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[La Viruela de la Remolacha Azucarera

Parte 1

I.- Produccion de Conidios de Cercospora beticola
en medios artificiales”

POR

CLOTILDE JAUCH **

Cercospora beticola Sacc., al igual que otras especies de Cercospora,
posee la caracteristica de producir comunmente colonias estériles; sélo
en forma esporadica da esporos en los medios de cuitivo. Lias colonias
pueden diferenciarse, macroscopicamente, presentando las primeras
abundante micelio aéreo, mientras las segundas son achaparradas.

La obtencién de conidios es imprescindible, a fin de poder encarar
cualquier clase de investigacion, como ser la clasificacién del microorga-
nismo— siendo insuficiente a tal fin los caracteres culturaies y los del
cuerpo vegetativo—, las determinaciones de las susceptibilidades varie-
tales, el poder anticriptogamico de los productos, ete.

A fin de obtencr una manera sencilla, segura y rapida de produeir
en medios artificiales abundantes conidios, han sido hechas numerosas
tentativag por varte de los investicadores E. W. Schmidt (1928), G.
H. Coons y F. G. Larmer (1930), A Wenzel (1931), E. F. Vestal (1933),
C. M. Nagel (1934), H. Darpoux y R. Boiteau (1952), O. Plotho (1952),
N. O. Frandsen, (1953) y A. Canova (1957 y 1959).

* Trabajo realizado con fondos de la Comisién Administradora del Fondo
da Promocién de la Teenologia Agropecuaria. Convenio n® 108, entre la Facultad
de Agronomia y Veterinaria, Citedra Fitopatologia y el LN/T.A. Publ. n® 1.

** Ing. Agr. Profesora Titular del Departamento de Patologia Vegetal,
orientacién TFitopatologia.
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Con las cepas argentinas de procedencia monosporica, aisladas de
remolacha azucarera, correspondientes a los Nros. 165-176 y 245 de la
coleccion de la Catedra de Fitopatologia se experimentaron las técnicas
propuestas por Nagel (5), Frandsen (8) y Canova (9 y 10), por cuanto al
parecer brindan los mejores resultados. *

Téenica de trabajo

Método n® 1

Se prepar6é un medio de cultivo a base de decoceion de hojas de
remolacha y agar, segtin la técnica de Nagel (5) : las hojas de remola-
cha azucarera (300 gramos) son finamente pisadas para extraer el
contenido celular; se afiade entonces un litro de agua destilada, mas
1,2 9, de agar fundido (hervido 5 minutos), luego se cuela a
través de un género doble de tipo para queso, se entuba y pone en
autoclave a algo menos de una atmosfera de presion (12 iibras) durante
12 minutos.

Es de notar que tiene gran importancia de que la presion y el
tiempo de permanencia en autoclave sean los indicados, a fin de que el
medio de cultivo mantenga el color verde hoja y sca por consiguiente
mas apropiado para una mayor produceién de conidios. Lo expuesto por
Nagel, ha sido confirmado por las experiencias realizadas en la catedra.
En efecto la primera vez que se prepar6 dicho medio al no haberse res-
petado en su totalidad las indicaciones del autor, el medio de cultivo
tenia color verde seco y la produccion de esporos fué muy pobre. Re-
ferente a la cantidad de agar 1,2 %, es ésta la proporcion ideal por
cuanto al haber mas agua libre sobre la superficie del medio nutritivo,
Cercospora esporula mas abundantemente. Tal condicién es la més
similar al ‘‘habitat’’ natural de este hongo, que es de alto tenor de
humedad.

Método no2

El medio de cultivo se prepara con tierra de jardin, colocandose
una capa de mas o menos medio centimetro en una caja de Petri y

* Hay otra posibilidad de obtener abundante produccién de esporos sin
reeurrir a medios artificiales, la que consiste en inocular las plantas con una
suspensién en agua de trocitos de colonias de Cercospora finamente triturados. De
inmediato se colocan a las plantas inoculadas en un ambiente con elevada humedad
relativa (95 al 100 %), durante 2 a 3 dias, luego en un ambiente de humedad
relativa, de 60 % aproximadamente. En cuanto aparecen las manchas tipicas de
Cercospora, se recortan las hojas enfermas y se colocan en cimara himeda; a los
pocos dias los eonidios se forman sobre las manchas.
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esterilizandose a una atmdésfera durante 20 minutos. Luego se ubican
sobre la tierra, hojas de plantas de remolacha adultas, cortadas en
tiras largas. Se esteriliza en autoclave a menos de una atmésfera duran-
te 15 minutoes. Sobre este medio se pulveriza la suspensién de pequefios
trozos de micelio de Cercospora, obtenidos triturando en un mortero
esterilizado dos colonias gigartes de dos semanas de edad (1, 5 a 2
centimetros de diametro), a la cual se agregan méis o menos diez centi-
metros de agua para facilitar ei triturado. Entre el cuarte y el sexto dia
aparecen numerosos esporos de Cercospora. Estos abundan principal-
mente en el borde de las tiritas de hojas de remolacha, o sea en contacts
con la tierra. Segin Frandsen (8) que ideé este método, la producciéon
de conidios seria consecuencia de la accién, estimulante de las pectinas
contenidas en las plantas de remolacha.

Método n? 3

Se desmenuza en un mortero esterilizado (10) el micelio de una colo-
nia de Cercospora, a la cual se agrega agua destilada, sembriandola
luego en una caja de Petri con agar papa glucosado. De dichas cajas
se recortan a los tres dias, cuadraditos de agar de 4 a 5 milimetros de
lado, pues para ese tiempo el hongo se ha extendido por todo el medio
de cultivo. Los cuadrados recortados se depositan en cajas de Petri,
en cuya tapa se coloca previamente un papel de filtro mojado. Lia
cclonia se incuba a 259 C. Los conidios aparecen mas numerosos en el
borde de los cuadraditos que sobre su superficie. Lios conidios se
obtienen después de 48 horas, a una temperatura de 25° C, y contintan
produciéndose por un periodo de 10 a 14 dias. Es fécil separarlos con
la ayuda de un pincel.

Método n? 4 (figuras n? 1y 2).

Se preparan colonias gigantes de Cercospora beticola en agar papa
glucosado en estufa a 259 C. Cuando la colonia mide alrededor de tres
centimetros (mas o menos a los diez dias), se quita con una lanceta el
micelio acereo, y se ubica nuevamente en estufa a la misma temperatura,
después de haber colocado en la tapa de la caja de Petri un papel de
filtro embebido con agua. Se recomienda vigilar que el papel se manten-
ga htimedo en los dias sucesivos, recordando que este hongo necesita
elevada humedad relativa para fructificar.

Desde las 48 horas, durante més o menos 10 a 12 dias, se siguen
produciendo numerosos conidios sobre la superfie de la colonia.



——

Fig. N9 1 Colonia de Cercospora beticola Sace. empleada para la produccién de
g L 1 Btz
conidios. Colonia integra eon micelio aéreo.

\

Fig. N9 2 La misma colonia anterior, sobre cuya superficie se produjo la di-

ferenciacion de numerosos conidios, después de que fuera privada del
micelio aéreo.
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El Canova (10) que concibié este método, opina que la produccién
de los conidios se debe a la accién mecanica del trauma producido ai
quebrar el micelio.

Conclusiones.

De los cuatro métodos arriba indicados, el que di6 mejor resultado
es el citado en segundo término; asimismo la separacién de los conidios
del micelio se realiza en forma rapidisima, sumergiendo las tiras de hojas

Fig. N9 3. Colonia de Cercospora beticola Sacc. desarrollada en agar agua al 1,5 %
al cual se agregaron hojas de remolacha cortadas en largas tiras. Sobre la superficie
se form6 gran cantidad de conidios.

de remolacha directamente en el agua. Lia turbidez de la suspensién es
el tnico inconveniente que presenta este método, en el cual la produc-
cién de esporos es rapida y abundante.

En los deméas métodos 1-3 y 4 hay que arrastrar los conidios con
la ayuda de un pincel o de una pequena espatula.

Nuevo Método.

Se ensayaron algunas modificaciones a estos métodos. El mejor
resultado, o sea una abundante esporulacion, se obtiene en el medio de
cultivo preparado con agar agua al 1,5 % —colocado en caja de Petri—
al cual se agregan hojas de remolacha, cortadas en largas tiras (ver
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figura n? 3), esterilizindose 15 minutos en autoclave a menos de una
atmosfera (presion 0,7 o 0,8 de atmésfera). La siembra de Cercospora
se realiza pulverizando el medio de ecultivo con una suspensién en
agua del micelio bien desmenuzado. En la tapa de la caja de Petri se
coloca un papel de filtro mojado, el cual tiene que ser mantenido
hiimedo, mientras dure la experiencia.

Es ésta la téenica que se adoptara para la produccion de esporos en
medio artificial en los sucesivos trabajos de investigacion con Cercospora
beticola, por cuanto permite disponer de numerosos esporos en poco
tiempo (3 a 4 dias) y preparar una limpida suspensién de los mismos.

Al sembrar en una misma caja de Petri dos cultivos monospéricos
de Cercospora de procedencia distinta, se logré la formacion de mayor
namero de esporos que en las cajas que habian sido sembradas con
ambas cepas por separado.

En este caso es posible que se produzcan fenémenos de anastomo-
sis, fusion de hifas y division de éstas, a la cual estd conectada primera-
mente una mezcla y luego una segregacion de los varios citoplasmas.
En esta teoria se basan los trabajos de Calpouzos (1) y de Jinks (12)
para explicar la esporulacién de Cercospora musae y Aspergillus nidu-
lans respectivamente.

RESUMEN

Se ensayaron 4 métodos diferentes para la producecién de conidios de
Cercospora beticola, que posee la caracteristica de producir comiinmente
colonias estériles en los medios de cultivo. Se comprobé la superioridad
de uno de estos métodos con relacion a los tres restantes.

Se da a conocer un nuevo método para lograr la esporulacién de C.
beticola en medios artificiales. Lias primordiales ventajas de éste son
la disponibilidad de numerosos esporos en poco tiempo (3 a 4 dias) y la
obtencion de una suspensiéon conidial limpida.
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