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ESTUDIO SOBRE LA SEPTORIGCSIS DEL TRIGO EN LA RE-
PUBLICA ARGENTINA

Cristina Alicia Cordo (%)

SUMMARY

Septorios's studie about wheat in Argentine. The techniques
used for obtaining sporulated cultures of Septoria tritici on
artificial media and under controlled conditiones are descri
bed. It's recomended the use of agar malta to begin the sin-
gle spore isolation. This media estimulatesthe formation of
mucous colony and makes easier the replication on sporula-
tion media. Many sporulationes are obtained onczapeck dox
V8, a synthetical media whit vegetable juice.

A practical method of inoculation is proposedto determi-
nate the behaviour of a high number of lines or varieties un
der controlled conditiones, It's effective when it'sused in
greenhouse or in laboratory.

It was obtained a good infection applying a spray of spore
suspention in destilled water,

The concentration of this solution is about6 -10 x lObesp/
ml.

The incubation in wet chamber of polyetilen lasts 96hs.
It was determinated, through sucesives essays, the bert en
vironmental conditiones, under which the pathogen and varie
ties host lives: 219C; 65-85% relative humidity; the light in-
tensity more over 3000 lux for 12 - 16 h/d.

The last results will be taken after 30 days ofinoculation.

Investigaci6n realizada en el Instituto de Bot4nica "Spegazzi
ni' de la Fac. de Ciencias Naturales y MuseoylaCé4tedra de
Cerealicultura de la Fac. de Agronomia (UNLP)y auspicia-
da por la Comisién de Investigaciones Cientifica de la pro -
vincia de Buenos Aires,

(*) Becaria de la Comisién de Investigaciones Cientfficas de
la provincia de Buenos Aires.
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INTRODUCCION

La septoriosis constituye uno de los problemas de gran im
portancia en el cultivo del trigo. Este t€rminodesignados en
fermedades de sintomatologfa parecida: mancha de la hoja-:
producida por Septoria tritici Rob.ex Desm., y la mancha de
las glumas y nudos del trigo cuyo pat6geno es Stagonospora
nodorum Castell. ex Germ. (¥). La primera de ellas, esla
més frecuente y difundida en nuestro pafs. Sus ataques, im-
portantes desde varios afios dtrds, recrudecieron a partir de
1972, con altos niveles de susceptibilidad, en especial, so -
bre los cultivares y lfneas de crianza con germoplasma meji
cano (E.T.R. E. -INTA Castelar: 27, 28, 29, 30, 31). Habién
dose difundido en una amplia zona de la regién triguera, las
variedades con germoplasma de ese origen, predominando en
algunas subregiones, es de esperar que laenfermedad adquie
ra ain mayor importancia. De ahf la necesidadde estudiarla

y buscar métodos para mejorar los procesosde seleccién por
resistencia al parésito.

Con este trabajo se pretende esclarecer la técnica de cul -
tivo de Septoria tritici, para obtener una abundante esporula
cién en medios artificiales.

Se propone también un método préctico de inoculacibn, pa -
ra la determinaci6n del comportamiento de lfneas o cultiva -
res de trigo, bajo condiciones controladas, mediante infec-
ciones artificiales en estado temprano de crecimiento (terce
ra hoja).

(*) Septoria nodorum (Berk.) Berk., ha sido considerada co-
mo Stagonospora nodorum (Berk.) Castell, et Germ. ,en Ann.
Fac.Sci. Agr.Univ. Torino, 10; 71-75, 197 5-1976
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REVISION BIBLIOCGRAFICA

Los caracteres culturales de Septoria tritici han sido estu-
diados por muchos investigadores (10, 11, 13, 16, 20, 39) En
general, cuando una espora germina sobre un sustrato artifi-
cial, forma una colonia levuliforme, de aspecto mucosoy co-
lor rosa p4lido, constituida por conidios secundarios. Estos
pueden trnasformarse en hifas verde oliviceas o producir un
micelio compacto que forma un estroma.

También la esporulaci6n fue tratada con profundidad. We -
ber (39), von Vechman (37) y Luthra (20) la demostraron so -
bre APG; Hilu y Bever (16) comprobaron que las esporas se
forman en abundancia sobre czapeck dox V'8, tantoen oscuri-
dad como bajo luz fluorescente. Gareth Jones y Lee (15)logra
ron una esporulaci6én excelente sobre este medio, pero incu -
bando bajo radiaci6n de ultravioleta cercano. Leach{18), Ar -
senijevic (2) obtuvieron buena respuesta en agar malta, pero
bajo la misma radiacién,

El control genético de la enfermedad, serfa el método miés
efectivo y econSmico para evitar su difusi6ény perjuicio,En e=
se caso, es necesario incorporar, mediante planes de cruza-
miento, genes de resistencia al material fitotécnico en proce
so de seleccibn. Con el objeto de hacerlo méis viable y efecti-
vo, se ha desarrollado un método de inoculaci6n artificial,que
permite probar dicha resistencia en un estado vegetativo tem
prano del hospedante., Puede practicarse tanto en invernéculo
como en laboratorio, bajo condiciones controladas de tempe-
ratura y humedad. El método que se propone se basd en inves
tigaciones realizadas por autores de otros pafses (4,6,8,9,12
16, 22,24,32,33,37,39),

MATERIAL Y METODOS
Cultivo y esporulaci6n del pat6geno

Se usaron los aislamientos monospo6ricos de S. tritici, obte
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nidos de hojas infectadas, procedentes de distintas subregio
nes ecolégicas trigueras. El material fue facilitado por las
Estaciones Experimentales del INTA de Balcarce ;y las Cha
cras Experimentales de Miramar y Tres Arroyos (MAA) to-
das ubicadas en la Subregibén ecolbgica IV. También proce -
dieron de Coronel Dorrego (Subregién ecolégica V sud); y de
la Estaci6én Experimental Julio Hirschhom(FALP) en Los
Hornos (Subregidén ecol6gica II). Los picnidios fueron inmer
sos en una gota de agua destilada estéril y las esporas exu-
dadas se sembraron en placas de petri con agar agua. Cada
espora germinada se aisl® sobre medio agar malta. Produ-
jouna masa de conidios secundarios, que fueron repicados
a los medios esporulantes.

Los cultivos se mantuvieron mediante aislamientos monos
pbricos. LLos mismos no debieron ser repicados mas de dos
veces sucesivas.

Se probaron sustratos artificiales que estimularan una es
porulacibén aprcpiada para preparar una solucién inoculante,
Se estudib comparativamente la produccién de esporas de
tres aislamientos de S. tritici (38388 C.D.,141B,G 532Y),en
cuatro medios artificiales :agar malta (AM), agar- papa-glu
cosado (APG), czapeck dox V'8 (CZDV'8)y agar harina de a
vena (AHA). Todos se entubaron en pico de flauta.

El medio agar malta se preparé con extracto de malta na-
tural (30 grs) peptonas micolégicas (5 grs.), agar (20 grs.)
y agua destilada 1000 ml. El medio APG, deshidratado O -
XOID, se prepar6 segdn indicaciones del envase, Para el
CZDV'8 y el AHA, se extrajeron instrucciones de Plant Pa-
thologist's Pocketbook (pag. 236-239) (24). El jugo vegetal a

dicionado al CZDV'8 se prepard segin indicaciones dadas por
Diener (11).

En cada estria se sembr6é volimenes constantes de masa
conidial, de 12 dfas. Fue esparcida en zig-zag conun ansa
en anillo de 6 mm de didmetro, siguiendo recomendaciones
de Gareth Jones y Lee (15).
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Los tres aislamientos estuvieron sujetos a tres tratamien
tos luminicos:1) luz continua (.. C.) por un tubo fluorescen-
te de 15 watt, que provey6 una iluminancia de 21501ux (equi
valente a una int. luminica de 7184 erg/cm?. secc),a 12 cm.
de los cultivos; 2) luz-oscuridad (L/O) correspondiente alas
variaciones diurnas; 3) oscuridad continua (O. C) cubriendo
ios cultivos con papel de fotografia negro.

La temperatura media registrada en el transcurso de la
experiencia fue de 17°C con un incremento de 4°C dentro de
la camara proveedora de L. C. De este estudio comparativo
se seleccion6 el aislamiento que se empled en posteriores
ensayos de inoculacibn.

Se usaron 4 repeticiones para cada medio, probando en ca
da una, los tres aislamientos bajo los tres regfmenes lumfi-
nicos. Se consideraron tres perfodos de observacién (14, 24
y 50 dfas). Para cada uno se extrajo de cada block, un solo
tubo de cada medio y de cada aislamiento. Se practicaron 6
recuentos de esporas de cada tubo, hallandola concentracién
promedio volcadas en el cuadro 1.

Método de inoculacibn.

Buscando la posibilidad de determinar el comportamiento
de un ndmero elevado de lineas o cultivares de trigo, se de-
sarroll6 un método que puede conducirse bajo condiciones
controladas, mediante infestaciones artificiales sobre pl4n-
tulas en la primera etapa de crecimiento (tercera hoja). Es-
to facilita un descarte temprano de las lineas susceptibles al
parésito, permitiendo la seleccibn en las primeras genera-
ciones segregantes del material en proceso de mejoramien-
to.

La patogenicidad del aislamiento seleccionado (38388 C.
D.) se determin6 en invernédculo sobre variedades resisten-
tes y susceptibles en estado de tercera hoja, se escogieron
sobre la base del andlisis de los promedios de ataque de los
dltimos 10 afios (E. T.R. E.) que revelaban un comportamien
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to uniforme. Las variedades se agruparon en: l) resisten-
tes Purplstraw, Candeal Durumbuck; 2) medianamente resis
tentes: Buck Atlantico, Buck Manantial, Klein Atlas, Klein
Toledo, Pergamino Gaboto MAG; 3) susceptibles: Fontezue
la INTA, Marcos Juérez INTA y Dekalb Tala. También se i
nocularon alguna de estas variedades en estado de hoja ban
dera, para comprobar la persistencia de comportamiento,

El siguiente método se condujo en invernéculo y en labo-
ratorio, bajo condiciones controladas de temperatura y hu-
medad. En el dltimo caso, los cultivares hospedantes con-
tinuaron creciendo desde el momento de la inoculaci6n en u
na cdmara de crecimiento., Para los ensayosconducidos en
invernéculo, se trabaj6 con una temperatura mediade 27°C
y una humedad relativa media de 53%. Los realizados en la
boratorio sirvieron, hasta el momento, para determinar la
influencia de algunas caracter{sticas ambientales (intensi -
dad luminica, temperatura, fotoperifodo) y otros factores
tales como, incorporaci6én de adhesivo en la solucién inocu
lante, estado temprano de crecimiento.

Mediante un atomizador, se aplicé una solucidén de espo-
ras suspendida en agua destilada. La concentracién dela
misma puede oscilar entre 6 a 10 millones de esporas por
ml., Previo a la inoculaci6n, los 6rganos a tratarse frota-
ron suavemente con la yema de los dedos humedecidos. De
esta forma se elimin6 la cera cuticular minimizando el es-
currimiento de la gota de inbculo.

Las plantulas, una vez inoculadas permanecieron 96 hs.
en cdmara hdmeda con cobertura de polietileno. Semanal -
mente y por espacio de un mes, se las reviso para determi
nar el porcentaje de cobertura picnidial sobrela 1&mina.

El disefio experimental fue de bloques al azar con 3 repe
ticiones, se inocularon 30 plantas de cadavariedad (10 por
block) dejando a 5 mé4s como testigo. Este esquema se em-
ple6 para ensayos conducidos en invernéculo y laboratorio.
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RESULTADOS
Produccién de esporas en cultivo -

De los tres aislamientos probados, en el 38388C.D., ori-
ginado de Coronel Dorrego, se determinan los valores méxi
mos de esporulaci6én bajo todas las condiciones probadas.

Dos medios favorecenla produccibébn continua de esporas.
El agar harina de avena permite la esporulacién de S. tritici
a los 14 dfas de las siembra del in6culo y bajo los tre regfi -
menes luminicos, sin embargo bajo luz continua la concen-
tracion de esporas obtenida resulta la mayor (6,89 X106esp/
ml.). Esto se demuestra por el estudio de las medias, para
los cuatro medios artificiales, mediante el test de Tukey.

Cuadro 2

Cuadro de contraste entre medias para 4 medios de cultivo
(cepa 38388C.D.)

AM=0 AHA= 4,71 APG=0 CZDV'8=1,06

0 o} 4,71% o} 1,06
4,71 “ - 4,71 3,65%tF
0 = < - 1,06
d.m.s. 5% = 2,20 d.m.s. 1% = 2,74

Sobre medio CZDV'8 y bajo los tres regimenes, el patbdge
no produce una colonia estromaitica originariadeuna concen
traci6n de esporas mayor que sobre el medio anterior, pero
requiere para ello, 40 dfas més. Se obtuvieron las siguien-
tes concentraciones: 10,57 X 106esp/m1 bajo L..C.;8,51x106
esp/ml bajo L/O; 8,63 x 106esp/ml bajo O.C. El estudio de

las medias por el test de Tukey comprueba el resultado ante
rior.
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Cuadro 3

Cuadro de contraste entre medias para 4 medios de cultivo

(cepa 38388 C.D.)

AM = O AHA =2,16 APG = 0,12 CZDV'8:9, 24

o) < 2,16 0,59 9,24""
2,16 - - 2,04 7,08"
0,12 - - - 9,12%+
d.m.s. 0,05 = 3,27 d.m.s. 0,01 =4,07

El factor determinante de la esporulacién est4 regido por
el valor nutritivo de los medios. El hongo crece mejor so-
bre medios naturales como el agar harina de avena, o que
contienen extractos de vegetales, como el CZDV'8, que so
bre medios sintéticos (16). La esporulaci6én bajo O.C., co
mo ocurrid en varias oportunidades, confirma que la rique
za del sustrato es decisiva (19).

La incidencia de L.C. es necesaria en la primera etapa
de crecimiento del patégeno en el medio, especialmente en
AHA. Este factor acrecienta la esporulacién,

El agar malta en contadas ocasiones estimuléla produc-
cibn de esporas. Se recomienda para la obtenciénde aisla-
mientos monospbéricos. En é1 se forman colonias levulifor-
mes de conidios secundarios, que por su consistencia mu-
cosa facilita los repiques hacia medios esporulantes.

Experimento de inoculaci6én en invernéculo

Salvo para el cultivar Dekalb Tala, los dem4s demostra-
ron una correlacién de comportamiento ante inoculaciones
en estado de tercera hoja de bandera. Todaslasvariedades
de T.vulgare probadas resultaron afectadas. En el cuadro
4 se transcriben los promedios obtenidosde tres bloques de
repetici6bn a partir de la observaci6n del porcentaje de co-
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bertura picnidial sobre tercera hoja.
Cuadro 4.

Desarrollo picnidial sobre pldntulas inoculadas artificialmen
te con el aislamiento 38388 C.D.

Variedades 39 hoja 4° hoja
Purplestraw 11,38 % 3,33 %
Candeal Durumbuck 0 i 0 t
Buck Atl4ntico 6 " 0,5 #
Buck Manantial 1,66 6,85 "
Klein Atlas 1,66 v 1,83 #
Klein Toledo 0,5 " 1,83
Pergamino Gab. MAG 2,28 0,83 "
Fontezuela INTA 9,3 ¢ 0 "
Marcos Juéirez INTA 20,03 ¢ 10,13 ¢
Dekalb Tala 3,16 v 1.33 1

Se aplic6 andlisis de variancia para detectar estadfstica -
mente, diferencias de comportamiento de las variedades en
estudio.

La influencia de los factores ambientales quedé reflejada
por la significancia del efecto de bloques. IL.os tratamientos
respondieron-de forma diferente, demostrado por elvalor de
F altamente significativo, establecido en el siguiente cuadro.

Cuadro 5

Anédlisis de variancia para las fuentes de variacién en estudio

FV GL sSC CM F
Tratamientos 9 3698, 93 410,99 25,241t
Bloques 2 183, 29 91, 64 5, 627
Error 18 293, 21 16,28
Total 29 4175,43

d.m.s, 5% =11,76 d.m.s. 1% = 14,38
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Mediante el test de Tukey, se estudiaron ios valores me-
dios, resumido en el siguiente cuadro.

Cuadro 6

Cuadro de contraste entre valores medios del porcentaje de
cobertura picnidial

X1 X, X X4 Xs X Xq Xy Xg X0

22,3 0,0 13,7 16,3 10,7 87 9,9 17,3 33,3 9,9
X 22,3 | == 22,3%" 8,6 5,97 11,54 13,612,377 4,94 11,03 12 34"
X, 0,0 - 13,77 16,377 10,7 8,7 9,93 17,36%%33,3"7 9,96
% 13,7 . 2,65 2,94 50 3,77 3,66 19,677 3,74
Ny 16,3 - 5,57 7,63 6,40 1,03 17,07 6,37
X510,7 - 2,06 0,83 6,60 22,57 0,80
Xe 8,7 - 1,23 8,66 24,6 1,23
X; 9.9 as 7,43 23,4 0,03
Xgl7,3 - 15,9 7,40
X433.3 - 23,374
X9, 9 --

El contraste entre medias (test de Tukey) permite apre-
ciar que Candeal Durumbuck (x2) con 0,0 de ataque, resul-
t6 la més resistente y dio diferencias muy significativas en
su comparacién con Marcos Juirez Inta (X9=33, 3), Purples
traw (X)22,3), Fontezuela INTA (Xgl7,3), Buck Manantial
(X416,3), y sdlo significativas con Buck Atlantico(X313,7).

Considerando los trigos pan, se destaca el mejor compor
tamiento de Klein Toledo (X¢8,7), que dadiferenciasal 0,01
con Marcos Judrez INTA y al 0,05 con Purplestraw. Igual
comportamiento da Pergamino Gaboto MAG (}_579,93) y De-
kalb Tala (X109,96).

L.a més susceptible Marcos Judrez INTA,es superada con
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alta significancia por todas las variedades excepto Purples-
traw (X)); esta indicando que todas presentan una susceptibi
lidad menor que la primera.

Las deméas comparaciones no dierondiferencias con expre
sién estadistica.

Ensayo de inoculaci6n en laboratorio.

El método de inoculaci6n en inverniculoresult6 igualmen-
te efectivo cuandos se aplicé en el laboratorio. Fue necesa -
rio determinar las condiciones ambientales que condujeron
a mayor efectividad. El resultado de las variaciones proba-
das se midi6 con sdlo dos variedades: Marcos Jusrez INTA
(susceptible) y Buck Napost4 (resistente). Se escogieron so
bre la base de un comportamiento constante através de su-
cesivos ensayos de inoculacién, efectuados con anterioridad

Los factores analizados hasta el momento han sido: inten
sidad luminica;jtpo. de cobertura de cdmara hdmeda; estado
de crecimiento temprano, més adecuado parala respuesta
de la inoculaci6n; empleo de un adhesivoincorporadoa la so
lucibn inoculante. Est4dn siendo probados: distintas concen -
traciones de esporas, otros productos adhesivos, y efecto
combinado de la temperatura y fotoperiodo.

Con relaci6n a la intensidad de luz, medidaenunidades de
iluminancia, se recomienda ajustar la cdmara a valoresma
yores de 3000 lux. En los ensayos conducidos con 4800 lux,
se obtuvo un funcionamiento normal del hospedante y una ré
pida colonizacibn de los tejidos por parte del patégeno. Con
menor iluminancia (I3=1200-2000 lux)lasdos variedades pro
badas no mostraron diferencias en el comportamiento; en
cambio, cuando crecieron bajo 4800 lux (I2),las diferencias
en comportamiento resultaron altamente significativas.
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Cuadro 7

Anilisis de variancia para las fuentes de variacidén en estudio

F.V. G.L. S,
V a1, 1 2485,77™ S
Vv di, 1 2069,4%F

La apreciaci6n del comportamiento de ambas variedades se
hace posible cuando el perfodo de incubacién y post - incuba -
ci6n de la enfermedad se realiza a una intensidad luminicare
lativamente elevada que favorezca el desarrollo normal de la
planta y el establecimiento del patégeno.

Las dos intensidades lumInicas proba&as (2000 y 4800 lux)
no afectaron el comportamiento del cultivar resistente Buck
Naposté (V1), pero sf en cambio, el del susceptible Marcos
Judrez INTA (V).

Cuadro 8

Anélisis de variancia para las fuentes de variaci6én en estudio

F.V. G. L. S.C.
Id Vv, 1 4049,731. .
IdV, 1 24849, 5817

Por su naturaleza, la variedad resistente V) experimenta
bajos porcentajes de infeccibn, a pesar de crecer bajo una in
tensidad luminica relativamente elevada. En cambio, sobre
la variedad susceptible (V) es donde se observa con m4s fi-
delidad, la influencia de una intensidad apropiada; los porcen
tajes de cobertura obtenida a 4800 lux son notablemente ma -
yores que los alcanzados a 2000 lux. Esto resulta de funda -
mental importancia para diferenciar lineas o variedades sus-
ceptibles al paré&sito.
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En cuanto al efecto del tipo de cdmara himeda usada en la
incubaci6én una véz més se confirma que la construidacon co
bertura de polietileno es mejor.

Cuadro 9

Anilisis de variancia para las fuentes de variaci6n enestudio

F.V. Gz Loz S.C.
V d Campoliet. 1 15891,0++
V d Camcelof. 1 4576, 860 S-

La cobertura de polietileno asegur6 una humedad relativae
levada, sin rehumectacién durante las 96 hs. de incubacién.
En las condiciones en que se condujeronlos ensayos, permi-
ti6 apreciar marcadas diferencias en el comportamiento de
las variedades intervinientes.

Las pruebas referidas al estado de crecimiento m4s apro-
piado parala determinaci6én del comportamiento, permite con
cluir que el de tercera hoja es el méas recomendable, por va-
rias razones:

1) La segunda hoja tiene tendencia a secarse prematura -
mente, antes de tomar la observaci6n final; por lo tanto, po-

drfa interrumpirse el avance del pat6geno en pleno perfodode
infeccibn.

2)El ancho y longitud de la l14mina de la tercera hoja es ma
yor que el de la segunda, segdn lo observado, por ello, la re
cepcibn del in6culo es més segura en la primera de ellas, ga
rantizando una superficie de inoculacién mayor.

3) La infecci6n se practica en una época temprana, para la
que no se necesita mantener las plantas durante mucho tiem-

po, y es mds ficil que no presenten ataques de otrasenferme
dades.
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En otro ensayo se prob6 un producto adhesivo que incorpo
rado a la solucibn inoculante, podria evitar la limpieza con

los dedos, gque hace m4s trabajosc el método. Hasta el mo-
mento sdlo se empled una solucién de gelatina (0, 25g.)y o -
leato de sodio (0,05g.) por cada 100 ml. de solucitninoc u
lante. En este caso no result6 efectiva porque si bien no a-
fect6 la germinaci6n de las esporas, pudo haber ocurridou-
na alteracién en la apertura estom4tica que dificultarfala pe
netraci6n del tubo germinativo del paré4sito.

Las variedades probadas se comportaron correcta men

te cuando las inoculé sin adhesivo (s/a). No ocurri6 ast en
las inoculaciones practicadas con dicho producto (c/a).

Cuadro 10

Cuadro comparativo de los valores medios de subtratamien-
tos (s/a) sin adhesivo, (c/a) con adhesivo y (T) testigo

x:/a Xs/a XT
= 9,55 ++ ++
Xc/a —— 6,38 9,55
= 15,93 ++
Xs/a -— - 15,93

- 0

Se aprecia un efecto altamente significativo del desarrollo
del pat6geno sobre los individuos tratados sin adhesivo, al
compararlo con los resultados de los tratamientos con dicho
producto. Se observ6 el mismo efecto del testigo, con respec
to a los otros dos subtratamientos.

Hasta el momento, el ajuste de temperatura mé&s apropia-
do en todos los ensayos practicados ha sido de 21°C;la hume
dad relativa oscilo entre 65-85%. Con referenciaal fotoperio
do, de acuerdo con los resultados obtenidos en diversos en-
sayos, se recomienda el de 12 hs y 16 hs. de luz.
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DISCUSION

Uno de los problemas importantes en este trabajo ha sido
encontrar medios artificiales de cultivo que estimularan u-
na produccibén abundante de esporas. De esta forma se dis-
pondrfa de una fuente constante de inéculo, para obtener re
sultados satisfactorios en infestaciones artificiales.

El agar malta result6 excelente paraproducir confdios se
cundarios. Constituyeron colonias mucosas, de tipo levuli -
forme. Dichos conidios facilitaron los repiques sobre me -
dios esporulantes.

El factor determinante de la esporulaciénha sido el valor
nutritivo de los medios probados, Dos de ellos ofrecieron
los mejores resultados, el czapeck dox V'8 y el agar hari -
na de avena. El primero estimula una abundante esporula -
ci6tn después de un periodo prolongado de tiempo, bajo cual-
quier régimen luminico incidente. Por el contrario,sobre A
gar harina de avena, esporula entan sdlo 14 dfas, aunque
produciendo una concentraciéon de esporas menor. Estos re
sultatos estan de acuerdo con lo expuesto por Hilu y Bever
(16). Afirman que S. tritici crece mejor sobre medios que
contienen extractos vegetales, como el CZDV'8. El pat6ge-
no, adn bajo oscuridad continua produce una colonia estro -
mética sobre la que aparece el exudado de picnidiosporas,

Atendiendo a la esporulaci6tn bajo oscuridad continua, se
estaria de acuerdo con lo expuesto por Leach(19). Sostuva,
que algunos hongos cuando crecen sobre medios suficiente-
mente nutritivos, pueden sintetizar todos los precurso-
res requeridos para la eéporulacibn; silo hacen sobre me-
dios incompletos y en oscuridad, no esporulan.

La incidencia continua de luz resulté6 apropiada enla pri-
mera etapa de crecimiento del patégeno sobre el medio a -
gar harina de avena. La esporulacion bajo estas condicio -
nes se observ6 a los 14 dfas. De acuerdo a lo espuesto por
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en laboratorio empleando una cdmara de crecimiento. En am
bos casos, deben ajustarse las condiciones ambientales afec-
tantes, para obtener los mejores resultados. La temperatura
més apropiada para el logro de una buena infecci6nes de 21°C
coincidiendo con Renfro (25). La humedad relativa podra va -
riar entre 65-85%, a pesar que el autor anterior recomienda
oscilaciones de 75-100%. Con respecto al fotoperfodo, muy
buenos resultados se obtuvieron con ajuste de 12hs, y 16 hs.
de luz. En cuanto a la intensidad luminica incidente, deber4
superar los 3000 lux. Como lo expuso Benedict, laintensidad
de luz incidente en las primeras horas después de la inocula-
ci6bn es responsable de la aceleraci6én de los cambios estruc-
turales de la espora. La formaci6n del tubo germinativoy de
las hifas ocurrié méas réapido bajo intensidades menores de
5000 lux. La penetraci6n de la hifa al tejido hospedante se a-
celer6 a 8000 lux, mientras que el desarrollo hifal y de picni
dios, dentro de la cavidad subestom4tica, se incrementd baj_o
intensidades fluctuantes entre 2000 - 4000 lux.
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Calpouz (5), la incidencia de luz en ics primeros estadios es
necesaria para la formaci6n de picnidios, y en estadios pos-
teriores, completa la maduracion de las fructificaciones e in
duce la formacion de esporas., También afirmé6 que los pic-
nidios se producian bajo un rango amplio de intensidades (80 -
3000 erg. /crn2 x secc.). La fuente luminica empleada enes-
te ensayo provefa una iluminancia de 2150 lux, equivalente a
7184 erg/cm2 x secc. (17).

La siembra de conidios secundarios del patébgeno sobrelos
medios esporulantes, resulté més efectiva por el método de
siembra en estrfa (15).

En cuanto al método de inoculaci6n empleado, consiste en
aplicar mediante un atomizador, una solucién de esporas di-
luida en agua destilada. L.a concentraci6én de esporas aplica-
da puede oscilar entre 6 - 10 millones esp/ml., recomendan
do pulverizar 1 a 2 ml/planta. Para obtener la concentracion
deseada se debe inundar cada estria esporulada de CZDV'8
con 3 ml. de agua destilada.

Los 6rganos a tratar deben ser frotados suavemente conla
yema de los dedos humedecidos para asegurar la permanen -
cia de la gota del in6culo sobre ellos. Serfa de utilidad supri
mir esta etapa del método, incorporando a la soluci6n inocu-
lante, unas gotas de adhesivo o humectante.

La incubaci6n en cdmara himeda de polietileno deber4 ser
de 96 hs. Al cabo de las mismas, las plantas deben retornar
a las condiciones ambientales originales paracontinuar su de
sarrollo. -

El perfodo de incubacién total, dur6 para todas las varieda
des, entre 12y 14 dfas. Al cabo de los mismos, los picn i-
dios aparecieron en la superficie de la 14mina. La expresi6n
de total madurez de los mismos, se alcanzb entre la tercera
y cuarta semana después de la inoculacién.

Este método puede practicarse tanto en invernéiculo, como
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RESUMEN
Se describe el procedimiento seguido para obtener cultivos

esporulados de Septoria tritici, en medios artificiales y bajo
condiciones controlados.

Se propone un método practico de inoculacién para la deter
minacién del comportamiento de un alto nimero de lineas o
cultivares bajo condiciones controladas, mediante infecciones
artificiales sobre pl4antulas de trigo. Esto posibilita su em-
pleo en las primeras generaciones segregantes del material,
en proceso de mejoramiento, con un descarte temprano, de
las lineas susceptibles al parésito.

Se recomienda el uso del medio agar-malta, parala obten-
ci6én de aislamientos monosp6ricos. Este sustrato estimulala
formaci6n de colonias de consistencia mucosa, que facilita la
realizacion de un gran ndmero de repiques sobre medios es-
porulantes. También el agar-harina de avena, permite la es-
porulacibn a los 14 dfas de la siembra del in6culo y bajolos
tres regfmenes luminicos que se probaron ( L.C; O.C; L /O).
Sin embargo, bajo luz conti~ua, la concentracién de esporas
obtenidas resulta la mayor, Sobre medio czapeckdox V8y ba
jolos tres regimenes, el patogeno produceuna mayor concen
traci6n de esporas que sobre el medio anterior, pero requie
re para ello aproximadamente 40 dfas mé4s. La incidencia de
la luz contfnua resulta necesaria en la primera etapade cre-
cimiento del patégeno en el medio, para acrecentar la pro-
duccibn de esporas.

En cuanto al método de inoculacibn, puede ser practicado
tanto en inverniculo como en laboratorio. Consiste en apli-
car una soluci6n de esporas cuya concentracidn puede oscilar
entre 6 y 10 millones por mililitro. El perfodo de incubacién
se cumple durante 96 horas en cdmara hdmeda con cobertura
de polietileno.

Los resultados finales del comportamiento de los cultiva -
res en estudio pueden obtenerse ‘a los 30 dfas de la inocula -
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cibn, registrando semanalmente, el porcentaje de cobertura
picnidial, desde el comienzo del ensayo.
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