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RESuUM.

A Tany 2008 es va detectar una severa decadéncia dels ametllers a diverses finques de
Mallorca (llles Balears). S’observaren simptomes que incloien un rapid col-lapse de branques,
clorosi de fulles, la mort de gemmes i brots, uns simptomes interns de la fusta caracteristics, i
en els casos més sewers, la mort d’'individus després de poques setmanes de I'aparicié dels

primers simptomes.

Arrel d’'aix0, s’han dut a terme estudis a fi de determinar la etiologia, identificant espéecies de la
familia Botryosphaeriaceae com a autors d'aquest simptomes. Fins al moment, no s'han
realitzat estudis de control de malalties de la fusta causades per fongs en ametller, no obstant,
aquestes malalties han estat molt estudiades en el cultiu de la vinya i Id6gicament el control és
un aspecte que ha estat estudiat en molts dels treballs realitzats. En aquest sentit, considerant
que s'ha demostrat que les infeccions daquestes malalties es produeixen a través de les
ferides de poda, un objectiu principal de les estrategies de control és la proteccié de aquestes

ferides.

Donats aquests antecedents, en aquest treball es presenta un assaig que pretén ser un punt de
partida per al control de les malalties de la fusta causades per fongs Botryosphaeriaceae en
ametller, amb un assaig de fungicides in vitro. L’assaig va consistir en I'avaluacié de l'eficiencia
de deu fungicides de distints grups quimics respecte a la inhibicié del creixement micelia en un
50% de quatre espécies de la familia Botryosphaeriaceae, N. luteum, N. mediterraneum, N.

parvum i D. seriata.

L’estudi reflexa que els dos fungicides més eficacos foren el Tebuconazol i el Piraclostrobin en
la inhibicié de creixement micelia en tots els fong assajats degut als seus baixos valors de
CEso. Seguit d’aquests dos fungicides, el Ciproconazol resulta util en tots els fong exceptuant
N. parvum, i el Metil Tiofanat exceptuant N. luteum. Aquests quatre fungicides soén els

candidats que es recomanen assajar en futurs estudis de control in planta.
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1. INTRODUCCIO.

1.1 EL CULTIUDE L’AMETLLERA MALLORCA.

L’ametller cultivat, Prunus dulcis (Miller) D.A. Webb, amb sinonimia acceptada P. amygdalus i
P. communis, pertany a la familia Rosaceae, i és un arbre fruital originari de les regions
muntanyoses d’Asia Central, comercialitzat per la seva llavor a diferéncia daltres fruiters d’os
(Felipe, 2000; Agusti, 2004).

Es un arbre caducifoli d’hivern, amb fulles lanceolades i color verd brillant. Les gemmes
fructiferes es situen tant a branca mixta com a rams de maig. Les flors s6n hermafrodites, en la
majoria dels casos autoincompatibles amb peétals blancs a rosacis. Ho diferenciem d’altres
fruiters d'os ja que el mesocarpi és poc desenwlupat, pubescent i no comestible. Dins
I’endocarpi lignificat, hi trobem la llavor, la part comestible i d’interés. Dins la tipologia de llavor
podem fer varies distincions: Dolces o amargues, i dins les anomenades dolces, segons el

nivell de lignificacié de I'endocarpi, trobem clowelles dures, semidures i fluixes (Agusti, 2004).

Les primeres dades que fan referencia al coneixement i utilitzacié de I'ametlla a Mallorca se
situa al woltant de l'any 400 aC., gracies a la seva preséncia trobada a naufragis (Rallo i
Sacarés, 1997).

Es pensa que el seu cultiu es va iniciar gracies a la seva introduccié per part dels romans, perd
les primeres plantacions documentades no apareixen fins al segle XV. Ara bé, el seu cultiu
s’incrementa de forma important en el segle XIX a causa de la necessitat de substituir el cultiu
de lavinya degut a I'efecte devastador de la fil-loxera de la vinya (Viteus vitifoliae (Fitch)).

A la decada de 1920 I'ametller arriba al seu esplendor; Mallorca esdevé capdavantera en
investigacio i experimentacié (Rubi, 1980), important emissor de tecnologia i técniques de cultiu
a la resta del pais (Rallo i Sacarés, 1997). La demanda d’ametlla anava en augment, i la
superficie de cultiu a Mallorca creixia a més de disposar d'unes condicions climatiques

excel-lents.

A la segona meitat del segle XX s’inicia una época de decadéncia causada per la perdua de la
posicié capdavantera de Mallorca tant en superficie com en produccid (Rubi, 1980). L’explosio
turistica va encarir la ma d'obra, i I'activitat agricola deixa de ser un negoci on invertir. Malgrat

aquesta decadéncia, I'ametller continua essent un dels productes més importants a Mallorca.
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La problematica de I'ametller es resumeix en sis punts, segons Rubi (1980):

Edat avancada dels arbres.

Plantacions a terrenys poc favorables per aquest cultiu.
Manca d’adobs i laboreig.

Manca de podes.

Plagues i malalties sense tractar.

o g k~ w0 D PE

Gran nombre de varietats i poca uniformitat del fruit.
A Tlany 1992, foren substituides plantacions d’ametllers de varietats locals amb més de 25

anys, per nowes plantacions amb varietats més productives i de major qualitat comercial,

gracies als plans de millora i ajuts de la PAC (Politica Agraria Comuna).

1.2. DADES ECONOMIQUES.

A nivell mundial es produeixen al woltant d'uns 3 x 10° tones anuals d’ametlla amb clowella,
produides a 48 paisos, obtenint durant la campanya del 2013 un total de 2.960.894 t. Els
paisos de més importancia productiva es localitzen tipicament a zones amb clima mediterrani,
sent el productor de major importancia els EE.UU. amb un 61% de la produccié mundial, seguit
en segon lloc per Australia amb un 6%, i en tercer lloc amb un 5%, I'estat Espanyol (FAOStat,
2015).

Cal destacar perd, que I'estat Espanyol és el pais lider en quant a superficie d’ametllerar, pero
pel fet de ser tipicament un cultiu marginal cultivat en seca i a terrenys pobres, amb una poca o
nul-la tecnificacio, fa que sigui un sistema productiu de molt baix rendiment, obtenint al voltant
d’'uns 150 kg/ha anuals de bessd. Aquest valor queda molt en evidéncia quan es compara amb
els rendiments obtinguts a California, on es situa al wltant de 2.500 kg/ha anuals de besso
(Mbra, 2014).

En quant a la situaci6 nacional, destacar que de la produccid total espanyola al 2013, 149.000
tones, les llles Balears es troba en séptim lloc tant en superficie productiva com en produccid,
obtenint unes 7.013 t repartides sobre unes 24.123 ha, donant un rendiment de 291 kg/ha,
quasi 85 vegades menys que California. De la superficie total nacional dedicada al cultiu de
I'ametlla, el 91°9% es troba en seca, molt similar a la situacié Balear, on aquest valor augmenta
al 98'7%.

11
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A continuacié es disposa d'una taula amb la produccié i percentatge que representa els cinc

paisos de major importancia productiva a nivell mundial, aixi com la representacio grafica de dit

percentatges. També es disposa d’'una taula de superficie i produccié d’ametlla per comunitats

autonomes.

Taulal. Producci6 i percentatge que representa els cinc paisos de major importancia productiva a nivell mundial a

I’any 2013 (Faostat, 2015).

Pais Produccio (t) Percentatge (%)

Estats Units 1.814.372 61
Australia 160.000

Espanya 149.000

Marroc 96.523 3
Iran (Republica Islamica de) 87.281 3
Altres (43 paisos) 653.718 22
Total 2.960.894 100

PERCENTATGE DE PRODUCCIO (%)

EEE.UU

M Australia

M Espanya

B Maroc

M Iran (Republica Islamica de)

[ Altres (43 paisos)

Figura 1. Representaci6 dels percentatges de produccié dels cinc paisos de major importancia productiva a nivell

mundial a I’any 2013 (Faostat, 2015).
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Taula?2. Superficie i produccié d’ametlla per comunitats autonomes a I’any 2013 (Anuari d’estadistica agraria 2014).

Superficie en Superficie enregadiu  Superficietotal (ha) Produccio total (t)

seca(ha) (ha)
Espanya 490.590 43.468 534.057 143.081
C. Valenciana 91.345 9.029 100.374 28.177
R. de Murcia 66.014 6.878 72.892 25.519
Andalusia 146.088 6.222 152.310 25.208
Aragé 59.226 7.474 66.700 23.525
Castilla La Mancha 52.584 7.232 59.816 15.030
Catalunya 35.001 3.912 38.913 12.294
Balears 24.123 320 24.443 7.013
Navarra 2.330 1.284 3.614 2.053
La Rioja 9.008 560 9.568 1.567
Extremadura 2.482 529 3.011 1.381
Madrid 780 0 780 595
Castilla y Le6n 1.324 22 1.346 374
Canaries 209 6 214 249
Pais Vasco 75 0 75 95

Degut a la creixent demanda mundial d’ametlla i la saturacié de produccié d’EE.UU i la forta
sequera a California que aquest pais esta patint els darreres anys, molts paisos estan apostant
per aquest cultiu a fi de satisfer dit demanda. Dit aix0, I'estat espanyol te grans possibilitats per
aprofitar la situacié i capturar aixi una gran part del mercat internacional. A més, cal destacar
'augment significatiu del preu de I'ametlla, degut a la relacié oferta i demanda. A continuacio es

presenta una taula amb els preus mitjans percebuts pels agricultors per anyada.

Taula 3. Preus mitjans percebuts pels agricultors a I’any 2013 (Anuari d’estadistica agraria 2014).

Any Preu mitja percebut pels agricultors
(€/100kg d’ametlla amb clovella)

2013 149,42
2012 89,74
2011 68,79
2010 72,67
2009 61,63
2008 86,62
2007 88,74
2006 97,16
2005 145,00
2004 134,86
2003 91,93

13
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1.3. ELS FONGS DE LA FUSTA EN AMETLLERS.

A l'estiu del 2008, es va detectar una severa decadéncia dels ametllers a diverses finques de
Mallorca (lles Balears). Els simptomes externs apreciats incloien un rapid col-lapse de
branques a mitjan estiu, clorosi de fulles, que rapidament es marcien seguit de la seva mort,
aixi com la mort de gemmes i brots. En quant als simptomes interns de la fusta, en talls
transversals es varen apreciar punts necrotics, en ocasions formant anells o semicercles i altres
vegades distribuits de manera aillada. En altres ocasions s’observaven zones necrotiques més
amples ocupant un sector amb forma més o menys triangular. En algunes ocasions, de manera
aillada o be amb preséncia dels altres simptomes descrits, també s’observaren zones de teixit
en descomposici6 amb consisténcia tova i esponjosa. A més, es va observar la mort d’alguns
individus després de poques setmanes de I'aparicid dels primers simptomes (Gramaje et al.,

2012). Els simptomes citats es poden apreciar a les figures 2, 3i 4.

Arrel d’aix0, s’han realitzat una série d'estudis a fi de determinar la seva etiologia, es a dir,
I'estudi de la causa. Amb mostres obtingudes de cultius simptomatics localitzades al Llevant de
Mallorca entre el periode 2008-2010, es va aconseguir aillar una série d’espécies de fongs de
fusta (Gramaje et al. , 2012).

Mitjancant la identificacié morfologica, caracteristiques culturals i la comparacié de sequéncies
d’ADN, es varen identificar cinc espécies de la familia Botryosphaeriaceae, Botryosphaeria
dothidea (Moug. Ex Fr.) Ces. & De Not., Diplodia olivarum A.J.L. Phillips, Frisullo & Lazzizera,
D. seriata De Not., Neofusicoccum australe (Slippers, Crous & MJ Wingf.) Crous, Slippers &
AJL Phillips i N. parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & AJL Phillips, a més de
Eutypa lata (Pers:Fr.) Tul & C. Tul., Phaeoacremonium iraniarum, Phomopsis amygdali
(Declacr.) J.J. Tuset & M.T. Portilla, Collophora hispanica Gramaje, Armengol & Damm i
Phaeoacremonium amygdalinum D. Gramaje, J Armengol & L. Mostert. L’espécie dominant va

ser N. parvum, seguit per E. lata, D. olivarum, i N. australe (Gramaje et al., 2012).

14
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Figura 2. Simptomes externs associats afongs de la fusta en ametllers. Cloroside fulles, eixugat de brots,
decaiment, mustigament, col-lapsede rames i mort d’arbres.

Figura 3. Simptomes interns de fongs de fusta en talls transversals de rames d’ametller. S’observa necrosi
sectorial ben definida en forma triangular. Els fongs aillats en les mostres de les figures foren, en A: Diplodia
seriata, i en B: Neofusicoccum parvum.

Figura4. Simptomes interns de fongs de fusta en talls transversals de rames d’ametller. S’observen punts necrotics
formant anells o un semicercle (A), petites zones o punts necrotics aillats (B). Els fongs aillats en les mostresde les

figures foren enla A: Neofusicoccumluteum, i en B: N. mediterraneum.

15
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1.4. ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE COM A PATOGENS DE LA FUSTA.

La familia Botryosphaeriaceae pertany al regne Fungi, filo Ascomycota, classe
Dothideomycetes i ordre Botryosphaeriales (Anonim, 2008). Actualment existeixen més de
2000 espécies vinculades a aquesta familia, incloent dins el seu cicle biologic la fase sexual
(teleomorf) i la fase asexual (anamorf), del qual els generes Diplodia, Botryosphaeria,
Neofusicoccum, Dathiorella, Lasiodiplodia i Sphaeropsis contenen la majoria d’espécies
(Slippers i Wingdfield, 2007). Les espécies d’aquesta familia se distribueixen a arees de climes
temperats i tropicals del planeta, trobant-se en nombroses monocotiledonies, dicotiledonies i

gimnospermes (Martos, 2008).

La identificacio de les espécies d'aquesta familia s’ha anat basant principalment des de la
década dels anys 60 sobre les caracteristiques de I'anamorf, degut a la baixa preséncia de
teleomorfs en la naturalesa i als seus caracters poc variables entre espécies. Ara bé, la
classificacié taxonomica dels géneres anamorfics és en alguns casos confusa, ja que alguns
caracters poden variar segons el substrat on s’ubiquen en l'hoste o del seu estat de
desenwlupament. En general, la diversitat d’hostes colonitzats per una mateixa espeécie i
I'aparicid d’especies diferents sobre un mateix hoste, invaliden I'is de I'associacié hoste-fong
com a un caracter taxonomic apropiat. Per determinades espécies, la classificacio se sustenta
sobre caracters de les colonies com és la morfologia i la tassa de creixement micelia a distintes
temperatures. Ara bé, aquests caracters son valids per espéecies molt concretes, i no s’apliquen

de forma general (Martos, 2008).

Cal remarcar la importancia econdomica i ecoldgica que podria tenir agquesta familia de fongs, ja
gue degut a la seva complexitat taxondomica i segons estudis recents que empren els avangos
de técniques moleculars basades en 'ADN, s’esta demostrant una major diversitat d’espécies
d’aquesta familia sobre els hostes estudiats de la que inicialment es pensava trobar, tot i que

segueix sent una familia poc estudiada (Slippers i Wingfiled, 2007; Martos, 2008).

Encara que se sap des de fa temps que Botryosphaeriaceae pot infectar plantes sanes tant a
través de obertures naturals com antropiques, no va ser fins a la decada dels 80 que es va
reconeixer com a endofit (Slippers et al., 2007), és a dir, que viu 0 es desenwlupa dins una
planta. En l'actualitat es creu que la majoria de les espécies d’aquesta familia, sind totes,

podrien tenir una fase enddfita (Martos, 2008).

Malalties causades per Botryosphaeriaceae apareixen majoritariament seguit d’algun factor
d’estrés o creixement del vegetal en condicions no optimes, i els simptomes poden proliferar
rapidament i causar grans pérdues sobre arees extenses si I'agent d’estrés es troba estés. La

prediccié de condicions climatiques extremes degut al canvi climatic, conjuntament amb la
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pressié biologica de plagues i patogens que expandeixen la seva distribucid geografica, son
elements que afawririen el desenwlupament de malalties relacionades amb
Botryosphaeriaceae. Les condicions d'estrés que s’han \vinculat a la Botryosphaeriaceae
inclouen l'estrés per sequera, sent el més comd, el dany fisic, el dany causat per agents
biologics, la competéncia extrema entre vegetals, i la plantacié d’espécies o varietats en llocs

inadequats (Slippers et al., 2007).

Curiosament coincideix que les especies més perjudicials sén aquells que poden afectar a un
ampli rang d’hostes i/o arees de distribucid geografica, com son Neofusicoccum parvum, N.
australe i altres. Ara bé, no totes les espécies amb rang ampli d’hoste causen malalties a tots
els hostes que infecten, en totes les zones geografiques, degut possiblement a un efecte de la
pressi6 ambiental local, o la competéncia de Botryosphaeriaceae natiu o altres enddfits, per al

mateix ninxol (Slippers et al., 2007).

La simptomatologia relacionada amb membres d’aquesta familia inclouen I'aparicié de xancres
en branques, rames, troncs i arrel; la mort regressiva de brots i rames; I'avortament de llavors;
la podridura del coll, el mustigament de plantules; la tincié blawsa de la fusta; i la mort en

casos més severs (Slippers et al., 2007).

Un dels cultius on més profundament s’han estudiat les malalties de la fusta, incloent les
causades per especies de la familia Botryosphaeriaceae, és el de la vinya. Fins a la data, els
estudis morfologics i taxonomics, aixi com analisi de seqiiéncies de nucledtids de multiples
gens, han permés la identificacié dalmenys 21 espécies diferents en la Botryosphaeriaceae
gue ocorren en vinyes en tot el mén. En aquest cultiu els simptomes de malalties causades per
membres daquesta familia inclouen taques foliars, podriments de fruites, mort regressiva
rodatge, necrosi brot, decoloracié vascular de la fusta, i xancres perennes. S’ha proposat el
nom de la malaltia mort progressiva per Botryosphaeria. Molt s'ha escrit en la darrera década
sobre I'associacio entre espécies de Botryosphaeriaceae i malalties del tronc del cep, que ha
contribuit a una millor comprensid del paper que aquests taxons de fongs tenen en les malalties
de la vinya. Tot i que la viruléncia s'ha demostrat que varien entre espécies i soques de la
mateixa espécie en diferents paisos, aquests fongs han arribat a ser ben reconeguts com a

importants patdgens de vinya a tot el mén (Urbez-Torres, 2011).

En altres cultius com [l'olivera, Moral et al. (2010) varen identificar Neofusicoccum
mediterraneum Crous, MJ Wingf. & A.J.L. Phillips i Diplodia seriata causant l'eixugat de
branques tant a Espanya com a California. Posteriorment, Urbez-Torres et al. (2013) van
identificar 18 espécies fungiques associades al decaiment de brots i branques d'olivera a
California sent N. mediterraneum i D. mutila (Fr) Mont. les que es varen mostrar meés \irulentes

en els assajos de patogenicitat.
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A California també s'han trobat fongs de fusta associats a decaiments de branques de citrics,
concretament les espécies pertanyents a la familia Botryosphaeriaceae, Spencermartinsia
viticola (AJL Phillips & J. Luque) AJL Phillips, A. Alves & Crous (sense. Dothiorella viticola), D.
iberica AJL Phillips, J. Luque & A. Alves, Neofusicoccum australe, N. parvum, N. magniferae
(Syd. & P. Syd.) Crous, Slippers & AJL Phillips, N. mediterraneum, N. luteum (Pennycook &
Samuels) Crous, Slippers & AJL Phillips, Diplodia mutila i Eutypella spp. (Adesemoye i Eskalen,
2011a; Adesemoye i Eskalen, 2011b; Eskalen et al., 2011)

Si ens centram en el genere Prunus, al que pertany I'ametller, diferents estudis han demostrat
gue les plantes d'aquest genere soén hostes habituals de fongs de fusta. Aixi per exemple,
algunes especies de Botryosphaeraceae com Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata,
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. s6n patdogens ben coneguts en melicotoner
(Prunus persica (L.) Bastch) a tot el mén (Pusey et al.,, 1995). Farr et al. (1989) enumeren
aquestes mateixes tres especies, aixi com Neofusicoccum ribis (Slippers, Crous & MJ Wingf.)
Crous, Slippers & AJL Phillips i Sphaeropsis peckii SACC. en Prunus spp. als Estats Units
Diplodia mutila va ser citada en melicotoner per Laundon (1973) a Nova Zelanda i
posteriorment per Sutton (1980) en albercoquer (Prunus armeniaca L.) i de nou en melicotoner.
Slippers et al. (2007) van trobar diverses soques de Diplodia seriata i Neofusicoccum australe
en fruiters d'os a Sud-africa. Diplodia rosulata Gure Slippers & Stenlid esta descrita en Prunus
africana (Hook. F.) Kallman a Etiopia. D'altra banda, Wollenweber (1941) citava Dothiorella
sarmentorum (Fr) AJL Phillips, A. Alves & J. Luque en albercoquer i altres Prunus spp. a
Europa i America del Nord. Wollenweber i Hochapfel (1941) consideren D. roumeguerei var.
santonensis Brunaud sinonim de D. phoradendri Cooke que s'havia trobat en 1892 en Prunus
laurocerasus a Franca. Daltra banda, Damm et al. (2007a) varen determinar la diversitat dels
membres de la familia Botryosphaeriaceae aillats de fusta simptomatica d'albercoquer,
nectarina (Prunus persica var. nucipersica (L. ex Borkh.) CK Schneid., lll. Handb. Laubholzk.),
melicotoner i prunera japonesa (Prunus salicina Lindl.) a Sud-africa. Entre ells Diplodia seriata,
D. pinea (desm.) J. Kickx F., D. mutila, Spencermartinsia viticola, Neofusicoccum vitifusiforme
(Van Niekerk & Crous) Crous, Slippers & AJL Phillips i N. australe i dues espécies préviament
desconegudes, Diplodia africana Damm & Crous en nectarina i Lasiodiplodia plurivora Damm &
Crous en prunera japonesa. A ltdlia es va aillar D. seriata en Prunus laurocerasus associat a
xancres de branquillons (Quaglia et al., 2013). Les prospeccions despécies de
Botryosphaeraceae en ametllers a California van concloure amb 6 noves cites en aquest hoste i
el descobriment d'una nova espécie, Neofusicoccum nonquaesitum Inderb., Trouillas, Bostock
& Michailides (Indertbitzn et al., 2010). Algunes especies de Aplosporella s'han aillat de
branquetes de Prunus spp., concretament A. indica DK Agarwal, Chowdhry & A.K. Sarbhoy i A.
phyllanthina Syd. de prunera Europeu (Prunus domestica) a lindia (Agarwal et al. 1992), A.
prunicola Damm & Crous de nectarina a Sud-africa (Damm et al., 2007b) i A. pruni McAlpine

d'albercoquer a Australia (McAlpine, 1902).
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A Mallorca, els estudis recents d’'Olmo et al. (2014), demostraren la patogenicitat en ametller de
6 espécies de Botryosphaericeae, D. olivarum, D. seriata, Neofusicoccum australe, N. luteum, ,
N. mediterraneum i N. parvum). Els fongs havien estat aillats inicialment en prospeccions de

camp d’'ametllers amb simptomes de decaiment i necrosis interna de la fusta.

1.5. EL CONTROL DE FONGS DE FUSTA BOTRYOSPHAERIACEAE EN AMETLLER.

Fins al moment, no s'han realitzat estudis de control de malalties de la fusta causades per
fongs en ametller. No obstant aixd, com s’ha mencionat en la introduccié general, aquestes
malalties han estat molt estudiades en el cultiu de la vinya i ldgicament el control és un aspecte
que ha estat estudiat en molts dels treballs realitzats. En aquest sentit, considerant que s’ha
demostrat que les infeccions d'aquestes malalties (incloent esca, eutiopiosis, malaltia de Petri i
decaiment per Botryosphaeriaceae) es produeixen a través de les ferides de poda (Mostert et
al., 2006; Serra et al., 2008; Diaz & Latorre, 2013; Trouillas & Gubler, 2010; Urbez-Torres &
Gubler, 2011; Baskarathevan et al., 2013; Moyo et al., 2014), un objectiu principal de les
estratégies de control és la proteccié de aquestes ferides. Aixd es posa de manifest en treballs
en qué es va avaluar l'eficacia de fungicides a aquestes malalties en vinya com el de Gramaje
et al. (2009) per la malaltia de Petri, Halleen et al. (2010) i Sosnowski et al. (2013) per Eutypa i
Rolshausen et al. (2010) per a 9 fongs patdgens causants d'aquestes malalties. Si nhomés ens
centrem en els fongs de la familia Botryosphaeriaceae, Pitt et al. (2012) i Twizeyimana et al.
(2013) varen fer estudis in vitro de l'eficacia de diversos fungicides en vinya i en alvocat

respectivament.

Donats aquests antecedents, en aquest treball es presenta un assaig que pretén ser un punt de
partida per al control de les malalties de la fusta causades per fongs Botryosphaeriaceae en
ametller. L’assaig va consistir en I'avaluacié in vitro de l'eficacia de deu fungicides respecte al

creixement micelia de quatre espécies de Botryosphaeriaceae.
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2. OBJECTIUS

1. Calcular les concentracions efectives 50% (CEso) de deu fungicides respecte al
creixement micelia de Neofusicoccum luteum, N. mediterraneum, N. parvum i Diplodia

seriata.

2. Comparar els resultats de les CEso amb la finalitat de determinar quins dels fungicides

assajats son potencialment recomanables per a estudis de camp.
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3. MATERIAL | METODES.

En aquest estudi s’empraren quatre aillats fungics provinents de mostres d’ametller de
prospeccions en camp dutes a terme durant els anys 2008-2010 per Gramaje et al. (2012) que
ja s’han comentat a la introduccié. Els quatre aillats pertanyien a espécies de fongs de la

familia Botryosphaeriaceae, la més freqlent en els resultats de les prospeccions esmentades.
Es provaren fungicides diferents, cadascun d’ells a cinc concentracions distintes (0, 0.1, 1, 10y
100 ppm de materia activa). Per cada concentracio i fong es realitzaren quatre repeticions, i tot

I'estudi es va realitzar dues vegades.

3.1. AILLATS FUNGICS.

Per a l'assaig in vitro s’empraren aillats fingics monohifals de les especies que s’identifiquen a

la seguent taula:

Taula 4. Aillats i origen de les especies de fongs que s’elegiren per I’'assaig de control.

Codi de o Any de L Poligon Parcel-la
Paillat Espécie Paillament Municipi (Comarca)
Neofusicoccum Sant Lloreng des Cardassar 4 792
BAL 3 mediterraneum 2010 (Llevant)
Neofusicoccum Sant Lloreng des Cardassar 2 128
BAL 7 parvum 2012 (Llevant)
. . . . . 10 54
BAL 10 Diplodia seriata 2014 Binissalem (Es Raiguer)
BAL30 [\eofusicoccum 2014 Liucmajor (Migjorn) 6 14

luteum

3.2. FUNGICIDES.
Els fungicides assajats varen ser seleccionats de manera en que fossin representatius dels

distints grups quimics, a la vegada de ser productes autoritzats per la Unié Europea, i inclosos

al Registre de Productes Fitosanitaris del Ministeri d’Agricultura, Alimentaci6 i Medi Ambient.
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Taulab. Caracteristiques dels fungicides emprats en I’avaluacié in vitro respecte al creixement micelia.

o Producte "
P Manera ! 1 Materia . Riquesa i ca
Grup quimict s i1 Diana : comercial - o Formulacio
d’accio activa Fabricant (%)
Activitat de
Inorganic-Coure i contacte i .- Oxiclorur de Cuprosan-
Derivats multidiana Muliiciana Coure Alinta 50 wp
M
Activitat de Ciproconazol o (iiadgy ; 10 WG
; contacte i - pite-Baye
Triazols multidiana Multidiana
) Tebuconazol  Folicur-Bayer 25 WG
Activitat de Captan Karnak- 85 WP
Ftalimides contecte | Multidiana —
olpec-Sapec
M) Folpet Agro 50 WP
Micene-
Activitat de Mancozeb Sipcam 80 WP
Ditiocarbamats fn?JrI]ttigifatr? al Multidiana Inagra
M . Deepest-
Tiram Lainco 50 SC
Complex -
S citocrombe-1
robilurines ubiquino iraclostrobin rio-
Estrobil Resfg)ac'o biquinol  Piraclostrobin  Cabrio-BASF 25 EC
oxidasa) en
diana Qo
S Complex II-
Piridincarboxamides Res(pér)auo succionat Boscalida Cantus-BASF 50 WG
deshidrogenasa
Mitosi i Assemblatge de - .
MBC - tiofanat divisié la B-tubulina en Metil Tiofanat Cecrgrc;il;m- 45 sc
cel-lular la mitosi

! Segons F.RA.C. (2015)

3EC: Emulsié concentrada; SC: Suspensié concentrada; WG: Granulat dispersable en aigua; WP: Pols mullable.

Segons la Fungicide Resistance Action Committee (2015) i Pesticide Properties DataBase
(University of Hertfordshire, 2013):

- Ciproconazol.
Pertany al grup dels triazoles. Es un fungicida d’origen sintétic de contacte i multidiana, amb
accio prewventiva, curativa i eradicant, inhibidor de la biosintesi dels ergosterols (esterol) de la

membrana afectant a la desmetilacié del Carboni 14 (C14).

- Tebuconazol.
Pertany al grup dels triazols. Es un fungicida i regulador de creixement vegetal d’origen sintétic
de contacte i multidiana, amb acci6é prewventiva, curativa i eradicant, inhibidor de la biosintesi

dels esterols de la membrana afectant a la desmetilacié del Carboni 14 (C14).
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- Piraclostrobin.
Pertany al grup de les estrobilurines. Es un fungicida d’origen sintétic d’ampli espectre, amb
accié preventiva (impedeix la formacié i penetracié de les espores), curativa (impedeix el
desenwlupament del miceli en les fulles), traslaminar i locosistémica. Blogqueja la respiracio
mitocondrial, inhibint I'accié de la ubiquinol oxidasa del complex Il de la cadena de transport
d’electrons. Encara que el seu transport acropet, basipet i per vapor és pobre, la seva accié

traslaminar és molt forta.

- Metil Tiofanat.
Pertany al grup dels MBC-tiofanats. Es un fungicida d’origen sintétic amb acci6 preventiva i
curativa, per via sistémica i per contacte, sobre malalties produides per fongs endo- i
ectoparasits. Actua impedint el creixement del miceli i la germinacié de conidis, ja que impedeix
'assemblatge de la B-tubulina durant la mitosi i divisio cel-lular. A la superficie de la planta es
transforma en benzimidazol metilcarbamat -carbendazima-, compost que és millor absorbit,

facilment transportat per la saba bruta i altament fungitoxic.

- Boscalida.
Pertany al grup dels piridincarbomaxides. Es un fungicida d’origen sintétic amb activitat
traslaminar defectes preventius (inhibeix la germinacié d'espores), i curatius (impedeix el
desenwlupament del tub germinatiu i la formacié d’apresoris). En alguns fongs també té
efectes sobre el creixement del miceli i el desenwlupament de les espores. Inhibeix I'enzim
succinato deshidrogenasa, que forma part del complex Il de la cadena de transport d’electrons
de la respiracié cel-lular. Aixi, impedeix el desenwolupament del fong privant a les cél-lules de la
seva font d'energia i de components essencials. Es efica¢ contra fongs resistents als inhibidors
dels esterols, dicarboximides, bencimidazols, anilinopirimidines, fenilamides i estrobilurines.
Aplicat sobre la superficie foliar, s'absorbeix i es mou en direccidé acropeta cap a les puntes i les
vores de les fulles, el moviment traslaminar és del feix al revés de la fulla. La seva mobilitat es

considera baixa.

- Oxiclorur de Coure.
Es tracta d’un fungicida, bactericida i repel-lent. Es un compost inorganic de contacte amb
accio prewventiva. El coure absorbit altera els sistemes enzimatics dels patdgents. En fongs

actua sobre les espores.

- Mancozeb.
Pertany al grup dels ditio-carbamats. Es un fungicida d’origen sintétic d’ampli espectre, no
sistemic, de contacte amb acci6 preventiva i activitat multilloc. Actua interrompent el
metabolisme lipidic. Es un inhibidor que actua sobre multiples processos, regulats per diversos

gens, la qual cosa fa que sigui molt poc probable I'aparicié de resisténcies en fongs patogens.
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- Captan.
Pertany al grup dels ftalimides. Es un fungicida i bactericida d’origen sintétic, no sistémic, amb
activitat multilloc i accié preventiva i curativa. Reacciona amb els enzims sulfhidrilics amb
produccié de tiofosgeno, substancia toxica per a les cél-lules fangiques, i interfereix en el
procés de respiracié cel-lular dels fongs per el que inhibeix la germinacié de les espores i

dificulta el creixement i desenwlupament del miceli. S’absorbeix per via radical i foliar.

- Folpet.
Pertany al grup dels ftalimides. Es un fungicida d’origen sintétic amb activitat multilloc, actuant
per via foliar amb accié preventiva. Actua inhibint la divisié cel-lular normal de molts
microorganismes. Impedeix l'activitat dels enzims sulfhidrics amb el que s‘allibera tiofosgen,

producte toxic per fongs. També interfereix la respiracid i el transport d'electrons.

- Tiram.
Pertany al grup dels ditio-carbamats. Es un fungicida, repel-lent i metabolit, d’origen sintétic, de
contacte amb accié preventiva, no sistemic, d'ampli espectre, que actua inhibint la germinacio
d’espores i el creixement del miceli. Presenta propietats repel-lents causats per I'aversié al seu

gust.

Els fungicides es varen dissoldre en aigua i es varen afegir a un medi de cultiu de Patata
Dextrosa Agar (PDA) préviament esterilitzat i refredat a 45-50°C. Per a cada fungicida es varen
preparar cinc concentracions, 0 - 0’1 - 1 - 10 - 100 mil-ligrams de matéria activa per litre (ppm).
El medi de cultiu amb les diferents concentracions de fungicida es va bolcar en plaques Petri on
es va deixar solidificar. Finalment es varen dibuixar dos eixos diametrals perpendiculars sobre

cadascuna de les plaques, a fi de facilitar la presa de les mesures de creixement micelia.

3.3. SEMBRA | CULTIU.

A partir de les plaques de PDA colonitzades pels fongs a estudi (plagues mare), es varen
extreure discs de 8 mm de diametre amb I'ajuda d’'un cilindre. Aquests discs de miceli es varen
sembrar al centre de les plaques de PDA toxificades amb les distintes concentracions de
fungicides i el control, inoculant quatre plaques per cada combinacié aillat / fungicida /
concentracié. Cada placa s’identifica amb I'espécie sembrat, el fungicida, la concentracio i la
data de sembra. Les plaques sembrades s’introduiren en un incubador a 25°C en I'obscuritat.
En total es varen sembrar 1600 plaques [4 fongs x 5 concentracions x 10 fungicides x 4

repeticions) x 2 repliqgues generals].
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3.4. LECTURA DE LES PLAQUES.

Els diametres de creixement de cada assaig (fungicida x fong) es mesuraren quan les plagues
amb la concentracié 0 (control) colonitzaren almenys 2/3 parts de la superficie del medi de
cultiu, la qual cosa es va comprovar que va océrrer als tres dies de cultiu pels fongs D. seriata i
N. luteum, i quatre dies de cultiu per N. mediterraneum i N. parvum. En total s’obtingueren 3200

mesures diametrals [1600 plaques petri x 2 mesures/placa petri].

3.5. CALCUL DE LA CEsyo.

La concentracié efectiva 50 (CEso) d'un fungicida respecte a un creixement micelia és la

concentracié que redueix en un 50% el creixement micelia respecte al control.

Per a obtenir les CEso dels fungicides del nostre assaig en primer lloc es va calcular la mitjana
dels 2 diametres mesurats en cada placa i a aquest valor es va descomptar el diametre del disc
sembrat, 8 mm. Dividint el resultat pel nombre de dies des de la sembra es va obtenir el
creixement micelia diari i aquest es va expressar com a percentatge respecte al control
(concentracié 0). Després es varen calcular les rectes de regressié (y = mx + b) de cada una de
les 4 repeticions x 2 repliques de cada combinacié fong x fungicida a partir de la transformacié
probit dels percentatges (eix y) i el logaritme en base 10 per a les concentracions (eix Xx).
D'aquesta manera la CEso es va calcular com el antilogaritme de la concentracié resultant per a
una y = 5,00 que és el valor probit per a un 50% (veure annex 7.3). Aquests calculs es

dugueren a terme mitjancant I'is del programa Microsoft Excel 2011.

L’analisi probit és el procediment que s’utilitza en aquests tipus d’estudis i altres relacionats
amb la toxicologia. Mesura la relacié entre la intensitat d'un estimul i la proporcié de casos que
presenten una certa resposta a aquest estimul. Es (til per a les situacions en les quals es
disposa d'una resposta dicotdmica que es pensa pot estar influenciada o causada pels niwvells
dalguna o algunes variables independents, i és particularment adequada per a dades
experimentals. Aquest procediment permetra estimar la intensitat necessaria perqué un estimul
arribi a induir una determinada proporcidé de respostes. (IBM SPSS Statistics 22.0.0, Armonk,
New York, U.S.A.)
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Figurab. Detall del procésde cultiu in vitro dels fongs patdgens en medis de toxificats amb fungicides. A: Marcatge de
les plaques petri amb medi de cultiu gelificat. B: Preparacié dels discs de miceli. C: Sembradels discs al medi de cultiu.
D: Fong sembratala placa Petri préviament marcat. E: Cultiu dels fongs dins cambra de cultiu d’ambient controlat. F:
Fong cultivatllest per al mesurament (Neofusicoccumparvumdins medi de cultiu toxificatamb Ciproconazol a 10ppm).

G: Mesurament del creixement micelia. H: Disposicié de plaques Petri recent mesurades.

28



4. RESULTATS I DISCUSSIO

29



Assaig de l'eficiéncia en cultiu in vitro de fungicides sobre fongs de la fusta d’ametller. RESULTATS | DISCUSSIO

4. RESULTATS | DISCUSSIO.

Es va realitzar un analisi de variancia (ANOVA) comparant globalment les dues repliques de
l'assaig, podent concloure que no hi havia diferéncies significatives entre les dues (P=0.3446).
Es realitza mitjangant el programa STATGRAPHICS Centurion XVI (Statpoint Technologies
Warrenton, Virginia, U.S.A.)

Els resultats obtinguts de I'assaig es mostren a la seguent taula.

Taula6. Valors de la CEsg per a lainhibicié in vitro del creixement miceliade N. luteum, N. mediterraneum, N. parvumi
D. seriata per fungicides de distint grups quimics.

Fungicida Creixement micelia?

N. luteum N. mediterraneum N. parvum D. seriata LSD(1)
Oxiclorur de coure 96,99 A e® 84,01 A ab 67,67 Ae >100Bc 82,80
Ciproconazol 0,27A a 0,79 ABa 4,33 Cab 1,87Ba 1,43
Tebuconazol 0,09A a 021Ba 0,26 Ba 0,15A a 0,06
Captan 69,42 Bd 50,70 B ab 3,84 A ab 21,04 A a 23,61
Folpet 66,96 B d 84,85 B ab 40,92 A d 44,43 A ab 20,26
Mancozeb 37,16 Ac >100Bb 2288Ac 7,05A a 40,54
Tiram 13,82Ab 56,65 B ab 15,77 A bc 35,00 AB ab 31,21
Piraclostrobin 0,05A a 1,00Ba 0,10A a 0,09A a 0,17
Boscalida 0,34A a >100Bc 6,86 A ab >100A b 204,3
Metil Tiofanat 8,33Bab 0,65Aa 0,77A a 0,67 A a 1,81
LSD(2) 12,11 118,30 12,86 83,66

2 Valors de la ECso (mg m.a. L™).

> Menor diferéncia significativa: mitjanes seguides per la mateixa lletra no difereixen significativament (P<0.05) Lletres
majuscules son per a la comparacié de mitjanes de la mateixa fila. Lletres mindscules sén per a la comparacio de
mitjanes de la mateixa columna.

LSDu.05 (1) és per a la comparacié de mitjanes entre patogens amb el mateix fungicida sobre el creixement micelia.
LSDo.05 (2) és per a la comparacié de mitjanes entre fungicides amb el mateix patogen sobre el creixement micelia.
(LSD: Least Significant Difference)

Per N. luteum els fungicides amb menor concentracié efectiva per a la inhibicié del creixement
micelia en un 50% (CEso), foren el Ciproconazol, Tebuconazol, Piraclostrobin i Boscalida amb

valors <0.5 mg de matéeria activa per litre; per N. mediterraneum foren el Ciproconazol,

Tebuconazol, Piraclostrobin i Metil Tiofanat amb valors <1.0 mg m.a. L1; per N. parvum foren el
Tebuconazol, Piraclostrobin i Metil Tiofanat amb valors <1.0 mg m.a. L% i finalment per D.

seriata foren el Tebuconazol, Piraclostrobin i Metil Tiofanat amb valors <1.0 mg m.a. L1
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Dit aix0, els dos fungicides més eficients en la inhibicié de creixement micelia en tots els fong

assajats foren el Tebuconazol amb valors entre 0.09 i 0.26 mg m.a. L't amb una LSD (Least
Significant Diference) de 0.06 mg m.a. L1, i el Piraclostrobin amb valors entre 0.05 i 1.0 mg

m.a. L1 amb una LSD de 0.17 mg m.a. L'l. Seguit d’aquests dos, el Ciproconazol resulta

constant en tots els fong amb valors entre 0.27 i 1.87 mg m.a. L't amb un LSD de 1.43 mg m.a.
L1 exceptuant el N. parvum, i el Metil Tiofanat amb valors entre 0.65 i 0.77 mg m.a. L't amb un

LSD de 1.81 mg m.a. L1, exceptuant el N. luteum.
Per al fong N. luteum es distingiren cinc grups significativament diferents entre ells (P<0.05) de

fungicides. L'ordre de major a menor eficiéncia fou el segiient: en el grup més eficient trobam el

Ciproconazol, Tebuconazol, Piraclostrobin i Boscalida; seguit per el grup format per Tiram; el
Mancozeb; el Captan i el Folpet; i finalment el fungicida que presenta els majors valors de CEso
i per tant el menys eficient de tots és el Oxiclorur de Coure. El Metil Tiofanat no es troba

significativament distint als dos primers grups.
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Figura 6. Representaci6 de la CEsq dels fungicides respecte a N. luteum. Les barres de error representen el error

estandard.
Per al fong N. mediterraneum es distingiren tres grups significativament diferents entre ells

(P<0.05) de fungicides. L'ordre de major a menor eficiéncia fou el seglent: en el grup més

eficient trobam el Ciproconazol, Tebuconazol, Piraclostrobin i Metil Tiofanat; seguit per el
Mancozeb; i finalment Boscalida. Els fungicides Oxiclorur de Coure, Captan, Folpet, i Tiram no

es trobaren significativament distint als dos primers grups. Cal destacar que els fungicides que

donaren valors CEso superior a 100 mg m.a. L' no s’inclogueren a la figura de barres, ja que

son valors que surten dels parametres de mesura d’aquest estudi.
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Figura7. Representacié de la CEso dels fungicides respecte a N. mediterraneum. Les barres de error representen el

error estandard.
de fungicides. L'ordre de major a menor eficiéncia fou el seglent: en el grup més eficient
trobam el Tebuconazol, Piraclostrobin i el Metil Tiofanat; seguit per el grup format per el

Per al fong N. parvum es distingiren quatre grups significativament diferents entre ells (P<0.05)
Mancozeb; el Folpet; i finalment el Oxiclorur de Coure. Els fungicides Ciproconazol, Captan, i

Boscalida no es trobaren significativament distint als dos primers grups, i el Tiram entre el

segon i tercer grup.
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Figura 8. Representacio de la CEsp dels fungicides respecte a N. parvum. Les barres de error representen el error

estandard.
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Per al fong D. seriata es distingiren tres grups significativament diferents entre ells (P<0.05) de
fungicides. L’'ordre de major a menor eficiencia fou el seglent: en el grup més eficient trobam el
Ciproconazol, Tebuconazol, Captam, Mancozeb, Piraclostrobin i Metil Tiofanat; seguit per el
grup format per Boscalida; finalment el Oxiclorur de Coure. Els fungicides Folpet i Tiram no es
trobaren significativament distint als dos primers grups. Cal destacar que els fungicides que

donaren valors CEso superior a 100 mg m.a. L1 no s’inclogueren a la figura de barres, ja que

son valors que surten dels parametres de mesura d’aquest estudi.
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Figura 9. Representacio de la CEso dels fungicides respecte a D. seriata. Les barres de error representen el error

estandard.

Els nostres resultats reflexen que els dos fungicides més eficients en la inhibicié de creixement
micelia en tots els fong assajats foren el Tebuconazol i el Piraclostrobin, degut als seus baixos
valors de CEso. Aix0 suporta les dades obtingudes per Twizeyimana et al. 2013, que varen

estudiar en cultiu in vitro I'efecte de 12 fungicides distints sobre la inhibicié del creixement
micelia de varies espécies de Botryosphaeriaceae, entre elles N. luteum i N. parvum
Entre els cinc fungicides que resultaren ser els més efectius, el

procedents d’adwvocat.
Piraclostrobin fou un d’ells, encara que els seus valors per a la mitjana i desviacié estandard de

la CEso foren lleugerament més baixos que els obtinguts al nostre estudi. Dos altres fungicides
assajats de la mateixa familia quimica del Tebuconazol (Triazols) no resultaren
significativament distints al Piraclostrobin, i per tant, es consideraren igual de eficients. Per altra
banda, Pitt et al. 2012 destacaren entre els deu fungicides més eficients de vint que assajaren,
el Tebuconazol i el Piraclostrobin, sobre quatre especies flngiques de la familia
Botryosphaeriaceae procedents de vinya, entre les quals trobam D. seriata i N. parvum. Per

aquests fungicides obtingueren valors similars als del nostre estudi.
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Seguit d’aquests dos fungicides, el Ciproconazol resulta Gtil en tots els fongs exceptuant el N.
parvum, i el Metil Tiofanat també, exceptuant el N. luteum. Al mateix estudi comentat
anteriorment de Twizeyimana et al. 2013 s’obtenen uns resultats similars als nostres, encara
que els autors consideren el Metil Tiofanat inefectiu ja que resulten molt altes en comparacio
amb la resta de les sewes dades. No obstant, existeixen altres estudis on s’avaluaren in vitro
fungicides contra fongs Botryosphaeriaceae aillats de surera (Luque et al., 2008 ) i de

albercoquer i melicotoner (Li et al., 1995) on el Metil Tiofanat resulta dels més efectius.

En altre estudi de Gramaje et al. 2009 en el que s’estudia I'accié de 14 fungicides sobre la
inhibici6 del creixement micelia de fongs de la fusta de vinya del génere Phaeomoniella i
Phaeoacremonum, s’obtingueren resultats de CEso similars als nostres amb Tebuconazol, amb
Metil Tiofanat i amb Azoxystrobin, un fungicida del mateix grup quimic que el Piraclostrobin. Dit
aix0, els nostres resultats es podrien considerar Utils pel control d'altres fongs de la fusta
d’ametller distints als assajats en aquest estudi, que de fet també s’han aillat conjuntament a
les espécies de Botryosphaeriaceae assajades a les prospeccions de camp (Gramaje et al.,
2012).

Segons el mateix estudi de Gramaje et al. 2009, el Oxiclorur de Coure dona valors CEso molt
similars als nostres, considerant-lo ineficient en la inhibicié del creixement micelia. Aixd podria
ser degut al fet de ser un inhibidor de la germinacié d’espores dels fongs, no un inhibidor de
creixement micelia. El mateix ocorr amb Tiram, encara que fou molt més eficient que el
Oxiclorur de Coure, possiblement per mors de ser en aquest cas tant un inhibidor del

creixement micelia com un inhibidor de la germinacié d’espores.
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5. CONCLUSIONS.

Els fungicides Tebuconazol i Piraclostrobin sén, en general, els més eficients en la
inhibicio del creixement micelia dels fongs Botryosphaeriaceae Neofusicoccum luteum,

N. mediterraneum, N. parvum i D. seriata aillats d’'ametllers a Mallorca.

El Ciproconazol i Metil Tiofanat son eficients en la inhibicié del creixement micelia del
Neofusicoccum luteum, N. mediterraneum, N. parvum i D. seriata, exceptuant en el

fong N. parvum i N. luteum respectivament.

Amb els nostres resultats i els de altres autors, considerem que els fungicides
Tebuconazol, Piraclostrobin i Metil Tiofanat podrien ser candidats per a futurs estudis
de control d’altres fongs (no Botryosphaeriaceae) que també s’han aillat en mostres

d’ametller amb decaiment a Mallorca.
Els altres fungicides assajats presenten valors CEso massa alts per ser considerats

eficients en la inhibicié del creixement micelia i per tant, no es recomana el seu Us en

futurs estudis sobre I'aplicacié d’aquests fungicides in planta.
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7. ANNEXES.

7.1. DETALL FOTOGRAFIC DEL CREIXEMENT MICELIA DE LA RELACIO FUNGICIDA-FONG-CONCENTRACIO.

Boscalida

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

Figura 11. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida Captan.
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Ciproconazol

D. seriata

N. parvum

Figura 12. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida
Ciproconazol.

100 ppm

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

Figura 13. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida Folpet.
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Mancozeb

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

Metil tiofanato

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

Figura 15. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida Metil
Tiofanat.
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Oxicloruro de
Cobre

100 ppm

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

Figura 16. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida Oxiclorur de
Coure.

Piraclostrobin

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

Figura 17. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida
Piraclostrobin.
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Tebuconazol

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum [
\

Figura 18. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida
Tebuconazol.

Tiram 0,1 ppm

D. seriata

N. australe

N. mediterraneum

N. parvum

Figura 19. Detall fotografic del creixement micelia dels fongs en funcié de les concentracions del fungicida Tiram.
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7.2. Exemple del calcul de la CEso. Cas practic del fungicida Ciproconazol aplicat al fong

Neofusicoccum luteum.

A. Valors inicials.

A la taula que ve a continuacié és poden trobar els valors dels diametres de creixement micelia
de cada placa petri respecte a cada concentracio, de la primera replica de I'assaig. De cada
placa Petri s’obtingueren dos valors diametrals (cm), i per cada concentracio (0°0, 0’1, 1°0, 10°0,

100°0) es feren quatre plaques Petri.

Fungicida: CIPROCONAZOL Diametre de Creixement
Data de sembra; 04/11/14 Micelia (cm)
Neofusicoccum luteum
Data mesura 07/11/14

Concentracio

Placa 1 gg

Placa 2 gi

Control [Oppm] 6’7
Placa 3 67

Placa 4 22

Placa 1 gg

Placa 2 Sl

. 3,6
[0'1ppm] =0
Placa 3 32

4,0

Placa 4 31

Placa 1 ;g

Placa 2 ;lll

[1ppm] 55
Placa 3 24

2,4

Placa 4 22

15

Placa 1 15

Placa 2 e

1,2

[10ppm] 15
Placa 3 1’2

1,3

Placa 4 13

0,8

Placa 1 08

Placa 2 Ui

0,8

[100ppm] 08
Placa 3 08

0,8

Placa 4 08
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ANNEXES

Per obtenir les mitjanes del diametres, primer es resta al diametre mesurat, el diametre inicial,

obtenint els valors situats a la columna de Diametre de Creixement. Després es realitza la

mitjana entre els dos valors de cada placa Petri, obtenint els valors a la columna anomenada

Mitjana Diametres.

Fungicida: CIPROCONAZOL Diametre de Creixement

Data de sembra: 04/11/14 Micelia (cm) Diametre Dlar:eetre Mitjana
Concentracié Neofusicoccum luteum Inicial Creixement Diametres
Data mesura 07/11/14
6,5 0,8 5,7
Pl 1
aca 6.2 0,8 54 5,55
6,3
Placa 2 : 038 2,5 5,40
6,1 0,8 53
Control [Oppm]
Placa 3 6.7 i 5,9 5,90
6,7 0,8 5,9 !
6,6 0,8 5,8
Pl 4
aca 66 0,3 5,8 >80
2,8 0,8 2,0
Pl 1
aca 2.8 0,8 2,0 2,00
37 0,8 2,9
Placa 2 2
, aca 3,6 0,8 2,8 /85
[0"1ppm]
Placa 3 3,0 08 2,2 2.30
3,2 0,8 2,4 !
4,0 0,8 3,2
Placa 4 X 0,8 23 2,75
2,4 0,8 1,6
Placa 1 :
aca 2,2 0,8 14 1,50
2,4 0,8 1,6
Placa 2 X 0.8 13 1,45
[epm] 2,2 0,8 1,4
Placa 3 d 2 Z 1
aca 2.4 0,8 1,6 0
2,4 0,8 1,6
Placa 4 2.2 0,8 14 1,50
1,5 0,8 0,7
Placa 1 15 0,8 0,7 0,70
1,2
Placa 2 : 038 04 0,40
1,2 0,8 0,4
[10ppm] 1,5 0,8 0,7
Placa 3 : ) )
aca 12 0,8 0,4 0,55
1,3 0,8 0,5
Placa 4 0,50
aca 13 0,8 0,5 .
0,8 0,8 0,0
Pl 1
aca 0,8 0,8 0,0 0,00
0,8 0,8 0,0
[100ppm] rece® 0.8 0,8 0,0 e
PP Placa 3 0.8 s g 0,00
0,8 0,8 0,0 !
0,8 0,8 0,0
Placa 4
aca 08 0,8 0,0 0,00
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C. Creixement diari.

Per a I'obtencié del creixement diari es varen dividir els valors de Mitjanes Diametres entre el

nombre de dies de creixement, passant alhora els valors de centimetres a mil-limetres, obtenint

aixi els valors situats a la columna Creixement Diari.

Fungicida: CIPROCONAZOL Diametre de Creixement Diametre de| Mitjana
Data de sembra: 04/11/14 M_'Ce“a (cm) Diametre |~ oivement | Diametres| N || Créixement
Concentracié Neofusicoccum luteum | Inicial (cm) (cm) (cm) dieg|| Diari (mm)
Data mesura 07/11/14
6,5 0,8 5,7
Placa 1 6.2 08 54 5,55 3 18,50
Placa 2 o 0.8 2.5 540 3| 1800
6,1 0,8 5,3
Control [Oppm] 67 08 59
Placa 3 6.7 08 59 5,90 3 19,67
6,6 0,8 5,8
Placa 4 6.6 08 58 5,80 3 19,33
2,8 0,8 2,0
Placa 1 2.8 08 20 2,00 3 6,67
Placa 2 3.7 08 2.9 285 3 9,50
\ 3,6 0,8 2,8
[0"1ppm] 3.0 0.8 2.2
Placa 3 32 08 24 2,30 3 7,67
4,0 0,8 3,2
Placa 4 31 08 2.3 2,75 3 9,17
2,4 0,8 1,6
Placa 1 2.2 08 14 1,50 3 5,00
2,4 0,8 1,6
S Placa 2 2.1 08 13 1,45 3 4,83
2,2 0,8 14
Placa 3 2.4 08 16 1,50 3 5,00
2,4 0,8 1,6
Placa 4 22 08 14 1,50 3 5,00
1,5 0,8 0,7
Placa 1 15 08 0.7 0,70 3 2,33
Placa 2 1.2 e 02 0,40 3 1,33
1,2 0.8 0,4
(10ppm] 15 0,8 0,7
Placa 3 12 08 04 0,55 3 1,83
1,3 0,8 0,5
Placa 4 13 08 05 0,50 3 1,67
0,8 0,8 0,0
Placa 1 08 08 0.0 0,00 3 0,00
Placa 2 i 2 0 0,00 3 0,00
0,8 0,8 0,0
[100ppm] 0.8 0.8 0,0
Placa 3 08 08 0.0 0,00 3 0,00
0,8 0,8 0,0
Placa 4 08 08 0.0 0,00 3 0,00
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D. Percentatge de Creixement.

Agafant d’'ara endavant just la primera placa Petri de cada concentracido a la fi d’agilitzar

I'explicacié del

proceés,

s’adjudica al

creixement diari

de la placa control (0'0Oppm) un

percentatge de creixement d'un 100%. Respecte a aquest valor, es calcularen la resta de

percentatges per a cada concentracio.

Fanag::jdea:s;:iﬁg%(:/,\;ﬁ/iiL Diémelt/lriecgltieéc(l;:e*?emem Diametre Diame"e de Mitjana N° [ Creixemen Percentatge
. Neofusicoccum luteum | Inicial (cm) Creixement | DIametres| iog | piari (mm ge
Concentracié Data mesura 07/11/14 (cm) (cm) Creixement
Control [Oppm]  Placal g’g 8'2 2’471 5,55 3 18,50 100,00
[0'1ppm] Placa 1 g:g 8:2 g:g 2,00 3 6,67 36,04
[1ppm] Placa 1 = — — 15 3 5,00 27,03
[10ppm] Placa 1 12 8:3 8:; 070 3 2,33 12,61
[100ppm] Placa 1 g:g 8:2 8:8 0,00 3 0,00 0,00

E. Valors Probit.

A continuacié s’adjudica un valor probit a cada percentatge de creixement (Taula Probit a

'annex 7.3).
Fungicida: CIPROCONAZOL Diémetrgdg‘Creixement N Diametre de| Mitjana i’ ) Percentatge
Data de sembra: 04/11/14 Neofu’\s/lilssi:lslfﬁmlteum lrﬁlcaige(’tcr;) Creixement | Diametres dri“es ngrxie(mﬁ:)t “de Valor Probit

Concentracié Data mesura _07/11/14 (cm) (cm) Creixement

Control [Oppm] Placal 22 gg gz 5,55 8 18,50 100,00
[0'1ppm] Placa 1 2:3 g:g g:g 200 3 6,67 36,04 4,64

[1ppm] Placa 1 gg gg 1’2 1,50 3 5,00 27,03 4,38

[10ppm] Placa 1 ig g,g 8'; 0,70 3 2,33 12,61 3,85
[100ppm] Placa 1 g’g g’g g’g 0,00 8 0,00 0,00 0
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En base als valor probit en funcié als valors del logaritme en base 10 de les concentracions,

s’obté la recta de regressio i els valors que la defineixen (y=mx+b), obtenint aleshores el valor

del coeficient de regressié. El valor de la CEso, la “X”,

concentracio resultant per a una

igual a un 50% (valor probit = 5'00).

resulta com el antilogaritme de la

Fungicida: CIPROCONAZOL Diametre de Creixement Diametre d i b at
Data de sembra: 04/11/14 Micelia (cm) Diametre | ametrede) MILana | no | crgivement| o coNtalge | .
- Inicial (cm) Creixement | Diametres dies| Diari (mm) Ade Valor Probit | Log (Congc|
Concentracié Neofusicoccum luteum (cm) (cm) Creixement
Data mesura _07/11/14
6.5 0,8 57
Control [Oppm]  Placal 6.2 0.8 54 5,55 3 18,50 100,00
. 28 0.8 2,0
[0'1ppm] Placa 1 28 08 2.0 2,00 3 6,67 36,04 4,64
24 0,8 16
[1ppm] Placa 1 52 0.8 14 1,50 3 5,00 27,03 4,38
15 038 0,7
[10ppm] Placa 1 15 0.8 0.7 0,70 3 2,33 12,61 3,85
0.8 038 0,0
[100ppm] Placa 1 08 0.8 0.0 0,00 o 0,00 0,00 0 ¢
y=mx+b
m b R2
-1,445 3,940 -0,860
Recta8leRegresio&
2,5%
1,5%
1% @
0,5%
0% T T T T y
% 1% 2% % 4% %
10,5% % % % 3% % 5%
1%
11,5%
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7.3 Taula Probit.
Cuadro 1. Transformacién de proporciones a unidades Probit
0.0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009
0.00 1.90948 2.12149 2.25185 2.34754 2.42376 2.48744 2.54231 2.59066 2.63395
0.01 2.67321 2.70919 2.74243 2.77335 2.80227 2.82947 2.85515 2.87949 2.90263 2.92470
0.02 2.94581 2.96604 2.98547 3.00417 3.02220 3.03961 3.05644 3.07274 3.08854 3.10388
0.03 3.11879 3.13329 3.14741 3.16117 3.17459 3.18768 3.20048 3.21299 3.22522 3.23720
0.04 3.24892 3.26042 3.27168 3.28273 3.29358 3.30423 3.31469 3.32497 3.33507 3.34501
0.05 3.35479 3.36441 3.37389 3.38322 3.39241 3.40147 3.41040 3.41920 3.42788 3.43645
0.06 3.44490 3.45325 3.46149 3.46962 3.47765 3.48559 3.49344 3.50119 3.50885 3.51643
0.07 3.52392 3.53133 3.53866 3.54592 3.55309 3.56020 3.56723 3.57419 3.58109 3.568792
0.08 3.59468 3.60138 3.60801 3.61459 3.62111 3.62756 3.63397 3.64031 3.64660 3.65284
0.09 3.65903 3.66517 3.67125 3.67729 3.68328 3.68923 3.69512 3.70098 3.70678  3.71255
0.10 3.71827 3.72395 3.72959 3.73552 3.74075 3.74628 3.75176 3.75721 3.76262 3.76799
0.11  3.77333 3.77864 3.78391 3.78914 3.79435 3.79952 3.80466 3.80977 3.81484 3.81989
0.12  3.82491 3.82990 3.83486 3.83879 3.84469 3.84956 3.85441 3.85923 3.86403 3.86880
0.13 3.87354 3.87826 3.88295 3.88762 3.89227 3.89689 3.90148 3.90606 3.91061 3.91514
0.14 3.91965 3.92413 3.92860 3.93304 3.93746 3.94186 3.94624 3.95060 3.95495 3.95927
0.15 3.96357 3.96785 3.97212 3.97636 3.98059 3.98480 3.98899 3.99316 3.99732  4.00146
0.16 4.00558 4.00968 4.01377 4.01784 4.02190 4.02594 4.02996 4.03397 4.03796  4.04194
0.17  4.04590 4.04985 4.05378  4.05770 4.06161 4.06550 4.06937  4.07323 4.07708  4.08092
0.18 4.08474 4.08854 4.09234 4.09612 4.09989 4.10364 4.10739 411112 4.11484 4.11854
0.19 4.12224 4.12592 412959  4.13325 413690 4.14053 414416 414777 415137  4.15496
0.20 4.15854 4.16211 4.16567 4.16922 4.17276 4.17629 4.17980 4.18331 4.18681 4.19030
0.21  4.19377 419724 4.20070  4.20415 4.20759  4.21102 421444 421785 4.22125  4.22464
0.22 4.22803 4.23140 4.23477 4.23813 4.24148 4.24482 4.24815 4.25148 4.25480  4.25810
0.23 4.26140 4.26469 4.26798 4.27126 4.27452 4.27778 4.28104 4.28428 4.28752 4.29075
0.24 4.29397 4.29719 4.30040 4.30360 4.30679 4.30998 4.31316 4.31633 4.31950 4.32266
0.25 4.32581 4.32896 433210  4.33523 4.33835  4.34147 4.34459  4.34770 4.35080 4.35389
0.26 4.35698 4.36006 4.36314 4.36621 4.36927 4.37233 4.37538 4.37843 4.38147 4.38450
0.27 4.38753  4.39056 4.39357  4.39659 4.39959  4.40259 440559  4.40858 4.41157  4.41455
0.28 4.41752 4.42049 4.42346 4.42642 4.42937 4.43232 4.43527 4.43821 4.44114 4.44407
0.29 4.44700 4.44992 445283  4.45575 445865 4.46155  4.46445 446735 4.47023 4.47312
0.30 4.47600 4.47887 4.48174 4.48461 4.48747 4.49033 4.49319 4.49604 449888 4.50172
0.31 4.50456 4.50740 4.51023 4.51305 4.51587 4.51869 4.52151 4.52432 4.52712 4.52993
0.32 4.53273 4.53552 4.53831 4.54110 4.54389 4.64667 4.54944 4.55222 4.55499 4.55776
0.33 4.56052 4.56328 4.56604  4.56879 457154  4.57429 457703  4.57977 4.58251 4.58525
0.34 4.58798 4.59070 4.59343 4.59615 4.59887 4.60159 4.60430 4.60701 4.60972 4.61242
0.35 4.61512 4.61782 4.62052 4.62321 4.62590 4.62859 4.63127 4.63395 4.63663  4.63931
0.36 4.64198 4.64466 4.64733 4.64999 4.65266 4.65532 4.65798 4.66063 466329 4.66594
0.37 4.66859 4.67124 4.67388 4.67652 4.67916 4.68180 4.68444 4.68707 4.68970 4.69233
0.38 4.69495 4.69758 4.70020 4.70282 4.70544 4.70806 4.71067 4.71328 4.71589 4.71850
0.39 4.72111 4.72371 4.72631 4.72892 4.73151 4.73411 473670  4.73930 474189  4.74448
0.40 4.74707 4.74965 4.75224 4.75482 4.75740 4.75998 4.76256 4.76513 4.76771 4.77028
0.41 477285  4.77542 477799  4.78056 4.78312 4.78569 478825  4.79081 479337  4.79592
0.42 4.79848 4.80104 4.80359 4.80614 4.80869 4.81124 4.81379 4.81634 4.81889  4.82143
0.43 4.82397 4.82652 4.82910 4.83160 4.83414  4.83667 4.83921 4.84175  4.84428  4.84682
0.44 4.84935 4.85188 4.85441 4.85694 4.85947 4.86200 4.86452 4.86705 4.86957 4.87210
0.45 4.87462 4.87714 4.87966  4.88218 4.88470  4.88722 4.88974  4.89226 4.89477  4.89729
0.46 4.89930 4.90232 4.90483 4.90735 4.90986 4.91237 4.91488 4.91739 4.91990 4.92241
0.47 4.92492 4.92743 492993  4.93244 493495  4.93746 493996  4.94247 4.94497  4.94748
0.48 4.94998 4.95248 4.95499 4.95749 4.95999 4.96249 4.96500 4.96750 497000 4.97250
0.49 4.97500 4.97750 4.98000 4.98250 4.98500 4.98750 4.99000 4.99250 4.99500 4.99750
0.50 5.00000 5.00250 5.00500 5.00750 5.01000 5.01250 5.01500 5.01750 5.02000 5.02250
0.51 5.02500 5.02750 5.03000 5.03250 5.03500 5.03751 5.04001 5.04251 5.04501 5.04752
0.52 5.05002 5.05252 5.05503 5.05753 5.06004 5.06254 5.06505 5.06756 5.07007 5.07257
0.53 5.07508 5.07759 5.08010 5.08261 5.08512 5.08763 5.09014 5.09265 5.09517 5.09768
0.54 5.10020 5.10271 5.10523 5.10774 5.11026 5.11278 5.11530 5.11782 5.12034 5.12286
0.55 5.12538 5.12790 5.13043 5.13295 5.13548 5.13800 5.14053 5.14306 5.14559 5.14812
0.56 5.15065 5.15318 5.15572 5.15825 5.16079 5.16333 5.16586 5.16840 5.17094 5.17348
0.57 5.17603 5.17857 5.18111 5.18366 5.18621 5.18876 5.19131 5.14939 5.19641 5.19896
0.58 5.20152 5.20408 5.20663 5.20919 5.21175 5.21431 5.21688 5.21944 5.22201 5.22458
0.59 5.22715 5.22972 5.23229 5.23487 5.23744 5.24002 5.24260 5.24518 5.24776 5.25035
0.60 5.25293 5.25552 5.25811 5.26070 5.26330 5.26589 5.26849 5.27108 5.27369 5.27629
0.61 5.27889 5.28150 5.28411 5.28672 5.28933 5.29194 5.29456 5.29718 5.29980 5.30242
0.62 5.30504 5.30767 5.31030 5.31293 5.31556 5.31820 5.32084 5.32348 5.32612 5.32876
0.63 5.33141 5.33406 5.33671 5.33937 5.34202 5.34468 5.34734 5.35001 5.35267 5.35534
0.64 5.35802 5.36069 5.36337 5.36605 5.36873 5.37141 5.37410 5.37679 5.37948 5.38218
0.65 5.38488 5.38758 5.39028 5.39299 5.39570 5.39841 5.40113 5.40385 5.40657 5.40930
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Continuacién Cuadro 1
0.0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009
0.66 5.41202 5.41475 5.41749 5.42023 5.42297 5.42571 5.42846 5.43121 5.43396 5.43672
0.67 5.43948 5.44224 5.44501 544778  5.45056 5.45333 5.45611 5.45890 5.46169 5.46448
0.68 5.46727 5.47007 5.47288 5.47568 5.47849 5.48131 5.48413 5.48695 5.48977 5.49260
0.69 5.49544 5.49828 5.50112 5.50396  5.50681 5.50967 5.51253 5.51539 5.51826 5.52113
0.70 5.52400 5.52688 5.52977 5.53265 5.53555 5.53845 5.54135 5.54425 5.54717 5.55008
0.71 5.55300 5.55593 5.55886 5.56179 5.56473 5.56768 5.57063 5.57358 5.57654 5.57951
0.72 5.58248 5.58545 5.58843 5.59142 5.59441 5.59741 5.60041 5.60341 5.60643 5.60944
0.73 5.61247 5.61550 5.61853 5.62157  5.62462 5.62767 5.63073 5.63379 5.63686 5.63994
0.74 5.64302 5.64611 5.64920 5.65230 5.65541 5.65852 5.66164 5.66477 5.66790 5.67104
0.75 5.67419 5.67734 5.68050 5.68237  5.68684 5.69002 5.69321 5.69640 5.69960 5.70281
0.76 5.70603 5.70925 5.71248 5.71572 5.71896 5.72221 5.72548 5.72874 5.73202 5.73530
0.77 5.73860 5.74190 5.74520 5.74852 5.75184 5.75518 5.75852 5.76187 5.76523 5.76859
0.78 5.77197 5.77535 5.77875 5.78215  5.78556 5.78898 5.79241 5.79585 5.79930 5.80276
0.79 5.80623 5.80970 5.81319 5.81669  5.82020 5.82371 5.82724 5.83078 5.83433 5.83789
0.80 5.84146 5.84504 5.84863 5.85223 5.85584 5.85947 5.86310 5.86675 5.87041 5.87408
0.81 5.87776 5.88146 5.88516 5.88888  5.89261 5.89635 5.90011 5.90388 5.90766 5.91145
0.82 5.91526 5.91908 5.92292 5.92677  5.93063 5.93450 5.93839 5.94230 5.94621 5.95015
0.83 5.95409 5.95806 5.96204 5.96603  5.97004 5.97406 5.97810 5.98216 5.98623 5.99032
0.84 5.99442 5.99854 6.00268 6.00684 6.01101 6.01520  6.01941 6.02364 6.02788 6.03215
0.85 6.03643 6.04073 6.04505 6.04940 6.05376 6.05814  6.06254 6.06696 6.07140 6.07587
0.86 6.08035 6.08486 6.08939 6.09394 6.09851 6.10311 6.10773 6.11238 6.11705 6.12174
0.87 6.12646 6.13120 6.13597 6.14077  6.14559 6.15044  6.15531 6.16021 6.16514 6.17010
0.88 6.17509 6.18011 6.18515 6.19023  6.19534 6.20048  6.20565 6.21086 6.21609 6.22136
0.89 6.22667 6.23201 6.23738 6.24279 6.24824 6.25372 6.25925 6.26481 6.27041 6.27605
0.90 6.28173 6.28745 6.29322 6.29902 6.30488 6.31077 6.31672 6.32271 6.32875 6.33483
0.91 6.34097 6.34716 6.35339 6.35969  6.36603 6.37243  6.37889 6.38541 6.39199 6.39862
0.92 6.40532 6.41208 6.41891 6.42581 6.43277 6.43980 6.44690 6.45408 6.46134 6.46867
0.93 6.47608 6.48357 6.49115 6.49881 6.50656 6.51441 6.52234 6.53038 6.53851 6.54675
0.94 6.55510 6.56355 6.57212 6.58080 6.58960 6.59853  6.60759 6.61678 6.62611 6.63559
0.95 6.64521 6.65499 6.66493 6.67503  6.68531 6.69577  6.70642 6.71727 6.72832 6.73958
0.96 6.75108 6.76280 6.77478 6.78701 6.79952 6.81231 6.72541 6.83883 6.85259 6.86671
0.97 6.88121 6.89612 6.91146 6.92726  6.94356 6.96039  6.97780 6.99583 7.01453 7.03396
0.980 7.05419 7.05626 7.05834 7.06042 7.06252 7.06463 7.06674 7.06887 7.07100 7.07314
0.981 7.07529 7.07746 7.07963 7.08181 7.08400 7.08620 7.08842 7.09064 7.09287 7.09511
0.982 7.09737 7.09963 7.10191 7.10419 7.10649 7.10880 7.11112 7.11345 7.11579 7.11815
0.983 7.12051 7.12289 7.12528 7.12768 7.13010 7.13253 7.13496 7.13742 7.13988 7.14236
0.984 7.14485 7.14736 7.14988 7.15241 7.15495 7.15752 7.16009 7.16568 7.16528 7.16790
0.985 7.17053 7.17318 7.17585 7.17852 7.18122 7.18393 7.18666 7.18940 7.19216 7.19493
0.986 7.19773 7.20054 7.20337 7.20621 7.20908 7.21196 7.21486 7.21778 7.22072 7.22368
0.987 7.22665 7.22965 7.23267 7.23571 7.23876 7.24184 7.24494 7.24807 7.25121 7.25438
0.988 7.25757 7.26078 7.26402 7.26728 7.27057 7.27388 7.27721 7.28057 7.28396 7.28737
0.989 7.29081 7.29427 7.29777 7.30129 7.30484 7.30842 7.31203 7.31567 7.31934 7.32305
0.990 7.32678 7.33055 7.33435 7.33819 7.34206 7.34597 7.34991 7.35388 7.35790 7.36196
0.991 7.36605 7.37018 7.37436 7.37858  7.38283 7.38714 7.39149 7.39588 7.40032 7.40481
0.992 7.40934 7.41393 7.41857 7.42326 7.42801 7.43280 7.43766 7.44258 7.44755 7.45259
0.993 7.45769 7.46285 7.46808 7.47338 7.47875 7.48419 7.48970 7.49530 7.50097 7.50672
0.994 7.51256 7.51848 7.52450 7.53060 7.53681 7.54311 7.54951 7.55602 7.56264 7.56938
0.995 7.57623 7.58321 7.59032 7.59756 7.60493 7.61245 7.62012 7.62795 7.63595 7.64411
0.996 7.65246 7.66099 7.66973 7.67867 7.68784 7.69722 7.70686 7.71676 7.72692 7.73738
0.997 7.74815 7.75925 7.77069 7.78251 7.79474 7.80739 7.82051 7.83414 7.84831 7.86308
0.998 7.87850 7.89464 7.91157 7.92937 7.94816 7.96806 7.98919 8.01176 8.03597 8.06211
0.999 8.09051 8.12166 8.15617 8.19489  8.23911 8.29075 8.35301 8.43118 8.54020 8.71908
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