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Resum

Ustilago syntherismae és un patogen de Digitaria sanguinalis. Aquest fong podria ser utilitzat per al control biològic de la mala herba. No obstant, la informació que es té sobre la interacció és molt limitada. L’objectiu d’aquest experiment va ser avaluar l’eficàcia d’un mètode d’inoculació al buit per tal d’induir artificialment la interacció. La prova es va realitzar amb un total de 1000 llavors (500 inoculades + 500 control), posades a germinar en dos medis: paper de filtre humitejat i agar aigua. En estadi de cotilèdon, les plàntules es trasplantaren a alvèols amb terra. Les condicions de germinació i creixement van ser de 30ºC (12 h llum)/20ºC (12 h foscor). La primera planta infectada es va observar als 47 dies de la germinació. Del grup inoculat, el percentatge de plantes que havien florit i estaven infectades va ser del 9.7% en les germinades en paper de filtre, i del 28.8% en les d’agar aigua.

Introducció
La forcadella, panissalla, pota de gall o xereix (Digitaria sanguinalis (L.) Scop) és una mala herba important en cultius de regadiu (Carretero, 2004, Schroeder et al., 1993). Aquesta espècie es reprodueix bàsicament per llavors que, en el moment de ser dispersades, presenten dormància (Toole i Toole, 1941). En climes temperats, un sol individu pot arribar a produir 150.000 llavors (Mitich, 1988). Així doncs, les diferents estratègies de control d’aquesta espècie anual es centren en evitar la producció de llavors en anys consecutius (Walker et al., 1998). 
Actualment, per controlar aquesta mala herba s’utilitzen mètodes culturals (treball del sòl) i químics (herbicides de pre-emergència i post-emergència). No obstant, ja s’han detectat diverses poblacions de D. sanguinalis resistents a herbicides a França, Estats Units, Austràlia, Polònia, República Txeca, Àustria i Hongria (Heap, 2007; Schroeder et al., 1993). En aquest escenari, l’estudi de mètodes de control alternatius són especialment interessants. De fet en els darrers anys ja s’han començat a estudiar possibles estratègies de control biològic per al maneig de D. sanguinalis (Kong, 2004; Tilley i Walker, 2002; Chandramohan i Charudattan, 2001). 
Ustilago syntherismae (Schweinnitz) Peck és una espècie de carbó (O. Ustilaginals) que parasita a diferents espècies del gènere Digitaria, entre elles D. sanguinalis (Farr et al., 2007). L’elevada especificitat del fong, així com l’efecte directe sobre la reproducció de la planta, doncs les inflorescències encarbonades d’aquesta espècie poques vegades produeixen llavors (Johnson i Baudoin, 1997), fan pensar que U. syntherismae podria ser susceptible d’ésser utilitzat com agent biològic per al control de Digitaria. No obstant, la informació que es té sobre la interacció és molt limitada (Johnson i Baudoin, 1997). 

Un primer pas imprescindible per a poder estudiar la interacció i els seus efectes és conèixer un mètode d’inoculació que permeti infectar plantes de D. sanguinalis de manera controlada. Així doncs, l’objectiu d’aquest assaig va ser avaluar l’eficàcia d’un mètode d’inoculació al buit de llavors, per tal d’establir artificialment la interacció D. sanguinalis – U. syntherismae.
Material i mètodes
A principis de setembre de 2005, es van recol·lectar espiguetes (unitats de dispersió) i inflorescències encarbonades de D. sanguinalis en un camp de la finca experimental de Torre Marimon (Caldes de Montbui, Vallès Oriental). Tres mesos desprès de la recol·lecció del material, les espores del fong es van separar de les restes d’inflorescències i es van col·locar a 4ºC, per trencar la seva possible latència. En canvi, les espiguetes es van conservar en sec a temperatura ambient, fins a la seva utilització.
A finals de juny de 2006, 250 espiguetes i 250 cariòpsides (espiguetes sense glumes ni glumel·les) es van inocular al buit amb espores d’U. syntherismae seguint el mètode utilitzat per Willits i Sherwood (1999). Concretament, les llavors van ser inoculades amb una solució de 25 mg d’espores d’U. syntherismae suspeses en 1 ml d’una solució de 0.5 mg de carboximetilcel·lulosa i 1 ml d’aigua destil·lada que contenia 0.001% de Tween 20. Les llavors van ser infiltrades al buit 3 vegades durant 10 minuts. En el cas de les cariòpsides, prèviament a la infiltració es van col·locar en remull durant 5 minuts amb 1 ml de solució d’espores. En els tractaments controls (250 espiguetes i 250 cariòpsides) es va seguir el mateix protocol però utilitzant 1 ml d’aigua destil·lada enlloc de solució d’espores. Abans de realitzar els tractaments, en tots els casos les llavors es van rentar durant 5 minuts amb una solució al 5% d’hipoclorit sòdic, per tal d’esterilitzar-ne la seva superfície.
Després de la inoculació, les espiguetes i les cariòpsides es distribuïren respectivament, en plaques de Petri de 9 cm de diàmetre amb paper humitejat amb 3 ml d’aigua destil·lada i en plaques que contenien 10 ml d’agar aigua al 2%. En ambdós casos, en estadi de cotilèdon, les plàntules es van trasplantar a safates d’alvèols de 75 cm3 que contenien una barreja de terra i vermiculita (4v:1v).

Les condicions de germinació i creixement van ser de 30ºC (12 h llum)/20ºC (12 h foscor). En anteriors experiments s’havia constatat que en aquest règim les plantes de D. sanguinalis poden completar el seu cicle vital. 

Com a mínim un cop per setmana es realitzava el seguiment de la supervivència dels individus dels diferents tractaments, així com el control de l’estadi de desenvolupament. A l’inici de la floració dels individus, s’observava la presència o absència d’inflorescències encarbonades. El seguiment es va allargar 130 dies, moment en que totes els individus supervivents havien florit.
Per avaluar les possibles diferències entre els tractaments i l’efecte del medi de germinació (agar aigua i paper de filtre) i de la inoculació (control i inoculades) es va realitzar una anàlisi de la variància i una separació de mitjanes amb el test de Tukey-HSD, utilitzant el procediment GLM del paquet estadístic SAS (SAS Institute Inc., 1999), considerant les safates de cada tractament com a repeticions. Prèviament a l’anàlisi estadística es van transformar les dades aplicant la funció arcsinus. 

Resultats i discussió
Els resultats indiquen que el medi en el que havien germinat els individus de D. sanguinalis va tenir un efecte significatiu tant en l’èxit de la inoculació, com en la taxa de mortalitat d’individus en estadi vegetatiu (des de la fase de cotilèdon fins a l’inici de la floració, Taula 1). 
La mortalitat mitjana dels individus que havien germinat a partir d’espiguetes col·locades en plaques amb paper de filtre humitejat va ser de 0.68, mentre que la dels individus que ho havien fet a partir de cariòpsides distribuïdes en agar aigua va ser de 0.50. Per altra banda, no es varen detectar diferències significatives en les taxes de mortalitat mitjanes dels individus control (0.62) respecte la dels inoculats (0.55).
El primer símptoma de la malaltia no es va observar fins que les plantes infectades no iniciaren la floració. Concretament, la primera planta infectada es va observar als 47 dies de la germinació, tot i que als 30 dies algunes de les plantes inoculades i control ja havien florit (Figura 1). Cap de les plantes infectades observades no va produir cap llavor, tampoc cap planta dels tractaments control va desenvolupar la malaltia.
El percentatge d’infecció aconseguit en el tractament agar aigua va ser gairebé 3 vegades superior al que es va assolir quan el medi de germinació era paper de filtre (Taula 1). Tenint en compte la metodologia seguida, és probable que el principal factor que va comportar un major grau d’infecció en el tractament agar aigua fos l’absència d’estructures que recobrissin les cariòpsides (glumes i glumel·les), més que el propi medi de germinació.

Taula 1. Taxes de mortalitat en estadi vegetatiu, i percentatges d’infecció de les plantes florides en la prova d’inoculació al buit realitzada per establir artificialment la interacció 
D. sanguinalis - U. syntherismae. 
	
	Medi de germinació†

	
	Paper de filtre
	Agar aigua

	
	Control
	Inoculades
	Control
	Inoculades

	taxa mortalitat - estadi vegetatiu‡
	0.67b*
	0.68b
	0.59ab
	0.43a

	% florides infectades
	0c
	9.74b
	0c
	28.77a

	% florides no infectades
	100a
	89.74b
	100a
	71.74c


† En les plaques amb paper de filtre s’hi col·locaren espiguetes (unitat de dispersió de D. sanguinalis). En les plaques amb agar aigua es van col·locar cariòpsides (espiguetes sense glumes ni glumel·les)
‡ Es refereix a la taxa de mortalitat observada des de l’estadi de cotilèdon fins a l’inici de la floració. No s’ha considerat la mortalitat a la germinació.
*Lletres diferents indiquen diferències significatives en el test de Tukey-HSD (P<0.05)
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Figura 1. Evolució de la floració dels individus de D. sanguinalis no inoculats (control), inoculats no infectats (I- No infectats) i inoculats infectats (I- Infectats) amb U. syntherismae en els dos medis de germinació avaluats: paper de filtre i agar aigua.

Per altra banda, tot i que no s’han detectat efectes significatius de la inoculació del fong en la mortalitat dels individus, cal considerar que el nombre de plantes infectades en els diferents tractaments podria haver estat superior a l’observat, doncs el fong podria haver afectat a la supervivència dels individus infectats abans de florir i per tant abans de que s’hagués detectat la malaltia.

En conjunt aquests resultats suggereixen que U. syntherismae té un efecte dràstic en la reproducció de D. sanguinalis, però en canvi no s’han detectat efectes significatius en la mortalitat. En general, els fongs patògens poden modificar indirectament o directa la fitness del seu hostatger afectant la seva supervivència, reproducció, capacitat competitiva, creixement i susceptibilitat a ser atacada pels herbívors o altres patògens (Jarosz i Davelos, 1995). En el cas dels carbons, s’han realitzat diversos treballs que mostren que la direcció i magnitud dels efectes provocats pel fong són diferents en funció de la interacció de parasitisme concreta que s’estudia. Per exemple en la interacció Cynodon dactylon – Ustilago cynodontis es va observar que les plantes infectades no produïen ni un sola llavor i tenien una menor supervivència i un menor creixement que les plantes sanes, però no es van detectar efectes sobre la germinació i l’emergència de plàntules (García-Guzman i Burdon, 1997). En canvi, en l’estudi de la interacció Ustilago violacea - Silene alba, Alexander i Antonovics (1988) no van trobar diferències significatives en el creixement i supervivència de plantes sanes i plantes infectades. No obstant, els factors ambientals poden influir de manera rellevant en els efectes detectats (Thrall i Jarosz, 1994).
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