Efectos de los Regimenes Luminosos, Temperaturas y Medios
de Cultivo sobre la Esporulacion, Crecimiento y Caracteristicas
Culturales de Ascochyta pinodella Jones'

ABSTRACT

The present work was casried out to fest the effect of
interaction of four cufture mediums, potato dexirose agar
{(PDAY}, V& juice agar {(VBA), Czapek agar {CA) and sweetpea
agar (8A); three photoperiods (Jong day, shost day and con-
tinuous darkness); and two tersperature, 21 = 2°C and 27 ¢
2°C, upon 4 pinadella growth, sporulation and culturat chay-
acteristics. Light and the interaction between {emperature
and medium affected growth significantly. It was decreasingly
stimulated by VBA, PDA, CA and SA, by 21°C and 27°C
and, finally, by long day, darkness and short day. All the in-
teractions affected sporulation significantly. The most favor-
able conditions were 21°C for both lighted photoperiods and
PDA and CA. On the other hand, SA presented the highest
sporulation rate at 27°C in darkness, Spore size is included
for every treatment. Light favored colony zonation was more
evident in PDA and V8A. Ht also improved secloring develop-
ment i PRA and CAL

INTRODUCCION

n trabajos conducidos en laboratorio se ha pro-
bado que algunos factores como la iluminacion,
la temperatura y los nutrimentos, entre otros,
modifican distintas caracteristicas culturales de los
hongos (3, 4, 6, 10, 13, 14, 20} y tambicn su patoge-
nicidad (9}

Con respeclo a Ascochyta pinodella Jones, ¢ inclu-
s0 & otras especies de este género, se han realizado po-
cos trabajos de este tipo y en &llos sdlo se ensayaron
atgunos factores en forma aislada (8, 11,13, 17)
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COMPENDIO

Enr este trabajo se probo el efegto de la interaccion de cua-
tro medios de cultivo: agar de paps glucosado (APG), sgar
V8 (AV8), agar Czapek (AC) y agar arvefilla (AA); tres regl-
menes luminosos: dia krgo, dia corto y oscuridad continua;
y dos temperaturas: 21+ 2°Cy 27 = 2°C, sobre of crecimien-
to, Ia esporulacidén y las caracter(sticas culturales de A pino-
della. Sobre el erecimiento tuvieron significancia la luz v Ia
interaccibn entre temperaturas y medios. Lo estimularon en
orden decreciente los medios AVE, APG, AC y AA, lag lem-
peraturas 21 y 27°C y los regimenes de dia largo, oscuridad
y dia corto. La esporulacion se vio afectada significativamen-
te por todas las interacciones. Las condiciones mas favorables
fueron temperatura de 21°C en los dos regimenes iluminados
y en APG y AC. Sobre AA, opuestamente, hubo mayor espo-
rulecion en oscuridad y a 27°C v sobre AC a 27°C fue nula.
Se incleyen dimensiones de esporas en cada tratamiento. La
presencia de luz estimuld la zonacidén de las colonias, fa cual
fue mis evidente en los medios APG y AVS, La iluminacion
también favorecid el desarroHo de sectores en los medios
APG y AC.

El objetivo de la presente investigacion fue probar
el efecto de la combinacion de los tres factores cita-
dos (tres regrmenes luminosos, dos temperaturas y
cuatro medios de cultivo) sobre ef crecimiento, la es-
porulacién y las caracteristicas culturales de 4. pino-
della a los efectos de destacar las condiciones mds fa-
vorables para su desarrollo

MATERIALES Y METODOS

El hongo se aistd 2 partir de lesiones de hojas y ta-
llos de chichare {Lathyrus sativus L) y se cultivd so-
bre APG. Se obtuvieron 96 colonias de origen monos-
porico que se transfirieron al centro de cajas de Petri
con los medios de cultivo & ensayar: agar de papa glu-
cosado = APG (1), agar Czapek = AC (1), agar V8
= AVSE (16} v agar arvejilla = AA (filtrado de 300 g
de hojas de arvejilla {Lathyrus odoratus L) licuadas,
17 g de agar y c.s.p. 1 000 ml de agua destilada).

Las colonias se incubaron en cdmaras climatizadas
ajustadas a temperaturas de 21 £ 2°Cy 27 £ 2°C Ca-
da una de ellas ss dividid en dos compartimientos con
dos regimenes de iluminacion: dia largo = DL (16 h
de luz compuestas por 8 h con todos los tubos flue-
rescentes encendidos, los cuales proporcionaron una
intensidad de 180 ue m™ seg™ y 8 h con dos tubos
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encendidos (28 we m™ seg™ ), y 8 h de oscuridad) y
dia corto = DC {8 h de luz con dos tubos encendidos
y 16 h de oscuridad} Los ciclos luminicos fueron
ajustados de acuerdo con la duracién de los fotope-
riedos de verano ¢ invierno en las iatitudes medias
Ademds, se trabajé con oscuridad continua = OC, la
que se logrd envolviendo ias cajas con papel de alumi-
nio. Ef materiai se mantuvo en las cdmaras sobre ban-
dejas colocadas # 40 cm de la fuente luminica

Se trabajd con cuatro repeticiones de cada trata-
miento.

En las observaciones finales se tomaron en cuenta
las siguientes caracterisiicas:

2} Crecimiento vegetativo: se considerd el didme-
tro de las colonias (promedio de dos didmetros opuss-
tos) Observacion a tos ocho dias

b} Grado de esporulacion de las colonias: para ello
se prepararon suspensiones de esporas agregando a ca-
da caja 3 5 ml de agua destilada y raspando la superfi-
cie de las colonias con un asa. El recuento se hizo con
ayuda de la cdmarz de Neubauer. Se compiementd
con datos sobre dimensiones y nimero de tabiques de
50 esporas de cada tratamiento Observacion a los
ocho dias

Los datos referidos a “*didmetro de kas colonias™ y
a “cantidad de esporas por ml de suspensidn’ se estu-
diaron a través de un anadlisis factorial de 4 x 3 x 2 (5,
18), siendo los factores: medios de cultive (M) x regi-
menes luminosos (L) x temperaturas (T)

c) Caracteristicas culturales: se tuvo en cuenta el
aspecto y el color del micelio segiin fa carta de Rayner
{19), ia sectorizacién y la zonacidn Observacion a ios
ocho dias

RESULTADOS
a) Crecimiento

En el Cuadsro 1 se transcriben los valores medios de
crecimiento en los distintos tratamientos

De acuerdo con 2l andlisis de variancia el efecto de
la lnz (L)} fue altamente significativo También fuvo
significancia (P = 0.05) la interaccién T x M. En rela-
¢idn con esta ditima se observa (Fig. 1) que en el me-
dic AC el crecimiento a las distintas temperaturas fue
semsjante. En AVE y AA se estimuld significativa-
mente (P = 001)a 21°C, al igual que en APG (P =
0. 05) Asimismo, dentro de cada temperatura se ab-
servé mayor crecimiente sobre AVE, disminuyendo
en APG, ACy AA

La luz lo estimulé significativamente (P = 0.01) en
el tratamiento de dia largo. En oscuridad también se
observéd buen crecimiento, pero sin significancia esta-
distica (Fig. ).

b) Esporulacion

Los valores medios de la esporulacidn en cada tra-
tamiento figuran en el Cuadro 1

En el andlisis estadistico se observd que las interac-
ciones de segundo (L x M, L x Ty T x M) y de tercer
orden (L x M x T mostraron alta significancia, con lo
cual se anularon los efectos principales (L, My T).

Al analizar la interaccion L x M se observd que con
los medios APG v AC hubo diferente comportamien-
to en ausencia y en presencia de luz (P = 0.01), mani-
festandose inhibicidn de la esporulacién en ia oscuri-
dad (Fig 2} En AA v AV la respuesta fue semejante
en los tres regimenes luminicos Se destaca el estimu-
lo de la oscuridad sobre la esporulacién en AA, com-
portamiento opuesto ai de los demds medios.

Con respecto a la interaccidn L x T, se evidencid
una diferencia significativa {P = 0.G1) de la esporula-
cién en los tratamientos de dia largo y dia corto,
siende estimulada a 21°C (Fig. 3). En la oscuridad la
respuesta fue semejante en las dos temperaturas.

En la interaccidn T x M se observd que en los me-
dios APG, AC v AVE la esporulacién disminuyd al
aumentar fa temperatura, aungue sélo sobre AC la di-
ferencia fue estadisticamente significativa (P = 001),
En AA se incrementd Jevemeante a 27°C (Fig. 4)

En el Cuadre 2 se observan las dimensiones vy el
porcentaje de esporas bicelulares en los distintos tra-
tamientos Sobre APG en oscuridad predominaron
notoriamente las unicelulares en ambas temperaturas.
En oposicién, sobre AVS, si bien el porcentaje de bi-
celulares fue bajo en todos los tratamientos, en oscu-
ridad fue levemente superior tanto a 21°C como a
27°C Sobre AA el comportamiento fue afectado por
las temperaturas v la iluminaciéon El tamafio de las
esporas fue mayor sobre AC y menor en casi todos
los tratamientos mantenidos en oscuridad,

¢} Caracteristicas culturales

A pinodelle desarrolld celonias circulares con ele-
vacion difuss, borde filamentoso v zona periférica su-
mergida en el medio, de color menos intenso

En todos los tratamientos la pigmentacidn det mi-
celio fue semejante dentro de cada medio y varid en-
tre ellos Asimismo fue mds intenso en las zonas con
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Fig 1 Interaccion de las temperaturas vy os medios de cultivo dentro de los distintos regimenes luminicos que afectan el czecimiento

de A pinodelia

fructificaciones. Sobre APG varid entre los colores
65 lsabelline, 48 Olivaceous y 88 Hazel, Sobre AC
desarrolld micelio aéreo con hifas aglutinadas erectas,
de tipo “cordé™ (15), dando colonias blancas (sin
fructificaciones} o pigmentadas 4 Peach o 41 Salmédn
En los tratamientos que esporularon, los picnidios se

agruparon en sentido radial. En AVE produjo micelio
hialino y en AA el centro de las colonias se cubrid de
picnidios maduros y en la periferia desarrolld micelio
gris, elevado. En oscuridad, sobre ACy AVSE se obser-
varon porciones de micelio sumergido, de aspecto hi-
medo, brillante, estéril

Cuadro |, Promedio de los valores de erecimiento y esporulacion de 4. pinodelle {1} didmetro de las colonias (om); (2) esporas/ml
{x 10°):(3) zonacidon poco definida; z: zonacion (en todas las cajas denfro del tratamiento): s: sectorizacion (el subindice
sefizla ol nimero de cajas con sectores dentro del tratamiento).

Temperatura 21°C 27°C
Horas de tuz 16 8 0 i6 8 0

M Crecimiento! 1) 638 6257 6 38 637 602 7 saz®

e | APG - s

¢ Esporutacion'?) 1362 16.44 0 54 5 64 1076 074

<] )

s Cregimiento 527 % 466, 496 507 445 500

AC 5, S, 5,

d Esporulacian i5.49 1581 - - - -

2

. Crecimiento 760 % 7.50 ¢ 728 665 % 687 * 6.87

ulavs

E Esporulacion 1.47 3.19 3.07 0.47 2.38 0.45

: Crecimiento 4.47 23 429 23} 40873 37723 31523 408 23)

ol AA

Esporulacion 6.73 137 0.66 .93 322 769
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is;:;::llfcién En el Cuadro | se indican los tratamientos en los
cuales las fructificaciones se agruparon en anillos con-
}Z céntricos {zonacidon). Estos fueron poco visibles sobre
b APG AA y muy definidos schre APG y AVE. Fueron esti-
10 mulados por la presencia de luz
9
B AL En algunos tratamientos indicados en el Cuadro 1
7 desarroflaron “‘sectores” de color mis oscuro que el
E resto de la colonia, sobre los cuales los picnidios se
s AA distribuyeron en sentide radial Microscopicamente
3 mostraron caracteristicas diferentes al resto de la co-
2 AVE lonia, presentando mayor cantidad de clamidosporas
5 Horas de y en muchos casos esporas de color pardo y mayores
o 5 16 fuz dimensiones 1102 160 (2.3 76) pm las bicelulares y
Fig 2 Interaccion entre la fuz v los medios de cultivo que 40 2 80 (6 28) pm las unicelulares, con mayor por-

alectan ls esporulacidn de 4 pinodella.

centaje de las primeras}.

Cuadro 2. Dimensiones v septacion de las esporas de A pinodella (medicién de 50 esporas por tratamiento).

Tempera-
tura 21°C 27°C
&
o a Dimen-
Rl - sio-
TE o nes Largo Ancho Esporas Largo Ancho Esporas
=3 ﬁg_’@f {um) {um) bicelulares (70} {um) {(um) bicelulares (%)
7.5~ 133 1240 7.0-130 30~55
E - z B 2 58
16 X=095 =3 60 36 X =930 X=7360
5.0~ 139 25 ~42 7.0 -1435 35-50
y B 3 58 - > 76
APG 8 X =970 X = 360 % = 9.95 X =373
0 3.0-110 3.0-39 10 48 ~1140 2841 8
X==848 X=361 X =730 X =352
80150 35~355
S 2 52 - - -
16 X= 1102 X =738
- 840 - 150 153 -58 c - - -
AC 8 X = 1152 X =388 58
0 - . . ~ _ -
16 6.0-156 2.5 - 4.0 6 7.0 - 138 3242 6
K=942 X=312 X=54l X=372
7.0 - 120 3.0 -49 7.5 135 3.4 - 49
3" = 18 - 6
AVS 8 X=926 Ke=347 X =931 XN=376
a 5.0-120 2.0 - 4.0 26 7.0 - 140 32635 92
X =568 X 345 - X =950 X = 387
6 7.0 ~ 140 28-38 44 7.0 - 140 2,7 - 4.4 4
X =100 X =330 X= 893 X =370
5.0 -1240 28-38 T0-~-115 3540
8 .| 2 18 = > 56
AA X =868 X=13139 ? =9 |4 X=379
0 6.5 - 13.5 27-39 20 6.5 - 150 2040 52
X=875 X =340 - X =830 X=13359 -
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Fig 3. Interaceibs entre jus temperaturss ¥ oy regimenes
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Fig 4. interaccion entre las temperaturas y los medios de
cultivo que afectan la esporulacion de «f pinodelle

DISCUSION

El comportamiento de 4. pinodella se modificé al
combinar los factores del ensayo de manera diferente

El crecimiento fue afectado significativamente por
la luz y por la interaccidn entre los medios v las tem-
peraturas.

Sobre la esporulacion, en cambio, se observd una
marcada significacion de todas las interacciones. La
condicién mds favorable fue el cultivo sobre APG a
21°C y expuesto a la luz. En general, la iluminacién
incrementd la preduccidn de esporas, como probaron
otros autores en relacidn con distintos hongos (3, 4,
6, 10, 11, 20) Sin embargo, su efecto puede ser dife-
rente al combinarse con otros factores Bl medio ela-
borado con hojas de arveiilla se comportd de manera

particular al permitir mayor esporulacién que los res-
tantes en oscuridad continua. Incluso, a 27°C, fue
esta la condicién que mds lo estimulé. Probablemente
esta plania produzca alguna sustancia que induce la
produccion de esporas de 4. pinodells sin necesidad
de recibir estimule luminico, tal como demostraron
Binder y Lilly (2) sobre cullivos de Dendrophoma
obscurans

La incidencia de zonacidn en las colonias fue afec-
tada principalmente por el tipo de sustrato y por la
presencia o no de luz, Hafiz (8) obtuvo resultados se-
mejantes con colonias de A rabiei.

La sectorizacion fue inducidas en determinados me-
dios bajo irradiacion tuminica Lynch (13} observd
también que el desarrollo de sectores en las colonias
de Cercospora beticola 1ue estimulado por la presen-
cia de la luz. Lindford y Sprague (12} y Gould (7)
describieron la tendencia de 4. pinodella a producir
sectores v variaciones en cuitive. Los primeros auto-
res mencionan que en estos casos no se madificaron
las caractensticas de las esporas. En el presente traba-
jo si se observaron varizciones en las dimensiones y
en el color, pero no se sigtio la evolucion de la des-
cendencia como para comptobar si se trataba de una
caractertstica estable
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