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RESUMEN

GAITAN B., A.L.; LEGUIZAMON C,, J.E. Biologia y patogenesis de Rhizoctonia solani en Café.
Cenicafé (Colombia):45(1): 14-24. 1994.

Dos cepas de Rhizoctonia solani aisladas de plantas cotiledonares de café con sintomas de volcamiento
fueron caracterizadas. Microcultivos de estas cepas presentaron células multinucleadas (5-8 niicleos), hifas
principales con diametro 5-8 pim y anastomosis con el grupo 4 (AG4). En PDA y sobre cubreobjetos se
obtuvo el heterocarionte. La tasa de crecimiento en agar extracto de levadura y dextrosa bajo luz constante
y 22°C fue en promedio 0,16 cm/h. Seis metodologias probadas fallaron en la induccién del estado perfecto
(Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk). Cambios en la histologia e histoquimica (lignina y suberina) del
hipocotilo de café (Coffea arabica L.) fueron observados durante las fases de susceptibilidad y resistencia.
El proceso infectivo mostré exteriormente 3 fases: Crecimiento hifal a lo largo de las paredes celulares,
agrupamiento de hifas y formacién de cojines de infeccién. Interiormente en el hipocotilo es notorio el
debilitamiento de las paredes celulares. La dosis 50% (ED50) se obtuvo mediante transformacién PROBIT,
Yy se encontro que, en las cepas estudiadas, ésta varia entre 0,3 y 0,9 g de micelio/100 g de suelo.
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ABSTRACT

Two Rhizoctonia solani strains from coffee seedlings with Damping-off symptoms, were characterized.
Microcultures indicated multinucleate cells (5-8 nuclei), and hyphal diameters 5-8 um. The strains fused
with AG4. The heterokaryon was obtained on cover glasses over PDA. The growth rate had average of 0.16
cm/h in Yeast Extract Dextrose Agar, under continuous illumination at 22°C. Six methodologies were
unsuccessful to induce the perfect stage (Thanatephorus cucumeris (Frank) (Donk). In coffee (Coffea
arabica L.) changes in histology and histochemi stry (lignin and suberin) of the hypocotyl were observed
throughout the susceptible and resistant stages. The infective process outward the hypocotyl exhibited three
stages: hypal growth along cell wall junctions, grouping of the hyphae and formation of infection cushions.
In theinside of the hypocotyle, is notorious the weakening of the cells walls. The effective dose 50% (ED50)
was obtained by using PROBIT transformation, and in the strains studied it was between 0.3 and 0.9 g of
mycelium per 100 g of soil.

Keywords: Damping off, infection, Coffea arabica, microcultures, Thanatephorus cucumeris
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14 Cenicafé, 45(1): 14-24. 1994




Durante la germinacién de la semilla y la
aparicion de las hojas cotiledonares, la planta
de café es susceptible a la enfermedad conocida
como “Volcamiento”, “Mal del tallito” o
“Damping-off” cuyo agente causante es el hon-
g0 Rhizoctonia solani Kiihn. (4, 9). Esta enfer-
medad se presenta en forma de focos, atacando
la semilla 15 dias después de sembrada, o el
hipocotilo, donde se aprecia una mancha hime-
da, hundida, que va rodeando y necrosando el
cuello hasta provocar el volcamiento. Las pér-
didas por volcamiento se caracterizan por: 1.
Destruccién de plantulas, 2. Incremento de
costos por resiembra, 3. Pérdidas por resiembra
en épocas no favorables.

Rhizoctonia solani Kiihn. pertenece a la
subdivision DEUTOROMYCOTINA, forma-
orden AGRONOMYCETALES (3) y es el
anemorfo de Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk., el cual pertenece a la subdivisién
BASIDIOMYCOTINA, orden Tulasnellales
familia CERATOBASIDIACEAE (2). El con-
cepto de Grupos Interespecificos (IGs) se ha
introducido en la taxonomia de R. solani, origi-
nado a partir de las observaciones de variacion
de la patogenicidad, morfologia esclerocial,
apariencia del micelio en el medio de cultivo,
caracteristicas fisioldgicas y otras. Actualmen-
te se registran 11 IGs (AG-1, 2-1,2-2,3,4,5, 6,
7.8,9 y BI -Bridging Isolates-), sin embargo es
muy posible que puedan existir mis grupos
(21).

La carencia de métodos confiables para
obtener el estado perfecto de R. solani en
cultivo puro, es un problema importante en
estudios de taxonomia, genética y variabilidad
del hongo. Varios métodos han sido utilizados
para inducir el estado perfecto (24, 25, 28). La
heterocariosis se refiere a la reunién por
anastomosis de 2 o més nicleos genotipicamente
diferentes en los interceptos del micelio. En R.
solani el micelio es normalmente multinucleado
y en un talo heterocariético la mayoria de ellas
parecen ser heterocaridticas también. (23).

El hipocotilo es la parte del eje caulinar
afectado por el hongo, el cual se halla debajo de
la insercion de los cotiledones. Su histologia se
ha descrito en fases embrionarias y esta confor-
mada por una epidermis, una corteza no dife-
renciada, el periciclo y 1a médula (12). Se han
adelantado estudios histoldgicos en ciertas com-
binaciones Hospedante-Rhizoctonia (11, 13)
con los que se ha obtenido informacion acerca
de los procesos de pre-penetracion y penetra-
cién de R. solani. Basicamente se han descrito
3 formas,de penetracion: la formacién de coji-
nes de infecci6n, la formacion de apresorios
lobulados y la penetracion estomatal (13).

Muchos hospedantes exhiben resistencia
con el incremento de la edad. Ademaés, en
muchos casos, R. solani ataca al hospedante el
cual causa una lesion pequena y definida que no
progresa con el tiempo. La naturaleza de esa
resistencia, que se desarrolla con la edad en
tejidos sanos o infectados, puede estar relacio-
nada con varios mecanismos (7).

El propésito de este trabajo fue estudiar
algunos aspectos de la biologia de Rhizoctonia
solani y del proceso patogénico en hipocotilos
de Coffea arabica var. Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Origen del hongo. Como material biol6gico se
utilizaron dos cepas de Rhizoctonia. aisladas de
plantas cotiledonares de café¢ que presentaban
los sintomas del "Mal del tallito", colectadas de
los germinadores de CENICAFE (Chinchin4,
Caldas). Estas fueron codificadas como CENI-
CAFE 042 y CENICAFE 043. Adicionalmente -
se obtuvieron, por intermedio del Centro Inter-
nacional de Agricultura Tropical (CIAT), 6
cepas de referencia de Rhizoctonia solani que
tenian grupo de anastomosis conocido (AGs 1,
2. 3.4y 5);
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Las cepas fueron mantenidas en PDA, Agar
Extracto de Levadura Dextrosa (ELDA) y en
agua destilada estéril segiin el método descrito
por Castellani (14).

Descripciones morfolégicas. Las descripcio-
nes morfoldgicas de los aislamientos se hicie-
ron a partir de cultivos crecidos en los medios
antes citados, de 20 a 30 dias, a una temperatura
de 22-28 °C y con periodos alternos de luz y
oscuridad de 12 h. Para los estudios microscopi-
cos se utilizaron microcultivos en Agar Agua
1,5% o Dextrosa Malta Agar y montajes con la
técnicade "laminalimpia” (Clean slide) descrita
por Kronland (20), incubando a 22°C y con luz
constante durante 2-3 dias. Para la tincién de
nicleos se utilizaron 2 colorantes: a. Safranina
O, preparada segiin las indicaciones de Bandoni
(6), y b. Anilina azul 1% en glicerina 50%
ligeramente acidificada con HCL (26). Se mi-
dieron los didmetros de 10 hifas principales en
tres puntos, provenientes de microcultivos con
hifas maduras sin tefir.

Grupos de anastomosis. Para determinar el
grupo de anastomosis se utilizé el método de
microcultivo sobre agar agua 2%, a partir de
colonias crecidas en PDA (25). Luego de incu-
bar éstos a 22°C cn condiciones de luz constan-
te, se esperé entre 16 y 24 horas hasta cuando las
hifas hicieron contacto. Inmediatamente se efec-
tud la tincién con anilina azul y se observo al
microscopio.

Para detectar la anastomosis se procedio a
localizar una hifa principal y hacer un rastreo a
lo largo de ésta con el fin de encontrar ramifi-
caciones sin estrechamiento y sin septo cercano
al punto de ramificacion (fusién hifal). Para
eliminar una posible reacciéon de auto-
anastomosis, s¢ hizo un seguimiento de la hifa
fusionada hasta determinar si pertenecia o no al
mismo micelio de la hifa principal. Finalmente,
se realiz6 un examen microscopico a 800X para
verificar disolucion de la pared celular y fusion
de citoplasma (plasmogamia).

Tasa de crecimiento. Se¢ siguid la metodologia
de Crecimiento Radial Acumulativo para de-
terminar la tasa de crecimiento lincal de las
cepas de R. solani. Se colocaron segmentos de
0.5 x 0.5 mm de PDA con crecimiento micelial,
de cara a la superficie del medio de cultivo
ELDA en cajas de petri, con 12 repeticiones.
Las cajas se incubaron a 22°C, luz constante y
humedad relativa entre 60 y 68%. Luego de 20
horas de incubacién se hicieron lecturas perio-
dicas del didmetro de la colonia sobre dos lineas
perpendiculares marcadas previamente en la
caja, cada 3 horas.

Obtencion del heterocarionte. Se enfrentaron
dos porciones de micelio, tanto de la misma
cepa como de dos cepas diferentes, tomadas a
partir de PDA y se colocan en los extremos de
las cajas de petri con los siguientes medios:
PDA, con laminillas cubre-objetos en el espa-
cio central, PDA con carb6n activado 1% (8).
NDA (Nitrato Dextrosa Agar) segin Vest (27).
Los medios se incubaron a una temperatura de
22-28 °C y con periodos alternos de luz y
oscuridad de 12 horas.

Induccion del estado perfecto. Se probaron las
siguientes metodologias.

- Cultivo en PDA a luz continua.

- Cultivo en PDA y paso a Agar Agua 1,5%,
luz continua u oscuridad continua.

- Cultivo en suelo estéril.

- Estrés fungistatico, segun el procedimiento
descrito por Kangathanlingam (19), y pro-
bando las soluciones al 5% de los siguientes
fungicidas. Aliette, Bavistin, Benlate,
Dithane, Manzate, Monceren, Topsin, Fusan
(5 y 10%). y como testigo Agua destilada.
Se incubaron bajo 2 condiciones: 22°C en
oscuridad continua, y 22°C en luz continua
durante 1 mes.
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- Cultivo en ODMA (marmita dextrosa agar
modificado), utilizandose extracto de leva-
dura a cambio de marmita, y paso a TWA
(agar agua) 2%.

- Cultivo en Agar Nutritivo preparado con
extracto de suelo aluvial.

- Cultivo en ELDA al que posteriormente al
crecimiento micelial se le anadié suelo
aluvial estéril (pH=8) incubado en oscuri-
dad y libre aireacion (25).

Estudios histologicos. Para los cortes en frio,
se utiliz6 un Cryomat Leitz a las temperaturas,
tanto para platina como para cuchilla, de -20, -
17 y -5°C. Los tejidos se redujeron a bloques no
mayores de 0.5 cm de alto y se adhirieron a la
platina con una gota de gelatina al 12,5%. Se
realizaron cortes de 20, 50, 80 y 100 um de
grosor. Las secciones se suspendieron en agua
para retirar la gelatina y luego se montaron en
laminas portaobjetos, sobre las cuales se efec-
tuaron las tinciones.

Para los cortes en parafina se procedié a
fijar las secciones de tejido en una solucién
FAA (formol 5 ml, 4cido acético S ml y alcohol
etilico 70% 90 ml) durante 48 horas. Posterior-
mente se lavaron y deshidrataron las muestras
sumergiéndolas por 1 hora en soluciones de
concentraciones crecientes de etanol (50, 60,
70, 80, 90, 95 y 100%), y finalmente Xilol.
Luego se embebicron pasando los tejidos 3
veces por parafina (punto de fusién 56-58°C)
durante 1 hora. Los bloques se cortaron en un
micrétomo SPENCER LENS, en secciones de
8, 10 y 15 um de grosor.

Para las tinciones se usaron: Anilina azul,
Bismarck brown (18) y Auto-florescencia con
luz U.V. (395425 nm). Las laminas se sellaron
con el medio sintético Entellant para evitar
interferencias con la iluminacién fluorescen-
te.

Pruebas histoquimicas. Se estudiaron
hipocotilos de 1,2 y 5 meses de post-emergen-
cia. Para la deteccion de lignina se siguié la
metodologiadel test de Wiesner o Floroglucinol-
HCL. Un color rojo pirpura revela la presencia
de lignina (18). En la deteccion de suberina, se
iluminé la muestra con luz U.V. (395-425 nm),
utilizdndose un microscopio ZEISS para
epifluorescencia, filtro barrera FT 425, BP 38 y
lampara HBO 50. (17).

Pruebas en suelo. Con el fin de obtener una
fuente de in6culo constituida exclusivamente
por el micelio, se procedié a incrementar el
hongo en un medio liquido sin agitacién. Como
medio de cultivo se utiliz6 caldo ELD (Extracto
de Levadura Dextrosa), 120 ml, servido en
botellas de vidrio de dimensiones 9 x 6 x 22,5
cm incubadas en posicién horizontal, obtenien-
doasi un drea efectivade crecimiento de aproxi-
madamente 200 cm?, bajo luz constante o ain
en periodos alternos de luz-oscuridad de 12
horas, a una temperatura de 22°C durante 10
dias.

Una vez crecido el micelio en ELD se
procedio a separarlo del medio de cultivo me-
diante filtrado en embudo de Buchner. Con la
ayuda de una espéatula se extrajo la mayor
cantidad de liquido posible, y 1a masa asi obte-
nida se pes6 inmediatamente. A continuacién
se separaron los gramos necesarios para aplicar
concentraciones de 25, 50, 100 y 200 mg/100
mg de suelo y se diluyeron en agua destilada
estéril conservando la proporcion micelio: agua
destilada 1:9 p/p (Dilucién 10'). La mezcla se
licu6 durante 3 minutos a baja velocidad y 1
minuto a alta.

De ésta, se tomaron 9 ml para cuantificacion,
lo cual se hizo con la técnica de recuento en
placa profunda en medio Extracto de Malta
Agar (Malta Agar Sintético, Merck) sin
acidificar (pH = 5,6), realizandose diluciones
1:9 hasta alcanzar 10 para sembrar en caja y
por duplicado a partir de la dilucién 10, Las
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cajas se incubaron a temperatura ambiente,
periodos de luz-oscuridad de 12 h durante 2
dias, al cabo de los cuales se hicieron los
recuentos.

El suelo a inocular se esterilizé en cajones
de maderade 55x25 x 15cma 121°C, 15 1b de
presion, durante 15 min. Una vez esterilizado y
frio, se pes6 la cantidad necesaria para cada
dosis en un recipiente pléastico lavado y seco, y
alli mismo se anadieron los ml de dilucién
10" requeridos para alcanzar la concentracion
de micelio deseada.

Para cada cepa se utiliz6 una misma bande-
ja, teniendo el cuidado de comenzar el procedi-
miento siempre con la menor dosis y terminan-
do con la mayor. El suelo, una vez
homogeneizado, se depositd en 5 vasos plésti-
cos desechables (para cada dosis) de 9,5 cm de
altura y 7,5 cm de didmetro en la abertura. El
micelio incorporado a la tierra permanecia asf,
de 17 a 20 horas, para luego sembrar 7 pléntulas
por vaso. Inmediatamente se trasladaron los
vasos a una caseta con techo de guadua y a
partir del tercer dia se efectuaron las lecturas
calificando segin una escala similar a la pro-
puesta por CASTRO ez al. (10) que se ilustra en
la Tabla 1.

Estos ensayos se realizaron en la Estacion
Experimental CENICAFE, localizada en el

municipio de Chinchind (Caldas), 4°59' de
latitud Norte, 75°36' de longitud Oeste y
altura sobre el nivel del mar de 1.310 m.
(15).

Para cada plantula se determiné el grado de
ataque, y para cada dosis se estim¢ el Indice
Ponderado (IP) de acuerdo con la siguiente
férmula.

A0) +B(1) + C2) + DQ3) +E4)
IP =

T(4)

Donde A, B, C, D y E corresponden al
nimero de plantulas que presentaron el
correspondiente grado de ataque, y T es el
nimero total de plantulas usadas en cada
repeticion.

Determinacion de la ED50. Para determinar la
ED50, se sigui6 el procedimiento para el anali-
sis PROBIT descrito por Finney (16) usando los
valores de IP y el logaritmo natural de la dosis
(se adiciond el valor de 1 a todas las dosis para
evitar el valor de 0 en la transformacién
logaritmica). Las dosis efectivas fueron los
valores del anti-logaritmo de la dosis corres-
pondiente en la curva de Regresion lineal al
50% de enfermedad (PROBIT = 5).

TABLA 1.  Escala de calificacion del ataque de Rhizoctonia solani en hipocotilos (modificado a partir de CASTRO
et al. (10)

0 = Hipocotilo sano

1 = Afeccion al 33% de la circunferencia del hipocotilo 0 menos.

2 = Afeccion que varia entre el 33 y el 66% de la circunferencia del hipocotilo.

3 = Afeccion en maés del 66% de la circunferencia del hipocotilo.

4 = Volcamiento del hipocotilo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Descripciones morfolégicas. Macroscopica-
mente, el crecimiento de R. solani en PDA es
diferente en las cepas estudiadas. Durante los
primeros cinco dias de desarrollo presentan un
micelio blancuzco, de textura algodonosa, que
se va pigmentando con un color caf€ claro y, en
algunos puntos, café oscuro.

El medio de cultivo se torna ligeramente
café en la cepa CENICAFE 042 y muy pigmen-
tado en la 043. Ninguna de las dos cepas pre-
sentd crecimiento zonificado ni produjo escle-
rocios visibles en las condiciones estudiadas.

En cuanto al crecimiento en trozos de zana-
horia, es igual para las dos cepas: Se inicia con
un micelio blanco que al cabo de 10 dias se
torna café claro, con numerosas puntuaciones
m4s oscuras, que microscépicamente se obser-
van como marafas de micelio sin diferencia-
cién en corteza o médula (Figura 1b), que
corresponden a microesclerocios (2). En el
medio de cultivo ELDA el crecimiento fue muy
denso, y con una escasa produccion de
pigmento.

Microscépicamente, el micelio presento las
caracteristicas descritas para el género (Figura
1a), como son: Ramificaci6n cercana al septo
distal en la hifas jévenes vegetativas, forma-
cién de un septo en la ramificacién cercana al
punto de origen, constriccién en la ramifica-
cién, septo doliporo y ausencia de conexiones
en grapa (21, 22). En la cepa CENICAFE 042
se observaron hifas ramificadas rectas y largas,
y en la CENICAFE 043 ramificaciones cortas y
numerosas (Figura 1a).

Las hifas maduras presentaron un didmetro
promedio de 7,7 um en la cepa CENICAFE 042
y de 5.5 um en la CENICAFE 043. En la
determinacién del nimero de nicleos, se
verificé la condicién multinucleada del micelio
en las cepas variando entre 5 y 8 nucleos

Figura 1. (a). Morfologia caracteristicadel estado vegetativo
deRhizoctonia solani asociado acafé (Tincion con Safranina,
400X). (b). Microesclerocios (Tincién con anilina azul
400X).
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(Figura 2a) cuando se utiliz6 como sustrato un
medio rico en nutrimentos como ODMA o
ELDA; por el contrario, el micelio en WA
1,5% present6 vacuolizacion en las hifas (Fi-
gura 2b).

Esta prueba confirma la ubicacion de los
aislamientos en la especie R.solani segin la
clasificacién dada por Ogoshi (21). y los dife-
rencia de las cepas binucleadas con estado
perfecto Ceratobasidium sp.

Identificacion del grupo de anastomosis. En
las dos metodologias probadas se obtuvieron
reacciones de fusion completa con la cepa de
referencia AG4, lo que concuerda con los
registros sobre el ataque de R. solani a nivel de
suelo (epigeo), que se atribuye a cepas de este
grupo interespecifico, las cuales se caracteri-
zan por la poca o ninguna produccién de
esclerocios (22).

Determinacion de la tasa de crecimiento.
Los resultados se muestran en la Tabla 2. Esta
determinaciéon da una indicacién del creci-

o

miento del hongo y podria estar relacionada
con factores de patogenicidad con la ayuda de
los ensayos en suelo, siempre y cuando mas
aislamientos sean evaluados.

Obtencion del heterocarionte. Al enfrentar
las dos cepas estudiadas, utilizando el método
de laminillas cubre objetos sobre PDA se obtu-
vo, luego de 1 mes de incubacién, un micelio
blanco algodonoso (Tuft) que microscopi-
camente presentaba una alta frecuencia de fu-
si6n hifal. En los medios PDA+CA y NDA no
se obtuvo este tipo de micelio, pero se aprecia-
ron bien las reacciones de incompatibilidad
descritas por Vest y Anderson (27), especial-
mente en el medio de PDA+CA. Segiin esto, los
aislamientos son homocariontes, y contienen
diferentes factores H, que son los que controlan
este tipo de interacciones.

Induccion del estado perfecto. En ninguna de
las metodologias probadas se pudo verificar
microscOpicamente la presencia de esterigmas
en los metabasidios, o de basidiosporas. Utili-
zando el estrés fungistatico y el crecimiento en

Figura 2. (a). Condicién multinucleada de hifas de R. solani (Tincién con Safranina O, 400X). (b). Vacuolizacion en hifas
crecidas sobre WA 1,5%. sd = septo doliporo. (Contraste de fases, 400X).
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TABLA 2.
grupo de anastomosis conocido.

Tasa de crecimiento de dos cepas de Rhizoctonia solani asociadas a café, y de cepas de referencia con

CEPA CENICAFE 042 CENICAFE 043 AG1 AG2 AG3 AG4 AGS
TASA (cm/h) 0,166 0,152 0,164 0,094 0,110 0,137 0,124
a a bc b a ab

Nimeros acompainados por las mismas letras no difieren estadisticamente al nivel de significancia del 5%

medio con suelo (soil-over culture) se presenta-
ron algunas reacciones caracterizadas por cam-
bios en la morfologia normal de las células.
Cabe anotar que por observacion directa de
hipocotilos atacados no se evidencid la presen-
cia de la fase perfecta del hongo.

Estos resultados sugieren que los aislamien-
tos estudiados son homocariontes auto-estéri-
les 0 que requieren condiciones ambientales
més estrictas, referentes a niveles de CO, at-
mosférico, humedad, luz o nutrimentos (1, 28).
Dadas las dificultades en la induccién del esta-
do perfecto, la obtencién del heterocarionte
puede ser un método apropiado con el fin de
generar material para estudios de la genética
del hongo y de la resistencia del hospedante.

Estudios histolégicos. En la metodologia de
cortes en frio, la temperatura de corte méas
apropiada fue de -5°C. Con relacion al estado
de desarrollo del hipocotilo, en los cortes reali-
zados se identificaron a la edad de 1 mes, la
médula, el xilema primario, la corteza
(parénquima con espacios intercelulares) y la
epidermis (figura 3a). A partir del estado de
planta cotiledonar (2 meses) se observé un
proceso de diferenciacion especialmente en la
zona de la corteza, con la aparicién de dos
tejidos: Un clorénquima adyacente al cinturén
vascular, y la endodermis rodeando el
clorénquima (Figura 3b). Posteriormente no
aparecen nuevos tejidos pero si maduracion de
los ya existentes no solo mediante un aumento
en el nimero de células sino también mediante
un cambio en la composicién de las paredes
celulares y se detecta una acumulacién de

lignina y suberina en el xilema y en el
parénquima cortical.

En el hipocotilo, esta maduracion se lleva a
cabo transversalmente de adentro hacia afuera
y longitudinalmente de las partes baja y alta
hacia la zona central. Las secciones
deshidratadas no fueron aptas para los estudios
de epifluorescencia debido a un aumento en
autoflorescencia que impedia determinar algu-
na especificidad. Esto no ocurri6 con los tejidos
cortados en frio.

En cuanto al proceso de penetracion, las
observaciones episcOpicas mostraron el creci-
miento del micelio alolargo del eje longitudinal
del hipocotilo, sobre los bordes de las paredes
de las células epidérmicas. En algunos lugares
se observé la acumulacién de hifas (Figura 4a),
que es el evento previo a la formacién de domos
o cojines por parte de hifas modificadas; estos
domos presentan engrosamiento y componen
un tejido compacto que va aumentando en
altura, més no en el area ocupada sobre la
epidermis (Figura 4b). La formacién de estos
cojines puede ser multiple a lo largo de la
circunferencia del hipocotilo. Finalmente, se
aprecia el debilitamiento de las paredes celula-
res de los tejidos ubicados bajo el cojin de
infeccién y resulta dificil la deteccién de hifas
de penetracion dentro del parénquima. Aunque
en este tipo de ataque parece primar la accién
enzimatica (posiblemente pectinasas y
celulasas), cabe anotar que no se observan
modificaciones a nivel de la capa de cutina de
laepidermis, es decir, no hay acciénde cutinasas,
lo que coincide con lo descrito por Bateman (7).
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Figura 3. (a). Constitucién histolégica de hipocotilos de 3 meses de edad (Tincién con Floroglucinol HCI). (b). Definicion
de clorénquima y la endodermis (Iluminacion con luz UV, 100X). m = médula, xp = xilema primario, p = peridermo, ¢ =

clorénquima, ed = endodermis y ep = epidermis.

Figura 4. (a). Acumulacién de hifas sobre células de la
epidermis (Iluminacidn episcépica luz UV. 400X). (b).
Cojines de infeccion de R. solani sobre hipocotilos de café;
obsérvese el debilitamiento de las paredes celulares. (Anilina

azul, 400X).
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En hipocotilos que toleran el ataque, se
desarrolla un tejido suberizado en el peridermo,
de varias capas de grosor alrededor del punto de
infecci6n (Figura 5). El proceso infectivo tiene
una duracién aproximada de 5 dfas en las
condiciones probadas. El conocimiento de los
procesos de penetracion del parésito es basico
para los estudios de mecanismos de resistencia

en el hospedante.

Figura 5. Formacion de tejido suberizado en el peridermo
de un hipocotilo que resistié al ataque de R solani.
(Nluminacién luz UV).

Ensayos en suelo. Segiin el método de inocula-
cién utilizado, la tdnica cepa de referencia
patogénica en café fue AG4. Esta cepa, junto
con los aislamiento CENICAFE (042 y 043, fue
evaluada en la prueba de patogenicidad. Los
recuentos realizados en el laboratorio indicaron
que, usualmente, cada mg de micelio, medido
como peso fresco, proveniente del micelio ELD
contiene 8 x 10? prop4gulos. Esto permite cal-
cular un valor aproximado en propagulos/gra-
mo de suelo que refleja la EDS0. Los valores
reales de la ED50 en suelo estéril pueden ser
menores dado que se estd asumiendo un 100%
de supervivencia del in6culo. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Segiin los valores de la EDS0, la cepa
CENICAFE 042 es la m4s patogénica de las tres
estudiadas. La ED100 indicaria la mfnima con-
centracién de in6culo que muy probablemente
resulte en maxima incidencia y severidad en
condiciones similares a las usadas durante estos
experimentos. Estas concentraciones pueden
ser usadas como guias para la evaluacién de
fungicidas o productos biolégicos que ayuden
al control de la enfermedad.

TABLA 3. Valores para la regresio6n lineal log (DOSIS + 1) vs Valor PROBIT, para la interaccién en suelos de las
cepas CENICAFE 042, 043 y cepa referencia AG4 con pléntulas de Coffea arabica var. Colombia.

Cepa A B r Log ED50 ED50 ED100

mg micelio Propégulos mg micelio

100g suelo mg suelo 100 g suelo
AG4 1522 2,22 0,88 1,697 49,7 398 3116
CENICAFE 042 0,75 249 0,91 1,523 33,3 266 903
CENICAFE 043 0,85 2,09 0,89 1,978 95,1 760 7736

A= constante, B= pendiente, r= coeficiente de correlacion.
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