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de Gliocladium roseunmsobre las
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Summary  Gliocladium roseum es un exitoso antagonista de Botrytis cinereay se considera
que tiene el mayor potencial para el biocontrol del patégeno en sistemas de cul-
tivo. A fin de establecer el momento del dia 6ptimo para la aplicacién del agente
de biocontrol, se inocularon plantas de geranio con una suspension de 107 coni-
dios de G. roseum por ml de agua destilada + Tritén 100X hasta chorreo. Los
momentos de inoculacién fueron las 9, 12, 15y 18 h. En todos los casos se esti-
maron las ufc por cm? de hoja al momento de la inoculacién (tiempo 0) y a las 3,
6 y 9 h desde ese momento, con el objeto de estimar el porcentaje de infeccion
sobre las hojas. Luego, las plantas inoculadas se mantuvieron a un 100% de
humedad relativa durante 24 h, se extrajeron discos de 8 mm y se colocaron en
medio paraquat. El porcentaje del area del disco de la hoja con conidiéforos de
G. roseum se estimo utilizando una escala confeccionada para tal fin. De acuer-
do con los resultados obtenidos la longitud del periodo de sequia despues del
momento O de inoculacién, provoca una disminucion significativa en el nimero
de ufc por cm? de hoja, no observandose diferencias entre 3, 6 y 9 h desde la
inoculacion.
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Effect of inoculation time on the survival of spores of
Gliocladium roseumon geranium leaves

Resumen  Gliocladium roseum is a successful antagonist of Botrytis cinerea and is conside-
red to have the major potential for biocontrol of the pathogen in cropping sys-
tems . In order to elucidate the optimal moment of the day to apply the biological
control agent, geranium plants were inoculated until run off with a suspension
containing 107 conidia of G. roseum + Tritdn 100X. The inoculation times were 9
am, 12 am, 3 pm and 6 pm. The number cfu per cm? of leaves at inoculation time
(time 0) and at 3, 6 y 9 h after inoculation were estimated. Then, the inoculated
plants were kept in a Plexiglas, humidity chamber for 24 h. Discs of 8 mm in dia-
meter were cut off from the inoculated leaves and put then into a paraquat
medium to examine the development of G. roseum. According to the results dry
period length after inoculation time, shows a significant decrease in number of
c.f.u. by cm? of leaf . No difference was observed between 3, 6 y 9 h. after inocu-
lation time.
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Gliocladium roseunBainier es un exitoso antago- Pasado ese lapso, se extrajeron de cada planta en
nista deBotrytis cinereaPers.:Fr. en mas de 15 hospedan- el laboratorio discos de 1 cm de diametro con sacabocado,
tes de importancia econémica y se considera que tiene ese desinfectaron superficialmente con alcohed hipo-
mayor potencial para el biocontrol del patégeno en siste-clorito de sodio al 1%, se enjuagaron dos veces con agua
mas de cultivo [1] destilada estéril. Los discos se colocaron en placas de

Este antagonista es capaz de controBr@nerea Petri que contenian 9 ml de medio de cultivo con Paraquat
en hojas, tallos, flores y frutos de numerosas plantas bajot+ cloranfenicol (para provocar la senescencia de la hoja y
diferentes condiciones de cultivo. La adaptabilidad de asi favorecer la esporulacion @eroseum [3]. Las cajas
G. roseumcomo agente de control bioldgico contra se mantuvieron a temperatura ambiente durante 7 dias.
B. cinereapodria estar relacionada a la fuerte adaptacién Luego se estimé el porcentaje de area del disco de hoja
ecoldgica del antagonista a la planta huésped y a la grarton conidiéforos dés. roseumpara ello se utilizé la
variedad de modos de antagonismo del hongo hacia ekiguiente escala (Sutton, comunicacién personal): 0, 1-10,

patégeno [1,2] 11-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-90 y
Conocer la relacion dé. roseuncon el huésped  91-100.
y las interacciones entre el antagonista. \cinereaen el En las mismas plantas mantenidas en invernaculo

tejido del hospedante y la capacidad del antagonista parae determind el porcentaje del area de la hoja colonizada

crecer y sobrevivir, es fundamental para desarrollar estra-naturalmente poB. cinerea(siguiendo la escala utilizada

tegias racionales para el biocontrol del patégeno [2]. paraG. roseum El ensayo se repitié6 una vez. Los datos
Por estas razones el objetivo del presente trabajofueron analizados estadisticamente por andlisis de la

fue observar el efecto que produce sobre la supervivenciavarianza y las medias se compararon con el test LSD

de las esporas d&. roseunel momento del dia en que se (P<0,05).

aplica el agente de biocontrol.

MATERIAL Y METODOS RESULTADOS Y DISCUSION

s El porcentaje de germinacion de los conidios de
G. roseummantenidos a®C fue de 82%, por lo que se
tuvo en cuenta al preparar las diluciones. De acuerdo a los
resultados obtenidos la longitud del periodo de sequia des-
pués de la inoculacién provoca una disminucién signifi-
cativa en el nimero de ufc/éme hoja, esto podria
deberse a una pérdida de la viabilidad de los mismos ¢ a
una mayor adherencia de los conidios=deoseunen las
hojas de geranio (Figuras 1y 2). Young y Kauss [3] y
Hammeret al [4] demostraron que la adhesion fangica es
un proceso metabdlicamente activo que ocurre durante las
primeras horas de la inoculacion. Estos autores evaluaron
el reaislamiento desde la superficie después de 6 h desde
la inoculacién y sugirieron la secrecion 6 sintesis de un
material especifico adhesivo.

Se trasplantaron plantines de geranio en maceta
de 25 cm de diametro que contenian suelo artificial
(Promix Plant products Co Ltd Canada) en un invernacu-
lo experimental. Las plantas fueron mantenidas en inver-
néaculo, con un tomador de datos (“data logger” Campbell
Cr-21), y con sensores apropiados se midié continuamen
te la temperatura del aire, la humedad relativa y la radia-
cion recibida por las plantas (irradiancia).

Las plantas de geranio se inocularon cornct@i-
dios deG. roseunml de agua destilada estéril + Triton
100X. Las plantas se mantuvieron en invernaculo y se
colocaron de acuerdo a un disefio experimental completa
mente aleatorio.

Los momentos de inoculacién fueron los siguien-
tes: 9; 12; 15; y 18 h. En todos los casos se estimo el
namero ufc por cide hoja al momento de la inoculacion
y a las 18 h, a fin de estimar la presenciaGdeoseum

después de 3, 6 y 9 h de la inoculacion en planta (periodt 0 |

de sequia). % S L
El nimero de ufc se calcul de la siguiente mane- ik W o S

ra: se coloco una hoja por planta en 100 ml de agua desti i | Wi,

lada estéril + Tritbn X100 en recipientes erlenmeyer de bk

250 ml, los mismos se colocaron en un rotador magnéticc ¢ s  EEALY

a 110 rpm durante 1h. Se realizaron dilusiones a partir de * “1; : SRR |

la solucién inicial y se sembraron 0,3 ml de la dltima dilu- b 12000 i 2 _'T [

cion en placas de Petri que contenian 9 ml de APG + ;

Tritdbn X100 (0.2%) + estreptomicina (100 ppm) B

(APGTS). gl | |
Se realizaron cuatro repeticiones de cada trata- 4 ;

miento y dos lecturas de cada repeticion. A las 18 h se 5000 )

inocularon cuatro plantas con agua destilada estéril + * ot

Triton X100 (tratamiento testigo), manteniéndolas en las od— T T T

mismas condiciones de humedad y temperatura. n 3 § A
Las placas de Petri se mantuvieron a temperatura R e T P

ambiente durante cinco dias. Al cabo de ese tiempo se

contd el nimero de ufc por éae hoja de cada tratamien-  Figura 1. Unidades formadoras de colonia de Gliocladium roseum por cm?
to. de hoja de geranio, inmediatamente después de la inoculacion y después

A fin de estimar el porcentaje de “INfECCION” (ESt0  ficimvimens s festLap (acgony S PO & misma letra no diferen sig-

indica la presencia d8. roseundentro de la hoja = espo-
rulacién) sobre las hojas, todas las plantas inoculadas fue-

ron mantenidas durante 24 h en una camara hiumed - : - 2
Plexiglas, (modelo 207 Campbell Scientific Inc.) situada Té).scitr:gr[gz;n;)%?éossi eer?trgIegggscinéfggsggo.Cgliobr;leznag%gp%?

dentro de una camara de cria que opera con 14 h de foto=. ) : ,
periodo con una densidad luminica de 175 ni&/rden- cidad deG. roseumpara colonizar las hojas de geranio,

tro de la caAmara la temperatura del aire fue dec21 mostro una disminucién a medida que es mayor el periodo

No se observaron diferencias significativas entre
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Supervivencia de esporas de G. roseum en hojas de geranio
Ménaco C, Yu H & Sutton J

de sequia desde el momento de la inoculacion con el anta-
gonista (Figura 2), es importante resaltar que aun después
de 9 h de la inoculacion cdb. roseumel porcentaje del
area de la hoja colonizada pBr cinereaera tan bajo,
como al momento de la inoculacion. Esto estaria indican-
do que comds. roseunes capaz de colonizar los 6rganos
de la planta sin produccién de sintomas [2], la humedad
sobre las hojas no juega un papel importante en su éxito
como agente biocontrolador. De manera que nosotros con-
sideramos que no habria un momento 6ptimo para la ino-
culacién deG. roseumsino que el agente podria aplicarse
en cualquier momento ya que, como se menciond ante-
riormente,G. roseumes capaz de penetrar y comportarse
como un verdadero endofito.

De todos modos esto es el inicio del estudio ecolo-
gico de un agente de control bioldgico, es necesario reali-
zar estudios futuros a fin de establecer las estrategias del
control bioloégico deB. cinereaen geranio y otras plantas
ornamentales.

Figura 2. Area de la hoja de geranio dominada por G. roseumy B. cinerea
(en porcentaje), luego del periodo de sequia (3, 6 y 9 h). CK: testigo inocu-
lado con agua destilada. Columnas seguidas por la misma letra no difieren

significativamente de acuerdo al test LSD (p< 005).
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