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ESPORULACION DE Cercospora fijiensis
EN DIFERENTES AMBIENTES

ABSTRACT

The effect of growth culture, temperature,
illumination and mode of conidia collecting on the
sporulation of Cercospora fiiensis were studied. Highest
sporulation was on V8 juice agar. The best mode of
conidiacollection wasby scraping, flooding with sterile
water and discarding of the suspension of 12 day old
cultures and collecting the conidia four days later.
Greater sporulation was attained with alternating
lighting (12 hours) and fluctuated temperature 21-
30°C.

RESUMEN

Se estudid el efecto de medios de cultivo,
temperatura e iluminacién sobre la esporulacion del
hongo Cercospora fijiensis. El hongo esporuld mas
sobre el medio agarjugo V8. Se compard el método
de recoleccién de conidios con otro método en
donde, en cultive de 12 dias se raspa su superficie y se
descartalasuspension, colectandolosconidioscuatio
dias después. La temperatura que fluctud entre 21 y
30°C, fue la mejor para la esporulacion. El mejor
metodo derecoleccion fue elraspado delasuperficie
de las colonias y colecta cuatro dias después.
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INTRODUCCION

Es dificil lograr abundante esporulacién “in vitro”,
de especiesdel género Cercospora (Tuite 1969). EnC.
fiiensis se mantiene este problema. Sin embargo, son
escasos los estudios para determinar los factores que
inciden en la esporulacion de C. fijiensis.

Algunosinvestigadoreshanlogradolaesporulacion
del hongo (Stover 1976, Fullerton y Tracey 1984,
Mourichon ef al. 1987), pero no indican cifras con las
cudles se pueda establecer la diferencia entre una
esporulacién abundante ouna pobre, demaneraque
contaracon unmétodo probado y aceptable parala
esporulacién. Sesugiere el uso dematerialhomogéneo
pararedlizarinvestigacionesen Mycosphaerellafiiensis,
lo cual no es tipico de sus ascosporas (Stover 1976),
siendo mejormaterial en este caso, los conidios. Pero
suobtencién enforma abundante no estdgarantizada
porlos métodos actuales.

Los objetivos del ensayo fueron estudiar el efecto
de cuatro medios de cultivo, dos condiciones de
iluminacion, cinco temperaturas y dos métodos de
recolecciénde conidiosenlaesporulaciénde C. fiiensis,
y determinar la interacciéon que produce la maxima
esporulacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cuatro medios de cultivo, bajo dos
condiciones de iluminacién y cinco temperaturas
usando dos métodos de recoleccién de conidios. El
disefo fue completamente al azaren un arreglo factorial
con cuatro repeticiones.
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Se probaron los medios de cultivo agar Mycophil
(Mycophil), agar Czapeck + extracto de levadura al
0.1% (Czapeck), agarpapadextrosa (PDA), y agarjugo
V8 (V8) modificado (segun Mourichon ef al. 1987). Las
condiciones de iluminacion fueron oscuridad total y
oscuridad alternada con luz cada 12 horas.

Se ensayaron las temperaturas 23, 25, 27, 29°C y
condicionesdellaboratorio de fitopatologia del CATIE
en Turrialba (temperatura fluctuante entre 21 y30°C e
iluminacién alternada de aproximadamente 12 h). Los
métodos de recoleccién de conidios fueron:a) el
tradicional (12 dias) que consiste en cultivar el hongo
en los medios mencionados, bajo las diferentes
condiciones de temperatura e luminacion durante 12
dias y contarla produccion de conidios; b) elmétodo
propuesto (12 + 4 dias) igual al anterior, pero alos 12 dias
se raspo la superficie del cultivo con un pincel estéril,
previamente inundado en forma aséptica, con 10 ml
de solucién (estéril) +Tween 80 en agua a la
concentracion de 0.0133%. Se elimind la suspensién y
secolocédenuevolosmediosconloscultivos durante
cuatro dias, bajo las condiciones mencionadas para
luego proceder arecolectarlos.

Se utilizaron platospetride pldsticode?cmx1cm
y 20 ml de medio en cada uno. Elindculo fue de 4400
propagulos/plato (conidiosy micelio), luego se sellaban
con Parafilm “M” (American Can Company,
Greenwich).

Las incubadoras que controlaban iluminacion y
temperatura, se regularon a 25 y 27°C e iluminacion
alternacada 12 h. Elefectode oscuridad totalselogré
envolviendo los platos en papel aluminic. Dos
incubadoras mds que sélo controlaban temperaturas
seregularona23y29°C, enellasse colocaronlos platos
envueltos en papel aluminio. Bajo condiciones de
laboratorio sélo se colocaronlosplatos bajo iluminacion
natural (aprox 12 h de luz y oscuridad diaria), sin incluir
el efecto de oscuridad continua.

Lasmediasreferentesalamaxima esporulacion se
obtuvieron para unainteraccion especifica de unnivel
delfactorinvolucrado, dichamediaprovinodelconteo
de cuatro platos.

RESULTADOS

Para el factor temperatura no se encontré
diferencia significativa entre las tres inferiores (23, 25 y
27°C)nientrelasdossuperiores para oscuridad continua
(Cuadro 1). Tampocose observé diferenciasignificativa
entre las temperaturas 25 y 27°C al analizar los datos
para iluminacion continua y alterna (Cuadro 2).

CUADRO 1. Produccion de conidios de C. fjiensis en oscuridad
confinua bajo dos métodos de recoleccidn de conidios, cuatro
medios de cultivo, y cuatro temperaturas.

H todos de Recolecclén
Esporulacién max.?
né xt
12+4 dias 16 5 330%3 43 500
12 dias 16 33905b 24 750
Medios de Cultivo
ve 8 14 250a 43 500
PDA 8 4 800 b 14 250
Mycophil 8 4 020 b 21 000
Czapeck 8 3 360 b 10 500
Temperaturas ( C) 4578
23 8 9 660a 21 000
25 8 7 740a 43 500
27 8 5 520ab 10 500
20 8 2 430 b 3 750
1 Media de conidios por plato. 2 Max. nimere de conidios por plato a ese
nivel del factor, en cuatro repeticiones. 3 Medias con letras iguales no
difieren significativamente al 5% seguin ko Prueba de Tukey. 4 Nomero de
medias involucrados para ese factor, cada una de cuatro repeticiones,

CUADRO 2. Produccién de conidios de C. fiiensis en dos
condiciones de iluminacion, dos métodos de recoleccién de
conidios, cuatro medios de cultivos, y dos temperaturas.

Iluminacién
N X!  Esporulacién max. ?
luz alterna 16 7 B49%3 41 250
oscuridad 16 6 973a 43 500
; Métodos de recolecclén
1244 dias 16 12 065a 43 500
12 dias 16 3987 b 24 750
Medios de cultivo
ve 8 21 989%a 43 500
PDA L] 5399 b 15 750
Mycophil 8 53717 b 12 750
Czapeck ] 21772 b 6 000
Temperaturas (' C) =
25 16 8 398a 43 500 =
27 16 6 480a 41 250
1 Media de conidios por plate. £ Mdax. numero de conidios por plato a ese
nivel del factor, en cuatio repeticiones. 3Medias con letras iguales no
difieren significativamente al 5% segin la Prueba de Tukey. 4 Numero de
medias involucrados para ese factor, cada una de cuatio repeticiones.
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No hubo diferenciasignificativa para elefectode
ambas condicionesdeiluminacion 25y27°C. Aunque
la produccién media de conidios bajo luminacion fue
mayor que en oscuridad continua, hubo maxima
esporulacion, producto de una interaccién en la que
estabainvolucradala oscuridad continua (Cuadro 2).

Cuando se andlizaron los datos para las tres
temperaturas que incluian iluminacion (25; 27 vy
condiciones de laboratorio), la esporulacién fue
significatvamente superior para todos los efectos que
fueron sometidos bajo condiciones de laboratorio
(Cuadro 3).

Para todos los factores el mejor método de
recolecciéon de conidiosfue elraspado delasuperficie
de las colonias y el mejor medio fue el agar jugo V8
modificado (Cuadros 1,2y 3).

Se observé elfenémeno de un tipo de germinacion
“in situ” de los conidios sobre el conidioforo. Elmedio
Mycophil, generalmente no se recupero después del
raspado como los otrosmedios. Finalmente, elmedio
Czapeck se contamindé con bacterias, con mayor
frecuencia que losdemds.

QI.IA_DRO 3. Produccién de conidios de C. fifensis en condiciones de
|Mj1|nacmn bajo tres temperaturas (incluyendo la del laboratoric), dos
meétodos de recoleccion de conidios, y cuatro medios de cultivo.

Métodos de Recoleccién
Esporulacién max.?

n4 X1
12+ dias 12 42 69073 346 200
12 dfas 12 11 640 b 165 000
Medios de Cultivo
ve 6 50 670a 346 200
PDA 6 23 700 b 174 500
Mycophil 6 12 240 b 30 500
Czapeck. 6 10 500 b 49 500
L (C)
Lab (21-30) 8 64 680A 56 00
25 8 10 440B 27 750
27 8 8 8508 41 250

1 Media de conidios por plata. 2 Méax. nimero de conidios por plato a ese
nivel del factor. en cuatio repeficiones, *Medias con lefras iguales no
difieren significativamente al 5% segun la Prueba de Tukey. 4 Nomero de
medias invelucrados para ese factor, cada una de cuato repeticiones.

DISCUSION

Efecto de medios de cultivo. Loscuatromediosde
cultivo permitieronlaesporulaciénde C. fiensis. Aungque
elagarjugo V8 fuesuperioren este sentido, posiblemente
debido a su alto contenido de elementos nutritivos
naturales, comparado conlas sustanciassintéticasde
los demdsmedios.

En pruebas preliminares, se ensayé un medio con
extracto de hoja de banano - tiamina - glucosa y agar
donde crecié el hongo, pero con una esporulacion
pobre. A pesar de contener sustancias nutritivas
naturales no produjo abundante esporulacion.
Contenia glucosa, un elemento nutritivo sintético no
existente en elmedio agarjugo V8, porlo que se estima
que la glucosa tiene algin efecto detrimental o
inhibitorio en la esporulacion. Estarespuestaconcuerda
con Berger y Hanson (1963), quienes en un trabajo
similarsobre C. zebrina, encontraron que mediante un
extracto de Trifolium pratense + 2% glucosa y agar, la
esporulacién era minima comparada con ese medio
sinla glucosa.

Es posible que Mycophil y Czapeck agar no
propiciaran buena esporulacién, dada la escasa
recuperacion de la colonia del hongo sobre agar
Mycophilluego delraspadoy/o inundacion delmedio
en crecimiento, al igual que el efecto de la
contaminacién del agar Czapek, lo cual fue propiciado
probablemente, porlariqueza delmedio (extracto de
levadura) que promueve el crecimiento bacteriano.

Efecto de la luz. En experimentos preliminares se
establecié que C. fiiensis esporulé sobre su hospedante,
bajo condiciones de camara himeda dentro de una
incubadora oscura. Pero no se compard
cuantitativamentelaesporulacionsobre elhospedante,
bajo diferentes condiciones de iluminacién. Con ésto
se podria determinar si el efecto de lluminacién
interactuara con algun nutriente, que no essuministrado
al hongo bajo condiciones “in vifro”. La esporulacion
“in vitro" fue menorbajo oscuridad en este ensayo; por
lo cual se supone la existencia de un mecanismo
fotosensitivo en la esporulacion del hongo. Esto se
confira con los resultados de Foure et al. (1988) vy
Mourichon et al. (1987), quienes utilizaron iluminacion
continua. También coincide con los resultados de
Fullerfon y Tracey (1984) y Stover (1976), quienes
trabajaron sobre la esporulacién del hongo bajo
condicionesdeiluminacion.




Efecto de la temperatura. Este factor parece no
sersignificativamente critico parala esporulacion de C.
fiiensis, bajo oscuridad continua y a un rango de
temperatura cercanoal éptimo (23-29°). Posiblemente
ocurre porque lailuminacion ejerce mayor efectosobre
laesporulacién que latemperaturaen eserango, o que
esmayor el efecto de una temperatura fluctuante que
una constante. La segunda suposicidn es mas
aceptable en vista de los resultados del andlisis de los
datosconjuntosde esporulacién alasdostemperaturas
(25y27°C), bajo oscuridadtotal eiluminacién alternada.
Esto también lo demuestra el hecho de que bajo
temperatura de laboratorio 21 a 30°C la esporulacién
fue mayor que bajo otros niveles de temperatura
constante.

Noseincluyd un tratamiento de oscuridad continua
enlaboratorio (temperatura fluctuante), conlo que se
hubiese evaluado el efecto delailuminacion bajo esas
condiciones de temperatura. Bergery Hanson (1963)
en su trabajo con C.zebrina, senalaron que la mejor
temperatura para su crecimiento vegetativo, esigual
que para su esporulacion. No se conoce si hay una
temperatura adecuada para el desarrollo vegetativo
de C. fiiensis, diferente ala que promueva unamaxima
esporulacion, pero si existiera, el mejor nivel de
temperatura del ensayo seria aquel dado por las
condiciones de laboratorio (Gmbito mds amplio), que
para efecto de este ensayo coincide conlatemperatura
que promovié la mayor esporulacién.

Efecto de método de recoleccién de conidios. Se
podria pensar que los resultados obtenidos por el
meétodo de recolecciéon de conidios, cuatro dias
después del raspado de la superficie de la colonia, se
deba a que promueve un mayor nimero de indculo
porplatoy porende unamayorsuperficie esporulante.
Pero al momento del conteo, se observé que en estos
platoslossectoresdonde masesporulabaelhongo, era
en colonias viejas y las nuevas (de cuatro dias) eran
escasas y de esporulacion pobre,

El efecto de raspado podria ocasionar un dano
mecanico, conlo que se promuevela esporulacion, tal
vezliberdndose alguna sustancia que la estimula, como
lo senalan Leonard y Stanley (1973), sobre el hongo
Schizophyllum commune, aligual que Dahlberg y Van
Etten (1982). Canova (citado por Dhingra y Sinclair
1985) obtuvoresultadossemejantes alosde este trabajo
con C. beficola bajo un procedimiento similar,
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El efecto de la inundacién de las colonias no se
considera un factor definitivo en este método ya que
fue por un periodo breve, aunque para el trabajo de
Ludwig et al. (citados por Dhingra y Sinclair 1985), si fue
un factor definitive en la esporulacién de Alternaria
solani.

Germinacién in sifu de los conidios sobre los
conidiéforos. Este fendmeno tambiénlo observé Berger
y Hanson (1963) sobre C zebrina, y probablemente sea
lacausadeunbajo conteo de conidiosyaque cuando
se produce esto, se confunden los conidios y
conidiéforos. Talvez, este factor se pueda controlar
cosechando los conidios mds temprano eimpidiendo
asi gue germinen sobre los conidioforos.

CONCLUSIONES

- Lamayor esporulaciéon del hongo se obtuvo sobre el
medio agarjugo V8, bajolasdiferentestemperaturas,
cantidad de iluminacién y métodos usados en el
ensayo.

- Lamayoresporulacion se obtuvo bajo condicionesde
iluminacion.

- La esporulacién fue mejor bajo un régimen de
temperatura fluctuante entre 21 y 30°C, que a
temperatura constante comprendidas en dicho
ambito (23,25,27y29°C), yconraspado y cosecha
de conidios cuatro dias después.
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