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COMPARACION MORFOLOGICA IN VITRO DE
Cercospora caribaea Ciferri & Chupp Y C. henningsii Allescher
EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

Morphological comparison in vitro of Cercospora caribaea Ciferri & Chupp and
C. henningsii Allescher in different culture media
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RESUMEN

Se comparo el desarrollo de cultivos de
Cercospora caribaea y C.henningsii en 8 diferentes medios,
incubados a 22 °C durante 20 dias, paraverificar suinfluencia
sobre el crecimiento radial de ambas especies. Posteriormente
se establecio una curva de crecimiento basada en el peso seco
de la masa micelial de estos hongos, en el medio que expreso
elmayor diametro de las colonias. Las colonias de C.caribaea,
lo alcanzaron(19mm), en el medio de agar extracto de hoja de
mandioca adicionado de extracto vitaminizado Piam, mien-
tras las colonias de C. henningsii, lo obtuvieron(12mmy), en
el medio agar extracto de hoja de mandioca adicionado de
extracto de maltacompuesto. El peso seco de lamasamicelial
de ambas especies obtenida enmedio liquido(extracto de hoja
de mandioca adicionado con extracto de malta compuesto),
demostro después de un periodo lag de 3 dias, un crecimiento
exponencial hasta el dia 12 y una fase de desaceleracion
hasta el tiltimo dia de observacion (dia 36).No se observé en
el periodo de tiempo de estudio,la fase estacionaria.

INTRODUCCION

La cercosporiosis de la mandioca (Manihot esculenta
Crantz), ocasionada por especies de Cercospora, produce la
disminucion del 4rea fotosintética de la planta, ocasionando
la caida de la produccion, como es el caso de la mancha parda
causada por Cercospora henningsii Allescher,en las hojas

SUMMARY

The development of Cercospora caribaea and C.
henningsii, incubated at 22 °C for 20 days in 8 different
media was compared in order to confirm their influence on
the radial growth of both species. Then a growth curve based
on the dry weight of the micelial mass of these fungi was
derived in the media showing the greatest diameter ofthe
colonies. C.caribaea reached that level (19mm) in the yucca
leafextract agar media, added with Piam vitamined extract,
whereas C. henningsii got their maximum in the yucca leaf
extract agar media added with compound malt extract. The
dry weight of the micelial mass of both species obtained in a
liquid media (yucca leaf extract added with compound malt
extract) revealed after a 3 day lag period, an exponential
growth until day 12 and adeceleration stage until the last
examination day (day 36). A stationary stage was not
observed throughout the period of study.

mas viejas y el de las manchas blancas, producida por
Cercospora caribaea Ciferri & Chupp, que apareceincluso en
hojas nuevas(Galli et al.,1980).

Algunos trabajos sobre aislamiento de Cercospora,
fueron realizados en Brasil y en el exterior, principalmente en
relacion a la capacidad de esporulaciéon de determinadas
especies en medios de cultivo especificos (Nagel, 1934; El
Gholletal., 1982; Ekpo & Esuruoso, 1978;Rawlaet al., 1976;
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Asmus & Dhingra, 1983 y Del Peloso et al.,1989).

La produccion abundante de los conidios viables en
medios de cultivo es un requisito basico para realizar trabajos
demejoramiento genético. En tanto, las especiesde Cercospora
se caracterizan por tener un crecimiento lento, escasa
esporulacion e incluso su ausencia en medios de cultivo
artificiales (Nagel, 1934).

Este trabajotiene por objetivo determinar el crecimiento
radial final in vitro en diferentes medios de cultivo de estas
2 especiesy establecer posteriormente una curvade crecimiento
basada en el peso seco de la masa micelial de estos hongos, en
aquel medio que exprese el mejor didmetro de las colonias en
un tiempo definido.

MATERIALES Y METODOS

Los conidios de C.caribaea y C. henningsii, fueron
aislados segiin la metodologia descrita por Silva et al., 1988
y luego sembrados en los siguentes medios de cultivo en
triplicado:

a) Extracto de malta compuesto (EMC), preparado con
extracto de malta vitaminizado 25g, glucosa 20g, peptona de
carne 1g, agar-agar 15g y agua destilada q.s.p. 1000m1.

b) Extracto de hoja de mandioca-agar (EHMA),
preparado con extracto de hoja de mandioca 400ml, agar-agar
15g vy agua destilada q.s.p. 1000ml.

¢)Extracto de hoja de mandioca-agar + EMC (EHMA+
EMC), preparado con EMC y adicionado con EHMA.

d) Extracto de hoja de mandioca-agar + biotina
(EHMA+ BIOTI-NA),preparado con EHMA y adicionado
con 20 UIde biotina.

¢) Extracto de hoja de mandioca-agar +biotina+EMC
(EHMA+BIOTINA + EMC), preparado con EHMA mas
biotina y adicionado con EMC.

f) Extracto de hoja de mandioca-agar + tiamina
(EHMA+TIAMINA), se agreg6 al EHMA 30 Ulde tiamina.

g) Extracto de hoja de mandioca-agar + tiamina +
EMC (EHMA+TIAMINA+EMC), al EHMA mads tiamina se
agregd EMC.

h) Extracto de hoja de mandioca-agar + extracto
vitaminizado Piam (EHMA+EVP), preparado con EHMA y
adicionado con 25g de extracto de malta vitaminizado, agua
destilada q.s.p. 1000 ml.

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a
120°C, por 20 minutos, a 1 atm de presion y con ajuste de pH
finalde5,5. Cuando hubo necesidad de adicionar las vitaminas
(biotina y tiamina, previamente esterilizadas en filtro Seitz
n°5115 -C,), se esper6 que la temperatura del medio bajarara
hasta aproximadamente 40°C y se agrego las soluciones de las
vitaminas.

Los didmetros de las colonias fueron medidos en mm
alos 20 dias de incubacién . Se determin6 también la curva
del crecimiento de C. caribaea y C. henningsii, utilizando
colonias de estos fitopatdgenos incubadas durante 7 dias, en
EHMA+EMC, a 20 -22°C. Las colonias se removieron y se
llevaron a una solucion (50ml) de Tween 80 a 0,01%,
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esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 120°Cy luego
se maceraron en un mortero en condiciones asépticas, durante
5 minutos. Alicuotas de 1 ml de esas suspensiones fueron
transferidas a 36 frascos de Erlenmeyerde 150 ml, conteniendo
cada uno 50 ml de EHM+EMC, siendo incubadas a 21°C
durante 36 dias en cultivos estacionarios. Después de 3 dias de
laincubacion y, cada 72 horas, 3 frascos de Erlenmeyer fueron
retirados al azar y la masa micelial separada del medio por
filtracion en papel filtro (Frama, Sao Paulo, Brasil) y pesado
en una balanza de precision Mettler, mod. H6.

Después de la filtracion, el papel filtro con la masa
micelial, se seco en una estufa Fanem mod. 306/3, regulada
a 80°C, hasta un peso constante. De todas las determinaciones
del peso seco de la masa micelial, se calculd el peso corres-
pondiente a 1 ml del in6culo.

Parala determinacion del peso seco de los inoculos, fue
utilizada la misma suspension de conidios empleados para las
inoculaciones en los medios de cultivo contenidos en los
frascos de Erlenmeyer. De esos frascos fueron retirados 6
alicuotas de 1mly filtrados en papel filtro de peso conocido y,
enseguida, el papel filtroy losindculos fueron colocados en
una estufa a 80°C hasta alcanzar un peso cons-
tante,determinandose la media del peso seco de cada indculo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Después de 20 dias de la incubacion, las colonias de C.
caribaea y C. henningsii incubadas a 22°C, presentaron
diferentes diametros en los medios de cultivo empleados
(Tabla 1). La media del diametro minimo de la colonia de C.
caribaeafue de9,0mmenel medio EHMA+TIAMINA+EMC,
mientras que el didmetro de la colonia de C.henningsii en el
mismo medio, fue de 6,0mm. El diametro maximo alcanzado
por C.caribaeae, fue de 19 mm en el medio EHMA+EVP,
mientras que en C. kenningsii, alcanz6 los de 12 mm, en el
medio EHMA+EMC. Los didmetros de las colonias de C.
caribaea fueron mayores en todos los medios empleados al
compararlas con las de C. henningsii. Nuestros resultados
obtenidos con el cultivo de C. henningsii concuerdan en el
tiempo con los encontrados por Matos (1976),al cultivar la
misma especieen el medio EHMA+TIAMINA y conel mismo
pH, durante 7 dias, obteniendo un crecimeinto cercano a los
4,0mm. Qued6 demostrado que ambas especies pueden ser
cultivadas en medios con agar, constituidos basicamente de
decocciones de hojas de mandioca, con o sin factores de
crecimiento, tales como biotina y tiamina. Resultados
semejantes fueron obtenidos en otras especies de Cercospora
con decocciones de hojas de otros hospedadores (Rangas-
wami & Chandrasekaran, 1962; Berger & Hanson, 1963;
Stavely & Nimmo, 1968;Jandaik & Kapoor, 1972:Lochetal.,
1975; Rawla et al., 1976; Chahal et al.,1976; Asmus &
Dhingra, 1983 y Del Peloso et al., 1989). La adicién de
vitaminas a los medios con hojas de mandiocay otros factores
decrecimiento contenidosen el EMC, favorecenel crecimiento
micelial,en desmedro de la esporulacion.
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Tabla 1.

Medias del didmetro de las colonias de C. caribaea y C.
henningsii con 20 dias de cultivo a 22°C, en los diferen-

tes medios de cultivo en triplicado

Medios de Medias del diam. de las colonias
cultivo en mm.
C. caribaea |C. henningsii

EHMA 14 8
EHMA+Biotina 13 8
EHMA+Biotina+EMC 17 10
EHMA+Tiamina 18 8
EHMA+Tiamina+EMC 9 6
EHMA+EVP 19 10
EHMA+EMC 16 12
EMC 18 8

Resultados semejantes fueron relatados por Del Peloso
etal., 1989, cuando agregd alos mediosde cultivo el complejo
vitaminico Panvit. La interaccion de tiamina y del extracto de
malta compuesto adicionado al EHMA, inhibié tanto la
esporulaciéon como el crecimiento radial. El desarrollo de C.
caribaea 'y C. henningsii en el medio liquido EHM+EMC,a
la temperatura de 22°C, empleado en la determinacion del
peso seco de la masa micelial recojida cada tres dias, dejo en

Tabla 2.

Peso seco de 1a masa micelial de C. caribaea y C.
henningsii en el medio liquido EHM+EMC a 22°C

Edad Peso seco (mg)

(Dias) C. caribaea C. henningsii
3 0 0
6 10 29
9 14 44
12 29 66
15 208 139
18 269 148
21 279 209
24 380 240
27 408 302
30 458 360
33 462 395
36 482 411

Los resultados son las medias de 3 repeticiones.

evidencia que después de una fase /ag de 3 dias, se inicio la
fase exponencial del crecimiento hasta 12 dias y una fase de
desaceleracion lenta hasta el ultimo dia de observacion (dia
36) (Tabla 2 y Fig.1). Durante ese periodo no se observo la
fase estacionaria caracteristica del agotamiento del medio.
Tal situacion sugiere que, hasta el ultimo dia, el medio de
cultivo aun contenia considerables cantidades de nutrientes
que permitieron el crecimiento de ambas especies.

Fig.1 Crecimiento de C. caribaea y C. henningsii en medio liquido EHM+EMC a 22°C.
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