Conidios Secundarios de Septoria apiicola Speg. 1. Comparacién con las Picnidiosporas.
Medios de Cultivo que Estimulan la Produccién de los Dos Tipos de Esporas’

ABSTRACY

The aim of this paper is: 1} the study of several charactes-
istics of §. apiicola secondary conidia (free conidia), under
different conditions; and 2) the sclection of the artificial
media that stimulate the abundant production of those
caonidia and picnidospores. After test results, the smeoar
technique was adopted using as inoculum any of the two
kinds of spores, as opposed to the point inoculation method,
For the secondary conidia production, PDA, Fries modified
agar and Vg juice agar were the best media. They were
incubated for seven days. For picnidiospore production,
malt exiract agar with peptone, yeast and Czapek Dox Vy
juice agar were the best. They were incubated for 15 days
When the selected media were used, the secondary conidia
production was more stimufated in controlled alternate Hght
and darkness treatments, both with cool white light and near-
ultraviolet light. Tt was significantly greater than in
continuous darkness. The picnidospore production was only
significantly increased in slternate near ultraviolet light-
darkness treatment in relation to constant darkness. Morpho-
biometric data of the two kinds of spores are included.

INTRODUCCION

species de Seproria, tales como 8§ tritici (T y
S lycopersici (8), en medios de cultivo sinté-
ticos o semisintélicos producen, ademds de las
picnidiosporas propias del pénero, conidios secunda-
rios. Estos conidios son esporas producidas en forma
libre por germinacidn de picnidiosposas, brotacion de
micelio joven o por divisidn binaria o perminacion de
otros conidios secundarios (7)
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COMPENDIO

Los objetivos de este trabajo consisticron en: 1) estudisr
diversas caracteristicas de los conidios secundarios (conidios
libres}, producidos por Seprovia apifcola Speg. sobre sustrato
artificial, bajo distintas condiciones y 2) seleceionar fos me-
dios de cultivo capaces de estimelar la produccion abundante
de dichos conidios v de las picnidiosporas. A partir de los re-
sultados de los ensayos se adopio la téenica de siembra en
extendido usando como indeulo cualquicrs de los 2 tipos de
esporas, en oposieidn a la siembra puntual. Para la produc-
cién de conidios secundarios se destacaron los medios APG,
agar Fries modilicado y agar Vg, incubados durante siete
difas, y part Ia produceién de picnidiosporas los medios agar
extracto de malia con peptona y tevadura v agar Czapek Dox
Vg, incubados durante 15 dias. Sobre los medios sefecciona-
dos la produccion de conidios secundarios se estimuld igual-
mente en regimenes con slternancia controlada de huz y os-
curidad (cor presencia o ausencia de irradiacion ultravioleta),
superando significativamente al régimen de oscuridad conti-
nua. La produccion de picnidiosporas s6lo se incrementd sig-
nificativamente en el régimen con luz wliravioleta, con refa-
cidn al de oscuridad. Se incluyen datos morfobiométricos
de fos 2 tipos de esporas.

En el caso de § apiicols, agente causal de la virue-
la del apio, hay pocas referencias af respecto. Campa-
nitle (4) menciona la formacién de esporas secunda-
rias no septadas o fragmentables en varfas esporas, ori-
ginadas por la germinacidn de pienidiosporas; Gabri-
elson y Grogan {(6) informan del crecimiento inicial
de tipo levaduriforme que muestran las colonias de
esta especie, al igusl que el aspecto del borde de las
mismas, refiriéndose sepuramente a la formacién de
estos conidios, pero sin particularizarlos.

El obietivo de este trabajo consisiié en estudiar
el comportamienio de los conidios secundarios de
S. apiicola al desarroliar sobre sustrato natural, com-
parindolo con el de las picnidiosporas. Con estos
.datos preliminares, posteriormente, se indagard sobre
el papel que desempefiarian en el ciclo natural del pa-
tégeno.

MATERIALES Y METODOS

Se repicaron picnidiosporas de S apficola a tubos
inclinados con APG mediante la técnica de extendido
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de esporas Después de cuatro o cinco dias, se desa-
rrelio una mass de abundantes conidies secundarios,
fos cuales se emplesron como indculo para realizar
los siguientes ensayos:

Efecto de dos tipos de siembra

Con un gancho se tomaron volimenes homogéneos
de conidios secundarios y se sembraron en un solo
punto en ocho tubos inclinados con APG y mediante
extendido en otros ocha tubos Del mismo modo,
se trabaj6 usando picnidiosporas como indculo.
La mitad de las repeticiones se observé a los siete
dias para evaluar la produccién de conidios
secundarics vy la otra mitad se maniuvo en observa-
cién hasta los 20 dias para observar la evolucidn
del desarrollo de las colonias en los distintos trata-
mientos.

Efecto de distintos medios de cultive

Se probaron 13 medios de cultivo dispuestos en
tubos inclinados v sembrados en extendide. Se hicie-
ran ocho repeticiones de cada uno, al efecto de obser-
var la mitad 2 los siete dias para evaluar fa produceién
de conidios secundarios y la otra mitad a los 20 djas
para evaluar la produceidn de picnidiosporas.

Los medios de cultive ensayados fueron: agar de
papa glucosado = APG (1); agar Vg = AVy (10}
agar harina de avena = AHA (1); agar ciruela = ACi
{13; agar extracto de malta = AEM (1); agar Czapek
Dox = AC (1); apgar Martin = AM (2); agar Leonian =
AL (9); agar Fries modificado = AFM (3); agar ni-
trato de calcio = AN (8); agar Czapek Dox V, (5)
modificado = ACDV (800 ml de solucion de Czapek
Dox, 200 ml de jugo Vg v 17 g de agar); agar apio =
AA (300 g de hojas de apio licuadas y filtradas, 17 g
de agar y 1000 ml de agua destilada); agar extracto
de malta con pepiona vy levadura = AMPL (30 g
extracto de malta, 5 g de peptona de carne, 2 g de ex.
tracto de levadura, 17 g de agar y 1000 mi de agua
destilada)

En los ensayos a y b se incubd a 20+ 1°C, con al-
ternancia de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, inclu-
yendo el pericdo luminose 12 h de irradiacidn ul-
travioleta.

Efecto de distintos regimenes lurninosos

Se incubaron colonias sobre APG para la obten-
¢cién de conidios secundarios y sobre ACDV para la
de picnidiosporas, en 4 regimenes luminosos: 1)
alternancia de 12 h de luz y 12 de oscuridad
(L/0); 2) alternancia de 12 h de Juz y 12 de oscuri-
dad incluyendo un periodo lumincso de 12 h de irra-

diacidn ultravioleta (LV/0); 3) oscuridad continua,
lograda al envolver los tubos con papel de aluminio
{0) [en 1), 2) ¥ 3) ia temperatura fue de 20 + 1°C);]
y 4) en mesa del laboratorio (L) (aproximadamente
12 h de luz pero de poca intensidad y temperatura
de 15-20°C). La evaluacion de los conidios secunda-
rios se realizd a los siete dias y la de picnidiosporas
a los 14 dias Se hicieron 4 repeticiones de cada tra-
tamiento.

En los ensayos a y ¢ las suspensiones de conidios
secundarios se prepararon agregande 5 ml de agua
destilada a cada tubo, raspando la superficie de la
colenia con un ansa. El recuente de esporas se efec-
tud con ayuda de la cdmara de Neubauer. Los resul-
tados se analizaron estadisticamente aplicando el
método de varianza y Ia prueba de Duncan.

En el ensayo b se trabajd con suspensiones de coni-
dios de 3 ml y se aplicé la prueba de Tukey, La elec-
cion del medic de cultivo que favorecid la produc-
cibn de picnidiosporas se hizo sobre la base de Ia
observacién macroscopica de las colonias Se tuvo en
cuenta la produccién de cirros porque al preparar las
suspensiones de esporas se arrastraban conidios secun-
darios y éstos, observados bajo el microscopio, en mau-
chos tratamientos no pudieron distinguirse morfoldgi-
camente de las picnidicsporas

En el ensayo ¢ el recuento de picnidiosporas se
hizo de igual maners que el de conidios, pero las sus-
pensiones se prepararon raspando los cirros con ayuda
de un pincel de cerdas suaves

Caracteristicas de las esporas

Se sembraren conidios secundarios y picnidiospo-
ras en gota pendiente de agua destilada estéril, en cd-
marz de Van Tieghen (2). A los 2 dias se observaron
las caracteristicas de los 2 tipos de esporas. Paralela-
menig, se midieron picnidiosporas desarrolladas sobre
ACDYV luego de 14 dias de incubacidn, v conidios se-
cundarios desarrollados sobre APG luego de siete
dias.

RESULTADOS
Efecto de dos tipos de siembra

En la Fig. 1 se pueden observar las cantidades pro-
medio de conidios secundarios producidos a partir de
los distintos tipos de siembra luego de siete dias de
incubacion. Se destaca la superioridad de lz técnica
de extendide sobre la siembra puntual (cualquiera
sea el tipo de indcule empleada),

E! andlisis estadistico confirmd esta observacion
acusando diferencia significativa (P = 0 05) entre los
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2 tipos de siembra, no asi entre los 2 tipos de indculo
dentro de cadz siembra.

Cantidad de conidios secundariosfml {x 10*)

25 ] " = Siembsa de conidios secundarios
b
204 D = Slombra de picnidiosparas
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Fig. 1. Cantidades de conidios secundarios de 5. apiicola
(expresadas en esporas/ml en unma suspension de
5 ml), producidos sobre APG, segén ei indculo ¥ el
mode de siembra Observacion a los 7 dias. Las dis-
tintas letras sobre las barras indican tratamientos
significativamente diferentes de acuerdo con la
prueba de Duncan (P=0.035)

El aspecto de las colonias, en todos los casos, fue
de tipo levaduriforme, brillante y mucoso, color
canela-rosado, superficie con elevaciones y depresio-
nes

En Jas colonias de origen puntual el desarrollo se
extendid pocos mm a partir del punto de siembra,
Cuando se sembro con extendido de esporas, toda la
superficie afectada se cubrid con una densa capa de
conidios secundarios, multipticindose la produccidn
de los mismos.

La evolucién de las colonias originadas a partir de
cualquiera de los dos tipos de esporas no mostré
diferencias. Por el contrario, las colonias originadas
a partir de los dos tipos de siembra, difirieron entre
si. Las de origen puntual fueron elevadas, de superfi-
cie rugosa, oscuras {debido al envejecimiento de los
conidios secundarios iniciales y a la estromatizacion
del micelio), con poca cobertura miceliar gris, picni-
dios maduros distribuidos en forma homogénea, bor-
de y centro de la colonia con conidios secundarios de
formacidn reciente, color canela-rosado. Las origina-
das a partir de la siembra en extendido, también de
aspecto rugoso pero no clevadas, semejantes a las an-
teriores s6lo en la porcidn con mds cantidad de medio
de cultivo. La mayor superficie de la colonia estaba
compuesta por conidios secundarios oscuros, enve-
jecidos, con algunos picnidios aislados.

Efecto de distintos medios de cultivo
Conidios secundarios

En el andlisis estadistico se determind que en la
produccion de conidios secundarios no huboe diferen-
cia significativa entre los medios APG, AFM v AVg,
los cuales superaron significativamente (P = 0.01);
DMS = 80 05) al resto de los medios de cultive (Fig. 2)

Picnidiosporas

A los 20 dias de incubacidn, sobre AN y AA no
desarrollaron fructificaciones; en AHA y AC se obser-
varon pocos picnidios inmaduros; sobre APG, AVs,
AM, AEM y AL se repistraron cirros de distribucion
dispareja; sobre AMPL y ACDV la produccion de
fructificaciones maduras fue muy abundante v de
distribucion homogénea. Sobre estos dos altimos me-
dios podian distinguirse cirros desde los 11 dias dela
siembra, siendo numerosos a partir de los 14 dias

En todos los tratamientos se pudo observar la co-
bertura inicial de conidios secundarios, los cuales,
al envejecer, fueron oscureciéndose y perdiendo su
capacidad de germinar.

a
Caritidad de conitios secundarios/mt (x 1%~
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Fig.2. Produccidn de conidios secundarios de §. apifcols
sobre 13 medios de cultivo. Observacion a los 7
dias. a! medios que se destacaron significativamente
del resto (P =0.01; DMS =80 05).

Turrtalba Vol. 37, No. 3, 1987, pp. 239-244



2 TURRIALBA: VOL. 37, No. 3, TRIMESTRE JULIO--SETIEMBRE 1987

Mantenimiento de las colonias

Se observd que, para prolongar la viabilidad de fas
colonias, se deben hacer repiques alternando los me-
dios de cultivo y por lo tanto, el tipo de indculo

Fueron favorables los pasajes de conidios secunda-
rios, cultivados hasta 10 dias en APG, a ACDV. Las
picnidiosporas de hasta 30 dias producidas sobre este
medio, se repicaron a APG, para reiniciar el ciclo.
También, resultd aceptable la repeticién de hasta tres
pasajes sucesivos por el mismo medio, antes de cam-
biar al otro

Efecto de distintos regimenes luminosos

Conidios secundarios

Al analizar los valores resultantes del ensayo con la
prueba de Duncan, se observd una superioridad signifi-
cativa (P = 0.05) en la cantidad de conidios secunda-
rios producida en tos dos regimenes con alternancia
de luz controlada, con respecto al de oscuridad con-

tinua. Entre los tres tratamientos iluminados no se
manifesto diferencia significativa (Fig. 3).

Cantidad de conidios secundarios/m} {x 10%)
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Fig. 3. Produccion de conidios secundarios de S apficola
desarrollados sobre APG, en los distintos regimenes
luminosos. Qbservacion a los 7 dias. Las distintas
letras sobre las barras implican tratamientos entre
los cuales hubo diferencia significativa (P = 0 05)
seglin 3 prueba de Duncan

Picnidiosporas

El andlisis estadistico acusd diferencia significa-
tiva (P = 0.035) entre el tratamiente que incluye luz
ultravioleta y el de oscuridad, estimulando e] prime-
ro la esporulacién. Entre los tres regimenes ilumina-
dos no hube diferencia significativa. Tampoco entre
el de oscuridad y los dos luminosos {excluyendo el de
luz vitravioleta) (Fig. 4),

En las Figs. 3 v 4 puede apreciarse que la cantidad
de conidios secundarios desarrollados en las condicio-
nes més favorables para su produceion (medio de cul-
tivo y régimen luminoso) e incubados durante siete
dias, casi triplica la cantidad de picnidiosporas produ-
cidas en condiciones favorables e incubadas en el
doble periodo de tiempo

Caracteristicas de las esporas
Conidios secundarios

Hialinos, cilindricos o levemente curvos, con ex-
tremos redondeados, tortuosos, articulados, fragmen-
tables. Dimensiones sobre APG: 150 a 375 um
(254) x 25 a 46 um (352), con 0 a 5 tabiques
(Fig. 5a) En gota pendiente se hincharon y germina-
ron por cualguiera de sus células, originando nuevas
esporas o micelio. Antes de germinar, muchas de eilas
se fragmentaron a la altura de los septos (Fig 5h).

Picnidiosporas

Hialinas, filiformes, generalmente con lz célula
basal algo ensanchada y la terminal aguzada. Dimen-
siones sobre ACDV: 3002 71.0 um (4284)x 37 2
4.0 um (3 81), con tres a cuatro tabiques (Fig. 6a).
En gota pendiente germinaron por cuslquiera de sus
células, principalmente las terminales, en menor can-
tidad que los conidios secundarios; produjeron mice-
lio ¥ conidios (Fig. 6b).

DISCUSION

Los medios de cultive ensayados incluyeron aque-
Hlos ricos en vepetales, en sales minerales, combinados
0 pobres en elementos nutritivos, Los conidios secun-
darios, si bien fueron mds abundantes en los medios
ticos, se produjeron sobre todos los medios sin ex-
cepcion. No as{ las picnidiosporas, que sélo prospera-
ron sobre algunos de los medios ricos. Por lo tanto,
debido a las pocas exigencias nutricionales que mani-
festaron, es vilido suponer que la produccidn de estos
conidios se lleve a cabo en la naturaleza al combinarse
condiciones favorables tales como temperatura,
humedad, pH, etc.
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En ensayos preliminares se comprobd la patoge-
nicidad de los conidios, [a cual, en un segundo traba-
jo, se comparard con la de las picnidiosporas (11)

Cantidad de picnidios poras/ml {x 10°)
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Fig 4 Produccion de picnidiosporas de S apiicols desarro-
ladas sobre ACDV en los distintos tratzmicntos
luminosos. Observacidn a los 14 dias. Las distintas
letras sobre las barras indican tratamientos entre los
cuales se manifesté diferencia significativa (P =0 05)
segdn la prueba de Duncan)

[
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Fig. 5. Cenidios secundarios de §, apiicola. a: esporas maduras desarrolizdas sobre APG; b: esporas germinadas en

Con respecto a la funcién que desempefarian los
conidios secundarics, dentro del ciclo de la enferme-
dad, ésta podria consistir en su difusién dentro del
cullivo, al desarroliar sobre la planta o sobre el rastro-
jo aun en condiciones desfavorables para la produce
cidn de picnidios maduros.

Kurozawa y Balmer (8) obtuvieron conidios secun-
darios producidos por Seproria lvcopersici al cultivar
este hongo sobre suelos pobres esterifizados. Si bien
aclaran que las condiciones naturales difieren de las
ensayadas y podrian aiterar el resultado, no descartan
Iz posibilidad de que representen un clemento de per-
petuacion en el suelo. Esta consideracidn podria
cxtenderse a S apiicolu

CONCLUSION
Pe acuerdo con lo probado en estos ensayos resul-
ta mds ventajoso ei empleo de conidios secundarios

como indculo para multiplicar el hongo en trabajos
de laboratorio

7L

| o —Y

10/4.111

apua destilada,
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Fig. 6. Picnidiosporas de § gpiicols. 4: esposas maduras desarroiladas sobre ACDV: b: esporas germinadas en agua destilada.
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