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Resumen
LUQUE, J. (1989). Efectos de la temperatura, medio de cultivo y pH en el crecimiento colo-
nial de Diplodia mutila Fr. apud Mont. Anales Jard. Bot. Madrid 46(1): 215-221.

Se estudiaron las respuestas del crecimiento colonial de Diplodia mutila Fr. apud Mont.
(Coelomycetes) en relaci6n con la temperatura, el tipo de medio de cultivo y pH del mismo. Se
estudi6 el crecimiento a 16, 25, 28, 30y 37 °C, estableciéndose el rango 6ptimo en 25-28 °C.
Se probaron seis medios de cultivo, semidefinidos sélidos, de los cuales en PDA se manifes-
taba una tasa de crecimiento mayor (14,5 mm/dia en el periodo 24-72 horas). El pH éptimo
se estableci6 en el intervalo 4,0-6,0, con crecimiento insignificante a pH =6,0.
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Abstrac
LUQUE, J. (1989). Effects of temperature, culture medium and pH on colony growth of
Diplodia mutila Fr. apud Mont. Anales Jard. Bot. Madrid 46(1): 215-221 (in Spanish).

This paper deals with colony growth responses of Diplodia mutila Fr. apud Mont. (Coelomy-
cetes) to temperature, culture medium and pH. Five temperatures ranging from 16 to 37°C
were studied, and the optimum range was established at 25-28 °C. Six semidefined, solid
media were tested. On PDA the colony showed the fastest growth rate (14,5 mm/day in the
period 24-72 hours). The optimum pH was between 4,0 and 6,0, with insignificant growth
rates at pH=6,0.

Key words: Diplodia mutila, colony growth, temperature, culture medium, pH.

INTRODUCCION

Diplodia mutila Fr. apud Mont. (Coelomycetes) ha sido asociada con frecuen-
cia a enfermedades (chancros) de diversas especies vegetales. SHOEMAKER
(1964), SUTTON (1980), NALLI (1984) y VAINA (1986) citan los siguientes géneros
huésped: Acacia, Fraxinus, Lycopersicon, Malus, Piper, Populus, Prunus, Pyrus,
Quercus, Solanum, Syringa, Thuja, Ulmusy Vitis.

En prospecciones realizadas entre enero y julio de 1987, en alcornocales
gerundenses, observamos la presencia de dicho hongo en la corteza lesionada de
alcornoques. Se ha determinado el poder patégeno de D. mutila sobre esta espe-
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cie vegetal (LUQUE & GIRBAL, 1989) y ahora presentamos el estudio de los efec-
tos que, sobre el crecimiento y morfologia de las colonias, tienen factores como
la temperatura de incubacién, el tipo de medio de cultivo y el pH. El conocimien-
to de la fisiologia del hongo in vitro es esencial para estudios fitopatolégicos como
la produccién de in6culo, el ensayo de productos fitosanitarios y el control bio-
l6gico.

MATERIAL Y METODOS

El organismo objeto de estudio, D. mutila, procede de aislamientos monoco-
nidicos de muestras originarias de Vidreres (Gerona, 11-1I-1987; cepa de nuestra
referencia S0017). Los aislamientos se llevaron a cabo en PDA, a 16 °C. La base
de in6culo, para todas las experiencias, fueron bloques de agar de 4 mm de didme-
tro obtenidos del margen activo de colonias crecidas a 16 °C, a oscuras y durante
siete dias. Todos los ensayos se practicaron por triplicado, en placas de Petri de
8,5 cm de didmetro. Los medios fueron esterilizados a 120 °C durante 20 minutos
y las placas se dejaron reposar 24 horas antes de la inoculacién.

Influencia de la temperatura y tipo de medio de cultivo: Se probaron seis
medios de cultivo: CMA, LBA, OMA, MEA, PDA y YEA. Los tres primeros se
prepararon con materias primas, siguiendo a RIKER & RIKER (1936). Los tres res-
tantes eran preparados comerciales suministrados por Biolife (Mildn, Italia).
Cada medio se prob¢ a las temperaturas siguientes: 16, 25, 28, 30y 37 °C, siempre
a oscuras y con humedad relativa constante al 100 %.

Influencia del pH: Se prepararon placas de PDA con un rango de pHde 3,5a
8,5, aintervalos de 0,5 unidades. Se emple6 como solucién tampdn una disolucién
de NaH,PO,/KH,PO, de concentracion final de iones fosfato 0,1 M. Concentra-
ciones mayores pueden representar una inhibicién en el crecimiento, como ya se
ha demostrado en otros casos (GILTRAP & LEWIS, 1981; ROSSET & BARLOCHER,
1985), aunque no especificamente para el caso de nuestro hongo. Los diferentes
valores se consiguieron afiadiendo NaOH y HCl 1N. Se comprobé el pH antes y
después de la experiencia, sin que se encontraran variaciones en el mismo.

Estimacion del crecimiento: Para expresar el crecimiento de D. mutila se han
utilizado dos métodos distintos. En el primero de ellos, el de medida lineal, se
tomaron medidas al azar de dos radios de la colonia, perpendiculares entre sf, cada
24 horas. Se calcularon para todos los casos, por medio de regresiones lineales, las
tasas de crecimiento durante las 24-72 horas de incubacién desde la inoculacién.

El segundo método consisti6 en determinar la biomasa de las colonias cada 24
horas. Este experimento se llevé a cabo s6lo a 28 °C y con los seis medios ya expli-
citados. Se prepararon 15 placas de Petri de cada uno de los medios y se dispuso
sobre la superficie del medio, en condiciones estériles, un disco de papel de celo-
fan permeable del mismo didmetro que la placa. A intervalos de 24 horas se retira-
ron tres placas de cada medio. Se midi6 el radio de la colonia y se calcul6 su peso,
después de haberlas separado del celofan y secado a 80 °C hasta peso constante,
durante un dia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de latemperatura y del medio de cultivo: La tabla 1 muestra las tasas
de crecimiento a las 24-72 horas de incubacién para la combinacién de medios y
temperaturas. En todos los casos se observan mayores tasas en las temperaturas
de 25 y 28 °C. No existen diferencias significativas entre las tasas de una y otra
temperatura. Por lo general, las tasas de crecimiento radial son ligeramente infe-
riores a 30 °C y significativamente més bajas en las dos temperaturas extremas,
puntos en los que se manifiestan efectos inhibidores. Es de destacar el crecimiento
que se da en PDA (14,5 mm/dia a 25 °C), muy superior al de los otros medios. En
YEA se observa el crecimiento menor (6,1 mm/dia a 28 °C).

TABLA 1

TASAS DE CRECIMIENTO RADIAL DE DIPLODIA MUTILA
(MM/DIA EN EL PERIODO 24-72 HORAS DE INCUBACION)
SEGUN LA COMBINACION DE MEDIOS Y TEMPERATURAS

Temperatura (°C)

MEDIO 16 25 28 30 37
CMA ............. 6,1 929 81 64 21
LBA ............. 7,0 89 10,7 104 26
MEA ............. 55 96 95 70 34
OMA ............. 49 92 101 82 39
PDA ............. 96 145 144 125 40
YEA ............. 64 71 61 61 24

El medio de cultivo influye en el aspecto de las colonias. En general, el micelio
es blanquecino y con el tiempo se oscurece. Sin embargo, este cambio de colora-
cién se produce antes o después segiin el medio que empleemos. En MEA y YEA
se da hacia el quinto dia de incubacién. Poco tiempo después lo observamos en
LBA y PDA y, finalmente, hacia el octavo o noveno dia, en CMA y OMA. Los
cambios de coloracién necesitan més tiempo cuando trabajamos a 16 °C.

Otra caracteristica muy variable es la produccién de cuerpos fructiferos. Los
picnidios aparecen normalmente agregados en MEA, PDA y LBA, y relativa-
mente aislados en CMA y OMA. En CMA, LBA, OMA y YEA se producen en
menor cantidad.

La diferencia mds notoria, sin embargo, consiste en el efecto que producen los
medios de cultivo sobre el hébito de la colonia. En LBA y PDA obtenemos colo-
nias con abundante micelio aéreo, algodonoso. En MEA y YEA el micelio es muy
compacto y fijo al sustrato. Ademas, en estos dos medios el crecimiento se mani-
fiesta ritmicamente, produccién de zonaciones concéntricas. Este fenémeno ha
sido ya citado para otras especies (JEREBZOFF, 1965). En CMA y OMA, el micelio
es postrado y muy laxo (véase fig. 1).
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Fig. 1.—Aspecto de las colonias de Diplodia mutila crecidas a 16 °C durante diez dias. De izquierda a
derecha: CMA, LBA y MEA (arriba), OMA, PDA y YEA (abajo).

Estas diferencias observadas nos llevaron posteriormente a estudiar el creci-
miento de D. mutila, expresandolo como la biomasa producida por el hongo en
un periodo determinado de tiempo. En la fig. 2 se representan los valores de bio-
masa flingica (peso seco) para el periodo de cinco dias de incubacién, a 28 °C. El
valor maximo corresponde a 106,7 mg en PDA (cinco dias) y el minimo 4,3 mgen
CMA para el mismo periodo de tiempo. En el resto de los sustratos se midieron
valores medios de 40,0 mg (LBA), 52,5 mg (YEA) y 63,9 mg (MEA).

Finalmente, se intent6 encontrar una relacion entre el radio y la biomasa pro-
ducida por la colonia fiingica en cada medio. El ajuste a ecuaciones potenciales
fue bueno en todos los casos. En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos.
Las ecuaciones resultantes son de la forma

Biomasa = A *Radio®
donde A y " corresponden a los coeficientes expresados en la tabla mencionada.
A la vista de ellos, se puede llegar a intuir una cierta relacion entre el aspecto de
la colonia, su radio y la biomasa producida. Asi, por ejemplo, en PDA, donde se
observan colonias con crecimiento aéreo mayor, se da el valor del exponente mas
grande, y en CMA, con colonias muy laxas, el exponente toma el valor menor.

Influencia del pH: En la tabla 3 se resumen las tasas de crecimiento de D. mu-
tila en funcién de las variaciones del pH del medio. Este hongo crece bien para
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Fig. 2.—Crecimiento de Diplodia mutila (biomasa producida) a 28 °C. (A: CMA; @: LBA; m: MEA;
4A:OMA; O: PDA; O: YEA).
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TABLA 2

RELACION RADIO-BIOMASA PRODUCIDA DURANTE
EL CRECIMIENTO DE D. MUTILA A 28 °C (VER TEXTO)

MEDIO A b
CMA ... . e 0,046 1,228
LBA ....... ... . . ... 0,012 2,173
MEA . ... . e 0,087 1,533
OMA ... . . . . i 0,037 1,491
PDA . ..... . . .. 0,005 2,550
YEA ... i, 0,022 2,136

B, biomasa; R, radio; A y b, coeficientes. B= AR

TaBLA 3

TASAS DE CRECIMIENTO RADIAL DE DIPLODIA MUTILA A DIFERENTES PH
(MM/DIA EN EL PERIODO 24-72 HORAS DE INCUBACION), A 28 °C, EN PDA

PH ............ 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Tasa ........... 54 103 13,3 13,2 13,7 129 0,8 0,7 02 02 0,2

valores comprendidos entre 4,0 y 6,0, aunque las tasas méximas se centran en el
intervalo 4,5-5,5. Es de destacar el cambio brusco que se da a partir de 6,5. La
reduccién es mds suave en el extremo 4cido de la escala. Las tasas de crecimiento
lineal, en el intervalo favorable de pH, son ligeramente inferiores a aquellas ya
dadas (14,5 mm/dia). Ello podria deberse a un posible efecto inhibitorio de los
iones PO;~, Na* o CI~.

CONCLUSIONES

Segtin los resultados obtenidos se deduce que, de las condiciones de laborato-
rio ensayadas, la combinacién 6ptima para el crecimiento de D. mutila se da en
PDA, apHentre 4,5y 5,5 y entre 25y 28 °C.

Observamos variaciones significativas de las respuestas del crecimiento de
D. mutila segiin las condiciones de cultivo a las que se someta. La eleccién
correcta de los medios, la temperatura y el pH nos puede llevar a un grado de opti-
mizacién de los cultivos siempre deseable.

Se pone de manifiesto, asimismo, que en algunos casos el crecimiento fiingico
no puede expresarse de un tnico modo. El método lineal de medida, aplicado
comiinmente por su relativa sencillez y su carcter no destructivo, presenta el
inconveniente de que no existe necesariamente una relacién entre el crecimiento
radial y la biomasa producida por el organismo (MANDELS, 1965). Una alternativa
vélida para la estimaci6n del crecimiento, quizé la m4s fiable, es el célculo de la
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biomasa; pero esto suele traer consigo complicaciones en la metodologia, sobre
todo en el caso de los hongos miceliares o filamentosos.
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