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INTRODUCCION

La 'Sigaéékgﬁ, éausada'pbr el hongo Cercospora musae
Zimm.,ies ﬁna dejlas enfermedades de mayor importancia
econémica due atacan a la;planta de banano. En las re-
giones de ;é'Amé%icaxtrOpical en donde se presenta con
caracteres épifitéticbs,'és bf;cticamente imposible os-
tablecer una plantacién de banano sin antes pensar en un
adecgado plén de‘combate de ia enfermedad.

Aun cuando se han enpleédo’mucﬁos fungicidas para su
combate; algunos de los cuales han dado 5uenos resultados,
especialmente el caldo bordelés, sin embargo; todavia ex-
iste un interés comfn tanto por parte del cultivador como
de las éonpaﬁias productoras de fungicidas, en éﬁcontrar
un fuhgicida que'; uds de téxico para el hongo, sea eco-
némico y de m4s fécil preparaciédn y aplicacién que el bor-
delés. h | '

El personal de la Sheil Cil Co., Agricultural Re-
search Labofatories, Modesto; éalifornia, es uno de los
nés interesados en desarrollar nuevos compuestos quiimicos
que sean efectivos contra esta enfermedad. Esta compafi{a
cuenta con algunoé fungicidas prometedores y desea llevar
a cabo pruébas'de combate:quinico en el laboratorio y en
el invernadero contra la "Sigatoka™. Para el'efecto,

pidié‘al Instituto Interamericano de Ciencias Agrfcolas
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que se le enviaran cultivos,ppros gsporuladgs de C. puaae
Tué ésta una de 1a§‘razones que se tuvo para iniciar el
presente pgtudié,. .

ﬁuchps son los trabajos que se han realizado sobre
la etiologfa, descripcién y combate de la enfermedad,
pero todaviélquedan varios problemas que necesitan estu-
diarse. _

Unido al problema del aislamiento del organismo en
cultivo puro, estaba el de su esporulacién., Todavia no
se ha logrado hacerlo eéporular abundantemente en cultivo
artificial v existe interés en encontrar el médio y cone
diciones apropiados para'su‘esporﬁlaéién. Posiblemente
una de las razones que existe para que Se haya descuidado
este aspecto es la relativa facilidad con que se obtienen
conidias naturales directamente de hojas infectadas.

Por otra parte, hasta donde el autor conoce, no se
sabe nada sobre la nutricién del honmgo. Por esta razén
se decldié estudiar este aspecto. Estos trabajos sobre
nutricién parecen ser 1os primeros que se realizan, y se
espera\que ‘sirvan de base para posteriores estudios.

En general, los objetivos que se persignsn con el
presente trabajo son tres:

1. Determinar la técnica m4s adecuada para el -

aialamiento del hongo en forma puraj;

- Conseguir el nodio de cultivo y determinar
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-3
las condiciones més apropiadas para su es- -
porulacién.
3. Bstudiar la nutricién de este organismo, para
determinar los factores que influyen en su cre-

cimiento.

'REVISION DE LITERATURA

Riker & Riker (37) y Wolf & Wolf,(ﬁl) describieron
lqs;métodos n‘s comunmente empleados para el aislamiento
de organismos én forma pura, y Hildebrand (14, 15) y
Dickinson (5) hicieron una revisién de literatura sobre
los métodos que se han seguido para-la obtencién de micro-
organismos en forma pura y, en especial, para el aisla-
miento de una sola espora.

La mayoria de los trabajos consultados sobre C. pusae
no describen la técnica de obtencién del hongo en cultivo
puro. 8tahel (43) considera que es féeil aislarlo de co-
nidias, a la manera descrita por Campbelly 81mmond§‘,

pero no transcribe el método seguido por ellos. Dantas

XCampbell, J. G. C. Banana.disease. Fiji Legisl. Couneil
Paper No. 32 and 70, May and Nov, 1926.

.Simmonds, J. H. Banana leaf spot. Queensland Dep., Agr.
‘and Stock Div, Ent. & Plant Path., Pamphlet No. .

- 1933, pp 18-19.

Bstas publicaciones no se pudieron consultar por no
tenerse disponibles. .
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(3) obtuvo cultivos monospéricos separando las eonidias
distribufdas sobre la superficie de agar en platos de
Petr{ utilizando un micrecclector adaptado al objetivo
del microseoplo. Meredith y Butler (32) aislaron el or-
ganismo de la manera sigulente: mantuvieron hojas de
banano con manchas tipicas de Cercogporg bajo condiciocnes
de alta humedad, durante 15 a 20 horas. Al eabo de este
tiempo separaron las conidias pasando sobre las manchas
ufia *loop® con agua destilada esterilisada y transfirién-
dolas-entonces al medio de cultivo.

~ Varilos 1nvestigadores han observado que .chas es-
pecies del género ggzgggng;g esporulan con difiaultad o
no lo hacen del todo en medio artificial. Duggar (6)
mantuvo cultivos de g, pg;;gglg bajo varias condici ones
en el 1aboratorio, en medio natural, pero nunca des-
arrollaron conidiaa. El mismo investigador y Bailey (7,
Pe 206) y Lewls (25) reportaron que aislamientos de C.
apil Fres. esporularon en pocos dias cuando se cultivaron
en tallos de trijol y peciolos de apio estériles, Yy en un
medio compnesto de suelo y hojitas de apio, respéctiva- )
msnte. Hopkins (16) obtuvo abundante conidias de C.
Nng_;ggg;n;g sometiendo los platos de cultivo a un seca-
miento parcial. Helles (49) no observé fructificacién
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en cultivos artificiales de C. pelongepae mantenidos en
observacién durante 5 semanas. Diachum y Valleau (4) re-
portaron haber obtenido conidias de C. plcotiapae en un
medio preparado con extracto de hojas de tabaco. Jenkins
(18) no observé fructificaciones de C. gerasella en medios
de.papa-agar, harina de maiz-agar, frijol-agar, dextrosa-
agar y decoccibén de hojas de cereza-agar, a cada uno de
los cuales les agregé fragmentos de hojas enfermas como
una fuente adicional de nutrientes. Pero, si tubos con
dichos medios, en los cuales el organismo habfa crecido
por algln tiempo, fueron nuevamente esterilizados e ino-
culados, se produjeron conidias cuando usé cultivos de
ascosporas como fuente de inéculo. Nagel (35) y Nagel y
Dietz (36) trabajando con varias especies de Cercospora
logréfon hacerlas esporular en un medio como papa=-dextrosa-
agar y mantenerlas en esporulacién durante varias genera-
ciones por trgpsferencias sucesivas de conidias a inter-
;glos de 3 a 6 dfas.

4No menos dificultad se ha encontrado en la produccién
de conidias en cultivos puros de C. musae. Los sistemas
hasta ahora desarrollados son limitados y ofrecen sus in=-
convenientes. Stahel (43) indica que en cultivo puro
este hongo no produce conidias. Sin embargo, este inves-

tigador obtuvo alguna esporulacién sobre hojas verdes de
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banano con manchas primarias de la enfermedad, lavadas y
desinfestadas cbn sublimado corrosivo y puestas en tubos
de ensayo esterilizados. Agrega, ademés, que este método
es laborioso e inconveniente. Simmonds (40, 41) indica
que el hongo no esporula en cultivo értiricial. En un
intento para producir conidias en cultivos puros, usé 20
diferentes medios naturaleg, pero no obtuvo resultado
satisfactorio élgnno. Meredith y Butler.(32) consiguieron
esporulacién en un medio preparado con extracto de hojas
de banano, usando secéiones de hoja de 8 por 12 pulgadas,
finamente cortadas i hervidas por 5 minutos en 500 =ml.
de agua destilada. Con el filtrado preparé un litro de
medio, agregéndole agua destilada y 2% de agar. El agua
empleada la destilé en vasijas Pyrex y evité todo posible
cohtacto de cobre con el medio., Conidias fueron obser-
vadas (3) también en cultivo puro en un medio compuesto
de 10 ém. de avena, 5 gm; de dextrosa, 5 gm. de peptona,
20 gm. de azdcar comercial cristalizada, 20 gm. de agar,
y extracto dg'carneval 1% o extracto de hoja joven de

banano'al 5%«

MATERIALES Y METODOS

Los trabajos aqui descritos fueron realizados en el

campo y en el laboratorio en el Instituto Interamericano
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de Ciencias Agricolas, Turrialba, Costa Rica. BEl material
infectado fué obtenidd de plantas de banano del mismo
Institute. -

A;glgn;gn&g_ﬂgl_hgngﬁ, Las siguientes 6 técnicas se em-
plearon para aislar el organismo causante de la "Sigatoka"
del baﬁﬁno: - h ' ” ' |
1. Pedacitos do hojas infectadas en diterentea es-
tados de dosarrollo, previanente desinfestados con 01233
al 1:1000 dnrante 1 minuto y luegp lavados con agua des-
tilada esterilizada, fueron sembrados direcf;mente en
nedio de cultivo. ,. -
Debido al creciniento lento de C. ]mggg en medio ar-
t;ricial y a la presencia en_las manchas de las hojas de
otros hbngqs secundarios que rapidamente invaden el medio
de cultivo, este método no dié resultados satisfactorios.
2. En un intento para evitar la ocurrencia de los
organismosrgecundarios, se recurrié al siguiente métddo:
hojas soﬁieylas cuales aun no se habfan manifestado los
sfntomas de la enfcrnedad, pero que se supusieron infec-
.tadas, se mantuvieron en cémara hdmeda en el laboratorio
hasta cuando se hicieron visibles los sintomas primarios
de la enrg;mQdi. A los 7 dfas aparecieron algunas man-
'chas primiriaé dé‘lalenfermedad. Estas ménchas se utili-

garon para ia siembra como en el caso anterior. Tampoco
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se obtuvo resultados satisfactorios por este método.

§. Método de diluciébn: De hojas infectadas se
separaron directamente las conidias de las manchas necré-
ticas a la manera descrita por Stahel (43) y se deposi-
taron en un tubo de ensayo con agua destilada esterili-
zada. De esta suspensién de esporas se hicieron 5 dilu-
ciones, cada una con diferente concentracién. Posterior-
mente, se:-eché 1 ml. de cada dilucién en sendas cajas de
Petr{ y se les agregé el medio de cultivo. Se dejaron
en incubacién durante 7-8 dfas, Al cabo de este tiempo,
las pequefias colonias de micelio que aparecieron sobre
la superficie del agar, se transfirieron a nuevo medio.

Bste método fué mas satisfactorio, pero ocurrié -
mucha contaminacién y ‘fué necesario hacer demasiadas
transferencias para lograr unos pocos cultivos en forma
pura.

4, ‘Similar al 3, pero en este caso sé mantuvieron:
las conidias en incubacién solamente hasta cuando comen-
zaron a germinar., 81gufendo la técnica de Keitt (19) se
localizaron las conidias con el bajo poder del microsco-
plo, siempre con la caja de Petrl invertida, y se sefiala-
ron poniendo un punto con tinta en el-lugar exacto en que
se encontraba cada conidia. ‘Después se transfirieron in-
dividualmente con la pequefla porcién de agar que las ro-

deaba, & papa-dextrosa-agar. ' -
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~ Para este método es necesario que el agar sea lo su-
ficientemente claro y quwe se ponge en la caja de Petrf
una centidad apenas necesaria para formar una delgade
capa, lo que permite. la fécil localizacién de las coni-
dias. El agar agua dié buenos resultados. Este método
como el 3, fué algo satisfactorio, pero hubo mmcha con-
taminacién.. .

- 5, Método Meredith y Butler (32), descrito anterier-
mentes Este método resvltéd demasiado azoroso. Al pasarse
una "leop" con agua por sobre la mancha de la hoja, sin
estarse observando las conidias, bien puede suceder que:.
se las desprenda de sus conidiéforos o que no. Por otra
parte, las conlidlas no se separan muy facllmente y hay
manchas que a 133'15’0 20 horas de estar en cémara hfmeda
afin no han producido coniclas. En estas circunstancias,
no;s;'pueden esperar con segurldad cultivos puros del
hongo.' Por este hétodd no se logré obtenér'cultivos del
hongo. K Co T '

6. Siguiendo el método empleado por Kagel (35) con
otras especies de Cercospora, se tiajeron al laboratorio
hojas de bahano 1hféétédas,'se lavaron ligeramente y se
mantuvieron en cémara hfmeda durante 15 a 20 horas. Al
cabo de este tiéhpo, con qyudé del microscopio de disec-
cién se locailzafoh las conidias sobre las manchas y se

transfirieron al medio de cultivo removiéndolas con una
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agu)a, previgmente desinfestada y humedecida con el medio
de cultivo para facilitar la adherencia.

Este método resulté ser el mejor per lo seguro y sen-
cillo. Un.alto porcentaje de los aislamiepntos resultaron
1idres de contamimacibn.

Cuando se metesitan hacer cultivos monospérieos y
no se dispone de un micromanipulador, el método & da bue-
nos resultados pero haciendo una suspensién con conidias
recolectadas a la manera empleada en ¢l método 6 y si-
guiendo el sistema Keitt (19):eon la modificecién de
Bzequiel (8). Empleando esta técnica se obtuvieran rapi-
demente cultivos monospéricos. . -

Medios de cultivos usados. ,
o Se emplearon 1os siguientes medios de cultivos natu-
}ales: | '
1. Papa-dditrosa-agai, freparédo'éon 200 gum. de
papa, 20 gm. de dextrosa y 17 gn. do Bacto-
.Agar por litro de nedio.
2. Tres clases de nedios utilizando diferentes
| partes de la hoja de banano as{s
A; ptiiizahdo las partes de la hoja so-
| lubles en agua; |
"B. Utilizapdo laé partes de la hoja inso-

lubles en agua; y
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C. Utilizando las protefnas de la hoja,
precipitadas con sulfato de amonio.

BEstos medios se prepararon ean 3 coneentraciones di-
ferentes, usando 5, 20 y 30 gm. de hoja por litro. Los
medios de cada concentracién gse dividieron en 2 series:
una agregéndoles dextrosa en la proporcién de 20 gm. por
litro y otra sin dextrosa. BRBstos medios se solidificaron
con 17 gm. de ager. E]l sistema para obtener las diferen-
tes partes consistié en cortar el pedazo de hoja y agi-
tarlo en un "ﬁaring Blender®” con 500 ml. de agua destilada,
durante 3 minutos. Por centrifugacién se separaron las '
partes solubles e insolubles. Para obtener las protefnas
se agregd a las partes solubles en agua, sulfato de amo-
nio a razén de 22 gm. por 100 ml. Se dejé el tiempo ne-
Eesario para’due'Ocurriera la precipitacién completa y
luego se hizo la separacién por centrifugacién.

. 3. También se usé un medio de cultivo similar al de
Meredith y Butier (32) descrito anteriormente. No se
tuvo el cuidado, como ellos lo tuvieron, de evitar todo
posible contacto del médio con cobre. En un ensayo e-
fectuado no se encontré diferencias aparentes en cuanto
a esporulacién y desarroilo del organismo cuando se cul=-
tivé en 2 -medios compuestos de papa-dextrosa-agar, uno

preparado con égua destilada que contenfa 50 ppm. de
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cobrek y otro preparado con agua redestilada, sin trazas
de cobre. '

‘Las inoculaciones se hicieron en algunos casos di=-
rectamente con conidias naturales y en otros con frag-
mentos de micelio obtenidos de cultivos en medio artifi-
cial. Todos los ‘cultivos se mantuvieron en las condi-
ciones del laboratorio (25-27° C.) en tubos de ensayc con

aproximadamente 10 ml. de medio.

Pruebas de patogenicidad.
Con el objeto de determinar la patogenicidad de los

cultivos de C. musae, se hicieron varies inoculaciones en
plantas de banano en el campo del Instituto. RBstas imocu=
laciones se hicieron por el envés de las hojas y preferi-
blemente ‘sobre las 3 hojas més nuevas de la planta. El
drea de inoculacién fué de unos 50 cm2. ‘Las aplicaciones
de las suspensiones de conidias se hicieron algunas veces
con un atomizedor de mano y otras con un pincel. Para
estas inoculaciones se utilizaron suspensiones eonidiales
hechas con cultivos originales y subcultivos de 9, 16,

20, 28,39 y 106 dfas de incubacién, producidos en papa=-

dextrosa-agar. El eultivo de 106 dfas presentaba poca:

XE) anflisis fué efectunado en el laboratorio del Instituto
por Marfa Eugenia Peralta,
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esporulacién.

Las conidias se pusieron en suspensién echando un
poquito de agua en el tubo con el cultivo y haciendo un
suave raspado sobre la superficie de'la colonia. Este
proceso se'repitié 2 0 3 veces en el mismo cultivo, con el
fin de obtener la mayor cantidad posible de conidies. La
suspensién fué filtrada a través de gaza para separar el

micelio desprendido. _

La influencia de ciertas vitaminas, fuentes de car-
bono y de nitrégené y de 1la concentracién del ion hidré-
geno fué estudiada sobre el crecimiento del hongo en medio
de cultivo artificial.

En un ensayo realizado para determinar si el hongo
crecia tanto en medio sélido como en 1iquido, se encontté
que este organismo desarrollé méjor en medio 1iquido.

Los estudios ‘subsiguientes, por lo tanto, se realizeron
de preferencia ‘en medio 1fquido, sunque medios sélidos
fueron también empleados,

Para 1as preparacién de medios s6lidos se utilizé 15
 gm. de sgar purificado previamente con piridina, segth el
m&todo descrito por Lilly y Barnett (26). o

A través de todo el experimento se usé glucosa-
casefna hidrolizada como medio basal, cuya composicién es

la siguiente:
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_Glucosa , 25 gn.

Caseina hidrolizada

equivalente a 2 gm. de caseina

Mg60,, . 7H,0 0.5 em.
KHPO, 1.0 gm.

" Acido fumdrico - 1.32 gm.

" Eaoy 1.2 gm,
"Fet+++ como sulfato 0.2 mg.
Zn++ como sulfato 0.2 mg.
Mn++ como sulfato 0.2 mg.

Agua destilada hasta hacer 1  1litro

Lo primero que se hizo fué determinar si el C. musae
era o no deficiente en vitaminas. Para esto se usé tanto
medio 1fquidc como s6lido. En estos estudios, efectos de
diferentes concentraciones de tiamina y del pH, la
casefna hidrolizada empleadaﬁfué GBI, libre de vitaminas.
En 10s demds casos se usé casefna en polvo "Stuard". Los
otros ingredientes empleado§ fueron quimicamente puros.

Con excepcién del estudio soﬁre deficiencia de vita-
'niﬁas, pdia el cual se usé como inéculo un aislamiento
diferente, en todos los demfs estudios se empled un mismo
'aislamiento, cultivado originalmente en papa-dextrosa-
agar y mantenido en este mismo medio por transferencias
periédiéas'do’fragméntos de micelio. El cultivo se con-

servé estable en todas sus caracteristicas a través de
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las sucesivas transferencias. A menos que se haga notar
lo contrario, siempre se usé como inéculo fragmentos de
micelio no esporulados. -

-7 Toda la oristalerfa utilizada se lavé primero con
una golucién de bicromato de potasio y &cido sulférico,
luego repetidas veces con agua corriente y, por dltimo,
con suga destilada. A o

El hongo se cultivé en 25 ml, de medio liquido en
frascos Erlenmeyer Pyrex de 125 ml. Cuando se usé medio
8611d0 se cultivé en 10 ml. de medio en tubos de ensayo
Pyrex. En el primer caso el pH del medio se ajustd, antes
de esterilizar, al nivel decidido por medio del potencib-
metro Beckman, con electrodos de vidrio y calomel y en el
segenio caso colorimetricamente, de acuerdo con el método
descrito por Riker & Riker (37). En ambos casos el ajuste
se hizo agregando una solwcliédn mormal de KOH.

.Con excepcién del estudio sobre utilizacién de vita-
minas, en donde el pH del medio fué de 6.5, en todos los
demés el medio tuve un pH de 5.5, BEste nivel de acidez
demostr6 ser el mejor para ¢l desarrollo vegetativo del
hongo."

La estertlizacién del medio se hizo siempre a 15 lbs.
de presién durante 15 minutos, después de su preparacién

completa y distriducién en los recipientes empleados.



- 3f -

1s8doa s3sd se 3up 2o0nom A .2s8lonsirotzanstd asvizsoue zsl
ob 20#aomgs Tt 0luodal omoos dey o2 srqmaiz . olrstdnoo ol
.20D8lurtogqes on ollsolm

1109 o1smiiq dvsl 92 shestltiu elislstelto sl sboT
c0ok1dYIue obioB Y olzsloq b odsmoinid eb nblou[&a ]
OomtI Ly 10q Y 93nsir1T0O 8UZS N0O 2999V 28biteqeT ogewl
.sbsll¥2sd s3u8 Moo

19 oblup}l olbem b .Im @S ne dvidLuo se ognod I[H
oibom dew sz ohnsyd Im @SL 9b xo91¢1 Tovemnsl1¥ 20928711
oyszae 90 zodud no olbem ob .Im DI as dvidluo ee obllde
eodns dFzuls 92 oibsm [ob Hq L9 oeso 1amiiq [o nd .x91yd
-dtonatoq L[9h olbom T0q obtblosh Levin [s  Tsstli1sdas eb
Io n9 ¢ fomolso Y oliblv sb z20bo13o9ls Moo asmised ordom
obo3dm [9 000 0513wos 8h  ofnsmsotidsmiroloo 0289 obmaugee
stautes Lo 20289 sodms ad L(SE) 19Adif 5 19AlA T0q odlrozeb
JHIM 90 [em1on adlouloz saw obnsyei1ss ostd sz

~-stlv sb adlosxitllly o1doz olbudae Ieb itdlogeoxs nod
20L 20003 19 (2.0 9ob 3y olbam [ab Hq Le sdrnob ne .esalm
seblos 9b [avin oted .2.Q 90 Hg aw ovud oibom [o 28meb
Lob oviistegev ofloT118290 [9 s18qQ Tolom I3 192 d1d20meb
03004

.2dL 3L & 91qnuote ostd 92 olhom [9b ndlossiliratae el
ndLtosisqo1q Uz 9b 2dpgeed .zodunlm AL sasrud ndtesiq 9b

.2obgelame zotnelqlost 20L ne ndtoudlrdelh Y sI¥sfqmod



- 16 -

A causa del lento desarrollo del hongo en medio arti-
ficial, los cultivos se mantuvieren-en incubacién de 30 a
36 dfas en las condiciones del laboratorio, antes de tomar
el dato finsl. En los casos en que se tomaron datos a de-
terminados perf{odos de incubacién, el primero de ellos
faé tomado a los 12 dfas después de las inoculaciones,
fecha en la cual el hongo ya habia hecho algdn desarrollo.
Los demds datos fueron tomados a los 18, 24, 30 y 36 dias
de incubacién.

La cantidad de crecimiento fué determinada en base
al pego seco del micelio. Cuando se usé}medio 1fquido,
él micelio fué recogido y lavado repetidas'veces con agua
destilada, en papel de filtro N° 1 de 11 cm, de difmetro,
previamente secado y tarado, y puesto a secar a 60° C.
du;ante 24 horas. Cuando ée usé medio sélido, se emplea-
ron frascos pesadores y secados a 95-100° C. durante toda
i; noche.

Bl método de tomar datos de crecimliento en base al
peso seco del micelio en medio sélido no esti muy genera-
liiado por la dificultad que ofrecen clertos hongos para
separarlos totalmente del medio., Sin embargo, el C. musae
puéde separarse facilmente del medio por la forma com-
pacta como crece. Una vez cosechada la colonia, se lavé

con agua céliente para separar los restos de agar que
quedaron adheridos.
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En los estudios sobre efectos de diferentes fuentes
de carbono, de-nitrégeno y del pH, se incluyé tiamina y
biotina en el medio de cultivo, ya que estas vitaminas

fueron esenclales para un buen desarrollo del hongo.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Caracter{sticas culturales.

) ‘Generalnenté, el crecimiento de C. gusge fué lento
en todos los medios QQ cﬁltiﬁos empleados. Colonias ori-
ginﬁdas de conidias énpezaron é'dos;froliar alos3ohk
dfas de incubacién. A partir de este tiempo, sin embargo,
el hongo se desarrollé més rapldamente en papa-dextrosa-
ager que en los otros medios y presenté 2 tipos de creci-
mientosr aéreo y sumergido. Desde un principio la colo-
nia crece adherida al medio y en forma compacta. Luego
va profundigzéndose hasta llegar a cubrir todo el espesor
del medio. La topografia de la colonia es generalmente
ondulante y al ir profundizéndose fractura al medio a su
alrededor. La parte aérea de la colonla se recubre de un
fino micelio de color grisaceo al principio, tornéndose
més tarde blanquecino y por dltimo rosaceo. En cultivos
Jévenes generalmente el medio alrededor de la colonia se
torna amarillento, y en cultivos viejos el substratum se

vuelve completamente negro.
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En los medios preparados :aon las partes solubles e
insolubles de la hoja de banano la colonia fué floja,
plana y extendida y profundizé -un poge en 6l medio en
forma ramificada. No hubo, como en papa-dextrosa-agar,
un crecimiento aéreo notable. El crecimiento en el medio
con las proteinas fué semejante al crecimiento edquirido
en papa-dextrosa-agar en cuanto al desarrollo compacto ¥y
ondylante de la colonia, pero de color negro y sin mice-
lio superficial. En todos los-casos, el mejor desarrollo

ocurrié en el medio preparado com las partes inselubles.

Broduccién de conidias.

‘En ningdn caso hnbofbroducéién de conidias cuando se
usaron 30 gm. de hoja’ en el nadio."Cuando se usaron 20
gm. hubo produccién de conidias a los 5 dfas de incuba-
cién, en el medio preparado con las partes 1nsolubles,
pero dejé de esporular por conpleto a los 12 dfas. En el
medio con las partes solubles 3610 1 de 10 cultivos pro-
dujo pocas conidias a los 7 dfas de ‘incubacién. En el
medio preparado con las proteiﬁas no hubo formaciédn de
conidias, Cuando se usaron 5 gm. de hoja, s6lo hubo li-
mitada produccién de conidias, a los 7 dfas de incubacién
en el medio con las partes insolubles. En el medio pre=-
parado segln la féreula de Meredith y Butler (32) también
se obtuvo produccién de conidias.
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Bl medio m{s satisfactorio para la produccién de
conidias fué el de papa=-dextrosa-agar. Siempre se obtuvo
intensa esporulacién. En observaciones hechas diaria-
mente sobre 10 cultivos, durante 35 dfas, se noté que el
hongo comienza a esporular a 10s 6 o 7 dfas de incubacién.
A éste tiempo la colonia es adin demasiado pequefia y por
tanto la cantidad de conidilas producidas es limitada. A
medida que el hongo va desarrollando més superficie, hay
un aumento.cobsiderable en la produccién de conidias.
8in embargo, esta esporulacién no es continua: alcanza
uﬁ méximo, comienza a decrecer progresivaménte hasta dejar
de esporular completamente por 2 o 3 dfas, luego recupera
progresivamente la capacidad original, vuelve a decrecer
y as! sucesivamente hasta cuando el cultivo es demasiado
viejé.' ’

En todés estos medios se observé frecuentemente la
fornacién de cﬁerpos glébulafeé sin fructificacién alguna,
los que han sido considerados porlotros investigadores
(3, 40, 43) como picnidios o estructuras periteciales in-

maturas.

dafluencia de Jla doxirosa gobre la esporulacion.
Con el objeto de conocer la posible influencia de la
dextrosa sobre el desarrollo y esporulacién de C. gusae

se prepararon 4 medios en los cuales la papa y el agar se
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mantuvieron constantes y se varid la comcentracién de
dextrosa en la siguiente forma: 0, 1, 15 y 30 gm. por
litro..

Se inocularon con conidias naturales % gultivos de
cada -condicién y se hicieron 5 cobservaciones microscépi-
cas a intervalos de 2 dfas. A los 10 dfas de incubacién
todos los cultivos en los medios con O y 1 gm. d¢ dex-
trosa estaban esporulados. A los 12 dfas, en el primero .
de los medios, el hongo bajé notablemente su produccién
de conidias, y dejé de esporular por completo a los 14
d{as. Bn el segundo de los medios, a los 12 dfas el
hongo -siguié esporulando en igual forme que ‘a 1os 10; en
adelante, fué decreciendo su esporulacién hasta perderla
por completo a los 16 dfas. De los 5 cultivos hechoa en
el medio que contenia 15 gm. de .dextrosa, 4 esporularon
bastante, sblo una vez en las observaciones hechas; en
las demés la esporulacién fué insignificante. Con 30 gm.
de dextrosa, la esporulacién, si alguna, fué muy baja.

El desarrollo vegetativo fué aparentemente prapor-
cional al contenido de dextrosa. En los medios con 0 y 1
gm. .el. crecimiento micelial fué muy escaso mientras que

con 15 y 30 gm. de dextrosa fué abundante.

Mantenimiento de los cultivos en esporulacién. t

Se observé que cultivos originados de conidias
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naturales que habian dejado de esporular, volvian a pro-
ducir conidias intensamente al transferir fragmentos de
su micelio a nuevo medio de papa-dextrosa-agar (20 gm.
de dextrosa). 8in embargo, segundas transferencias de
micelio de estos cultivos, presentaban muy poca o nin-
guna esporulacién. '

" Una intensa esporulacién se consiguié nantener:en
cultivos hasta 12 generaciones, mediante sucesivas trans-
ferencias de micelio con conidias a nuevo medio de papa-
déxtfosa-agar; entre 7 a 14 dfas de intervalo. Esto se
constaté haciendo inspecciones diarias de estos cultivos
al microicopio; entre los primeros 7 y 14 dfas de incuba-
cién., Una vez observada alta esporulacién, se hizo un
suave faspado sobre ia coionia; desprendiéndo por este
néfﬁdo:esporas y micelio con los Qué se inoculd al nuevo
medio en varios puntos. Con esto se logré mayor y més
répido doaafroiio ¥y a los 7 dfas-se obtuvo una colonia re-
lativamente grande. |

Las inoculaciones se‘iiéiérdh con 2 aislamientos di-
'ferenteé, cada‘uno con S fepéﬁiciones, durante 12 genera-
ciones, } en todas cllas'el hongo e3pdfﬁlé intensamente.
La‘esporulaéién de esta serie de aislamientos ocurrié en
el lapso de 7 a 14 dfas, Dentro del mismo cultivo, en
ocasiones, habfa partes de la colonia altamente esporu-

ladas y otras que permanecian sin esporuler.
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Inoculaciones efectuadas en el campo con conidias
hasta la novena generacién reprodujeron los sintomas de

la enfermedad.

dneoculacioneg artificiales.

Con exeepcién de las imoculaciones hechas con coni-
dias obtenidas en el cultivo de 106 dfas de incubacién,
las demés reprodnje;on los sintomas caracter{sticos de
la enfermedad (Fig. 1), E1l periodo transcurrido desde la
aplicacién de las conidias hasta la aparicién de los sin-
tomas primarios de la enfermedad fué variable, tanto en
las inoculaciones hechas en diferentes fechas, como en
las del mismo dfa y en las de la misma hoja. Los periodos
observados fueron d§ 18, 20, 24, 30, 42 y 50 dfas. El
patégeno fué reaislado de muchas de las inoculaciones
hechas.

Varios cultivos puros de C. pusae obtenidos directa-
mente de conidias naturales y subcultivos de primera
transferencia, ambos de diferentes edades, fueron enviados
al personal de la Shell 01l Co., Agricultural Research
Laboratories. Estos cultivos fueron recibidos en condi-
clones altamente esporulados (sporulating freely) y la
identidad del organismo fué confirmada. Hicieron algunas

inoculaciones preliminares en plantas de banano en el in-

vernadero e iban a comenzar ensayos ip vitro para probar
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- Fig. 1. Sintomas de la "Sigatoka™ causados
o o por conidias artificiales de ¢o
Rusae producidas en papa-dextrosa-agar.
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algunos de sus mejores fungicidas (9).

Utilizacién de vitaminpas.

Ensayos exploratorios se realizaron con las 4 vita-
" minas m4{s comunmente utilizadas por los hongos: tiamina
(Bl), piridoxina (Bg), biotina (vitamina H) e inositol,
para determinar si el C. pugae del banano era deficiente
en algunas de éstas. Biotina eristalina fué obtenido en
ampollas de 1 mi. con 25 gamma de esta vitamina. Las
dem4s vitaminas fueron productos de la compafifa "Bastman®.
Las 2 primeras se agregaron en la proporcién de 100 micro-
gramos por litro y las otras 2 en la proporcién de 5 mi-
crogramos y 5 mg. por litro de medio, respectivamente.
Se hicieron 7 tratamientos que incluyeron las 4 vitaminas
por separado, tiamina y biotina en combinacién, las k&
vitaminas juntas, y un testigo que consistié del medio
basal libre de vitaminas. Se inocularon 24 frascos
Brlenmeyer de cada tratamiento. Después de 12, 18, 2,
30, y 36 dfas de incubacibén se cosecharon 4 cultivos por
separado de cada tratamiento y se obtuvo el peso seco del
micelio. Cada punto de las curvas de crecimiento (Fig. 2)
representa el peso seco promedio de estos 4 cultivos cose-
chados al mismo tiempo.
. . En todos los casos el desarrollo inicial fué lento.

8616 a los 4 dfas de incubacién el hongo comenzb6 a crecer
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y continué aumentando, especialmente en los tratamientos
con tiamina, tismina y biotina en combinacién y las k& vi-
taminas juntas. El hongo crecid levemente en el testigo
(3.9 mg. de micelio seco). 8in embargo, este desarrollo
puede atribuirse a posibles impurezas del medio de cultivo
o a aiguna vitamina contenida en el inéculo, mfs bien que
a bajo poder del hongo para sintetizar alguna vitamina.
El crecimiento en presencia de piridoxina, inesitol y bio-
tina solas, fué escaso. Bl crecimiento en el medio con
tiamina sola fué bueno., ' Mayor v més répido crecimiento
ocurrié en presencia de tiamina y biotina en combinacién.
En presencia de las 4 vitaminas juntas, s6lo hubo una
pequefia diferencia de peso a los 30 dfas de incubacién,
eon respecto al medio con tiamina y biotina en combinacién.
En los demfs perfodos la-rata y cantidad de creecimiento se
mantuvieron parejas. Esto 1ndicé que la presencia de pi-
ridoxina e inositol en el medio tuvo muy poco efecto so-
bre el desarrollo. Los resultados descritos indicaron
que el hongo es deficiente en laa 4 vitaminas ensayadas,
siendo mayores las necesidades de tiamina y biotina y, en
especial, de tiemina.
“*  En los tratamientos sinvtiamina, pero con biotina,
piridoxina o inositol, el poco desarrollo que hizo el
hongo fué totalmente sumergido y formado por pequefias
masas de micelio. La adieién de tiamina al medio induje.
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un abundante desarrollo de micelio aéreo que constituyé
la cgsi totalidad de las colonias. Estas colonias fueron
de diferentes tamafios, de forma irregular, de topografia
ondulante, y en la mayoria de los casos, con un espesor
que alcanzé la profundidad del medio de cultivo (Fig. 3).
El color deil medio permﬁnécié éaa; 1ﬁa1terab1e hasta el f
final del experimento en los tratamientos sin tiaminma.
En los tratamientos con tiamina el color del medio cambid
gradualmente con el crecimiento hasta lnga; a ser obacuro.
Con el propésito de conocer la relacién entre el
desarrollo adquirido por el hongo y los cambios de pH
producidos en el medio de cultivo, a cada perfodo de in-
cubacién en que el miceiio fué cosechado se tomd el pH de
los 4 respectivos cultivos de cada tratamiento. En los
medios sin tiamina, los cambios de pH fueron muy leves.
La mayor variacién, de un pH 6.5 a 6.1, ocurrié en el
medio con biotina. Los cambios de pH producidos en los
medios que contuvieron tiamina, fueron mayores que los
que ocurrieron en los otros tratamientos (Fig. 4). Com-
parando las figuras 2 y 4 se puede ver claramente la es-
trecha correlacién que hubo entre el cambioc de pH y la
rata y cantidad de crecimiento.

Los mismos tratamientos anteriores en medio 1lfquido
también se hicieron en medio sélido. A los 36 dias de in-

cubacién se obtuvo el promedio del peso seco del micelio,
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Crecimiento de Cercospors musae en medio lfquido
glucosa-casefna hidrolizada y vitaminas. A) Piri-
doxina, B) Biotina, C) Tiamina, D) Inositol,

E) Tiamina y Biotina en combinacién, F) Las 4 vi-
taminas juntas, y G) Medio basal sin vitaminas.
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de acuerdo con el método descrito en materiales y métodos,
de 5 cultivos de cada tratamiento. La rata y cantidad de
crecimiento fueron inferiores a los de medio lfquido. 8in
embargo, los resultados obtenidos (Tabla 1) confirman los
resultados obtenidos en medio 1fquido en cuanto a la forma
de utilizacién de las diferentes vitaminas y combinaciones
ensayadas y soportan las mismas observaciones hechas an-
teriormente en'cuanto a las necesldades del organismo de
dichas vitaminas,

En ninguno de estos tratamientos esporulé el hongo.

El método de cultivos en agitacién ha sido muy em-
pleado para aumentar la cantidad de alre en el medio de
oultivo. Este método no s6lo aumenta la cantidad de aire
en el 1iquido, sino que tanb;én asegura un suministro de
nutrientes y de oxfgeno mﬁs;un;rorme para todo el orga-
nismo y permite una mejor réﬁoc16n de los productos gase-
osos desprendidos, que los cnitivos en reposo (M4),

Pafa determinar si la néjor aireacién del nédio de
cultivo tenfa algdn efecto favorable sobre la rata y can-
tidad de crecimiento de C. pugae, se hizo un experimento
en medios con tiamina sola, tiamina y biotina en combina-
cién, y un testigo sin vitaminas. Dos frascos Erlenmeyer

de cada tratamiento fueron agitados continuamente durante
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Tabla 1. Efectos de tiamina, biotina, piridoxina e ino-
sitol solas y en combinacién sobre el desarrollo

de §§ZQQE¥§:.‘ en medio basal glucosa-
caseina rolizada-agar.

‘ Caracteristicas
Iratemlentos __  Eiselio seco  Srscimlonto
4 vitaminas juntas 90.17 aéreo y sumergido
Tiamina mfs biotina 77.70 " w "
Tiamina , 70.05 " n "
Biotina 4.15 sumergido
Inositol , 3.25 "
Piridoxina 3.07 "

Testigo | , 1.50 "
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10 horas diarias en una méquina de movimientos oscila-
torios y dos se mantuvieron en constante reposo. A los
30 dfas de incubacién se obtuvo el peso seco promedio de
los cultivos.,
' Los resultados obtenidos (Tabla 2) indican clara-
mente que la mayor aireacién en los cultivos en movi-
miento produjo una disminueién en el desarrollo total del
organismo. La fase inicial de crecimiento también fué
afectada. ‘A los 8 dfas de incubacién el hongo no habfa
hecho ningfn desarrollo en los cultivos que fueron agi-
tados. En los cultivos en reposo el hongo comenzé a cre-
¢er a 1los k4 4fas de incubaeién. La morfologia, textura,
color de la colopia y cambio de color en el medio fueron
diferemtes en cultivos agitados y en reposo. En los cul-
tivos agitados_se formaron colonias globulosas, de color
verduséo'j'dé aspecto gelatinoso. Estos resultados con-
‘cuerdan con los obtenidos con otros hongos. Zordaria
finicols erecié memos y la formecién de peritecios se re-
tardé y disminuyé cuando los cultivos fueron agitados (27).
Burkholder y Sinnott (2) describieron los cambios sufridos
por varios hongos cuando fueron mantenidos en movimiento.
Efectos de diferentes concentraciopes de tiamlna.

Se realizé un experimento para investigar el efecto

de diferentes concentraciones de tiasmina sobre el
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Table 2. Influencia de la aireacién sobre el desarrollo

glucosa-
ng. de micelio secoen -
Diferen-
Tratapientos® Ieposo movimiento  cias, mg.
Tiemina més biotina 281.2% 202. 50 78,74
Tiamina | - 243.97 166.40 77.57

Diferencias, mg. ljf.27 | 36.10

Qanningﬂn caso hubo erecimiento en el testigo.

L
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desarrollo y esporulacién de C. pusae. Se uséd medio sb-
11do. Se hicieron 7 tratamientos empleando 200, 150,
100, 50, 25, 12.5 microgramos de tiamina por litro de
medio y un testigo sin tiamina. Cada tratamiento tuvo
7 repeticiones. A los 32 dfas de incubacién se obtuvo
el peso seco promedio.

Los resultados del experimento (Tabla 3) muestran el
conﬁort&niéntb del hongo en las diferentes conceniraciones
de tianind empleadas. El mejor desarrollo se obtuvo con
12.5 mierogramos de tiamina por litro. A concentraclones
hasta de 200 microgramos de tiamina por litro el creci-
miento disminnyé, pero estas diferencias de desarrollo
no fueron significativas ni visualmente apreciables. Se
observé también que el crecimiento decrecid apreciable-
mente a una concentracién de 1 microgramo de tiamina por
1itro. Estos resultados indicaron que la concentracién
éptima de tiamina para el desarrollo del hongo parecié
estar entre 1 y 12.5 microgramos por litro de medio, bajo
las condiciones de este experimento.

Obaorvacibnes microscédpicas periédicas sobre el ex-
perimento anterior no revelaron esporulacién en ninguno
de los tratamientos. Se creyé que el inéculo usado o la
ausencia de biotina en el medio hubiera sido la posible
causa de la falta de esporulacién. 8e realizé otro ex-

perimento para probar si esto era correcto. Este nuevo
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w
Tabla 3. Efectos de diferentes concentraciones de ,tia-

mina sobre el desarrollo de Cercospora pusgsae
en medio glueosa-caseina-agar.

Concentracjiones

de tiamina
8in tiamina | 2.1
12,5 98,60
25.0 96.60
.50.0 9,20
100.0 93.50
150.0 | 91.40

200,0 91.80
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experimento 1nc1uy6 1os mismos tratamientos anteriores y
otra nueva serie de tratamientos en 1los cuales se man-
tuvo constante la concentracién de tiamina (12.5 micro-
gramos/litro), y se varié la concentracién de biotina a:
100, 50, 25, 15, 5y ¥y 1 microgramos por litro de medio.
Estos tratanientos se dividieron en 2 series: en la pri-
mera serio se utilizé como inéculo fragmentos de micelio
no oaporulados del mismo cultivo empleado anteriormente,
y en la segunda serie se us6 como inéculo fragmentos de
nicolio esporulados de un nuevo aislamiento. En ninguno
do los tratamientos se observé esporulacién durante 30
dfas de observacién. Sin embargo, fragmentos de micelio
inoculados en la.segunda serie esporularon abundantemente
cuando se pasaron a papa-dextrosa-agar. Estos resultados
suéieren que los elementos nutritivos del medio papa-
&oxtrosa-agaf se encuentran mis balanceados que los ele-
mentos nutritivos del medio basal empleado, para la espo-
rulacién de C. musae.

Aparentemente no hubo diferencia en cuanto a rata y
cantidad qQ crecimiento en los tratamientos con diferentes
concénffacionea de biotina, y parecié evidente que ni la
ausencia de biotina en el medio ni el inéculo habfa sido

la causa de la falta de esporulacién.



- O =

Y 2910krodns 203aoimadstd eomelim 20 dywionl odnsmlrogxe
-nsm 92 29[8yU9 20f ne 2o¥natmzIeTd 9b eltrez2 svava s1do
~oToim T.5[) salmsld eb ndlosrdneonods sl 9insianod ovud
18 snlJjold sb ndlosidnesnas sl dtisv sz Y (o1dll\zomsty
-okbsm 9b o1l toq eomer30Trim L Y (T (AL (IS ,OC .00
-f1q £l ne 29l1se S 19 N0T9ibIviD 92 eoineltmnsistd soded
otlenls eb eolasw3s1l olusdal omoo dstltdwr sz etrez s1om
ddnomrot1odneg obsalgme ovlidluo omeim [ob 20bsluToges on
90 20¥now3s Tl 0Luyodnl omoo da2w oz sitsz shaugee sl as Y
ong3nin a¥ .odneimelels oveun auy 9b zobsfuroges olleotm
0f efnetub ndloslyioi2e dvisado 92 zoinstmsdetd 20l ob
oltlankm 95 suinemzetl .ogr1edms nia .adtosvisedo 9o 28lb
ofnemednsbawds noisluroqes oivt1ge sbaugee B8IL as zobsluosont
20bsYfyzoT 2038H .T838-820TIX9D-5q8Q B8 OTIL2SEG 22 ODABYD
-8q0sq oibam [e9D 20vidltdun zoinomsls 8oL sup nsTotzus
-3[s 20l sup zobssonslad 2Bm ns1dnausas 92 1838-32013xeb
-oqe9 sl s18q . obsolamo [peed olbon [eb eoviilitdun 203nem
.082um .D ob adlosfua

Y s381T s oinsyo n9 sloasislib odud 2n sdasmedneorsqA
29dne19llhH 109 2oinslmedstd =20l ne oFnsimiscto ob bsblInso
el tn sup o3nsbive dlostsy Y .snldold eb gen0tos13neomos
odlz sldsd oluodat [o in olbem [s ne saldold 9b slonezus

adiosluvoqes 8b stlst sl ob sa2wso sl



-37 -
Efectos del pH gobre el crecimiento.
El pH del medio de cultivo es un factor determinante
en el crecimiento de los hongos. Con el propésito de
- conocer el efecto de la reaccién del medio sobre el C.
BUsSae, se cultivé este hongo en el mismo medio basal 11-
quido ajustado a pH de 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 y 8.5. Se ino-
cularon 25 frascos Erlenmeyer de cada tratamiento. Des-
pués de varios perfodos de incubaciédn se obtuvo el peso
seco del micelio y se tomé el pH de cada filtrado. Cada
punto de las curvas de crecimiento (Fig. 5) representa el
peso promedio de 4 cultivos cosechados al mismo tiempo.
| Los pH iniciales 4.5 y 5.5 fueron los m4s favorables
para la rata y‘cantidad de crecimiento. En estos pH el
. hongo alcanzd su crecimiento méximo a los 24 dfas de in-
cubacién. En los demds tratamientos, el crecimiento
méximo lo alcanzé a los 30 dfas de incubacién.
- En todos los tratamientos las varliaciones de pH fueron
baqtante aiplias. En general hubo dos tendenclias. Los
medios con los pH inicilales 4.5, 5.5 y 6.5 subieron el pH
en todos los perfodos de incubacién. Los medios con pH
iniciales 7.5 y 8.5, bajaron el pH en los periodos de 18
y 24 dfas de incubacién y subieron en los dos dltimos
jperfodos. Al fin del experimento, todos los medios tenfan
né;pﬂ é@tgb~8.o y 8.4 (Tabla L),
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Tabla 4, Cambios de pH en medio de cultivo 1liquido glu=-
. ecosa-caseina hidrolizada-tiamina-biotina, con
diferentes pH iniciales, durante la incubacién

de Cercospora musae.

o5 5.98  6.71  8.09 8.20
5.5 6.3+ . 6.78  8.00 8.38
6.5 6.52  7.25  7.90 8.32
7.5 6.88  6.92  8.47 8.40
8.5 . 7.17 7.2 7.29 8.00

iCada.dato representa el pH promedio de 4 cultivos.
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d bono.

Be realizéd un experimento para investigar el efecto
de diferentes fuentes de carbono sobre el desarrollo de
C. Tmgge. 8e ensayaron 8 materiales, los cuales fueron
agregaéos aeparadanente al medio basal liquido libre de
carbono. Estos materiales fueron usados en la cantidad
éﬁ 25 gm. por liﬁgo de medio. El experimento incluyé un
testigo que consistiéd del medio basal libre de fuente de
carbono. Los eultivoi se mantuvieron en incubacién du-
rante 30 dfas. Al final de este perfodo, se obtuvo el
peso seco promedio de 10 cultivos de cada tratamiento.

) Los re;ultados obtenidos (Fig. 6) indican que la su-
crosa fué la mejor fuente de carbono para el desarrollo
del hpngo. Maltosa, galactosa, glucosa, fructosa y lac-
tosa fueron satisfactorias fuentes de carbono; mannitol,
reguler; y sorbitol, mala. En ausencia de carbono hubo

muy poco crecimiento (15 wg. de micelio seco).

Efectog de Qqiferentes fuenteg de nitrégeno.

Para este experimento se usé sucrosa en el medio
basal como fuente de carbono. Se ensayaron 7 compuestos
orgénicos e inorgénicos como fuente de nitrégeno para el
hongo, tanto en medio 1iquido como en sélido. E1 medio

1fquido fué empleado para obtener datos sobre el desarrollo
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vegetativo. El medio sélido fué empleado especialmente
para observar la esporulacién. Los compuestos fueron
usados a :gzén de 2 gm, por litro de medio. Se hizo un
testigo qﬁe consistié del medio basal libre de fuente de
nitrégeno. Se inocularon de 8 a 10 frascos Erlenmeyer
con los qadios 1fguidos y se mantuvieron en incubacién
durante 30 dfas. Al cabo de este tiempo se obtuvo el
peso seco promedio. Los medios sélidos fueron divididos
en 2 series: la primera serie fué inoculada con frag-
mentog de micelio no esporulado y la segunda serie con
fragmentos de micelio esporulados.

El hongo fué capaz de hacer uso de todos los diferen-
tes compuestos empleados como fuente de nitrégeno. El
mejor crecimiento fué obtenido con caseina-hidrolizada
(Fig. 7). Bn ausencia de fuente de nitrégeno no hubo ab=-
solutamente ningén desarrollo.

En la primera serie de inoculaciones en medios sé-
lidos, 8610 hubo escasa produccién de conidias en el medio
que contuvo nitrato de potasio como fuente de nitrégeno.
En la segunda serie de inoculaciones, hubo abundante es-
porulacién, con conidias normales, en el medio con nitrato
~de potaslo; buena esporulacién, con la mayoria de las co-
nidias producidas anormales en forma y tamafio, en los .
medios con casefna-hidrolizada, y asparagina;muy poca es-

porulacién, con conidias anormales en forma y tamafio, en
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los medios con urea, nitrato de amonio y sulfato de amonio;
no hubo esporulacién ni en el testigo ni el medio con
dcido aspértico (Table 5). Estos resultados indicaron
que los requérimientos de nitrégeno fueron m4s especifi-

cos para la esporulacién que para el desarrollo micelial.

Y CONCLU

Es un hecho bien conocido que la clase y concentra-
cién de nutrientes en el medio de cultivo son factores im-
portantes tanto para el desarrollo vegetativo como para
la esporulacién de los hongos y que no siempre estos 2
fenbmenos occuren bajo idénticas condiciones. Mix (33)
encontré, por ejemplo, que el rango de concentracién de
nutrientes que permitié el crecimiento del Phyllogticta
8olitaria en cultivo fué m4s amplio que el rango para la
esporulaciédn. Cuando aumenté la concentracién de nu-
trientes hasta cuando hubo solamente crecimiento micelial,
se produjeron algunos picnidios. Con mayores aumentos en
la concentracién de estos nutrientes la formacién de pic-
nidios fué més numerosa, hasta llegar a clerto limite,
después del cual decrecié. Henry y Andersen (13) culti-
varon Piricularia origae en varios medios naturales y no
encontraron relacién directa entre desarrollo micelial y

produccién de conidias. En los medios en donde hubo més
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abunrdante crecimiento no hubo produccién de conidias, pero
s{ hubo esporulacién eh los medios que produjeron menos
desarrollo micelial. Hawker (10, 11) observé gue el cre-
cimiento de Melanoapora destruens sumentd con el aumento
de concentracién de glucosa y fructosa en el medio més
allé del 10%, pero bajé un poco a 20%. 8in embargo, la
formacibén de peritecios fué més pumerosa a 0.5%, y el
némero de ellos decreciéd con un mayer apnento de gstos
azfcares. Mathur, ot gal. (31) también observaron buena
esporulacién de Colletotrichum lindemuthlanum a baja con-
centracién de sucrosa en el medio. ] ‘

Dp acuerdo con.los resultados obtenlidos con C. gusae
en los medios naturales empleados en el presente estudio,
los hechos a base de.extracto de hojas de banano, con o
sin la adicién de dextrosa a dichos medies, no fueron sa-
tisfactorios ni para la produccién de conidias ni. para el
crecimiento vegetativo del organismo, en ninguna de las
concentraciones utilizadas. 8in embargo, la concentra-
cién del medio y la parte de la hoja utilizada en su pre-
paracién tuvieron alguna influencia sobre la esporulacién.
Cuando se usarop 30 gm. de hoja no hubo formacién de coni-
dias, pero aun cuando escasa, si la hubo cuando se usaron
20 y 5 gm. y, en especial, en el medio preparado con las
partes insolubles. La cantidad de sulfato de amonio que
se retuvo en las proteinas precipitadas, posiblemente tuvo
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algén efecto téxico sobre el organismo al cultivarlo en
¢l medio compuesto con esas partes de la hoja.

R] medio papa-dextrosa-agar propdé ser apropiado para
el crecimiento y esporulacién del hongo. La eoncentraciédn
de dextrosa en dieho medio fué, sin embargo, un factor
limitante en ambos casos. 8in dextrosa el hongo fué capaz
de hacer algtn crecimiento y de producir conidias sélo una
vez, pero prontamente el medio quedé empobrecido y la
autélisis ocurrié rapidamente. Con la adicién de 1 gm.
de dextrosa, el desarrollo fué superior y hubo mayor es-
porulacién. Mayores aumentos en la concentracién de dex-
trosa hasta de 20 gm. estimularon el desarrollo y fué
éptima para la esporulacién del hongo. Hasta este limite
la producc;én de conidias estuvo directamente relacionada
con el desarrollo aéreo del organismo. En el medio que
contuvo 30 gm. de dextrosa el crecimiento vegetativo fué
superior, pero la esporulacién fué baja.

Los métodos empleados por otros investigadores para
la produccién de conidias en cultivos puros de C. pusse
no resultaron satisfactorios en este estudio. 8egén
Leach (20) las conidias producidas en el medio empleado
por Meredith y Butler (32) son anormales en forma y ho
son facilmente desprendibles de sus esporodoquios. Los
experimentos de infeccién y germinacién los realigé Leach
con conidias recolectadas directamente de hojas infectadas
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en el campo. En el presente estudio se confirmé la pro-
duccién de conidias normales en dicho medio, sin embargo,
el crecimiento vegetativo y la cantidad de conidias fueron
limitados. Dantss (3) anota que en el medio que 61 utilizd
la produccién de conidias no es abundante ni répida y para
inoculaciones artificiales tuvo que recolectar conidias
de hojas infectadas.

Contrario a la opiniéh de otros investigadores, se
‘obtuvo alta esporulacién de C. mugge en cultivo puro en -
papa-dextrosa-agar (20 gm. de dextrosa). Este medio no
"sélo favorecié una aebundante produccién de comidias sino
que también permitié una fécil preparacién de la suspen-
s1én de conidias libres de sus conidibéforos. Con una sus-
pensién hecha con un sole cultivo altamente espoérulado se
‘hicieron 55 inoculaciones en el campo. Bl sistema de
transferencia descrito permite mantener siempre disponi-
bles cultivos esporulados para los ensayos de inoculacién,
con lo qué se evita la tediosa tarea de la recoleccibn de
conidias directamente de hojas infectadas. Nagel (35)
‘usbd para las transferencias unicamente conidias, pero se-
guramente las especies de Cercospora con las éuales 61
trabajé crecen mfs rapidamente en cultivo artificial que
el C. musge. La ventaja de la transferencia de micelio 'y
conidlas, én este caso, es tener en pocof dfas una colonia

‘relativamente grande para la obtencién de buena cantidad
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de conidias.
, .No hubo evidencia de que los cultivos de C. musse
bajaron su capacidad de esporular, en las transferencias
sucesivas efectuadas. Bs posible que esto ocurra en mayor
nlémero de transferencias como ha sucedido con otros hongos
(13, 28).

El comportamienta.del hongo én cuanto a su esporula-
cién en cultivo puro es similar a 1o que se ha observado-
bajo condiciones naturales. Tipler (M6) dice que después
de una intensa produccién de esporas, pareceria que los
esporodoquios necesitarsn un perfodo de descanso antes de
produeir esporas nuevamente. .Per otra parte, Leach (21)
observé que las manchas son capaces de producir esporas
por un largo perfcdo, pero no continuamente en grandes
cantidades, y que el hongo aparentemente requiere um corto
tiempo entre cada fuerte produccién de -esporas para re-
activar sus reservas alimenticias.

Los resultados positivos obtenidos -en inoculaciones
artificlales demonstraron que las conidias producidas en
cultivos puros se mantenian viables y que su patogenici-
dad se habla conservado afin después de sucesivas trens-
ferencias. JLos perfodos de 18, 20, 24, 30, 42 y 50 dias
observados desde la inoculacién hasta la aparicién de los
sintomas primarios de la enfermedad concuerdan oon 108 ob-

Servados por otros investigadores en otros lugares, traba-
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jando eon conidias naturales. Simmonds (41) dice gue el
pericdo minimo desde la germinacién hasta el:primer estado
de la enfermedad perece ser cerca de un mes, pere que
puede extendarse a mfs de 2 meses. El mismo investigador
(40) obtuvo lesiones ti{picas a los 4 meses de inoculacién.
Wardlaw (48) confirma lo anterior cuando diece que las
inoculaciones requieren cerca de 4 meses antes de que des-
arrollen las lesiones. Stahel (42) y Martyn (30) notaron
los sintomas primarios a los 15-17 y 42-60 dfas respec-
tivamente, después de la aplicacién de las conidias. Ward
(47) los noté a los 2k dfas después de la infeccidn.

La no produccién de infeccién por las conidias en el
cultivo de 106 dfas, se puede atribuir o a la baja con-
centracién:.de la suspensién empleada o0 a la pérdida de
patogenicidad de las conidias. EBsto dltimo no se pudo
comprobar paorque no se volvié a observar cultivos que es-
porularan a esa edad.

. De acuerdo con las necesidades vitaminicas y con la
habilidad que poseen para sintetizar o no ciertas vita-
minas, los horgos .se han dividido en 3 categorfias genera-
les: a) Ios que pueden desarrollarse normslmente en un
metdio sin la adicién de vitaminas. Estos hongos son ca-
paces de sintetizar ls vitamiim o vitaminas que les son .
esenciales para su normal erecimiento; b) Los que pueden
hacer cierto desarrollo sinm la adicién de vitaminas em #l
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medio de cultivo. Estos hongos pueden sintetizar en parte
la vitamina o vitaminas que necesitan, pero no en sufi-
clentes cantidades para su normal desarrollo; y ¢) Los gque
no desarrollan en ausencia de vitaminas en el medio de
cultivo. Estos hongos no tienen ning@n poder sintétieo.
Un anflisis de los resultados obtenidos en el presente
estudio lleva a la conclusién que C. gugge queda catalo-
gado dentro de la 6ltima de las clasificaciones. Este. .
hongo no crecié en el medio basel sin vitaminas adiciona-
das, por tanto no fué capaz de sintetizar ninguna de las
vitaminas que necesita & partir de los demés constituyentes
del medio, bajo las condiciones en que el experimento fué
realizado., El1 organismo se mostré deficiente en tiamina,
biotina, piridoxina e inositol. La utilizacién y necesi-
dades de estas vitaminas fueron diferentes cuande usadas
solas f en combinacién. Biotina, piridoxina e inositol,
usadas separadamente tuvieron muy poco efecto sobre el
desarrollo del hongo. Piridoxina e inositol permanecieron
inactivas hasta los 24 dfas de incubacién cuando fueron
usados en combinacién con biotina y tiamina. 861c a los
30 dfas de incubacién tuvieron un efecto un poco saperior
al producido por biotina y tiamina juntos (Fig. 2).

Piamina mostré ser la vitamina més esencial para el
desarrollo micelial. En presencia de esta vitamina, el

hongo hizo un exuberante crecimiento aéreo, especiealmente
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en combinacién con biotina. La utilizacibén de estas 2
vitaminas estuvo condicionada por la presencia o ausencia
de fuentes de nitrégeno y de ‘carbono. El nitrégeno, es-
pecialmente, parece tener una influencila decisiva en la
utilizacién de estas dos vitaminas (Fig. 7). La aireacién
(Tabla 2) y el PH inicial del medio de emitivo (Fig. 5).
también tuvieron alguna influencia en la utilisacién de la
tiamina cuando se usbd sola y en combinacién con biotina.

Debido a que la molécula de tiamina estd formada per
“"Thiazole™ y "Fyrimidine™, el estudio de sm utilizacién
por los, hqngos es de capital importancia. De acuerdo con
8chopfer (39) los honges que reghieren tiamina se dividen
en & categorfas: :

1) - Organismos  que: requieren sélo "thiazole®

2) Organismos que requieren sélo "pyrimidine®™

3) . Organismos que requieren tanto "thiazole"™ como

"pyrimidipe" separedamente -
"~ 4) Organismos que requieren la mplécula completa
. Ge tiamina,

Los -hongos que caen- dentro de las @ primeras categorias
son capaces de sintetigar el componente que no necesitan.
Como ejemplos generales ge pueden citar los siguientes:
Tilletin caries necesitd sblo "thiazole® (52). Hawker

(12) encontré§ que Melspespora degtruens Shear pudo
ntilizar "pyrimidine™ sola o una mezcla de "pyrimidine"™ y
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'thiazo;e" en presencia de biotina; en ausencia de biotina
esos componentes fueron inactivos. Phvcomvces mitens (38)
necesité ambos componentes, "Thiagzole" o "pyrimidine"
solos fueron inactivos. Phviophthora fagepyri, Sclerotium
delphinid, S.-Rolfsii, Schaerwlina trifolil, Pythium
pelvcladon y B. Butleri, necesitaron la molécula completa
de tiamina (38). Leonian y Lilly (23) estudiaron el
ofocto de 19: 2 componentes de la moléculs de tiamina en
varios qré;nismos y encontraron que "thiazole"™ fué inac-
tivo cuando se usé solo; 9 organismos ngceaitgrén solo
'py;imidinq", 11 organismos respondieron bien a una mezcla
de los 2 componentes; y 3 rospondieron‘sélo a la moléculs
completa de tiamina. El C. musae no ha sido estudiado_
en relacibén con la uti;izaci6n de los componentes de la
nblécnlgcde tiamina independientemente. ,

| En estos estudios se usé la moléculs completa de tia-
mina. Fué evidente que C. gusae no pugo sintetizar la
uolécula de dicha vitamina. 8in: embargo, esto no impli-
ca que el héngo no tenga élguna habilidad pars sintetizar .
alguno de.sus cqnponeqtes. Es_pgsible que en presencia de
uno dé lo;.2.pu§da sintetizar el otro y ser capaz de unir-.
los en la molécula completa, Bn conseeuonéia, la evidencia
expeg?mgntg; resultante de estos estudios indica solamente

que el hongo es deficiepte en tiamina. Més estudios se
necesitan para saber cuales son los requerimientos en
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cuanto a los componentes de la molécula de tiamina.

Varias observaciones se pueden hacer al comparar el
comportamiento del hongo én los medios naturales y sinfé-
ticos'émpléados en el presente estudio. Las caracteris-
ticas culturales del organisho'fueroﬁ nuy semejéntes en
los medios papa-dextrosa-agar y medio sintético sélido
suplementado con tiamina sola o.con tiamina y biotina en
combinacién. Bsto induce a creer que un factor présente
en ambos medios fué el responsable de esta semejanza de
crecimiento. Este factor posiblemente fué tiamina. Se
ha reportado que la papa de Cartago, Costa Rica, contiene
de 75 a 95 microgramos de tiamina por 100 gm. de papa (34).
Por otra parte; las caracteristicas culturales del 6rga-
nismo en los medios con extracto de hoja de banano, se
asemejaron més a las caracterfsticas en los medios sinté-
ticos sé1idos suplementados sblo con blotina. Aun cuando
la tiamina se encuentra en casl todos los 6rganos de las
plantas (39), sin embargo, estos resultados sugieren las si-
gﬁientes posibilidadest»que en 1a§ hojés de banano no se en-
cuentre tiamina, o que se encuentre en cantided insuficiente
para permitir un buen desarrollo del hongo, 0 que la presen-
cla de substancias inhibitorias interfirieron con la utili-
zacién de la tiamina. Debido a que . mugae respondié bien
a la tiamina contenida en la papa, serfa de interés hacer

un estudio eon otros productos de origen natural de reco-
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nocido contenido de¢ tiamina pare determinar si el orga-
nismo es capaz de responder en igual forma,

El cardbono y el nitrégeno fueron factores limitantes
para el desarrollo de C. pusse. Este organismo no mostré
mucha especificidad en cuanto a las diferentes fuentes de
carbono y de nitrégeno ensayadas para el desarrollo mice-
lial.

De las 7 fuentes de nitrégenc ensayadas, las 3 me-
jores para el crecimiento .fueron compuestos orgénicos.
Nitrato de potasio ocupd el cuarto lugar para el desarrollo
pero fué el que favorecid una mejor esporulacién. Estos '
resultados concuerdan con la observacién comén gue la es-
porulacién es favorecida por diertas fuentes de mitrégeno,
‘las cuales no son necessriamente las migmas que favorecen
‘el desarrollo micelial.

Bl caso de galactoss es particularmente interesante.
Steinberg (45) @ice que la galactosa es una fuente infericr
de carbono. Asf por ejemplo, Sordaria fimicola (29) y 6
lineas de Venturia ingeguslis (22) crecieron muy peco en
presencia de galactosa usada como fuente de esrbono. Para
Aspergillvs nlger y Penlclllium glaucum la galactosa re-
tardé la germinacién de las esperas y el crecimiento mi-
celial y causd crecimiento anormal (17). 8in embargo,

C. migae desarrollé bien cuando la galactosa fué imeor-. -

poradas en el medio de cultivo.
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En general, las condiciones que permitieron el cre-
cimiento fueron muncho més amplias que las que permitieron
la esporulacién de C. pupae. Esta dltima se noté bajo muy
limitadas condiciones y no se llegé a obtener un conoci-
miento exacto de los factores gque la gobierman. Hubo al-
guna evidencia gue la clase de fuente de carbono y de ni-
trégeno, asi como también la clase de inéculo, tuvieron
algo que ver con el fenémeno de la esporulacibén. La ca-
sefna hidrolizada como fuente de nitrégeno no permitié es-
porulacién en ningén caso, cuando se usé como inéculo frag-
mentos de micelio no esporulados. En camblo, aun cuando
con conidias anormales en forma y tamafio, si permitié es-
porulacién cuando se usé como inbéculo fragmentos de mice-
lio esporulados y se empled sucrosa como fuente de carbono
(Tabla 5). Es probable gue con un mejor balance entre la
casefina hidrolizgada y la sucrosa se obtenga una normal es-
porulacién. El nitrato de potasio no sflo fué la mejor
fuente de nitrégeno para la esporulacién cuando se usé mi-
celio y conidias como inéculo, sino que también en su pre-
sencia el micelio no esporulado produjo algunas conidias,
mientras que este mismo micelio permaneciéd estéril en las
otras fuentes de nitrégeno. Este caso demostré que el mi-
celio no esporulado exige condiciones de nutricién mucho
més especificas que el micelio esporulado, paras la esporu-
lacién.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo su-
gleren la necesidad de realizar més estudios sobre los
factores de nutricién que influyen en la esporulacién del
organismo. Generalmente se ha visto que para una normal
esporulacién todos los constituyentes del medio tienen
que estar debidamente balanceados y que cada factor puede
modificar la influencia del otro. Leonian y Lilly (24)
estudiaron la relacién dextrosa-4cido aspértico y tiamina,
sobre la esporulacién de Phycomyces Blakesleeapus. Encon-
traron que grandes cantidades de dextrosa y muy pequefias
cantidades de 4cido aspirtico o viceversa, tendieron a re-
ducir el nfimero de zygosporas. El balance nitrégeno-car=-
bono jugd un papel importante para la reproduccién sexual
de Neurospora. Se encontrd que 2% de glucosa y 0.1% de
nitrato de potasio fueron las concentraciones 6ptimas de
varias combinaciones ensayadas (50). Sordaris fimicola
necesité un adecuado balance entre la cantidad de biotina
y los demés nutrientes del medio para la formacién de
peritecios, ascas y ascosporas (1).

Un estudio més detallado de la relacién nitrégeno-
carbono, en donde entren nitrato de potasio como fuente
de nitf6éen6 y sucrosa como fuente de carbono, en buen
balance con los demds componentes del medio, podria influir
decisivamente en la esporulacién de C. pmugae del banano.
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RESUMEN

1. De varias técnicas empleadas para aislar el C.
pusae en cultivo puro, la més satisfactoria fué la si-
guiente: hojas de banano infectadas se mantuvieron en cé-
mara himeda durante 15 a 20 horas. Al cabo de este tiempo,
con ayuda del microscopio de diseccién se localizaron las
conidlas sobre las manchas necréticas y se transfirieron
directamente al medio de cultivo removiéndolas con una
aguja, previamente desinfestada y humedecida con el medio
para facilitar la adherencia.

2. El medio papa-dextrosa-agar permitié una abhn-
dante esporulacién de C. gusae. Veinte gm. de dextrosa
por litro de medio fué la concentracién éptima para la es-
porulacién. A concentraciones menores de 20 gm. disminu-
yeron la esporulacién y el crecimiento vegetativo. A
concentraciones mayores de 20 gm. disminuyé la esporula-
cién y aumentd el crecimiento vegetativo.

Cultivos originados de conidias naturales que habifan
dejado de esporular, volvian a esporular intensamente al
transferir fragmentos de su micelio a nuevo mdelio de papa-
dextrosa-agar. 8in embargo, segundas transferencias de
micelio de estos cultivos presentaban muy poca o ninguna

esporulacién.
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Una intensa esporulacién se consiguié mantener en
cultivos hasta 12 generaoionesz;mediantevsncesivae trans-
ferencias de micelio eon conidias a nuevo medio de papa-~
dextrosa-agar, entre 7 a 1lh dfas de.intervalo.

3. Cilertos reguerimientos de nutricién de C. mugae
fueron egtudiados en medio sintético glucosa-casefna hi-
drolizada. El organismo no crecié en el medio basal sin
vitaminas adicionadas. Tiagmina y blotina, especlslmente
tiamina, moétraron ser las vitaminas mds esenciales para
el creeimiento del hongo. La utilizaciébn de estas dos vi-
taminas estuvo eondicionada por la presencla o ausencia: de
fuentes de nitrégeno y de carbono. La aireaciébn y el pH
inicial del medio de cultivo también tuvieron alguna in-
fluencia en la utilizacién de la tiamina cuando se usé
sola y en combinacién con biotina.

De 6 concentraciones de tiamina ensayadas, 12.5 mi-
crogramos por litro de medio fué la mejor para el desarro-
1lo del hongo.

Los pH iniciales 4.5 y 5.5 fueron los mis favorables
para la rata y cantidad de crecimiento del organismo. A
pH iniclales de 6.5, 7.5 y 8.5 el desarrollo fué un poco
inferior.

El C. musae no mostré mucha especificidad en cuanto a
las diferentes fuentes de nitrégeno y de carbono ensaya-

das. Sucrosa fué la mejor fuente de carbono; maltosa,
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galactosa, glucosa, fructosa y lactosa fueron satisfac-
torlas fuentes de carbono; mannitol, regular; y sorbitol,
mala. E1 hongo fué capaz de usar todos los compuestos
empleadbs como fuentes de nitrégeno. El orden de utiliza-
cibén fué el sigﬁiente: casefna hidrolizada, urea, as-
paragina, nitratb de potasio, sﬁlfato de amonio, nitrato
de amonio y 4cido aspdrtico. En ausencia de fuente de
nitrégeno, elihbngo no hizo absolutamente ningtn cregi-
miento. Nitrato de potasio fué 1la mejorAfuente de nitré-
geno para la eSporuiacién. , |

Se hecesita realizar nés estudios sobre los factores

de nutricién que influyen en la reproduccién de C. musae.
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SUMMARY

1. or the.vgrious methods used to isolate C. musae
in pure culture the method found to give best results has
been as followé: The leaf material collected in the
field 1s washed and piaced in a moist chamber for 15 to
20 poufé. At the end of this period, emerging conidia
may be seen by the use of the dissecting microscope. These
coniéia are then transferred by means of a dissecting
needle tb the media to be inoculated.

2. The media potato-dextrose-agar permitted an
abundant sporulation of C. musae. Twenty gm. of dextrose
ber liter of media was the optimum concentration for spor-
ulation. At concentrations lower than 20 gm., sporulation
and vegetative growth decreased. At concentrations higher
ﬁhan 20 gm., sporulation decreased but vegetative growth
increased. Conidial 1solations that had stopped sporulat-
1hg, aéain sporulated intensely when fragments of mycelium
were ffansferred to a fresh potato-dextrose-agar medla.
However, sgcond transfers of mycelium from these cultures
showed very little or no sporulation at all. It was pos-
sible to gaintain an intense sporulation in cultures up
to 12 generations, by means of successive transfers of

mycelium with conidia to a fresh media of potato-dextrose-
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agar, at intervals of 7 to 14 days.

3. Certain nutritional requirements of C. pusee in
glucose=-caseine-hydrolisate, a synthetic media, were stud-
ied. The organism did not grow in the basal media without
added vitamins. Thiamine and bioilng. especially thiamine,
vere found to be the most essential vitamins for the
growth of the organism. The utilisation of these 2 vita-
mins was conditioned by the presence or absence of sources
of nitrogen and carbon. Aeratior and the initial pH of
the culture medla also affected the utilization of thia-
mine when used alone and in comdination with biotin.

0f 6 different concentrati>ns of thiamine tried,

12.5 micrograms per liter of mella was the best for the
development of the fungus.

Initial pH 4.5 and 5.5 were the most favorable for
the rate and amount of growth of the organism. At initial
pH 6.5, 7.5, and €.5, fungus cevelopment was somewhat in-
ferior.

C. pusae showed little sgecificity with regard to
the different sources of nitiogen and carbon tried. Su-
crose was the best source of carbon; maltose, galactose,
glucose, fructose, and lactce were satisfactory sources
of carbon; mannitol was a por source, and sorbitol a very
poor source of carbon. The fungus was able to use all

the compounds tried as sour:es of nitrogen. The order of



- GO -

2ysb #L o T 1o 2levisdal ¥s  1ess

Ak oszum W2 Yo 2dasovotivosT leacic TTina aksiiel W
~bude 213y sibom olferdnyz 8 odeciiorbyde~oniasess-s830u(3
dusATiw slbom [sead edl ai wotg Joa Hid w=lnsg1o o9dLl Dot
ortasidd vilatoseqes G nlzofd bas salisid.  .antoedlv debdds
s 101 ealmediv Lafduoees Feowm sy od of bawol sisw
-gJIv S seerld 10 noldesiilly ofd. wzliozzto oidd 10 diwoly
2991Ude 1, 391s2d8 To 992wty s \d Ddensiilunos zsw entd
10 hq Lsitinl o7y Dxs MI¥LISA .aodis8o 518 19307340 To
-8id3 15 Wolissilivy sud caloells o020s elosm studlus sicd
Jakiold fidiw 1itensdsno nlb Das snolsz hoey oy sala

DBoi1t sabmetdd lo 20ci¥eTinoondd Fastellib O 10
sl 101 d2od ond¥ 2w sLin to Totil Yoy emerToTIi Q.SL
L2UanUT oy Y0 Jnomgolovedb

101 3lIs50vel drom sid vew To¢ bDias e+ ng [sidial
[sidinl 34  .ozlasgto aodd o [Atwori: to saugoms bas adsT odd
-l Jeiwomoe e2ew d1omqolover augnul (2. D1 (2.T (2.0 g
oTo k19

o DdiIsnraT (ddlw (TiolTiosn i dil Dowore 982U .2
-Ue J09L1F noaI8o bae wondtiia Io zovTucse Facteiilbd euil
¢920%08leg o208 fam ta0dI8s 10 9d1woe Fzen ol 23w 9801D
2a010H& oiosteldss a1ew amioal oue 2203001 42200Ul3
1ov 8 folid:ida nris (9a071UY02 ToVy B esW Lodlinga aodreo 10
L8 seuy o3 oflde 2ew 2IgnJsiadT .a0dige To 997z 1TO0q

30 12570 oAl .a930:3in To 23uryoz 28 Lalktd edavoTmoo el



- 63 =
utilization was as follows: caselne-~hydrolisate, urea,
asparagine, potassium nitrate, ammonium sulfate, ammonium
nitrate and aspartic acid. In the absence of a nitrogen
source the fungus did not grow at all. Potassium nitrate
was the best source of nitrogen for sporulation.
More studies are needed on the factors of nutrition

that influence reproduction in C. mugae.
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