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RESUMEN: En Argentina, Cercospora 
kikuchii ocasiona considerables pérdidas 
económicas en la soja. Su patogenicidad 
se atribuye a la toxina cercosporina. En este 
trabajo se caracterizaron fenotípicamente 
aislamientos de C. kikuchii provenientes 
de plantas de soja, que se cultivan en 
la Provincia de Santa Fe, Argentina. 
También se determinó la influencia de 
algunos factores ambientales y se evaluó 
la capacidad de degradar la cercosporina 
por parte de bacterias que se encuentran 
habitualmente en el medio ambiente. Se 
trabajó con una cepa de referencia y con 
aislamientos regionales. Se ensayaron 
diferentes medios artificiales, observándose 
las características macro y microscópicas y 
la producción de cercosporina, efectuando 
también recuentos de conidios. La 
degradación de la toxina se verificó por la 

presencia de halos transparentes alrededor 
de las colonias de �� bacterias cultivadas 
sobre un medio que contenía la toxina. 
Existieron comportamientos fúngicos muy 
variados frente a los diferentes medios 
de cultivo artificiales y algunas bacterias 
ambientales degradaron la cercosporina. 
PALABRAS CLAVE: Cercospora, caracterización 
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SUMMARY: Soybean pathogen Cercospora: 
environmental factors affecting its growth. 
Biological degradation of cercosporin.
In Argentina, Cercospora kikuchii causes 
considerable economic losses in soybean 
crops, its pathogenicity being attributable 
to cercosporin toxin. Phenotypical 
characterization of C. kikuchii isolated 
from soy cultivated in Santa Fe, Argentina, 
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was carried out; the influence of some 
environmental factors was determined; and 
the biodegradation of its phytotoxin was 
assayed using bacteria usually present 
in the environment. A culture type strain 
and regional isolates were cultured on 
different artificial media. Macroscopic and 
microscopic observations, evaluation of 
cercosporin production and counting of 
conidia were carried out. The degradation 
of cercosporin was confirmed through the 

presence of transparent halos surrounding 
the colonies of �� bacteria cultured on 
a toxin-containing agar medium. Fungal 
development was different for each 
substrate. Different artificial culture media 
induced very dissimilar fungal behavior.  
Some environmental bacteria were found 
to degrade cercosporin.
KEY WoRdS: Cercospora, phenotypic 

characterization, soybean diseases, 

biodegradation.

Introducción
En Argentina, la soja (Glycine max L. Merr.) 

es el principal producto de la agricultura na-
cional. Entre las enfermedades que la afec-
tan hacia el final de su ciclo se encuentran: 
el tizón de la hoja y la mancha púrpura de la 
semilla, cuyo agente etiológico es Cercospo-
ra kikuchii (Matsumoto & Tomoyasu) Gardner 
(�). Las plantas enfermas pierden gran can-
tidad de follaje, lo que adelanta su madura-
ción, sin el llenado correcto de las vainas, y 
las semillas disminuyen su germinación (�). 
C. kikuchii sobrevive en los restos de plantas 
afectadas y en las semillas las que, aún sien-
do asintomáticas, se transforman en porta-
doras, constituyéndose en reservorio (�). 

Las especies de Cercospora se caracteri-
zan por presentar un crecimiento lento y una 
esporulación reducida en medios de culti-
vos artificiales, y se identifican habitualmen-
te en base a las características fenotípicas 
que presentan cuando desarrollan sobre 
su sustrato natural, resultando mucho más 
complejo caracterizarlas a partir de medios 
artificiales. Un ejemplo es C. kikuchii, que 
esporula mucho menos cuando se cultiva, 
en laboratorio, sobre medios agarizados (�). 

La patogenicidad de estos hongos se ve 
favorecida por la producción de una exotoxi-

na, de color rojo, denominada cercosporina. 
Esta toxina fue aislada en �.95� a partir del 
micelio de C. kikuchii y, posteriormente, de 
un gran número de otras especies de Cer-
cospora y de plantas infectadas con este 
género fúngico (�). Se la responsabiliza de 
muchos de los síntomas de la enfermedad. 
Su fitotoxicidad se debe a que es un com-
puesto fotosensibilizador capaz de absorber 
la luz y transferir la energía al O� que, a su 
vez, se transforma en compuestos muy tóxi-
cos (Oxígeno “singlet” e iones superóxido). 
Como resultado se produce la oxidación de 
numerosos constituyentes celulares tales 
como ácidos grasos, azúcares y materiales 
celulósicos, se daña el ADN e inactivan en-
zimas y se destruyen las membranas celula-
res (5). Esta elevada toxicidad ha motivado 
que diferentes investigadores consideren de 
importancia detectar algún método biológi-
co de degradación de la toxina con el ob-
jetivo, a largo plazo, de identificar genes de 
diferentes microorganismos que codifiquen 
sustancias que degraden la toxina, y trans-
ferirlos a las plantas, para así desarrollar re-
sistencia transgénica a las enfermedades 
ocasionadas por Cercospora (�).

En la región central de la Provincia de 
Santa Fe, Argentina, en los últimos años, la 
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prevalencia del tizón por Cercospora ha au-
mentado considerablemente (�), siendo mo-
tivo de gran preocupación, por lo que se han 
impulsado diferentes líneas de investigación 
tendientes a profundizar el conocimiento del 
hongo y sus factores de patogenicidad.

Los objetivos de este trabajo fueron: a) 
caracterizar fenotípicamente aislamientos de 
Cercospora kikuchii provenientes de plan-
tas de soja que se cultivan en la Provincia de 
Santa Fe, Argentina, determinando la influen-
cia de algunos factores ambientales; b) eva-
luar la capacidad de degradar la cercospori-
na por parte de bacterias que se encuentran 
habitualmente en el medio ambiente.

Materiales y Métodos
Se trabajó con una cepa de C. kikuchii, 

perteneciente a la colección NITE Biological 
Resource Center (Japón): C. kikuchii NBRC 
����, y con dos aislamientos obtenidos a 
partir de plantas de soja que exhibían sín-
tomas típicos de la enfermedad, recolecta-
das en diferentes localidades (San Jeróni-
mo Norte y Recreo) de la región Central de 
la Provincia de Santa Fe, Argentina (CKCOB 
y CKC9, respectivamente). Para aislar estos 
hongos regionales, cada una de las mues-
tras se lavó con una solución de hipoclori-
to de sodio al �% durante tres minutos y, a 
continuación, se enjuagó con agua destila-
da estéril, procediéndose a incubarlas a �� 
± 0.5ºC, bajo ciclos alternados de luz (�� 
horas de luz fría y 8 horas de oscuridad). 
Una vez desarrolladas las estructuras de re-
producción, las mismas fueron inoculadas 
sobre agar papa dextrosa (PDA) (8). Cada 
aislamiento, identificado con una letra y un 
número correlativo, se conservó a �ºC has-
ta su procesamiento.

Para estudiar el efecto del pH sobre el cre-
cimiento y esporulación, se utilizaron cinco 
medios de cultivo: agar jugo V8, preparado 

a partir de jugo envasado “Campbells” y su-
plementado con carbonato de calcio (AV8) 
(9), agar conejarina con y sin carbonato de 
calcio (ACc/cc y AC, respectivamente) (�0), 
agar extracto de malta (MEA) y PDA (8).

Cada uno de los medios fue ajustado a 
un pH comprendido entre 5,5 y �, ambos in-
clusive, con intervalos de 0,5 unidad de pH. 
La siembra se efectuó en superficie y la in-
cubación se llevó a cabo de igual modo al 
descrito anteriormente.

Las observaciones macro y microscó-
picas se efectuaron a los �� días de incu-
bación, teniendo en cuenta el diámetro de 
la colonia, la producción del pigmento rojo 
característico (cercosporina), el tipo de hifa 
y la presencia o ausencia de elementos de 
fructificación.

El recuento de los conidios se llevó a 
cabo en una suspensión de los mismos 
obtenida mediante el agregado de � ml de 
agua destilada estéril sobre cada colonia. 
Los recuentos se realizaron por duplicado, 
utilizando una cámara de Neubauer. Se cal-
culó el número de conidios/colonia y se con-
sideró el promedio de los datos obtenidos.

Para verificar si el pigmento rojo produ-
cido por los hongos era cercosporina, la 
misma se extrajo de la siguiente manera: A 
partir de cultivos de � días, se sembraron 
placas con �0 ml de PDA, se incubaron a 
�� ± 0.5ºC bajo un régimen de iluminación 
discontinua con fotoperíodos de �� horas 
(8 horas de oscuridad), durante �� días. Se 
cortaron � cilindros (base �0 mm de diáme-
tro) del borde de la colonia, se colocaron en 
� ml de KOH 5N y se conservaron durante � 
horas en oscuridad para la extracción de la 
cercosporina. Se realizó un barrido del ex-
tracto entre �00 y �00 nm con un especto-
fotómetro Perkin Elmer Lambda �0 UV/VIS 
(9�0 nm/min cada � nm). La producción de 
cercosporina se corroboró por la presencia 
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de los picos característicos a �80, 595 y ��0 
nm, analizados con el programa OriginPro 
�. Paralelamente se trabajó con un testigo 
comercial (Sigma, lote �508�-�9-�). 

La concentración de cercosporina, expre-
sada como nanomol/cilindro, se determinó 
espectrofotométricamente midiendo la ab-
sorbancia a �80 nm y usando un coeficiente 
de extinción molar de ���00, según lo seña-
lado por Mitchell y col. (�). Las determina-
ciones se efectuaron por duplicado.

Degradación de Cercosporina. 
Ensayo biológico con bacterias
Se agregó cercosporina (Sigma, lote 

�508�-�9-�), disuelta en OHNa 0,�N has-
ta concentración final de 50 μM, junto con 
igual volumen de HCl 0,�N, al medio agar 
nutritivo. El medio, de color rojo por la pre-
sencia de la toxina, se repartió en placas de 
Petri (�). Una vez solidificado, se sembra-
ron en superficie, por toque con ansa aguja, 
distintas especies de bacterias. Luego de 
�� días de incubación en oscuridad, a �8 ± 
0.5ºC, se observó la existencia o no de ha-
los transparentes alrededor de la colonia, a 
fin de determinar si las bacterias analizadas 
eran capaces de degradar la toxina.

Las �� cepas utilizadas fueron: Bacillus 
cereus ATCC ����80, B. cereus ATCC �8�0, 
B. licheniformis, B. subtilis (� cepas), Esche-
richia coli (� cepas), Klebsiella pneumoniae, 
Proteus mirabilis, Enterobacter sp., E. aero-
genes, E. cloacae (� cepas), Citrobacter fre-
undii, Pseudomonas aeruginosa (� cepas), 
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas 
maltophilia (� cepas), Xanthomonas cam-
pestris y Acinetobacter baumanii. Con ex-
cepción de las pertenecientes a la colección 
ATCC, el resto de las bacterias, aisladas del 
medio ambiente, pertenecen al cepario de 
la Facultad de Bioquímica y Ciencias Bioló-
gicas, UNL, Argentina. 

Resultados y discusión
Distintos factores ambientales influyen en 

el desarrollo y la esporulación in vitro de C. 
kikuchii. En �980, Yeh y col. (��) efectuaron 
una revisión bibliográfica, advirtiendo que 
distintos autores obtenían resultados dife-
rentes según los aislamientos estudiados. 

En la Tabla � se presentan los resultados 
obtenidos en cuanto al desarrollo radial, el 
recuento de conidios y la producción de 
cercosporina.

De su observación surge claramente que, 
aunque todos los hongos desarrollaron so-
bre los diferentes sustratos, existió dispa-
ridad en los comportamientos fúngicos, 
confirmando los resultados obtenidos por 
Almeida y col. (��) para aislamientos de C. 
kikuchii de diferentes zonas de Brasil. En ge-
neral, los mejores desarrollos se obtuvieron 
a pH �,5, independientemente del medio de 
cultivo y del hongo. 

En la Figura � se observan los conidiófo-
ros, de color castaño en la base y hialinos 
en el extremo, que dan origen a conidios 
aciculares, de base trunca y hialinos, dere-
chos o curvados y multiseptados (Fig. �).

En �9�9, Chen y col. (��) determinaron la 
influencia de los factores ambientales sobre 
el desarrollo y la esporulación de C. kiku-
chii, obteniendo los mejores desarrollos so-
bre PDA y MEA; resultados similares se ob-
servaron con el aislamiento regional CKC9, 
en cambio el agar conejarina suplementa-
do con carbonato de calcio facilitó el creci-
miento de CKCOB. 

En cuanto a la esporulación de los hon-
gos no existe coincidencia con los datos 
de la bibliografía y los resultados obteni-
dos en este trabajo. Tanto Chen y col. (��) 
como Yeh y col. (��) consideran que el me-
jor medio de cultivo para obtener el mayor 
número de conidios es el agar Jugo V8. En 
este caso, AV8 sólo permitió la esporula-
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ción, muy escasa, de CKC9 y los mejores 
resultados para CKCOB se obtuvieron so-
bre Agar conejarina con o sin el suplemen-
to de carbonato de calcio. Debe destacarse 
que estos medios han sido sugeridos para 
la esporulación de diferentes especies de 
Cercospora (�0).

Tabla 1: Aspectos fenotípicos de Cercospora kikuchii sobre diferentes medios de cultivo.Tabla 1.
Aspectos fenotípicos de Cercospora kikuchii sobre diferentes medios de cultivo. 

Medios de cultivo AV 81 ACC/cc2 AC3 PDA4 MEA5

pH 5,5 6 6,5 7 5,5 6 6,5 7 5,5 6 6,5 7 5,5 6 6,5 7 5,5 6 6,5 7

Desarrollo radial 

CK67116

CKCOB7

CKC97

Recuento de conidios (Conidios/colonia)

CK67116

CKCOB7 17x104 3 x104 16x104 22x104 27x104 49x104

CKC97 0,2x104 NS NS NS NS NS

Difusión de pigmento 

CK67116

CKCOB7

CKC97

1 Agar Jugo V 8; 2 Agar Conejarina suplementado con carbonato de calcio; 3Agar Conejarina; 4 Agar Papa Dextrosa; 5 Agar Extracto de Malta; 6 Cercospora kikuchii NBRC 6711;

< 34 mm;:  35-42 mm; > 43 mm; +,       no producción de conidios.  ++;+++;7aislamientos regionales; NS: método de recuento no sensible; 
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Figura 1: Conidióforos color castaño de Cercos-

pora kikuchii. Observación personal. �00x.

Figura 2: Conidio hialino de Cercospora kikuchii 

que nace a partir del conidióforo. Observación 

personal. �00x
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lencia del aislamiento al infectar la soja. Al-
meida y col. (��) consideran que la observa-
ción del color rojo alrededor de la colonia no 
es importante para predecir la virulencia, ya 
que se han detectado aislamientos no pig-
mentados y virulentos. No obstante, demos-
traron que la presencia del pigmento está 
en relación directa con el daño a la planta.

En cuanto al ensayo biológico con la toxi-
na, de las �� bacterias ensayadas, sólo P. 
aeruginosa y S. maltophilia (una cepa de 
cada una, respectivamente) demostraron 
capacidad para degradarla. Los halos, pro-
ducto de la degradación, se observan en la 
Figura �. 

En su trabajo, Mitchell y col. (�) efectua-
ron el ensayo con ��� cepas y patovarieda-
des diferentes, de las cuales, sólo �� fueron 
capaces de degradar la toxina. Ahora bien, 
�� de esos �� aislamientos, fueron X. cam-
pestris pv. zinniae, que respondieron posi-
tivamente al ensayo, independientemente 
de su lugar de origen y fecha de aislamien-

La cepa de colección, CK����, presen-
tó menor desarrollo que los aislamientos 
regionales en la mayoría de los ensayos y 
no se detectó esporulación en ninguno de 
los medios utilizados, lo que podría deber-
se al estrés generado por la conservación. 
Sin embargo, mantuvo intacta su capacidad 
de producir cercosporina, siendo el único 
de los � hongos que lo hizo sobre todos los 
sustratos analizados. 

La producción del pigmento también va-
rió en intensidad según el medio de culti-
vo, siendo los más adecuados PDA y, sobre 
todo, MEA. Efectuada la cuantificación de 
la toxina, sobre PDA, los valores obtenidos 
fueron: para CK����: ���,�� nmol/cilindro; 
para CKCOB: 50�,5� nmol/cilindro y para 
CKC9: ��,0� nmol/cilindro. 

La pigmentación alrededor de las colo-
nias causada por la toxina, de color rojo, se 
observa en la figura �. Por ser un metabolito 
secundario, su producción depende de las 
condiciones nutricionales y ambientales y, 
a menudo, de las cepas o los aislamientos. 
Si bien es conocido el hecho de que la cer-
cosporina no es específica de una especie 
del género Cercospora, sí lo es para la viru-

Figura 3: Desarrollo de Cercospora kikuchii so-

bre PDA, luego de �� días de incubación. Ob-

servación personal.

Figura 4: Colonias de bacterias desarrolladas 

sobre Agar nutritivo adicionado de 50 μM de 

cercosporina, incubado �� días en oscuridad. 

La flecha indica el halo de degradación de la 

toxina por Stenotrophomonas maltophilia. Ne-

gativo para el resto de las cepas. Observación 

personal.
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to. Sin embargo, no sucedió lo mismo con 
otras bacterias estudiadas como X. cam-
pestris pv. pruni, ya que demostraron he-
terogeneidad en las respuestas al ensayo, 
aún perteneciendo a la misma patovariedad 
(�). Esto podría explicar por qué en este 
caso no se obtuvieron resultados positivos 
con la cepa de X. campestris (cuya patova-
riedad era desconocida). 

Tampoco coincidieron los resultados con 
B. subtilis ni B. cereus, ya que los mencio-
nados autores (�), aún habiendo ensayado 
una sola cepa de cada especie, obtuvieron 
excelentes respuestas. Sí fueron coinciden-
tes con lo acontecido con E. coli. 

En cuanto a las dos especies que, en 
este trabajo, fueron capaces de degradar la 
cercosporina, Mitchell y col. (�) no presen-
taron datos. En vista de estos resultados 
promisorios respecto de estas dos espe-
cies presentes en el medio ambiente de la 
zona, se considera necesario ampliar el nú-
mero de cepas a ensayar y determinar sus 
patovariedades a fin de realizar un análisis 
más exhaustivo.

Conclusiones
1. Los datos obtenidos pusieron en evi-

dencia un considerable grado de variación 
en el comportamiento fenotípico in vitro de 
los aislamientos de C. kikuchii estudiados, 
frente a diferentes condiciones ambientales.  

2. Se hallaron dos bacilos Gram negati-
vos, provenientes del medio ambiente, que 
mostraron capacidad de degradar la cer-
cosporina. 

Para países como Argentina, es muy im-
portante conocer todos los aspectos rela-
cionados con el patógeno C. kikuchii a fin 
de contribuir con los programas de control 
de dos de las enfermedades más relevantes 
del fin de ciclo de la soja: el tizón de la hoja 
y la mancha púrpura de la semilla. Dado el 

hallazgo en este trabajo de dos biodegra-
dadores de cercosporina no reportados aún 
en la bibliografía, se considera de relevan-
cia intensificar estas líneas de trabajo.
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