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RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos en el laboratorio
para determinar el efecto de 10 medios de cultivo bajo
tres condiciones diferentes (oscuridad, luz continua y mo-
vimiento-oscuridad continua) durante 17 dias de incubacion
a 28 + 2ec.

L a evaluacién del crecimiento del hongo se realiz6 median-
te dos métodos: medida del crecimiento lineal y peso seco.
Este ultimo resulté ser méas ventajoso al procesar estadis-
ticamente los datos a través de un analisis de varianza de
clasificacion doble para un 5 % de significacion.

Se recomienda el medio chicharo (Pisum sativum Lin.)
como el méas estimulante para el crecimiento micelial de
Lecanosticta, estado de Scirrhia acicola (Dearn) Siggers.
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El incremento de las &areas boscosas, como una exigencia impues-
ta por el constante desarrollo forestalde Cuba, no solamente con
fines de cubrir la necesidad de madera sino también para la protec-
cion del suelo y de sus cuencas hidrograficas (Hochmut yManso,

1975), impone el estudio de las enfermedades fungosas, por cuanto
son las de mayor incidencia y afectacion.

A sise aprecia como el hongo Lecanosticta, estado de Scirrhia
acicola  (Dearn) Siggers se ha reconocido nacional e international-
mente como un patégeno virulentode Pinus spp. (Nicholls y Hudler,
1972; Phelps et _al. , 1978; Delgado g4, 1985).

Por la importancia que revisten las investigaciones de este
patégeno fungoso y dadas las afectaciones evaluadas en las especies
de pino en Cuba, debido a la caida del follaje, su incidencia en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, se hace necesario un control
mas efectivo tanto a corto como a largo plazos, por lo que la obten-
cion de individuos tolerantes o resistentes a dicha enfermedad resulta
de gran importancia para reducir en el futuro las pérdidas actuales.
Fara lograr esto se inicia, con el objetivo de este trabajo, la acumu-
laciéon de informacién necesaria, tratando de determinar bajo qué
condiciones de laboratario tiene mejor crecimiento micelial el hongo
_I__. acicola, con vistas a determinar en trabajos futuros el momento
6ptimo de concentracidon proteica e iniciar los estudios comparativos
de proteinas de Pinus spp. y _L. acicola, estimando asi individuos
con caracteres tolerantes o resistentes ante el mencionado patégeno
fungoso desde el punto de vista bioquimico.

En la localidad de El Winche, Pinares de Mayari, provincia de
Holguin, en arboles de Pinus caribaea Morelet de tres afios de edad,
se efectud un muestreo al azar para localizar plantas con necrosis
total y parcial del follaje, de color pardo a pardo rojizo, y fructifica-
ciones de L. acicola, que hacian un total de 50 plantas en general.

Las muestras recogidas se llevaron al laboratorio, donde fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1 % y dos pases sucesivos
de agua destilada estéril. Eajo el estéreo se localizaron los cuerpos
fructiferos  (acérvulos) maduros, a partir de los cuales se aislo el
hongo en un medio basal agarizado de papa dextrosa (PDA) o de
chicharo (Pisum sativum Lin.).

Del crecimiento inicial se obtuvieron discos miceliales de
0,4 mm, los cuales fueron transferidos a los 10 medios sdélidos
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(en placas de 10 cm x 10 cm) y liquidos (en erlenmeyers de 30C mL),
relacionados en el Anexo 1.

La evaluacion del crecimiento micelial entre los distintos medios
de cultivo ensayados se estudié mediante dos métodos: medida del cre-
cimiento lineal y peso seco.

El crecimiento lineal fue evaluado individualmente por placa,
midiendo en el sentido de las "X " el didmetro de la colonia. Poste-
riormente ambos resultados se promediaron por placa para obtener
un anico valor.

Los aislamientos en placas (60) fueron incubados a 28 + 2¢C
y oscuridad continua.

Para evaluar por el método de peso seco, se tomoé el crecimien-
to de cada erlenmeyer, filtrando la torta micelial por un embudo
Euchner al vacio. Se tomaron papeles de filtro individuales (previa-
mente tarados) con la muestra y se pusieron en una estufa (Memmert)
a 90 + 2°C, durante 24 horas; se pecaron en balanza analitica
(Mettler H 18) y se repitié este proceso de pesaje y estufa cada
24 horas, hasta que no hubo variacibn en las pesadas.

Los 30 erlenmeyers inoculados fueron repartidos a Partes
iguales en tres condiciones diferentes: oscuridad continua, luz fluores-
cente continua y movimiento-oscuridad continua durante 20 dias e
incubados a 20 + 2°C.

Se hicieron observaciones fenolégicas de las colonias y se
procesaron estadisticamente ambos resultados mediante un disefio
bifactocial completamente al azar para un nivel de significacion del
5 %, segun Lerch (1977).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 y la Figura 1 muestran los caracteres fenoldgicos
observados para las colonias obtenidas en los distintos medios ensa-
yados después de 20 dias de cultivo a 28 + 20C y oecuridad continua.

Como se puede observar, los mismos difieren en algunos casos
a pesar de proceder el inbculo de una misma cepa monosébrica,
por lo que este resultado estd dado por las condiciones brindadas
por los distintos medios de cultivo donde han variado las fuentes de
carbono, nitrégeno, macroelementos y microelementos.

Al comparar las medidas de crecimiento micelial por los dos
métodos utilizados, los medios con mejor crecimiento micelial no
coinciden para ambos casos. En la Tabla 2 se presentan los resulta-
dos medidos por crecimiento lineal, siendo el medio X el de mejor
crecimiento, aundgue no difiere significativamente de los medios 1,

i, VI, VIl 'y IV. El medio IX resultd ser el menos estimulante
para el crecimiento micelial, aunque no difiere significativamente con
los medios VI y Il
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TABLA 1, Caracteres fenologicos de los aisiamientos de Lecanosticta acicola
después de 20 dias de cultivo en los diferentes rnedios agarizados ensavados.
Mecdios de
culiivo Caracteres morfoldgicos
Color de la colonia Presencia de
Estructura Centro Bordes fructificaciones
Foco algodonosa,
| compacta, en gru- Abundantes en
(zanahoria) rnos, forrnando es- Gris Gris el centro de la
trfas radiales oscuro claro colonia
Poco algodonosa, Grisa Abundantesen
cornpacta, en gru- rosado la superficie
11 rnos, forrnando es- Gris en de toda la co-
(papa) trfas radiales oscuro partes lonia
Foco algodonosa, Abundantes en
1 compacta, en gru- Gris la superficie
(zanahoria) rnos, forrnando es- claro a Ro- de toda la co-
papa) trias radiales oscuro sados lonia
\Y% Compacta, sin gru- Blanco Escasas a nin-
{Czapek) mos ni estrias Blanco a rosado guna
\Y% Escasez en el
(crecimiento Compacta Gris centro de la
vegetativo) oscuro Blanco colonia
A\ | Gris Escasez en el
(arroz) Compacta oscuro Blanco centro de la
colonia
Abundantes en
VIl Compacta formean- Gris Gris toda la super-
(Sabouraud do estrfas ra- claro a claro a ficie de toda
glucosa) diales rosado rosado la calonia
Gris Rosado a
Vi Compacta forrnan- oscuro gris cla- Sblo en el
{chicharo) do estrfas radia- casi roy cre- centro de la
les negro ma colonia
Compacta en gru- Abundantes en
IX mos, sin estr'as Gris Gris la superficie
(glucosa) radiales oscuro claro de & coionia
X Compacta en gru-
(pino mos, sin estrias Gris Gris
zanahoria) radiales claro claro Escasas







Al analizar los resultados de la Tabla 3 el medio VIII resultd
ser el mas estimulante para el crecimiento micelial; se hallaron
diferencias significativas con respecto a los medios IV, lll, 11, X
y VII.

Sin embargo, el resultado obtrnido con el método de peso seco
sobre el medio de cultivo menos estimulante a1 crecimiento micelial
de Lecanost cla acicola si coincidiécon el método lineal (medio IX).
En todos los medios los aislamientos rindieron un crecimiento medible,
en las Figuras 2a y 2b se presentan de fcrma comparativa las colo-
nias de mayor y menor crecimiento, respectivamente, a partir de los
resultados de la Tabla 2.

En la Figura 3 se representaron graficamente las curvas de cre-
cimiento registradas en los cultivos de placas para el medio X (mas
estimulante) y el | X (menos estimulante); se observa un desarrollo
sinuoso que denota la variacibn del crecimiento del hongo estudiado.

La Figura 4 muestra colonias de L. acicola en medio liquido
(IV y 1) .comorepresentacibn del crecimiento mas y menos estimulado.
For otra parta, también es d sefalar que al analizar la interaccibn
medios-condiciones (oscuridad, movimiento y luz) no hay diferencia
Significativa en la comparacion de las medias, por lo que ambos
factores son independientes.

FIGURA 2a. Mejor resultado de crecimiento micelial de L. acicola
en rnedio agarizado (X) evaluado por el método. lineal.
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TABLA3. Comparacion de medias del crecimiento micelial por unidad
de masa (peso seco) obtenidas en os diferentes rnedios ensayados a
los 20 dias de cultivo _in vitro (F 0,05).

Medios de -cultivo Medias

Vil 0,965 I

Segln la literatura consultada, Delgado y Clivera (1984) reco-
miendan el medio liquido al 2 % como el méas adecuado para la
gerrninaciéon conidial de L. acicola, mientras que Gémez et al. (1986)
obtuvieron un buen crecirnientc en medio zanahoria-agar.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo
y teniendo en cuenta los dos rnbtodos ensayados para la medida del
crecimiento micelial, se considera el método de peso seco como mas
confiable, pues da una medida del crecimiento por unidad de masa
que incluye tanto el crecimiento lineal como el &éreo de la colonia,
resultado este no medible con el método iineal. For todo lo expues-

to se sugieren los medios VIIlI (chicharo) y IV (Czapek modificado)
como los mas favorables para obtener abundante crecimiento micelial
de _. acicola con escasa a ninguna presencia de fructificaciones

férti les segun la Tabla 1.



CCNCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

E | mejor medio de cultivo segiun el método de peso seco fue el
VIl (chicharo), por lo que se recomienda para la obtencién de mice-
lio abundante delL. acicola utilizable en trabajos fisiopatol6gicos.

También se recomiendan los medios IV, I, 1, X y VII (en
orden decreciente) para la obtencién de micelio de L acicola.

ABSTRACT

OBSERVATIONSCN in vitro CULTURE GF Lecanosticta
ANAMORHOUS. CF Scirrhia acicola

Results obtained under laboratorv conditions to determine
the effect of 10 culture media under three d'firrent condi-
tions (darkness, constant light and £" 1l ing-constant
darkness) during 17 days of incubation a 20 + 22C, are
given.

Fungus growth was €\ aluated wi t H v¢ methods: lineal
growth measure and dry weight. The h ndmost was the

best when data were evaluatea stat st:cally by analysis of
variance withdouble classification, Obtaining 5 % of singni-
ficance.

Medium with Pisum sativum Lin. is recommended as stimu-
lant of mycelium growth of Lecanosticta, a stage of
Scrrhia acicola (Dearn) Siggers.
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