i primerenques i, a causa de la seva activitat INA, sens
dubte potencien ¢ls danys per gelada en drgans sensibles, com ara borrons flo-
rals i corimbes florals.

Caracteristiques de les soques aillades

Al voltant de cent soques de Pseudomonas van ésser aillades a partir de
mostres de diferents drgans, varietats, camps i zones geografiques, durant
I'any 1987. Els resultats s’indiquen a Ia Figura 3. El percentatge de Pseudomo-
nas respecte de la flora bacteriana total arribava fins al 90% en mostres forta-
ment infectades. Un aspecte important observat durant la caracteritzacié mit-
jangant les proves convencionals de flucrescéncia, levan, argininadthidrolasa,
oxidasa, activitat INA 1 fitopatogenicitat va ésser que més del 90% de les co-
lonies fluorescents i oxidasa negatives corresponien a P. syringae. Aix0 va
permetre d’estudiar 'evolucid en mostres naturals i fer recomptes de forma
senzilla i rutinaria, tenint en compte solament ambdues proves,

Un 39% de les soques corresponia a P. syringae, 38% a P. fluorescens, 8%
a P. virififlava, i la resta eren formes intermédies. D’entre les soques fitopatd-
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Figurz 3. Fregiiéncia de fitopatogenicitat (A} i activitat INA (B) a les diferents espé-
cies de Pseudomonas aillades de pereres a la provincia de Girona. 1) P. syringae;
2} P. fluorescens, 3) P. viridiflava; 415} altres Pseudomonas.
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genes el 78% pertanyia a P. syringae, ¢l 5% a P. fluorescens, el 4% a P. viridi-
flava ilaresta, no identificades. D’entre les soques amb activitat INA | ¢l 95%
era P. syringae i €l 3% P. viridiflava. Un 70% de P. syringae eren fitopatoge-
nes iun 40% INA. Sols un 39% de P. syringae eren a la vegada INA i fitopato-
genes. Aix0 indica que amb una gran probabilitat la potenciacio de danys per
gelada pot ésser un mecanisme de penctracié i d'infeceié dels teixits de hoste.

Taula 1. Mitjanes poblacionals de Pseudomonas F + Ox-, activitat formadora de nuclis de con-
gelacid i fitopatogenicitat en mostres de borrons florals i en flors procedents d’arbres fruiters amb
simptomes de danys per gelada durant a primera setmana de maig de 1987.

Nuclis de gel

Pseudomenas F + Ox-  pergpfa. uicper nucli
Arbre {ufc/g p.f.) 3°C de geta-3+C  Fitopatogenicitat®
Pomera 2,8 % if* N 3.9 x 19 -
Cirerer 3,0 x 108 6 5,0 x 10° -
Albercoguer 2,1 x 108 7 3,0 x 10° -
Presseguer 1.3 x 108 106 1,2 x 10° -
Perera (Lleida) 2,6 x 10° 215] 8.2 x 10? +
Perera {Girona) 1,3 x 10° 444 2,9 x 10° +

2 Sobre fruits immadurs de la varietat Passe Crassane.

Apgraiments

Agquest treball és subvencionat en part per un ajut 2 la Recerca aplicada del Departament d"Agri-
cultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya per mitja det Servei de Protecci6 dels
Vepetals de Girona i de I’Associacié de Defensa Vegetal de Productors de Pera de Girona.
Agraim la col-laboracié dels membres de I' Associacié de Defensa Vegetal de Productors de Pera
de Girona i de la Fundacié Mas Badia.
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