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[La «antracnosis» de los sauces cultivados
en el Delta del Parana ”

POR LA
ING. AGr. CLOTILDE JAUCH **

INTRODUCCION

La produceién nacional de maderas no cubre las necesidades de la in-
dustria, asi es que se nota una notable escasez de esta materia prima, es-
pecialmente en las llamadas maderas blandas. Diversas causas influyen
en esta situacion, entre las cuales no es de poca importancia el desarrollo
de enfermedades, como la «antracnosis» de los sauces, la més grave en-
fermedad, que ataca a este vegetal, cuyas plantaciones abarcan en el
Delta del rio Paran, una superficie aproximada de 50.000 hectareas, con
méas de 90 millones de ejemplares . Casi no existe sauzal en la nombrada
region, que no esté atacado de «antracnosis».

En nuestro pais no se ha hecho ningin estudio detenido con respecto
al objeto de este trabajo. Lo unico existente son las publicaciones reali-
zadas por el profesor Ing. Agr. Juan B. Marchionatto (9-10-11) 2, quien
relaciona la enfermedad con Marssonina nigricans Ell. et Ev., aunque
con ciertas reservas en la determinaciéon especifica del hongo.

* Tercer trabajo de adscripeion ala C4tedra de Fitopatologia, publicado a pedido de
la Comisién Examinadora, formada por los profesores titulares Ingrs. Agrs. Juan B.
Marchionatto, Lorenzo R. Parodi y Santos Soriano el 30 de octubre de 1951. El
trabajo original con lasl4minas en colores se encuentra archivado en la Biblioteca de
la Facultad de Agronomia y Veterinaria.

** Ingeniera Agrénoma. Jefa de Trabajos Pricticos y Docente autorizada de la
Cétedra de Fitopatologia.

! Datos facilitados por el Ing. Agr. Osvaldo Buresch Sagner.

2 Los ntimeros entre paréntesis corresponden a los de la bibliograffa citada al final
del trabajo.
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En mis investigaciones he llegado a la conclusiéon que lo que se conoce
bajo el nombre vulgar de «antracnosis» de los sauces se refiere, en reali-
dad, a dos enfermedades distintas provocadas por dos diferentes para-

sitos: Marssonina Kriegeriana (Bres.) Magn. y Marssonina salicicola
(Bres.) Magn.

ANTECEDENTES

En la obra «Rabenhorst’s Kryptogamen Flora» (1) se mencionan cua-
tro especies de Marssonia *: M. salicis Trail., M. obscura Romell in litt.,
M. salicicola Bres. y M. Kriegeriana Bres., que atacan a los sauces.

Reichert (13) cita la «antracnosis» como existente en Egipto sobre
hojas de Saliz sp. y sin dar la sintomatologia, la refiere a Marssonina
Kriegeriana (Bres.) Magn.

Fukushi (5) en el Japén supone que dicha especie sea la causante de
los dafios en Salix purpurea L. var. angustifolia, pero ni la describe ni tam-
poco ofrece ilustraciéon alguna de la misma.

Murray (12) al ocuparse de varias enfermedades de los sauces menciona
la <antracnosis» del Salix babylonica L. y del Saliz fragilis L., atribuyén-
dola a M. salicicola (Bres.) Magn. y proporciona una extensa descrip-
cion tanto de los sintomas como acerca del hongo causal.

Nattrass (13) trata detalladamente la <antracnosis» de los sauces, en
Egipto y en Inglaterra, encontrando que el agente causal de la enfer-
medad en los sauces del primer pais nombrado, concuerda con las carac-
terfsticas de M. Kriegeriana y el del segundo con las de M. salicicola.

MATERIAL Y METODO

El material utilizado en esta investigacién lo obtuve de sauces enfer-
mos procedentes: a) de islas diversas ubicadas en el Delta; b) de las plan-
taciones pertenecientes a la Compaiifa Tajiber (Campana); ¢) de la Es-
tacion Experimental Provincial del Delta; d) del Jardin Botanico de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de Buenos Aires y e) del Lazareto
Cuarentenario de Plantas de José C. Paz, actualmente Manuel de Pi-
nazo (F. C. N. G. S. Martin).

He comparado este material con los siguientes ejemplares de herbario:

n° 19.235 LPS 2: Marssonina Kriegeriana (Bres.) Magn. sobre Saliz

1 P. Magnus (8) en 1906 pas6 el género Marssonia Fischer 1874 al de Marssonina,
pues Marssonia habia sido usado ya anteriormente como género de la familia de las
Gesneridceas.

2 LPS: Herbario del Instituto de Botdnica Spegazzini, Eva Perén, Repiblica
Argentina. ;
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sp. det. Solheim, ex «Mycoflora Saximontanensis» Exsiccata n° 487 (15).

n° 19.239 LPS: Marssonina Kriegeriana (Bres.) Magn. sobre Salix
exigua Nutt. det. Solheim, ex «Mycoflora Saximontanensis» Exsiccata
n° 293 (15).

n° 19.554 LPS: Marssonina salicicola (Bres.) Magn. sobre Saiix cine-
rea, ex «F. Petrak, Mycotheca generalis» Exsiccata n° 109.

n° 19.555 LPS: Marssonina Kriegeriana (Bres.) Magn. sobre Salix
viminalis, ex «F. Petrak, Mycotheca generalis» Exsiccata n° 1241.

Asimismo he examinado los especimenes —Marssonina nigricans
Ell. et Ev.— clasificados por el profesor Ing. Agr. Juan B. Marchionatto,
que se conservan bajo los n°s. 112, 1799 y 1933 en la coleccién de la
Division de Fitopatologia del Instituto de Sanidad Vegetal del Ministerio
de Agricultura de la Nacion.

He examinado igualmente los cultivos puros de M. Kriegeriana y de
M. salicicola provenientes del «Centraalbureau voor Schimmelcultures
de Baarn» (Holanda).

Para estudiar la histologia de las hojas enfermas del sauce llorén,
sauce-alamo y sauce «<hibrido» y de las ramas enfermas del sauce-alamo,
he observado al microscopio cortes de material fresco, como también,
de material fijado en Carnoy Lebrun ! durante media hora, dejado 24
horas en alcohol de 95°, y luego cortado con micrdétomo de congelacion.

En el montaje de los cortes he utilizado el lacto-fenol, el azul de algo-
don y el tricolorante de Gueguén.

He realizado los dibujos con la camara clara de Abbe, utilizando un
juego de lentes Zeiss: ocular 10 x y objetivo 40 x.

HufsPEDES

En el presente trabajo me ocupo de las dos enfermedades en relaciéon
con el sauce-alamo o sauce «blanco» (Saliz alba L. var. coerulea Koch),
el sauce <«hibrido» y el sauce llorén (Saliz babylonica 1..), que son las
especies maderables de Saliz mas difundidas en el Delta.

La identificacién botanica del sauce «hibrido» atn no ha sido estable-
cida. Los islenos designan con este nombre a un sauce que «ofrece carac-
teres que parecen identificar como padres al «sauce blanco» y al criollo
o colorado, que es nuestra especie indigena de sauce y se denomina Salix
humboldtiana Wild» (2).

1 La férmula del fijador Carnoy-Lebrun esla siguiente: alcohol absoluto 10 ems3, 4ci-
do acético glacial 10 em?, cloroformo 10 em? y bicloruro de mercurio hasta saturacién.

7
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TaxoNOMIA

He clasificado los agentes causales de las dos enfermedades de los sau-
ces como Marssonina Kriegeriana (Bres.) Magn. y Marssonina salici-
cola (Bres.) Magn. Después de comparar los ejemplares de herbario
citados en el capitulo: « Material y método>», he llegado a esta conclusion,
la cual he corroborado por el cotejo con los cultivos puros, como deta-
llaré méas adelante.

Esta es la primera vez que se determina M. salicicola en nuestro pais.

El profesor Ing. Agr. Juan B. Marchionatto (9-10-11) menciona la
especie Marssonina nigricans Ell. et Ev., con ciertas reservas en la deter-
minacion especifica del parasito. Al examinar los especimenes de M.
nigricans, ya enumerados y que pertenecen a Ja coleccién de la Divisién
de Fitopatologia, comprobé que macro y microscopicamente coinciden
con M. Kriegeriana.

Las fructificaciones de los dos hongos paréasitos corresponden a tipi-
cas acérvulas, generalmente redondas. Al llegar a la madurez constan
de una masa estromética de hifas, que ocupan las células epidérmicas,
originando conidios sobre conidi6foros muy cortos y en forma de maza.
Miden entre 150 y 650 p de diametro.

Los conidios de M. Kriegeriana (LAmina n° 2 d) son hialinos, bicelu-
lares, fusiformes y con ambas extremidades redondeadas, bastante cur-
vos, con un tabique transversal, que separa la célula basal de la apical,
resultando ésta de mayor tamafio que la anterior. Miden 16 a 18 u de
largo por 4 a 8 u de ancho.

Los conidios de M. salicicola (Lamina ne 2 a-b-¢) son hialinos, bice-
lulares, piriformes, ligeramente curvos y con un tabique transversal.
Este separa el conidio en dos células, la basal y la apical, siendo esta
ultima mucho més grande que la primera. Miden de 13 a 17 p de largo
por 4 a 7 u de ancho. Son mas o menos angostos en el punto de inser-
cién y redondos y algo asimétricos cerca de la extremidad opuesta. Con-
tienen por lo comun una o més, grandes gotas de aceite.

SINTOMATOLOGIA DE LAS DOS ENFERMEDADES

A. — SINTOMAS MACROSCOPICOS

Las especies sauce-alamo y sauce llorén son atacadas por M. salicicola
y el sauce <hibrido» por M. Kriegeriana.

En el sauce-alamo los ataques interesan las hojas y las ramas, mientras
en el sauce llorén e <hibrido» solamente las hojas. Por esta razén en el
sauce-alamo los dafios son todavia mayores que en el sauce llorén y en
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el <hibrido», pues no tan sblo se produce defoliacion, sino también la
muerte de Jas ramas con la consiguiente destruccién parcial de la planta
en algunos casos.

Ambos hongos pueden asimismo determinar una marcadisima defo-
liacién, cuando no total.

En las hojas:

M. Kriegeriana produce en la cara adaxial manchas pequenas, de
Y2 a 2 mm, de color morado muy obscuro y de bordes irregulares (La-
mina n° 1, fig. A). Al confluir varias manchas, el aspecto irregular de
las mismas se acentla todavia méas. Aunque esto es lo que més comiin-
mente sucede, algunas veces se encuentra también una que otra mancha
con bordes redondos. En otofio se ven sobresalir pustulas pequeiias,
convexas y luego achatadas, que netamente se destacan sobre el fondo
morado intenso. Se trata de acérvulas maduras, cuyos conidios salen en
forma de exudado blanco plateado.

En el envés de las hojas, en correspondencia con las manchitas del haz,
se manifiesta un tinte rosado muy tenue, sobre el cual sobresalen unas
pustulas blanquecinas, constituidas por las acérvulas llegadas ala madurez.

M. salicicola determina en la cara adaxial manchas de color violaceo,
que tienen mas o menos un milimetro de didmetro (LLAmina n° 1, fig. B).
En su parte central se van aclarando hasta tomar un tono blanco plateado.
En esta parte méas clara se forman las acérvulas. Los bordes de estas
manchas son algo irregulares: una linea violacea intensa los constituye.

En el envés de las hojas y en correspondencia con las manchas del haz,
suelen aparecer manchas con su parte central plateada y delimitada por
una linea rojizo-violacea. También emergen algunas acérvulas de un
color levemente pardusco. En la cara abaxial, sobre las nervaduras
(Jamina ne 1, fig. C), asimismo suelen notarse manchitas como las que
termino de deseribir.

A ojo desnudo, las acérvulas se notan como diminutos puntos blancos,
esparcidos sobre las manchas, o como un tnico punto, bien visible en el
centro de la mancha.

En el caso, bastante raro, de que se manifiesten grandes manchas
solitarias, cuyo didmetro oscila alrededor de los 10. mm, se puede ver
perfectamente, aun a simple vista, que las acérvulas estan ubicadas més
0 menos concéntricamente.
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En los peciolos y en las ramas.

En las ramitas y en las ramas de sauce-alamo (Lamina ne° 1, figs. D,
E y I) y en los peciolos de las hojas del sauce llorén, sauce-alamo y sau-
ce <hibrido», M. salicicola produce manchas, cuyo color varia desde el
gris hasta el castafio rojizo. En los peciolos tienen un didmetro que os-
cila entre 24 y 1 milimetro y en el centro, suelen ostentar una sola gran
acérvula intensamente blanca. En las ramitas del afio, por el contrario,
las lesiones generalmente miden 3 a 5 milimetros. A veces, varias manchas
crecen considerablemente fusionandose unas con otras, lo que determina
lesiones muy anchas y muy profundas: verdaderos cancros. En otros
casos presentan el aspecto de intumescencias, cuyo origen se reconoce
con toda facilidad por estar presentes las acérvulas caracteristicas. Co-
munmente las lesiones, al comenzar su desarrollo, muestran un color
negro con una o mas protuberancias pequenas en su parte central. Estas
protuberancias estan relacionadas con las fructificaciones o acérvulas
inmaduras, recubiertas todavia por la epidermis, que al abrirse permite
ver lag acérvulas con la ayuda de una lente de aumento. Estas, llegadas
a la madurez, ostentan sus conidios hialinos, que, debido a su extraordi-
naria abundancia, les confieren un tinte blanco plateado.

Por lo general, las lesiones se hallan preferentemente ubicadas en el
punto de insercién de las ramas, pero también se encuentran en corres-
pondencia con las yemas y en los entrenudos (lamina ne 1, figs. Dy E).
En algunos casos parecen lustrosas, debido a la exudaciéon de goma que
las acompaia, lo que se manifiesta preferentemente los dias de lluvia,
pues el agua, al embeber el exudado gomoso, lo ablanda.

B. — SINTOMAS MICROSCOPICOS
En las ramas

Al montar los cortes, en lacto-fenol, de ramas enfermas provenientes
de sauce-alamo, se destacan netamente, entre las células aparentemente
normales, otras células necrosadas, ya aisladas o ya agrupadas, que
conservan perfectamente su forma y ofrecen un color pardo, mas o me-
nos uniforme en toda su superficie.

Al tenir dichos cortes con azul de algodén, he logrado evidenciar las
acérvulas maduras y las jovenes, las cuales igualmente toman muy bien
el color azul. Asimisimo he podido comprobar que el micelio, que es inter-
celular, estd ubicado Unicamente en las células més cercanas al cuerpo
fructifero, es decir a las acérvulas.

Al utilizar el tricolorante de Gueguén he visto confirmada la observa-



Lémina N° 1. — A - Manchas de Marssonina Kriegeriana en el haz de las hojas de
sauce «<hibrido». Tam. casi nat.; B - Manchas de Marssonina salicicola en el haz de las
hojas de sauce llorén. Observar que el centro de las manchas es més claro que el borde.
Tam. casi nat.; C - Manchas de M. salicicola en el envés de las hojas de sauce-dlamo.
Observar las manchas sobre la nervadura central. Tam. casi nat.; D - E - F - Manchas
de M. salicicola en ramas de sauce-dlamo. a) los puntos negros corresponden a las
acérvulas.
(A - B-C- fotograffas sacadas por el Laboratorio de Fotografias de la Facultad;
D -E-F - originales de la autora).



Lémina N° 2. — Conidios de acérvulas maduras (en agua) de: a) Marssonina sali-

cicola de hojas de sauce-dlamo; b) Marssonina salicicola de ramas de sauce-dlamo; c)

Marssonina salicicola de hojas de saucellorén; d ) Marssonina Kriegeriana de hojas

de sauce «<hibrido»; ¢) Marssonina salicicola de un cultivo en agar de papa glucosado

a los 20 dias; f) Marssonina Kriegeriana de un cultivo en agar de papa glucosado a
los 20 dias. (Dibujos con edmara clara de Abbe).
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¢ion anterior. Ademas el uso de este colorante determina que la cuticula
tome un color rojizo, debido a la presencia de yodo en su composicion.
Tgualmente las células necrosadas se destacan con mayor nitidez.

En las hojas.

En las hojas enfermas pertenecientes al sauce llorén, sauce-alamo
y sauce <hibrido», las células aparecen necrosadas en correspondencia
con la mancha. No se encuentra micelio ni intracelular ni intercelular.
Este so6lo se advierte en la cuticula de las células epidérmicas, que rodean
las acérvulas.

NOMBRES VULGARES DE LAS DOS ENFERMEDADES

Para diferenciar las dos enfermedades propongo se conserve el nombre
vulgar de «antracnosis» para la enfermedad, cuyo agente etiologico es
M. salicicola, y se adopte el de «<mancha morada de la hoja» para la en-
fermedad debida a M. Kriegeriana. Elijo esta denominacién por cuanto
se trata del caracter macroscopico més evidente, como he descripto en
el capitulo anterior.

AISLAMIENTOS Y CULTIVOS

He obtenido en cultivo puro los agentes causales de las dos enfermeda-
des, aislandolos de hojas de sauce llorén y de sauce <hibrido», como asi
también de hojas y ramas de sauce-alamo. El material utilizado pre-
sentaba siempre lesiones tipicas. En dichos aislamientos he conseguido
dos tipos de colonias.

Al comparar macro y microscopicamente los cultivos puros de M.
Kriegeriana y de M. salicicola, procedentes del «Centraalbureau voor
Schimmelcultures de Baarn» ( Holanda) con las colonias por mi aisladas,
he notado que coinciden entre si. Asi es que no s6lo por la semejanza
en las caracteristicas macro y microse6picas con los ejemplares de herba-
rio 1, que forman parte de la coleccion del Instituto de Botanica Spe-
gazzini, sino también por estas otras, resalta claramente que los hongos
estudiados pertenecen a las especies M. Kriegeriana y M. salicicola.

En los aislamientos he logrado un resultado satisfactorio, suspendiendo
en agua destilada y estéril los conidios de dichas especies patogenas, que
con la ayuda de una lente de aumento, sacaba de las acérvulas, mediante
una aguija esterilizada. A continuacién colocaba la suspensién de los
conidios en puntos aislados de una caja de Petri, que contenia agar de

1 Verlos capitulos: « Material y método» y «Taxonomia».
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papa glucosado o el medio sintético (3) siguiente: agar 20 g, glucosa
25 g, 1. asparagina 2 g, fosfato monopotasico 1,5 g, extracto de levadura
2 g, sulfato de magnesio 1 g, tricloruro férrico 0,01 g, agua destilada
1000 cm? .

En los aislamientos el mejor resultado lo obtuve mediante diluciones
sucesivas en cajas de Petri, o sea con el conocido corrientemente como
«método de las placas» (7), con el cual, entre los 10 y 12 dias, veia apa-
recer en las cajas de Petri colonias blanco-amarillentas, semejantes a
colonias de bacterias, del tamafio de una pequena cabeza de alfiler, las
que siguieron creciendo muy lentamente. En la figura A de la lamina
ne 3, se perciben tres de estas colonias desarrolladas en agar de papa glu-
cosado. La primera tiene 15 dias, la segunda, 30 y la tercera dos meses.

Cuando se trataba de material de sauce, cuyas manchas carecian de
acérvulas, procedia a hacer cortes histologicos de las mismas y luego los
colocaba en los medios de cultivo anteriormente citados.

Para obtener todos los aislamientos necesarios tuve que realizar nume-
rosas pruebas, debido a las dificultades que se presentan al querer aislar
estos parésitos.

Las colonias de M. Kriegeriana y de M. salicicola se caracterizan por
tener un desarrollo sumamente lento, tanto en el comienzo del crecimien-
to como cuando ya estd adelantado.

He logrado seguir perfectamente, desde las primeras fases, el desarro-
llo de los conidios, los cuales, recién a los cinco dias, forman el micelio,
que se puede ver en los dibujos de la figura n° 1. Es muy comtn observar
también la formacién de clamidosporos y apresorios. Macroscopicamente
se aprecian pequefias colonias blancas, sumamente tenues.

A fin de seguir la germinacién de los conidios he utilizado dos métodos:
el de las camaras de Van Tieghem y el de la siembra en cajas de Petri
con agar de papa glucosado al 1 9, marcando, en el envés de la caja, el
sitio exacto donde estan ubicadas las suspensiones de los conidios que in-
teresan. Con este dltimo procedimiento obtuve mejor resultado que al
utilizar las caAmaras de Van Tieghem, en las cuales los conidios fueron
colocados en caldo de papa glucosado al 1 %.

Las colonias estan a menudo acompaifiadas por bacterias, de las que no
es facil librarse. El medio de cultivo sintético con extracto de levadura,
citado en este capitulo, es el que me di6 mejor resultado para evitar la
contaminacién bacteriana.

He estudiado el desarrollo de M. Kriegeriana y de M. salicicola, a la
temperatura de 24° C., en los diez medios de cultivo siguientes: agar de

1 Se esteriliza en autoclave a 115° C. durante 15 minutos.
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papa glucosado al 1 9% ; mosto de malta agarizado; agar extracto de mal-
ta (Difeo); agar extracto de malta segiin Nobles !; agar harina de avena;
agar nutritivo méas 4 por mil de gelatina; Czapek agarizado ?; Cohn aga-

Fig. N° 1. — Conidios de Marssonina Kriegeriana (A) y de Marssonina salicicola

(B, C, D, E) germinados sobre agar de papa glucosado mds dcido l4ctico, colocado en

cajas de Petri, a los 5 dias de haber sido sembrados. (a) clamidosporos; (b) apresorio.
Dibujos con cdmara clara de Abbe.

! Agar extracto de malta, segin Nobles: extracto de malta Difco 12,5 g, bacto-
agar Difco 20 g, agua destilada 1000 cm3.

2 Agar de Czapek: agar 15 g, nitrato de sodio 3 g, fosfato bipotdsico 1 g, sulfato
de magnesio 0,5 g, cloruro de potasio 0,5 g, sulfato ferroso 0,01 g, sacarosa 30 g,
agua destilada 1000 cm?.
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rizado al tartrato de amonio !; raiz de olivo agarizado y glucosado al 1 %,
y el medio sintético, que he detallado méas arriba en este mismo capitulo.
He reunido las caracteristicas que presentan las colonias en el cuadro
ne 1. La caracteristica diferencial mas evidente, que inmediatamente
salta a la vista, es que las colonias de M. salicicola tienen aspecto mame-
lonado y las de M. Kriegeriana, acicular.
La lamina n° 4 ilustra estas caracteristicas diferenciales de las colonias
desarrolladas sobre uno de los medios ensayados: el agar mosto de malta.
Los conidios que se forman en los medios de cultivo (lamina n° 2 ey f)
son més grandes que los de las fructificaciones maduras de las plantas.
También he cultivado estos dos hongos en agar con extracto de levadu-
ra, manita y rojo Congo ? (4). Noté que el micelio de M. salicicola se ti-
ne vitalmente con este colorante, lo que no acontece con el de M. Krie-
geriana. Al repicar las hifas coloreadas he vuelto a obtener la colonia de
M. salicicola, lo cual significa que el hongo no ha muerto. En el recorrido
del micelio, el colorante aparece en puntos separados. Los conidios con-
tienen una gran cantidad de vacuolas, algunas bastante grandes y otras
muy pequeiias. Los conidios provienen de la masa central de la colonia,
mientras el micelio nace en la periferia, alrededor de la cual se nota una
linea intensamente roja. En el medio de cultivo que rodea ia colonia, ha
desaparecido el colorante, formandose un halo, que se destaca netamente
del medio de cultivo colindante.

INFECCIONES ARTIFICTALES

Con la finalidad de comprobar si las cepas aisladas de las tres especies
de sauce eran patogenas, he realizado inoculaciones artificiales, con es-
carificaciones previas y sin ellas, en las hojas, ramas y amentos de este
vegetal. Dichas inoculaciones las he llevado a cabo sobre plantitas de
sauce-alamo, sauce llorén y sauce <hibrido», en invernaculo y en pleno
campo, como asi también en laboratorio en ramitas de sauce enraizadas,
colocadas en Erlenmeyer, que contenian solucion de Knop. He utilizado,

1 Medio al tartrato de amonio de Cohn: agar 20 g, fosfato monopotdsico 5 g,
fosfato de calcio 0,5 g, sulfato de magnesio 5 g, tartrato de amonio 10 g, cloruro de
potasio 0,5 g, agua destilada 1000 cm?.

2 Agar con extracto de levadura, manita y rojo Congo:agar 15 g, manita 10 g,
fosfato bipotdsico 0,5 g, sulfato de magnesio 0,2 g, cloruro de sodio 0,1 g, carbonato
de calcio 3 g, agua de levadura 100 cm?,, solucién acuosa 1 en 400 de rojo Congo 10
cm?, agua destilada 900 cm?.
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CUADRO N.° 1

ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS COLONIAS DE MARSSONINA KRIEGERIANA Y DE
MARSSONINA SALICICOLA t

Mosto de malta agarizado

Agar de papa glucosado 1 %

Color Aspecto Tam. mm. Color Aspecto Tam. mm.
M. Kriegeriana |Cream-Buff 2 acicular A7 Cream-Butf acicular 17
s centro: Isabella Color
M. salicicola Isabella mamelonado 15 { mamelonado 13
Color | periferia: Cream-Buff
Agar extracto de malta (Difco) Agar extracto de malta segin Nobles
Color Aspecto Tam. mm. Color Aspecto  |Tam. mm.
M. Kriegeriana Honey acicular 14 Chamois acicular 6
Yellow
centro: Olive-gray
M. salicicola Chamois mamelonado 11 mamelonado 12
periferia: Chainois
Agar nutritivo mas 4 °/y, de " Hibiaind
gelu!'[na pH A 7 gar arina ae avena
Color Aspecto Tam. mm. Color Aspecto  |T'am. mm.
M. Kriegeriana | blanquecino | Esférico y con ' 3 blanquecino So6lo escaso 74
corto micelio micelio en
envolvente bordes de
colonia
centro: Olive-gray
M. salicicola No hay desarrollo 0 mamelonado 10
periferia: Chamois
Czapek agarizado Medio sintético con extracto de levadura
Color Aspecto ‘Ta'm. mm. Color Aspecto  |Tam. mm.
M. Kiriegeriana No hay desarrollo Cream-Buff acicular 13
M. salicicola | blanquecino | Micelio apenas 8 Isabella Color mamelonado 16

perceptible en la
periferia del
| repicaje

M. Kriegeriana

M. salicicola

Cohn agarizado al tartrato de amonio

|
Color
No hay desarrollo

Tam. mm.
0

Aspecto

id id

! Las colonias se desarrollaron a 24° C.
2 Se sigui6, para designar el color de las colonias, al tratado de:
Ridgway, R. 1912. Color standards and color nomenclature. Washington, D. C.

Raiz de olivo agarizado vy glucosado al 1 %

Color 4

|
| Aspecto

No hay desarrollo

id

Tam. mm.

0
id




298 REVISTA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA, T. XIII (2) 1952

como indculo, suspensiones de conidios en agua destilada y estéril y tro-
citos de colonia, que envolvia con un algodén himedo.

En hojas y amentos de las tres especies de sauce, dieron resultado po-
sitivo las inoculaciones de M. Kriegeriana y de M. salicicola.

En ramas de sauce-alamo, dié tnicamente resultado positivo la ino-
culacion de M. salicicola.

En ramas de los sauces «hibrido» y llorén, ninguna inoculacién did
resultado.

Las inoculaciones positivas citadas se lograron también sin escarificar
previamente, comprobandose asi que no se trata de parasitos de heridas.

En todas las pruebas, sea en las inoculaciones de laboratorio como en
las de inverniculo y de campo, he dejado siempre testigos, con y sin es-
carificaciones, segin fuera el caso.

Puesto que se trata de parasitos, que resultan favorecidos por la hume-
dad elevada, he efectuado las inoculaciones, colocando los Erlenmeyer
con las ramitas y las hojas bajo una camara de vidrio, que contenia va-
rios recipientes con agua; en cuanto a las ramitas con hojas y con amen-
tos, sea que pertenecieran a plantas de invernéiculo o de campo, las he
encerrado cuidadosamente en sobres de papel celofan, en cuyo fondo ha-
bia colocado un algodén embebido en agua.

Las figuras B, C y D de la lamina n° 3 ilustran algunos de los resultados,
que obtuve en dichas inoculaciones artificiales. En la figura B estan re-
presentadas cuatro hojitas de sauce. Las dos primeras, con ataques muy
intensos de M. Kriegeriana, muestran respectivamente la confluencia de
varias manchas tipicas y una mancha aislada, mientras la tercera y la
cuarta hojita evidencian claramente el prinecipio del ataque, caracteri-
zado por pequefias manchas que apenas alcanzan el tamano de una cabe-
za de alfiler. Todas las manchas ostentan un color pardo bastante intenso,
que en algunos casos llega casi al negro.

La figura C muestra sobre la ramita izquierda (a) una lesién de M. sa-
licicola, que se manifiesta en forma de mancha, que rodea el tallito y su
color es pardo rojizo. La pequeia rama, que se nota a la derecha (b) es la
testigo, o sea la rama que, en ausencia del hongo, fué sometida al mismo
tratamiento de la izquierda. El tratamiento consistié primero en colocar
las pequefias ramas en Erlenmeyer con solucién de Knop, con lo que re-
sulté mas favorecido el desarrollo radicular y el de las hojas; después en
instalar en un punto de la ramita izquierda un trocito de colonia consti-
tuida por abundantes esporos y por micelio, rodeando el todo con un pe-
guefio algodén mojado. Procedi de idéntica manera con la ramita dere-
cha, aunque naturalmente sin colocar el hongo. L.a mancha que se ve y
mide 7 milimetros se form6 en quince dias.



Ldmina N° 3. — A - Cultivo de Marssonina salicicola en agar de papa glucosado a

24° C.: el primero tiene 15 dias, el segundo un mes y el tercero dos meses. x 2/3; B -

Hojas de sauce llorén infectadas artificialmente con Marssonina Kriegeriana; C - Pe-

queiias estacas de sauce-dlamo: «) infectada artificialmente con M. salicicola, b) tes-

tigo. Tam. nat.; D - Amentos de sauce llorén: los tres superiores han sido infectados

artificialmente con M. salicicola y los dos inferiores son los testigos. Tam. nat. (Foto-
grafias originales de la autora).
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Limina N° 4. — Cultivos en agar mosto de malta a 24° C., de dos meses, de Marsso-

nina salicicola (tubo a) y de Marssonina Kriegeriana (tubo b). Observar el aspecto

mamelonado, que ofrece la colonia de M. salicicola y la forma acicular de la colonia
de M. Kriegeriana.
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En la figura D se distinguen cinco amentos. Los tres superiores, que han
sido inoculados con M. salicicola, revelan claramente que estan atacados,
mientras los dos inferiores estan sanos: son los testigos. Las manchas apa-
recen indefinidas sobre los amentos. En esta fotografia se puede asimismo
advertir una hoja sana y otra con principio de ataque, constituido por
varias manchitas aisladas.

Cumpli con los postulados de Koch, para lo cual una vez comprobada
la patogenicidad de M. Kriegeriana y la de M. salicicola, llevé a cabo los
aislamientos correspondientes y la comparacién de las cepas reaisladas
con la cepa original.

ESTUDIO DE LAS TOXINAS

Hice desarrollar cultivos monospéricos de M. Kriegeriana y de M. sa-
licicola en dos medios sintéticos: uno es el de Richard, el otro es el que
figura en el capitulo «Aislamientos y cultivos», que en lo sucesivo indicaré
con el nombre de medio sintético con extracto de levadura.

Elegi estos dos medios para cultivar ambas Marssonina, después de
haber comprobado que tanto las pequefias ramas de sauce como las plan-
titas de tomate, colocadas en ellos, conservan durante varios dias un as-
pecto lozano. Realicé estos ensayos también con tomate, pues este vege-
tal ha demostrado ser muy sensible a la accién de las toxinas de varios
hongos, de acuerdo a los hallazgos de otros investigadores.

Al sembrar estos medios de cultivo con esporos, obtuve un desarrollo
més abundante que al usar micelio. He utilizado para estas siembras Er-
lenmeyer de 250 em? de capacidad, a razén de 75 cm?® de medio en cada
uno.

Mientras en el liquido de Richard los dos hongos desarrollan muy
poco, en el medio sintético con extracto de levadura crecen vigorosamen-
te y producen numerosas colonias de color grisaceo, cuyo didmetro es
de, mas o menos, medio centimetro.

Dejé desarrollar M. Kriegeriana y M. salicicole a la temperatura de
24° C. durante 15 dias, un mes, un mes y medio y dos meses. Terminado
el tiempo de desarrollo extraia, por decantacién, el medio de cultivo, en
el que habia crecido el hongo, lo filtraba y centrifugaba durante 60 mi-
nutos, para asegurarme que no contenia ni esporos ni micelio. Luego lo
llevaba al pH inicial, que es 5,2 para los dos medios. Hacia este reajuste
de pH, a fin de evitar una interpretaciéa equivocada, en el sentido de es-
timar que las posibles alteraciones y deformaciones sufridas por las hojas,
colocadas en dichos medios de cultivo, fueran debidas a una variacion
del pH (alcalino o acido) y no a la accién de la toxina.
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Efectué cuatro ensayos para determinar si la edad de la colonia (de
15 dias, un mes, un mes y medio y dos meses) influye en la produccién
de las toxinas.

Cada ensayo constaba de las 7 series de tubos siguientes:

a) 16 tubos con agua destilada y esterilizada.

b) id. con el medio de Richard.

¢) id.  con el medio sintético con extracto de levadura.

d) id. con el medio de Richard, en el que habia desarrollado
M. Kriegeriana, y cuyas operaciones de filtraje, centrifu-
gacion, ajuste de pH, ete., ya he enunciado.

e) id.  con el medio sintético con extracto de levadura, en el que
habia desarrollado M. Kriegeriana, y cuyas operaciones
de filtraje, centrifugacion, ajuste de pH, etc., he deta-
llado més arriba.

f)id.  con el medio de Richard, en el que habia desarrollado
M. salicicola, y cuyas operaciones de filtraje, centrifuga-
cién, ajuste de pH, ete., he sefialado precedentemente.

g) id.  con el medio sintético con extracto de levadura, en el que
habia desarrollado M. salicicola, y cuyas operaciones de
filtraje, centrifugaciéon, ajuste de pH, ete., he indicado
anteriormente.

En cada serie de estos tubos puse 4 plantitas de tomate, 4 ramitas de
sauce-alamo, 4 de sauce llorén y 4 de sauce «<hibrido», de manera que en
cada tubo habia una planta o una ramita.

Hice crecer las plantas de tomate en arena para que al sacarlas de la
maceta, no se dafiaran los pelos absorbentes.

Durante los ensayos la temperatura oscilo entre 20° y 25° C. Los tu-
bos utilizados median 2 em de ancho por 15 em de largo.

En todos los tubos, las ramitas de sauce y las plantitas de tomate pre-
sentan el mismo aspecto, o sea de ejemplares perfectamente lozanos. De
esto se deduce que M. Kriegeriana y M. salicicola no producen toxinas
ni en el medio de Richard, ni en el medio sintético con extracto de levadura
v que la mayor edad del cultivo no facilita la formacion de las toxinas.

Cicro BroL6Gico pe M. Kriegeriana Y DE M. salicicola

En otofio he colocado en pleno campo una chapa barrera, que deli-
mitaba una parcela, en la que hice varias divisiones. En éstas ubiqué se-
paradamente hojas y ramas de sauce llorén, sauce <hibrido» y sauce-la-
mo, que presentaban los sintomas caracteristicos de las dos enfermedades.
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Analizadas periédicamente las lesiones, pude comprobar que no hubo
formacién de fructificaciones sexuales (16), encontrando udnicamente
acérvulas de M. Kriegeriana 'y de M. salicicola. He realizado las Gltimas
observaciones de este material en los meses de verano, de manera que
ambos hongos tuvieron el tiempo necesario para completar su ciclo
biolégico.
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CONCLUSIONES

1. — En el presente trabajo se llega a la conclusion que lo que se co-
noce en la Argentina con el nombre vulgar de «antracnosis» de los sau-
ces se refiere en realidad, a dos enfermedades distintas provocadas por
dos diferentes parasitos: Marssonina Kriegeriana (Bres.) Magn. y Mars-
sonina salicicola (Bres.) Magn.

2. — Se consigna por primera vez para el pais la presencia de M. sali-
cicola.
3. — Se comprueba que M. Kriegeriana ataca al sauce <«hibrido» y

M. salicicola al sauce-alamo (Saliz alba L. var. coerulea Koch) y al sauce
llorén (Salix babylonica L.). En el sauce-alamo los ataques interesan las
hojas y las ramas, mientras en el sauce llorén e <hibrido» solamente las
hojas. Por esta razén en el sauce-alamo los dafios son todavia mayores
que en el sauce llorén y en el <hibrido», pues no tan sélo se produce de-
foliacién, sino también la muerte de las ramas con la consiguiente destruc-
cion parcial de la planta en algunos casos.

4. — En las hojas y en los amentos de todas las especies de sauce estu-
diadas (sauce-alamo, sauce llorén y sauce <hibrido) se lograron repro-
ducir experimentalmente los sintomas caracteristicos de las dos enferme-
dades. En cuanto a las ramas, sélo se consiguieron inoculaciones positi-
vas con M. salicicola y tinicamente en sauce-alamo, coincidiendo asi lo
obtenido en las infecciones artificiales con lo que acon’ece en la naturaleza.

5. — Se verifica que en las hojas, los micelios de M. Kriegerianay de
M. salicicola se encuentran solamente en la cuticula de las células epi-

8
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dérmicas, que rodean las acérvulas, mientras que, en las ramas, el micelio
de M. salicicola se halla ubicado tnicamente en las células mas cercanas
a las acérvulas. Ademas, tanto en las ramas como en las hojas atacadas,
se observa necrosis de las células colindantes.

6. — Se experimenta notable dificultad para aislar ambos parasitos
en cultivo puro; el mejor resultado se obtiene con el <«método de
las placas».

7. — Se comprueba que las colonias de M. Kriegeriana y de M. salici-
cola tienen un desarrollo sumamente lento, tanto al comienzo del mismo
como en todo el crecimiento posterior.

8. — Se llega a la conclusién que el medio més adecuado para el des-
arrollo de estos hongos es el medio sintético a base de 25 g de glucosa,
2 g de 1. asparagina, 1,5 g de fosfato monopotasico,2 g de extracto de
levadura, 1 g de sulfato de magnesio, 0,01 g de tricloruro de hierro y
1.000 cm?® de agua destilada. En este medio crecen con mayor rapidez y
exuberancia que en los medios de cultivo siguientes: agar de papa gluco-
sado al 1 %; mosto de malta agarizado; agar extracto de malta (Difco);
agar extracto de malta segiin Nobles; agar harina de avena; agar nutri-
tivo méas 4 por mil de gelatina y Czapek agarizado.

9. — Se nota que en todos los medios citados anteriormente, las co-
lonias de M. salicicola tienen aspecto mamelonado, diferencidndose ne-
tamente de las de M. Kriegeriana, que presentan una forma acicular.

10. — Se observa que las colonias de M. Kriegeriana y de M. salici-
cola estan a menudo acompanadas por bacterias, de las que no es facil
librarse. El medio de cultivo sintético, citado al comienzo del apartado
8, es el que di6 mejor resultado para evitar el desarrollo bacteriano.

11. — Cabe puntualizar que M. salicicola asimila el colorante vital ro-
jo Congo agregado al medio de cultivo, mientras M. Kriegeriana no se
tine vitalmente con este colorante.

12. — Debe destacarse que no se trata de parésitos de heridas, pues
se logré6 reproducir los sintomas en las hojas, ramas y amentos, también
sin la previa escarificacion de los mismos.

13. — Se determina que no hay produccién de toxinas por parte de
ambas Marssonina, ni en Richard, ni en el medio sintético a base de glu-
cosa, l. asparagina, fosfato monopotasico, extracto de levadura, sulfato de
magnesio, tricloruro de hierro y agua destilada, comprobandose asimismo
que la mayor edad del cultivo no facilita la formacién de toxinas.

RESUMEN

Este trabajo trata de dos graves enfermedades de los sauzales del Del-
ta. Se encara dicho estudio en relaciéon con las especies maderables de
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sauce, que se encuentran en el Delta del rio Parana, abarcando una ex-
tension aproximada de 50.000 hectareas con méas de 90 millones de
ejemplares. Las especies consideradas son el sauce-alamo (Saliz alba L.
var. coerulea Koch), el sauce lloron (Saliz babylonica 1..) y el sauce
«<hibrido».

Se comprueba que en la Argentina con el mismo nombre vulgar de
«antracnosis» figuran dos enfermedades distintas, cuyos agentes causales
son Marssonina Kriegeriana (Bres.) Magn. y Marssonina salicicola (Bres.)
Magn.

Con el objeto de diferenciar las dos enfermedades, se propone adoptar
el nombre vulgar de «mancha morada de la hoja> para designar la enfer-
medad, cuyo agente causal es M. Kriegeriana y conservar el de «antrac-
nosis» para la enfermedad debida a M. salicicola.

Se describen las caracteristicas microscopicas de los hongos parasitos
y la sintomatologia macro y microscopica de las dos enfermedades.

En las hojas de todas las especies de sauce estudiadas aparecen las
manchas tipicas de las dos Marssonina, mientras sélo en las ramas del
sauce-alamo se aprecian lesiones, a veces verdaderos cancros, producidas
por M. salicicola. Las lesiones se hallan ubicadas preferentemente en el
punto de insercién de las ramas, pero también se encuentran en corres-
pondencia con las yemas y en los entrenudos.

M. Kriegeriana ataca al sauce <hibrido», mientras que M. salicicola
al sauce llor6n y al sauce-alamo.

Se describen los métodos utilizados para obtener en cultivo puro am-
bos hongos parésitos, siendo el conocido corrientemente como «método
de las placas» el que di6 mejor resultado.

Se compendian en un cuadro las caracteristicas principales (color, as-
pecto, tamafio) de ambas Marssonina en diez diferentes medios de cul-
tivo. La caracteristica diferencial mas notable es que las colonias de M.
salicicola tienen aspecto mamelonado y las de M. Kriegeriana, acicular.

Al hacerlas desarrollar en agar con extracto de levadura, manita y
rojo Congo, se pone de relieve otra caracieristica diferencial de las dos
Marssonina, consistente en que mientras el micelio de M. salicicola se
tifie vitalmente con rojo Congo, no acontece lo mismo con el de M. Krie-
geriana.

Se obtienen infecciones experimentales mediante suspensiones de es-
poros en agua destilada y estéril o con pequefios trozos de colonias de M.
Kriegeriana 'y de M. salicicola en hojas, ramas y amentos, con escarifica-
ciones previas y sin ellas, detallandose la téenica seguida. Las inoculacio-
nes se efectuaron en el laboratorio, sobre hojas y ramas de sauce enraiza-
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das y colocadas en liquido de Knop, mientras en invernaculo y en pleno
campo, se realizaron sobre plantas.

Se cumple con los postulados de Koch.

Se comprueba que M. Kriegeriana y M. salicicolano producen toxinas,
haciendo desarrollar estos hongos durante 15 dias, un mes, un mes y me-
dio y dos meses en dos medios sintéticos, el de Richard y el medio sinté-
tico con extracto de levadura ya detallado en el trabajo.

Se hace un ensayo a campo con la finalidad de determinar el ciclo bio-
logico de ambas Marssonina, obteniéndose s6lo el estado asexual.

SUMMARY

This work deals with the two most serious diseases of the willow plan-
tations in the Parana Delta. In order to distinguish between them it is pro-
posed to adopt «manchamoradade la hoja» (i. e. purple leaf spot) as the
name for the disease caused by Marssonina Kriegeriana and to reserve the
name of «anthracnose» for that caused by Marssonina salicicola.

Descriptions are given of the microscopic characters of both parasites
and tke macro-and microscopic symptomatology of the diseases they
cause. The methods adopted for obtaining both fungi in pure culture
are given. M. Kriegeriana was found only on the leaves of the willow
known locally as <hibrido» while M. salicicola attacks both leaves and
branches of the weeping willow and «sauce-alamo».

The most important characteristics of the two species, including co-
lour, size and appearance on different culture media are summarised.
The most notable difference is that colonies of M. salicicola have a mam-
millated aspect while colonies of M. Kriegeriana are acicular.

It is shown that neither M. Kriegeriana nor M. salicicola produces to-
xin on Richard’s medium or on the synthetic yeast extract medium des-
cribed in the text.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Arbeit behandelt die zwei wichtigeren Krankheiten der Weiden
des Delta. Zu deren Unterscheidung wird vorgeschlagen den Namen
«mancha morada de la hoja» fiir die Krankheit deren Agent Marsso-
rina Kriegeriana ist, zu adoptieren und den Namen «antracnosis» fiir
die von Marssonina salicicola verursachte Krankheit, beizubehalten.

Es werden die mikroskopischen Merkmale der parasitdren Pilze und
die fiir ihre Reinkulturen angewandten Methoden beschrieben, sowie
die makro-und mikroskopische Symptomatologie der beiden Krankheiten.

Das verschiedene Verhalten der beiden Pilze wird dargelegt, indem
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M. Kriegertana nur die Blatter der Bastardweide angreift, wihrend M.
salicicola nur an de Trauer- und Pappelweide vorkommt, und zwar
auch an den Zweigen. ‘

Auf einer Tafel werden die hauptsachlichsten Kennzeichen (Farbe,
Aussehen und Grosse) der beiden Marssonina aus zehn verschiedenen
"Kulturen zusammengestellt. Als bemerkenswertes Unterscheidungs-
merkmal wird angegeben, dass die Kolonien von M. salicicola ein etwas
warzenformiges Aussehen haben, wihrend die des M. Kriegeriana eine
stachelformige Bildung aufweisen. :

Es wird in dieser Arbeit nachgewiesen, dass M. Kriegeriana und M.
salicicola, weder an den Richardscben, noch apn synthetischen Medien
mit Hefeextrakt, Toxine erzeugen.
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