Efectos de los Medios de Cultivo, Regimenes Luminosos y Temperaturas sobre
el Crecimiento y Esporulacion de Septoria lycopersici Speg.!

ABSTRACT

The aim of this paper was to determine the effects
produced by external conditions on § licopersici growth and
sporalation. The assays carried out were the foliowing: 1} 1o
test the interaction of three light regimens (short day, long
day and continuous darkness), two temperatures (21 and
27°CY} and four artificial media (potato dextrose agar, V8
juice agar, Czapel’s agar and tomato agar}; 2) o compare
the behaviour of 13 artificial media exposed to near ultra-
violet light in a controled environment room (20 # 2°C,
12 h tight, 12 h darkness). The observations were taken
after 16 and 14 days of incubation, respectively. The results
were: 1) growth by S licopersici was significantly increased
only by light at 21°C. Media and light regimens had different
behaviours for each temperature. Sporulation was increased
at 21°C only in the two illuminated treatments and in
tomato agar. At 27°C sporulation was observed only in
tomato agar in short and long days: 2) sporulation was signi-
ficantly increased in malt extract agar with peptone and yeast
and in V8 juice agar. In the latter, as with tomato agar, the
spore production was abundant from the sixth day on.
Colonies, fructifications and spore characteristics in the dif-
ferent treatments are described.

INTRODUCCION

os factores externos que afectan las funciones
 fisiologicas de los hongos son muches: tempe-
i ratura, nutricién, humedad, iluminacion, pH,
etc Fstos factores, sumados a las individualidades ge-
néticas de cada organismo, pueden determinar distin-
tas combinaciones de condiciones favorables para su
crecimiento v esporulacidn (3, 4, 5, 10}
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COMPENDIO

Ll objeto de este trabajo fue determinar los efectos produ-
cidos por condiciones externas sobre el crecimiento y esporu-
lacién de Septoria Iycopersici Speg, En un ensayo se probd la
interaccion de tres regimenes luminosos (dia largo, dia corto
y ascuridad continua), dos temperaturas (21 y 27°C y cuatro
medios de culfivo (agar de papa glucosado, ager V8, agar
Czapek y agar tomate). En otro ensayo, se probaron 13 me-
dios de cuktivo a 20 £ 2°C con alternancia de luz y oscuridad,
incluyendo irradiacién cercana a la ultravioleta. Las observa-
ciones se hicicron a los 16 ¥ 14 dias. En el primer ensayo se
observd que, sobre el crecimiento, solo la lux tuve efecto al-
tamente significativo, estimukindolo a 21°C. Los distintos
medios ¥ regimenes luminosos tuvieron distinta respuesta
dentra de cada temperatura. Sobre la esporulacion la tempe-
ratura mds favorable fue la de 21°C, destacdndose significati-
vamente en los dos regimenes iluminados ¥ en los medios
agar tomate ¥ agar V8. A 27°C sdlo se observd sabre agar to-
mate con presencia de luz, En el segundo ensayo, la esporula-
cidn se estimubé significativamente sobre agar malta con pep-
tona y levadura y sobre agar V8. En este altimo medio, al
igual que sobre agar tomate, I producci6n de esporas comen-
zd a ser abundante a los seis dins de Ia siembra. Se incluyen
caracteristicas de Ias colonias, de las fructificaciones y de las
esporas en los distintas tratamientos.

Con ¢ hongo Septoria [ycopersici Speg. se proba-
ron los efectos de distintos medios nutritivos (9, 12
13, 17), bajo distintas temperaturas (12, 15, 16, 17}
y con la combinacién de iluminacion y medios de cul-
tivo (8)

Para probar la existencia de interacciones entre al-
gunos factores externos, en este trabajo se ensayaron
las combinaciones de cuatro medios de cultivo, fres
regimenes luminosos y dos temperaturas afectando el
crecimiento y la esporulacion de S. licopersici Por
otro lado, se seleccionaron los medios de cultivo que
estimularon la mayor produccién de picnidiosporas
en el menor tiempo de incubacién, con el objeto de
acelerar la obtencidn de indeulo.

MATERIALES Y METODOS
Se investigd con una cepa de S licopersici, aislada

de hojas de tomate, mediante la siembra de los exuda-
dos de esporas {cirros) en APG. Estos cirros se forma-
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ron a partir de picnidios que maduraron después de
mantener el materfal enfermo, durante 24 a 48 h, en
cdmara hiimeda. Este método fue mis efectivo que el
aislamiento tradicional por desinfeccion externa de
trocitos de hojas afectadas con alcohol y bicloruro de
mercurio, ef cual no dio resultado positivo.

Para realizar los ensayos, se partid de una colonia
de origen monosporico desarrollada sobre APG. Lue-
go de 14 dras de incubacidn a 20 % 2°C, con régimen
de alternancia de 12 k de luz v 12 s de oscuridad, se
transfirieron las picnidiosporas mediante el extendido
de las mismas por medio de un asa, a tubos inclinados
¥ cajas de Petri con agar plucosa = AG (glucosa 10 g,
agar 17 g y agua destiladz 1 000 ml). En este medio
pobre se obtuvo, luego de 10 dias, una capa transhaei-
da de conidios secundarios (libres), tal como lo proba-
ton Kurozawa y Balmer (13) FEste tipo de esporas se
empled como indculo en los siguientes ensayos:

Ensayo 1:

Efectos de Ia luz, temperatura y medios de cultivo
sobre el crecimiento y la esporulacion

Se emplearon los medios agar de paps glucosado
= APG (1); agar Czapek = AC (1}, apar V8 = AV8
(14) y agar tomate = (filtrado de 300 g de hojas de
tomate licuadas, agar 17 g y agua destilada csp.
1 000 mi). Las colonias se incubaron en dos cdmaras
climatizadas a temperaturas de 21 + 2°C y 27 2°C
Estos valores se aproximan a los citados por otros au-
tores, como rango optimo para la esporulacion de esta
especie; generalmente coinciden con el rango que esti-
mula el crecimiento {12, 15, 16, 17) Cada camara se
dividié en dos compartimientos con dos regimenes de
iluminacion (las cdmaras fueron cedidas por el Institu-
to de Fisiologia Vepetal de la Facultad de Agrono-
mia, UNLP v estaban graduadas con ciclos luminosos
coincidentes con la duracién aproximada de los perro-
dos fotesintéticos de verano e invierno, en las latitu-
des medias): dia large = DL {16 h de luz compuestas
por 8 h con todos {os tubos fluorescentes encendidos,
los cugles brindaron una intensidad de 180 pem ™2
seg”" y 8 h con dos tubos (28 wem 2 seg ™ )y 8 h de
escuridad y dfa corto = DC (8h de luz con dos tubos
encendidos y 16 h de oscuridad) El tratamiento con
oscuridad continua = OC se obtuvo envolviendo las
cajas y tubos con papel de aluminio El material se
mantuvo en las cdmaras sobre bandejas colocadas
a 40 cm de la fuentie luminica

Crecimiento

Las cajas con los cuatro medios de cultivo se sem-
braron en el centro con conidios secundarios Estos

provinieron del desarrollo sobre placas delgadas de
AG solidificado en cajas, de las cuales se cortaron
trocitos uniformes con un sacabocado de 3.5 mm de
didmetro

Se establecieron cuatro repeticiones para cada tra-
tamiento (24 cajas con cada medio) v se incubaron en
las condiciones de temperatura e iluminacién detalla-
das en el Ensayo 1

Las observaciones se efectuaron a los 16 dias des-
pués de la siembra Se consideraron las caracteristicas
de las colonias y el didmetro de las mismas, para lo
cual se tuvo en cuenta el promedio de dos digmetros
opuestos. Estos wltimos valores se analizaron estadis-
ticamente, mediante el método de varianza factorial
de 4 (medios de cultivo) x 3 (regimenes de ilumina-
cién) x 2 (temperaturas) Los factores altamente sig-
nificativos se analizaron con la prueba de Tukey

Esporulacién

Los cuatro medios de cultivo, solidificados en tu-
bos inclinados, se sembraron mediante el extendido
de conidios secundarios. Estos se obtuvieron a partir
de tubos inclinados con AG, de los cuales se tomaron
cantidades homogéneas de esporas con ayuda de un
asa

Se establecieron cuatro repeticiones para cada tra-
tamiento (24 tubos con cada medio) y se incubaron
durante 16 dras en las condiciones detalladas en el
Ensayo 1.

Las suspensiones de esporas se prepararon median-
te el agregado de 3 ml de agua destilada a cada tubo y
el raspado suave de los pienidics con un asa. El re-
cuento de esporas se hizo con ayuda de la cimara de
Neubauer,

La esporuizcién se analizd estadisticamente apli-
cando el método de varianza con los mismos factores
considerados en  l.a. El disefio fue enteramente zl
azar con igual nimero de unidades {tubos con suspen-
siones de esporas) y de subunidades (observaciones
dentro de cada tubo) Los factores principales se ana-
lizaron con la prueba de Tukey

Se consideraron las dimensiones de las esporas pro-
ducidas en cada tratamiento

Ensayo 2
Efecto de 13 medios de cultivo sobre la esporulacidn

Se probé el efecto de los medios agar de papa glu-
cosado = APG (1); agar V8 = AV8 (14); agar harina
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de avena = AHA (1) agar ciruela = {1); agar extracto
de malta = AEM (1); agar tomate = AT (ver Ensayo
1); agar Czapek = AC (1) agar Fries levadura = AFL
(3); agar Martin = AM (2); agar Leonian = AL (11);
agar extracto de malta con peptona y levadurz =
AMPL (extracto de malta 30 g, peptona bacteriologi-
cx 5 g, extracto de levadura 2 g, agar 17 g y agua des-
tilada c.s.p 1 000 ml); apar Czapek Dox V8 = ACDV
(6) y agar glucosa = AG (10).

L os medios se distribuyeruon en tubos inclinados
Se sembraron con ayvuda de un asa mediante el exten-
dide de conidios secundarios desarrollados sobre AG.
Se trabajo con cuatre repeticiones de cada medio. Se
incubaron durante 14 dizs en cdmara climatizada
gjustada 2 20 % 2°C, con alternancia de 12 h de luz y
12 h de oscuridad, incluyendo un periodo luminoso
de 12 h de irradiacidn ultravioleta

La preparacidn de las suspensiones y el recuento
de esporas se hicieron segin se indico en el ensayo 1.b.

Los resultados se analizaron estadisticamente apli-
cando el método de varianza y la prueba de Tukey

RESULTADOS
Ensayo 1:
Caracteristicas culturales

Las colonias desarroliadas en calas de Petri, sobre
APG y AVS, mostraron caracteristicas semejantes.
A 21°C y en los regimenes iluminados presentaron es-
tructura estromdtica, con abundantes picnidios ne-
gros, maduros. En oscuridad, se cubrieron con abun-
dante micelio gris. A 27°C, ademis de reducir nota-
blemente su desarrolle, produjeron muy pocos picni-
dios inmaduros y se cubrieron con abundantes hifas
erectas y cortas que le dieron aspecto aterciopelado

Sobre AC desarrollaron en ambas temperaturas co-
lenias sumergidas en el medio, con hifas ramificadas,
de crecimiento radial, que les dieron aspecto rizoidai,
con picnidios separados entre si, dispuestos sobre las
hifas. A 21°C y en oscuridad continua, adoptaron ca-
racteristicas estromdticas, compactas. En todos los
casos, los picnidios no alcanzaron a madurar

Sobre AT, a 21°C y en los regimenes iluminados,
las colonias consistieron en hifas graesas dispuestas
en forma radial, que sostenian picnidios color pardo
claro, separados entre s, con grandes cirros rosados
En oscuridad, desarrolid mayor cantidad de micelio
sumergido. A 27°C, adoptaron caracteristicas estro-

miticas con formacion de numerosos picnidios grega-
rivs, la mayoria inmaduros, con mayor cobertura mi-
celiar

En general, la temperatura de 21°C estimulé el
crecimiento v la formacion de picnidios maduros,
también estimulada por los regimenes iluminados.
En oposicion, en oscuridad continua, hubo mayor de-
sarrollo de micelio en detrimento del desarrolio de
fructificaciones

Crecimiento

En el Cuadre 1 se incluyeron ios valores que expre-
san el digmetro promedio de las cuatro colonias den-
tro de cada tratamiento

De acuerdo con el andlisis estadistico, sélo iz tem-
peratura tuvo efecto altamente significativo (P = 0.01)
sobre el crecimiento de las colonias. La interaccion
tripie temperatura (T} x medios (M) x luz (L}, alcan-
20 significancia a nivel 0,05, si bien este tipo de inter-
acciones tiene valor relativo.

Dentro de cada temperatura, los efectos de la luz
v de los medios fueron diferentes Se observd mayor
crecimiente a 21°C (Fig 12 )y dentro de esta tem-
peratura, se destacé APG en dia corto y dia large
Por el contrario, a 27°C (Fig 1.b} v ea dia largo,
APG fue el medio que estimuld menor crecimiento A
esta temperatura, el mayor crecimiento se produjo so-
bre AT, en todos los regimenes luminicos

Esporulacion

Er el Cuadro 2 se observa que a 27°C sdlo hubo
espoerulacidén en el medio AT, en los regimenes {lumi-
nados Esto determind que el analisis estadistico se hi-
ciera con los resultados de los tratamientos 2 21°C

Se destacaron significativamente (P = 001I) los
efectos de la luz v de tos medios Al comparar los pro-
medios de estos dos factores por el método de Tukey,
se determind lo siguiente: a) la esporulacion fue signi-
ficativamente mayor (DMS 1% = 0 714}, en los regi-
menes iluminadoes, con respecto &l de oscuridad, y b)
los medios AT y AV8 produjeron esporulacion signi-
ficativamente mayor (DMS 1% = 0.767) que APG y
AC. En este 9itimo, fue nula

Caracteristicas de las esporas

£n el Cuadro 3 se observa que, a 21°C, la longitud
y el nimere de tabiques de ias esporas fueron superio-
res en los medios AT v AVSE, con respecio a APG A
27°C, las esporas producidas sobre AT fueron visible-
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Cuadro 1. Didmetro de las colonias de 8. lycopersici en los 24 tratamientos expresado en cm. Observacion hecha a fos 16 dias.

Temperaturas 21°¢ 27°C
Horas de fuz { 8 16 0 8 16
APG 093 133 1.53 081 043 045
Medios de AC 1.25 0.87 102 0.63 0.67 058
cultivo AVE 0.97 122 081 077 074 0.56
AT 145 1125 133 .82 1.29 G.70
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Fig. 1 Desdoblamiento del efecto de la interaceién triple T x M x L sobre el crecimiento de S [vcopersici a: Interaceién M x L a

21°C b: Interaccidn M x La 27°C

mente mis cortas gue ias producidas en el mismo me-
dioa 21°C En todos los tratamientos, el ancho fue si-
milar

Ensayo 2
Caracteristicas de las colonias

El tipo de colonias se dividid en dos grupos, de
acuerdo con la formacion o no de estroma.

a. Colonias no estromaticas

Los picnidios se encontraron predominantemente
dispuestos sobre el medio en forma aislada, mante-
niendo la individualidad . De acuerdo con su mozfolo-
gia se agruparon en dos cateporias:

a.1. Picnidios globosos

Fructificaciones globosas o subplobosas, con
ostiolo visible. Desarrollaron sobre AVE y AT donde
tomaron color pardo claro y se cubrieron por grandes
cirros, agrupdndose en iz porcion mds espesa de! me-
dio. En ACi se formaron ademds alguncs picnidios
alargados y otros ramificados Sobre AHA y AG desa-
rrolld poca cantidad de fructificaciones globosas de
tamafio reducido

a.2. Picnidios atipicos ramificados y alargados

Una fructificacion inicial que, bajo el microscopio,
se ve mds oscura, con paredes mds gruesas, por brota-
cién se ramifica en otras secundarias, oblongas. Estas,
4 su vez originan brotes terciarios elongados sobre los
cuales se distinguen protuberancias que probablemen-
te dardin origen a futuras ramas. Desde los extremos
de algunas de ellas se liberan las esporas maduras a
través de ostiolos poco visibles. Desarrollaron sobre
los medios ALy AEM, en los cuales se observaron
también picnidios de forma alargada. Sobre el ultimo
medio se encontraron, ademuds, picnidios globosos.

b. Colonias estromaticas

Los picnidios adoptaron forma mids o menos glo-
bosa y se situaron sobre un grueso estroma negro,
compacto, de aspecto rugoso En AMPL. se distinguie-
ron abundantes cirros lechosos, los cuales sobre AFL
tomaron coloracidén parda; en ACDV los picaidios
adoptaron forma alargada y en APG v AM se destaca-
ron hifas gruesas, pardo oscuro, con aumerosas clami-
dasporas.

Turrialba Vol. 38, No. 4, 1988, pp. 376-382
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Cueadru 2. Esporubscion de S Ivcopersici en los 24 tratamientos expresada en cantidad de esporas (x 10%} por mi de suspension. Obser-

vacidn hechs a los 16 dias.

Temperaturs 21°C 21
Horas de luz 0 8 16 0 8 16
APG 0326 1182 0531 0000 6.006 0 G0O
Medios de AC 0.000 0.000 0.000 0060 £.000 0600
cultive AVE 9 887 11.525 {2.000 0.0co 0.000 0 000
Al 6.681 9 769 10630 0001 1.262 0225
Esporulacién DISCUSION

De acuerdo con el resultado de la prueba de Tukey
(DMS 1% == 32 58) la esporulacidn en los medios
AMPL y AVE fue significativamente superior a la de

los restantes medios (Fig. 2)

Sobre AVS y AT se comenzaron a distinguir cirros
a partir del cuarto o quinto dia de la siembra y fueron
abundantes a los siete dias Sobre AMPL la esporula-
citn se inicié a la semana y fue profusa a los $0-12

dias

La fisiologia y la morfologia del desarrollo de los
putdgenos, ast se encuentren subre sustratos naturales
como artificiales, estdn directamente afectadas por
factores intrinsecos y extrinsecos

Sobre § [ycopersici ¢l efecto de la luz, en los tra-
tamientos ensgyvados, no tuve significanciz en el cre-
cimieato pero si en la esporulacion, la cual fue alta-
mente estimulada en su presencia. Kurozawa y Bal-
mer (8) obfuvieron resultados semejantes al cultivar
este hongo en distintas condiciones luminosas

Cuzdro 3. Dimensiones (en um) y nimero de tabiques de las picnidiosporas de S fycopersici produecidas en los distintos tratamientos
(se excluye el medio AC, sobre el cual Iy esporulacidn fue nuly). (1) ndmero de tabiques mds frecuente {(mis def 207 del to-

tal) en orden decrecicnte.

Temperatura 21°C 27°C
Dimensiones e FE
M::li:i)jéle Hgfs Largo Ancho Nudmeuu Largo Ancho Nugleuﬂ
luz {(pm) {um) tabigues {um) {(um) tabiques
o 4900740 24a37 3ab B N _
X =6186 X =207 -8
N 3B0a 780 22336 3ab
APG 8 X = 5618 % =281 I - - -
16 3960680 22a37 225 _ _
X=5348 X =283 (3 -4)
0 62021200 23a37 42312 ) - B
X =89 068 X =294 {7-6-8)
64421200 23239 4012
AV8 8 % = 8542 X =306 (7-8) - - -
16 52021080 23240 4all N B B
X =B84 18 Xe=204 {7 ~6)
0 710621080 23a34 5a9 370a1250 24a35 Ia9
X = B6 88 X=1274 (5 ~8) X = 6698 X =272 5 -4)
AT g 49.02 1270 2.2a40 329 3752970 20a36 2all
X = 8940 X =285 (6-5-73 X = 6261 X=278 (5 —4)
16 67521160 24230 428 WH0aG6Ts 25236 1a4d
X =91 48 X =262 (6~ 5) X =4203 X=275 3 -2
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Cantidad de csporas/ml
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AMPL AVg ACOV AT APG AM AC, AHA AFL AL AN AC AER

Fig 2 Produccidn de picnidiosporas de S Iycopersici en 13
medios de cultivo. Observacidn a los 14 dfas. Las
mismas fetras sobre las barras indican tratamientos
entre los cuales no hube diferencia significativa
{DMS 1% = 32.58).

La temperatura afectd significativamente el creci-
miento de las colonias, el cual se estimulo a 21°C
Con respecto a ta esporulacion, tuvo efecto limitanie
ya que a 27°C sélo se observo en AT en los regimenes
luminosos Los datos que dan otros autores difieren
algo entre si' y con los presentes resultados, sobre to-
do, en relacién con la esporuldc.ién Marcinkovska
(12) da un aptimo de 22 a 25°C (mdximo 30°C) para
el crecimiento y de 17 a 28°C para la maduracion de
pan!leS Sohi y Soki (17) umn urn rango de 5 @
25°C para el crecimiento, 1{} 4 25°C para el desarro-
o de picnidios y 20 a 25°C para el desarrollo de
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