Una Variante Miceliar Albina de Septoria lycopersici SPEG!

ABSTRACT

Morphological and histopathological characieristics of a
nponsporulaling Seploriz lycopersici Speg. mycclial-type
variant are presented. Iis stability was tested under several
conditions and pathogenicity compared to that of
pycnidiospores and secondary (free) conidia. The variant
resulted as pathogenic as copidia, though less than the
pyenidispores,  Lesious caused by this mycelium are
identical to the ones caused by spores, excepl that pycnidia
are not present. Mycelium penefration and growth in the
host coincide with the behavior observed in infections from
pycnidiospores,

INTROBUCCIGN

! hongo causante de la viruela del tomate,

Septoria licopersici Speg., produce normalmente
f picnidiésporas en medios de cultivo. En algunos
sustratos pabres, desarrolla sélo conidios secundarios
(libres) cuya patogenicidad sobre tomate, segin
Kurozawa y Balmer {15), es dudosa. Por otra parte,
en algunas ocasiones se observé sobre APG un
mutante blanco miceliar no esporulante que, inoculado
sobre plantas de tomate, ha resultado més agresivo
que las picnididsporas (14) o no infectivo (17). En los
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COMPENDIO

En el presente trabajo se describen las caracteristicas
morfoldgicas e histopatolégicas de upa veriante miceliar
albing no esporulante de Septoria lycopersici Speg. Se
analizd su estabilidad en distintas condiciones y se compard
1a patogenicidad del micelio albino, de conidios secundarios
(libres) y de picnididsporas. El micelic albine resulté tan
patogénico como los conidios secundarios, pero menos que
lns picaididsporas. El tipo de lesiones ocasionado por el
micelio albino fue idéntico al causade por las esporas,
exceplo por la amsencia de picpidios. La penetracida, y
posierior desarrolle de este micelio en el tgjido hospedante,
coincidid cor el comportamicnto observade para las
infecciones oripinadss por picaididsporas,

presentcs ensayos se observd también una variante
albina de tipo miccliar (AM).

Esta investigacién tuvo por objeto estudiar la
morfologia, fisiologia y patogenicidad de Ia variante
AM, y determinar si existe diferencia entre la
virulencia de las picnididsporas, conidios secundarios
y micelio albino.

MATERIALES Y METODOS

Origen de la variante AM

La variante AM de Septoria lycopersici se obtuvo
en dos circunstancias: a) a partir de un cultivo tipico
{estroméatico) se lograron colonias monospdreas sobre
agar Czapcek; b) en una colonia tipica cultivada sobre
APG y mantenida por transferencia de masas de
esporas duranie vatias generaciones, aparecié un
sector miceliar albino. Con este material se realizaron
les estudios morfofisiolégicos y patogénicos de la
varianie,
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Morfologia y fisiologia de las colonias

Se observé el comportamiento de la variante AM
en distintos medios de cuitivo. Estos se sembraron
con trocitos de agar y micelio de 3 mm de didmetro,
tomados con un sacabocados, del borde de las
colonias miceliares. Las colonias se incubaron en las
siguientes condiciones: a) cdmara climética a 20 *
2°C con un fotoperiodo de 12 h de luz (3500 lux) y
el agregado de fuz cercana a la ultravioleta (365 mm);
b) en faboratorio (luz natural y entre 13°C y 20°C); y
¢} oscuridad continua a 20 % 2 grados cenligrados.

Los medios ensayados fueron agar de papa
glucosado: APG (1); agar Czapek: AC (1); agar Vi
AV, (20); agar Czapek Dox Vg ACDVg (6); agar
glucosa: AG (15); agar tomate: AT (filtrado de 300 g
de hojas de tomate trituradas, 17 g de agar y c.s.p.
1000 m! de agua destilada); agar pimiento: AP
{fiitrado de 300 g de hojas de pimiento trituradas, 17
g de agar y c.s.p. 100 ml de agua destilada); agar
extracto de malta con peptona y levadura: AMPL (30
g de extracto de malta, 5 g de peptona bacteriolégica,
2 g de extracto de levadura, 17 g de agar y cs.p.
1000 ml de agua destilada); agar de Joham: AJ {12}
agar nutriente: AN (23); agar sodio y levadura: ASL
(18) y agar sodio y levadura sucrosado: ASLS (18).

Se realizaron obscrvaciones diarias sobre el
crecimicnto y el aspecto de las colonias.

Patogenicidad

Se  realizaron ensayos para determinar la
patogenicidad de la variante AM y para comparar la
agresividad del micelio albino, las picnididsporas y
los conidios secundarios.

Las pruebas se condujeron en inverndculo (18°C -
24°C; 83% - 93% HR}. Sc inocularon plantas de
tomate de Ia variedad Platense Linea 7, al estado de
seis hojas. Se pulverizaron con una suspension de
esporas o de fragmentos miceliares cuya
concentracion se ajustd con el hemacitémetro de
Neubauer., Posieriormente se mantuvieron 72 b en
cimara biimeda,

Se emplearon dos plantas por maceta vy 10 macetas
por tratamiento. A los 15 dias de la inoculaci6n se
realiz6 la evaluacién utilizando una escala de valores
de 0 a 5 (Fig. 1), considerando ¢l é4rea foliar
necrosada de las tres hojas centrales de cada planta.

3

—

Fig. 1.  Escala de infeccidn de S. Iycopersici sobre foliolos
de tomate, Valores al 0 a 5.

Los datos se compararon estadisticamente mediante
un andlisis de variancia. Las diferencias minimas
significativas (DMS) se analizaron segiin la prueba de
Tukey (P: 0.01).

— Las plantas de tomate se inocularon con micelio de
colonias "jévenes" {15 d) y "viejas” {cuatro meses)
cultivadas en APG. El indculo consistié en una
suspensién de fragmentos miceliares obtenidos de
acuerdo con la técnica de Andrus (3). La concen-
tracién de ajusté a 3.5 x 10° fragmentos por mili-
litro.

~— Se compard la agresividad de las picnidigsporas
obtenidas a partir de un cultivo tipico (estromético)
con los conidios secundarios del mismo origen y
con e} micelio proveniente de la variante AM. Los
tres tipos de in6culo se obtuvieron a partir de
colonias de 15 dias, desarrolladas sobre AMPL,
AG y APG, respectivamente. La suspensién de
inéculo se ajusté a una concentracién de 1.2 x 10°
esporas o fragmentos miceliares por mililitro.

Histopatologia
Con el objeto de realizar el estudio histopatoldgico
del micelio albino y de las esporas de S. Iycopersici,

se aplicéd la técmica de aclaramicnto y iincién
desarrofiada por Alippi {2}

RESULTABOS

Origen de In variante AM
a} La mayorfa de las colonias repredujo el tipo

cultural parental (estromdético) y wunas pocas
prescntaron caracteristicas del tipo miceliar albino.
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Su aspecto fue mucoso y brillante, de color blanco
y sin desarrollo de fructificaciones (Fig. 2). Las
mismas se mantuvicron estables luego de sucesivas
transferencias.

Fig. 2 Colonia de la variante AM de 5. lycopersici sobre
APG. Observacién a los ocho dias (x 2.5).

b} El sector aibino inicial desarrollado en la colonia
tipica produjo micelic blanco, algodonoso,
compacto y afieltrtado. MicroscOpicamente se
observaron hifas hialinas, largas, agrupadas en
haces tipo "cordé" (19). Bajo el micelio

Fig. 3.  Picoidios anormales desarrollados sobre el seclor
miceliar de 5. lycopersici a) Forma alargada (x 260),
b) forma irregular (x 130).

desarrollaron picnidios anormales: alargados (Fig
3a) o irregulares (Fig. 3b), que produjeron esporas
de forma y tamafio tipicos. Luego de algunas
transferencias sucesivas en APG se obtuvieron
colonias albinas de tipo miceliar puro (sin
fructificaciones). PBstas caracteristicas se
mantuvieron estables.

Morfologia de las colonias

No hubo diferencia de comportamiento entre las
colonias incubadas segln los tratamientos indicados
en a), b} y c). Sin embargo, hubo variacién entre los
distintos medios,

A los 21 dias de la sicmbra se observé que sobre
APG, AMPL y ACDB el difimetro de las colonias
varié entre 30 mm y 36 mm; hubo desarrollo de
micelio albino, algodonoso y muy denso, que provocd
depresiones y elevaciones irregulares en la superficie
de los medios. En APG se observé zonacidn,

Sobre AV, ASLS y AP, los difmetros oscilaron
entre 23 mm y 30 mm; desarrollé micelio albing,
denso, pulverulento, con depresiones irregulares en
AV, y ASLS y radiadas en AP.

Sobre el resto de los medios los didmetros de las
colonias variaron entre 2 mum y 11 mm, con poco
desarroilo miceliar blancuzco, de tipo pulverulento en
ASL, mucilaginoso y brillante en AN y rosado en Al
Se observé difusion al agar de pigmentacién rosada
en los medios APG, ASLS, ASL, AMPL. y AC.

Entre los 15 y 35 dias se produjo el
envejecimiento de las colonias, con detencién del
crecimiento afreo en todos los casos. Las hifas
adquirieron una coloraci6n similar al 61 Rosy Buff y
87 Fawn (22), aspecto mucoso, brillante y
consistencia compacta. Al transferir trocitos de estas
colonias al mismo medio de cultivo fresco, se
recuperaron las caracteristicas descritas para el
micelio joven.

En todos los tratamientos ensayados se observé
estabilidad en las caracteristicas culiurales de la
variante AM. Las mismas se mantuvieron sin cambios
durante transferencias sucesivas realizadas a lo largo
de tres aiios de observaciones.
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Patogenicidad

— El andlisis de los datos demostré que no hubo
diferencias entre la infeccién (I= valor promedio de la
infecci6n seglin la escala) inducida por el micelio
joven (I= 1.77) y el envejecido (= 1.28) (DMS
1%:1.25).

— A los seis dias de la inoculacién se observaron
manchas foliares pequefias (3 mm) en las plantas
infectadas con micelio. A los nueve dias se
visualizaror manchas necréticas en los tratamientos
restantes.

No se registraron diferencias significativas entre la
agresividad del micelio de la variante AM (I= 1.49)
y los conidios secundarics (I= 1.57). Ambos
elementos infectivos fueron menos agresivos que las
picnidiosporas (I= 4.26) (DMS 1%:0.60).

En las lesiones causadas por los dos tipos de
esporas, se observd la formacion de picnidios, ios
cuales, a partir de los reaislamientos, reprodujeron
colonias de tipo estromdtico,

En ninguna de las lesiones originadas por la
variante AM se apreci6 la formacién de picnidios,
aunque si se observé micelio sobre la superficic. En
todos los casos, los reaislamienfos reprodujeron
colonias de tipo miceliar.

No se manifestaron diferencias en el aspecto de las
lesiones provocadas por las tres clases de indeulo.

Histopatologia

El micelio utilizado como indculo penetrd tanto a
través de los estomas como direclamente por Ja unién
de células epidérmicas (Fig. 4a); del mismo modo lo
hicieron las hifas provenientes de la germinacion de
las picnididsporas. Esta seria Ja primera cita acerca de
penctracion directa por parte de S. Ivcopersici, De las
lesiones originadas por la variantc AM se observé la
emergencia de hifas méis o menos gruesas a través de
los estomas (Fig. 4b). Esto mismo ocurrié en las
lesiones provenientes de inoculaciones con
picnidiésporas; habiéndose observade igual proceso en
otras especies del género Septoria (2).

Fig. 4.  Hispatologfa de la varianie AM de § licopersici. a)
Penetracidn directa de hifas a través de la unién de
las células epidérmicas (x 270); b) hifas gruesas
emergen a través de los estomas del tgjido infectado
(x 270).

DISCUSION

Se define como saltacién a2 un tipo de mutacion
que aparece en cultivos artificiales y puede ser
mantenida sin cambio luego de sucesivas generaciones
de transferencias (28). Otros términos como variacién
discontinua, mutacion, disociacién y fenémeno dual,
han sido empleados para describir los cambios en las
caracleristicas morfolégicas o fisiolégicas que se
observan a partir de la condicién rormal (1, 9, 11,
28).

Con respecto a la patogenicidad, se ha schialado
que una variante puede ser més virulenta qgue la cepa
parental (14, 16), menos virulenta (4, 5, 8, 17, 26) o
no manifestar diferencias con el mismo (21).

Hansen y Smith (11) y Hansen (10) en sus
estudios sobre variabilidad de hongos imperfectos,
entre los cuales incluyen algunas especies del género
Septoria, sugicren la presencia en la naturaleza de dos
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tipos de variantes culturales: el tipo miceliar y el tipo
conidial (estromético), debido a la presencia en el
micelio de dos niicleos genéticamente diferentes.

Johnson (13) destaca en S. avenae la capacidad de
producir frecuentemente variaciones de tipo miceliar
y de tipo picnidial sobre medios artificiales; pero
dichas variaciones no siempre se mantienen estables
y ademds pueden presentar intergradaciones entre
wnbos lipos. Esto misme fue observado en el
comportamiento  culiural de otras especies
pertenecientes al género Septoria, como S. tritici (7),
S. nodorum (25) y S. apiicola (27).

S. Iycopersici, a diferencia de las especies
anteriores, presenla caracieristicas morfolégicas
estables luego de varias generaciones de cultivo. Las
Onicas variantes culiurales que se mencionan en la
bibliogzafia (14, 17) coinciden con la observada en 1a
presente investigacién y se caracterizan por ser
totalmente miceliares albinas. Dichas variantes se
mantuvieron estables a través de sucesivas
transferencias, al igual que 1a estudiada en este
trabajo, la cual se mantuvo estable luecgo de
transferencias mensuales durante tres aflos y sometida
a distintas condiciones de cultivo (Juz, temperatura y
medios).

El origen de Ja variante AM no ha sido
determinado afin. Una hipOtesis podria ser que la
variacién aparecié como resuitado de un proceso
heterocaritico (10, 11) o como resultado de una
mutacidén (14, 17).

La capacidad patogénica de estas cepas albinas fue
nula (17), superior a Ja de las picnidiésporas (14) o,
tal como se observé en los resultados de este ensayo,
inferior a 1a del cultivo parental.

En cuanto a la infectividad de los conidios
secundarios, la bibliografia no ofrece ningfin trabajo
al respecto, excepto lo sugerido por Kurozawa y
Balmer (15). El presente trabajo confirma que dichas
esporas son infectivas, pero menos agresivas gue las
picnidiésporas.

En la natwraleza, es probable que se produzcan
tanto cepas miceliares como conidios libres y que
ambos actGen como modo alternativo de dispersion
del patdgeno en condiciones ambientales favorables.
En la variante AM dicha dispersién sc llevaria a cabo
por medio de las hifas gruesas que emergen a través

de los estomas y que podrian ser desprendidas y
transportadas y difundidas por ¢} agua o el viento. Ya
que las formas picnidiales también emiten esas
mismas hifas, se considera que €stas actuarian como
un mecanismo alternativo de dispersién.
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