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Durante la germinación de la sernilla y la 
aparición de las hojas cotiledonares, la planta 
de café es susceptible ala enfermedad conocida 
como "Volcamiento", "Mal del tallito" o 
"Damping-off" cuyo agente causante es el hon-
go Rhizoctonia solani Kuhn. (4,9). Esta enfer-
medad se presenta en forma de focos, atacando 
la semilia 15 dIas después de sembrada, o el 
hipocotilo, donde se aprecia una mancha hilme- 
da, hundida, que va rodeando y necrosando el 
cuello hasta provocar el volcamiento. Las per- 
diths por volcarniento se caracterizan por: 1. 
DestrucciOn de plántuias, 2. incremento de 
costos porresiernbra. 3. Pérdidas por resiembra 
en épocas no favorabies. 

Rhizoctonia solani KUhn. pertenece a la 
subdivisiOn DEUTOROMYCOTINA, forma-
orden AGRONOMYCETALES (3) y es el 
anemorfo de Thanatephorus cucumeris (Frank) 
Donk., ci cual pertenece a la subdivisiOn 
BASIDIOMYCOTINA, orden Tulasnellales 
familia CERATOBASIDJACEAE (2). El con-
cepto de Grupos InterespecIficos (IGs) se ha 
introducido en la taxonomla de R. solani, origi-
nado a partir de las observaciones de variaciOn 
de La patogenicidad, morfologla esclerocial, 
apariencia del micelio en el medio de cultivo, 
caracterIsticas fisiolOgicas y otras. Actualmen-
te se registran 11 IGs (AG-i, 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 ci estado perfecto de R. solani en 
cultivo puro, es un problema importante en 
estudios de taxonomla, genética y variabilidad 
del hongo. Varios métodos han sido utilizados 
para inducir el estado perfecto (24, 25, 28). La 
heterocariosjs se refiere a la reuniOn por 
anastomosis de 20 mis nticleos genotIpicamente 
diferentes en los interceptos del micelio. En R. 
solani el micelioes nonnalmente multiriucleado 
y en un talo heterocariOtico La mayoria de ellas 
parecen ser heterocariOticas también. (23). 

El hipocotilo es Ia parte del eje caulinar 
afectado por el hongo, el cual se halla debajo de 
La inserciOn de los cotiledones. Su histoiogIa se 
ha descrito en fases embrionarias y está confor-
mada por una epidermis, una corteza no dife-
renciada, el periciclo y la mCduia (12). Sc han 
adelantado estudios histolOgicos en ciertas com-
binaciones Hospedante-Rhizoctonia (11, 13) 
con los que se ha obtenido informaciOn acerca 
de los procesos de pre-penetraciOn y penetra-
ciOn de R. solani. Básicamente se han descrito 
3 formasde penetraciOn: La formaciOn de coji-
nes de infecciOn, la formaciOn de apresorios 
lobulados y Ia penctraciOn estomatal (13). 

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

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

MATERIALES Y METODOS 

Origen del hongo. Como material biolOgico se 
utiiizaron dos cepas deRhizoctonia. aisiadas de 
piantas cotiledonares de café que presentaban 
los sIntomas del "Mal del tallito", coiectadas de 
los gcrminadores de CENICAFE (Chinchiná, 
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 
tenlan grupo de anastomosis conocido (AGs 1, 
2, 3, 4 y 5). 
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Durante la germinaciOn de la semilla y la 
aparición de las hojas cotiledonares, La planta 
de café es susceptible a la enfermedad conocida 
como "Voicamiento". "Mal del tallito" o 
"Damping-off" cuyo agente causante es el hon-
go Rhizoctonia solani KUhn. (4, 9). Esta enfer-
medad se presenta en forma de focos, atacando 
la semilla 15 dIas después de sembrada, o ci 
hipocotilo, donde se aprecia una mancha hüme-
da, hundida, que Va rodeando y necrosando ci 
cuello hasta provocar el voicaniiento. Las per-
didas por voicamiento se caracterizan por: 1. 
DestrucciOn de plántulas, 2. Incremento de 
costos por resiembra, 3. Pérdidas por resiembra 
en epocas no favorabies. 

Rhizoctonia solani Kuhn. pertenece a la 
subdivisiOn DEUTOROMYCOTINA. forma-
orden AGRONOMYCETALES (3) y es ci 
anemorfo de Thanatephorus cucumeris (Frank) 
Donk., ci cual pertenece a la subdivisiOn 
BASIDIOMYCOTINA. orden Tuiasneilales 
familia CERATOBASIDIACEAE (2). El con-
cepto de Grupos InterespecIficos (IGs) se ha 
introducido en La taxonomla de R. solani, origi-
nado a partir de las observaciones de variaciOn 
de la patogenicidad, morfoiogIa escierocial, 
apariencia del miceiio en ci medio de cultivo, 
caractcrIsticas fisiolOgicas y otras. Actualmen-
te seregistran 11 IGs (AG-i, 2-1, 2-2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8,9 y B! -Bridging Isolates-), sin embargo es 
muy posible que puedan existir más grupos 
(21). 

La carencia de métodos confiabies para 
obtener ci cstado perfecto de R. solani en 
cuitivo puro, es un probiema importante en 
estudios de taxonomIa, genetica y variabilidad 
del hongo. Varios métodos han sido utilizados 
para inducir ci estado perfecto (24. 25, 28). La 
heterocariosis se refiere a la reuniOn por 
anastomosis de 20 más ntIcicos genotIpicamente 
difcrentes en los interceptos del miceiio. En R. 
solani ci micelio es normalmente muitinucieado 
y en un talo heterocariOtico la mayorIa de eiias 
parecen scr heterocanOticas tarnbién. (23). 

El hipocotibo es la parte del eje caulinar 
afectado por ci hongo, ci cual se haila debajo de 
La inserciOn de los cotiledones. Su histoiogIa se 
ha descrito en fases embrionarias y está confor-
mada por una epidermis, una corteza no dife-
renciada, ci pericicio y la mCduia (12). Se han 
adciantado estudios histoiOgicos en ciertas corn-
binaciones Hospedante-Rhizoctonia (11, 13) 
con los que se ha obtenido informaciOn acerca 
de los procesos de pre-penetraciOn y penetra-
ciOn de R. solani. Básicamente se han descrito 
3 formasdc penetraciOn: la formaciOn de coji-
nes de infecciOn, La formaciOn de apresorios 
lobuiados y la penetraciOn estomatal (13). 

Muchos hospedantes exhiben resistencia 
con ci incremento de la edad. Adcmás, en 
muchos casos, R. solani ataca al hospedante ci 
cual causa una lesiOn pequeña y definida que no 
progresa con ci tiempo. La naturaleza de esa 
resistencia, que se desarroila con la edad en 
tejidos sanos 0 infectados, puede estar reiacio-
nada con varios mccanismos (7). 

El propOsito de este trabajo fuc estudiar 
aigunos aspectos de La biobogla de Rhizoctonia 
solani y del proceso patogCnico en hipocotilos 
de Coffea arabica var. Coiombia. 

MATERIALES Y METODOS 

Origen del hongo. Como material bioiOgico se 
utiiizaron dos cepas deRhizoctonia, aisLadas de 
piantas cotiledonares de café que presentaban 
los sIntomas del "Mal del tallito", colectadas de 
los germinadores de CENICAFE (Chinchiná. 
Caldas). Estas fueron codificadas como CENI-
CAFE 042 y CENICAFE 043. Adicionalmente 
se obtuvieron, por intermedio del Centro Inter-
nacionai de Agricultura Tropical (CIAT), 6 
cepas de referencia de Rhizoctonia solani que 
tenlan grupo de anastomosis conocido (AGs 1, 
2, 3,4 y 5). 
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Las cepas fueron mantenidas en PDA, Agar 
Extracto de Levadura Dextrosa (ELDA) y en 
agua destilada estéril segdn el método descrito 
por Castellani (14). 

Descripciones morfológicas. Las descripcio-
nes morfolOgicas de los aislamientos se hicie-
ron a partir de cultivos crecidos en los medios 
ames citados, de 20 a 30 dIas, a una temperatura 
de 22-28 °C y con perlodos alternos de luz y 
oscuridad de 12 h. Para los estudios microscOpi-
cos se utilizaron microdultivos en Agar Agua 
1,5% o Dextrosa Malta Agar y montajes con la 
técnicade "lámina limpia" (Clean slide) descrita 
por Kronland (20), incubando a 22°C y con luz 
constante durante 2-3 dIas. Para la tinciOn de 
nticleos se utilizaron 2 colorantes: a. Safranina 
0. preparath segtin las indicaciones de Bandoni 
(6), y b. Anilina azul 1% en glicerina 50% 
ligeramente acidificada con HCL (26). Se mi-
dieron los diámetros de 10 hifas principales en 
tres puntos, provenientes de microcultivos con 
hifas maduras sin teñir. 

Grupos de anastomosis. Para determinar el 
grupo de anastomosis se utiiizO el método de 
microcultivo sobre agar agua 2%, a partir de 
colonias crecidas en PDA (25). Luego de incu-
bar éstos a 22°C en condiciones de luz constan-
te, se esperO ernie 16y 24 horas hasta cuando las 
hifas hicieron contacto. Inmediatarnente se efec-
tuO la tinciOn 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 ci fin de encontrar ramifi-
caciones sin estrechamiento y sin septo cercano 
al punto de rarnificaciOn (fusiOn hifal). Para 
eliminar una posibie reacciOn de auto-
anastomosi,s, se hizo un seguimiento de la hifa 
fusionada hasta determinar si pertenecla o no al 
mismo micelio de la hifa principal. Finalmente. 
se  realizO un examen rnicroscópico a 800X pam 
verificar disoluc iOn de la pared celular y fusiOn 
de citoplasma (plasmogamia). 

Tasa de crecimiento. Sc siguiO la metodologla 
de Crecirniento Radial Acurnulativo para de-
terminar la tasa de crecirniento lineal de las 
cepas de R. solani. Sc 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 incubaciOn se hicieron lecturas periO-
dicas del diámetro de la colonia sobre dos ilneas 
perpendiculares marcadas previamente en la 
caja, cada 3 horas. 

ObtenciOn del heterocarionte. Se enfrentaron 
dos porciones de micelio, tanto de Ia 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 carbOn activado 1% (8). 
NDA (Nitrato Dextrosa Agar) segtIn Vest (27). 
Los medios se incubaron a una temperatura de 
22-28 °C y con perlodos altemos de luz y 
oscuridad de 12 horas. 

Inducción del estado perfecto. Se probaron las 
siguientes metodologlas. 

- 	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 fungistático, segOn 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 1017(). y corno testigo Agua destilada. 
Se incubaron hajo 2 condiciones: 22°C en 
oscuridad continua. y 22°C en luz continua 
durante 1 mes. 

- Cultivo en ODMA (marmita dextrosa agar 
modificado), utilizándose extracto de leva-
dura a camhio 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 añadiO suelo 
aluvial estéril (pH=8) incubado en oscuri-
dad y libre aireaciOn (25). 

Estudios histológicos. Para los cortes CD frIo, 
se utilizO 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 j.tm de 
grosor. Las secciones se suspendieron en agua 
para retirar la gelatina y luego se montaron en 
iáminas portaobjetos, sobre las cuales se efec-
tuaron las tinciones. 

Para los cortes en parafina se procediO a 
fijar las secciones de tejido en una soluciOn 
FAA (formol 5 ml, ácido acético 5 mly alcohol 
etulico 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 embebieron pasando Los tejidos 3 
veces por paralma (punto de fusiOn 56-58°C) 
durante 1 hora. Los bloques se cortaron en un 
micrOtomo SPENCER LENS, en secciones de 
8, 10 y 15 I.tm de grosor. 

Para las tinciones se usaron: Anilina azul, 
Bismarck brown (18) y Auto-florescencia con 
1w U.V. (395-425 nm). Las láminas se sellaron 
con el medio sintético Entellant para evitar 
interferencias con la iluminaciOn fluorescen-
te. 

Pruebas histoquImicas. Sc estudiaron 
hipocotilos de 1, 2 y 5 meses de post-emergen-
cia. Para la deteccióri de lignina se siguiO la 
metodologIadeltestde Wiesnero Floroglucinol-
HCL. Un color rojo pOrpura revela la presencia 
de lignina (18). En la detecciOn de suberina, se 
iluminO la muestra con luz U.V. (395-425 nm), 
utilizándose un microscopio ZEISS para 
epifluorescencia, filtro barrera FT 425, BF 38 y 
lámpara HBO 50. (17). 

Pruebas en suelo. Con elfin de obtener una 
fuente de inOculo constituith exciusivamente 
por el micelio, se procediO a incrementar el 
hongo en un medio lIquido sin agitaciOn. Como 
medio de cultivo se utilizO caldo ELD (Extracto 
de Levadura Dextrosa), 120 ml, servido en 
botellas de vidrio de dimensiones 9 x 6 x 22.5 
cm incubadas en posiciOn horizontal, obtenien-
do asI un area efectivade crecimiento de aproxi-
madamente 200 cm2. bajo luz constante o aiIn 
en perIodos altemos 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 espátula se extrajo la mayor 
cantidad de liquido posible. y la masa asI obte-
nith se pesO inmediatamente. A continuaciOn 
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 (DiluciOn 10-'). La mezcla se 
licuO durante 3 minutos a baja velocidad y 1 
minuto a alta. 

Dc ésta, se tomaron 9 mlparacuantificaciOn, 
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), realizándose diluciones 
1:9 hasta alcanzar 101  para sembrar en caja y 
por duplicado a partir de la diluciOn 10. Las 
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Las cepas fueron mantenidas en PDA, Agar 
Extracto de Levadura Dextrosa (ELDA) y en 
agua destilada estéril segUn el método descrito 
por Castellani (14). 

Descripciones morfológicas. Las descripcio-
nes morfolOgicas 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 COfl la 
técnicade "láminalimpia' (Clean slide) descrita 
por Kronland (20), incubando a 22°C y con luz 
constante durante 2-3 dIas. Para la tinciOn de 
nUcleos se utilizaron 2 colorantes: a. Safranina 
0, preparada segün las iiidicaciones de Bandoni 
(6), y b. Anilina azul 1% en glicerina 50% 
ligeramente acidificada con HCL (26). Se mi-
dieron los diámetros de 10 hifas principales en 
tres puntos, provenientes de microcultivos con 
hifas maduras sin teflir. 

Grupos de anastomosis. Para determinar el 
grupo de anastomosis se utilizO ci método de 
microcultivo sobre agar agua 2%, a partir de 
colonias crecidas en PDA (25). Luego de incu-
bar éstos a 22°C en condiciones de luz constan-
te, se esperri entrc 16 y 24 horas hasta cuando las 
hifas hicieron contacto. Inmediatamente se efec-
tuó la tinciOn 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 elfin de encontrar ramifi-
caciones sin estrecharniento y sin septo cercano 
al punto de ramificaciOn (fusiOn hifai). Para 
eliminar una posible reacciOn de auto-
anastomosjs, se hizo un seguimiento de la hifa 
fusionada hasta determinar si pertenecla o no al 
mismo micelio de la hifa principal. Finalmente. 
se  realizó un examen microscOpico a SOOX para, 
verificar disoluc iOn de la pared celular y fusiOn 
de citoplasma (plasmogamia). 

Tasa de crecimiento. Sc siguiO la metodologla 
de Crecimiento Radial Acumulativo para de-
terminar la tasa de crecimiento lineal de las 
cepas de R. sola,ii. 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 ernie 60 y 68%. Luego de 20 
horas de incubaciOn se hicieron lecturas periO-
dicas del diämetro de la colonia sobre dos lIrieas 
perpendiculares marcadas previamente en la 
caja, cada 3 horas. 

Obtención 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 carbOn activado 1% (8). 
NDA (Nitrato Dextrosa Agar) segtin Vest (27). 
Los medios se incubaron a una temperatura de 
22-28 °C y con perlodos alternos de luz y 
oscuridad de 12 horas. 

Inducción del estado perfecto. Se probaron las 
siguientes metodologlas. 

- 	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 fungistático, segiin ci procedimiento 
descrito por Kangathanlingam (19), y pro-
hando las soluciones al 567c, de los siguientes 
fungicidas. Aliette. Bavistin, Benlate, 
Dithane, Manzate, Monceren, Topsin, Fusan 
(5 y 101-/(). y como testigo Agua destilada. 
Se incubaron hajo 2 condiciones: 22°C en 
oscuridad continua. y 22°C en luz continua 
durante I mes. 

- Cultivo en ODMA (marmita dextrosa agar 
modificado), utilizándose extracto de leva-
dura a camhio 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 añadiO suelo 
aluvial estéril (pH=8) iricubado en oscuri-
dad y libre aireaciOn (25). 

Estudios histológicos. Para los cortes en frIo, 
se utilizO un Cryomat Leitz a las temperatura.s, 
tanto para platina como para cuchilla, de -20, - 
17 y -5°C. Los tejidos seredujeron abioques 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 jim de 
grosor. Las secciones se suspendieron en agua 
para retirar la geIatina y luego se montaron en 
iáminas portaobjetos, sobre las cuales se efec-
tuaron las tinciones. 

Para los cortes en parafina se procediO a 
fijar las secciones de tejido en una soluciOn 
FAA (formol 5 ml, ácido acético 5 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 embebieron pasando los tejidos 3 

Ilk 	 veces por parafina (punto de fusiOn 56-58°C) 
durante 1 hora. Los bloques se cortaron en un 
micrOtomo SPENCER LENS, en secciones de 
8, 10 y 15 p.m de grosor. 

Para las tinciones se usaron: Anilina azul, 
Bismarck brown (18) y Auto-florescencia con 
luz U.V. (395-425 nm). Las láminas se sellaron 
con el medio sintético Entellant para evitar 
interferencias con la iluminaciOn fluorescen-
te. 

Pruebas histoquImicas. Sc estudiaron 
hipocotilos de 1, 2 y 5 meses de post-emergen-
cia. Pam la detecciOn de lignina se siguiO la 
metodologIa del test de Wiesriero Floroglucinol-
HCL. Un color rojo piIrpura revela la presencia 
de lignina (18). En la detecciOn de subenna, se 
iluminO la muestra con luz U.V. (395-425 nm), 
utilizándose un microscopio ZEISS para 
epifluorescencia, filtro barrera FT 425, BP 38 y 
!ámpara HBO 50. (17). 

Pruebas en suelo. Con ci fin de obtener una 
fuente de inOcuio constituida exc!usivamente 
por el micelio, se procediO a incrementar ci 
hongo en un medio lIquido sin agitaciOn. Como 
medio de cultivo se utilizO caido ELD (Extracto 
de Levadura Dextrosa). 120 ml, servido en 
botellas de vidrio de dimensiones 9 x 6 x 22,5 
cm incubadas en posiciOn horizontal, obtenien-
do asI un rea efectivade crecimiento de aproxi-
madamente 200 cm2, bajo luz constante o aün 
en perlodos alternos de luz-oscuridad de 12 
horas, a una temperatura de 22°C durante 10 
dias, 

Una vez crecido ci micelio en ELD se 
procediO a separarlo del medio de cultivo me-
diante filtrado en embudo de Buchner. Con la 
ayuda de una espátula se extrajo la mayor 
cantidad de iIquido posibie, y la masa asI obte-
nida se peso inmediataniente. A continuaciOn 
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 (DiluciOn 10 1 ). La mezcla se 
licuO durante 3 minutos a baja velocidad y 1 
minuto a alta. 

Dc ésta, se tomaron 9 mlparacuantificaciOn, 
lo cuai 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), realizándose diluciones 
1:9 hasta alcanzar 10' para sembrar en caja y 
por duplicado a partir de la diluciOn 10. Las 
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cajas se incubaron a temperatura ambiente, 
perlodos de luz-oscuridad de 12 h durante 2 
dIas, al cabo de los cuaies se hicieron los 
recuentos. 

El suelo a inocular se esterilizO en cajones 
de madera de 55 x 25 x 15 cm a 12 1°C, 15 lb de 
presiOn, durante 15 mm. Una vez esterilizado y 
frIo, se pesO la cantidad necesaria para cada 
dosis en un recipiente plástico lavado y seco, y 
alil mismo se afiadieron los ml de diluciOn 
10-1  requeridos para alcanzar la concentraciOn 
de micelio deseada. 

Para cada cepa se utilizO una misma bande-
ja, teniendo ci cuidado de comenzar ci procedi-
miento siempre con la menor dosis y terminan-
do con la mayor. El suelo, una vez 
homogeneizado, se depositO en 5 vasos plásti-
cos desechabies (para cada dosis) de 9,5 cm de 
altura y 7,5 cm de diánietro en la abertura. El 
micelio incorporado a la tierra permanecIa asI, 
de 17 a 20 horns, para luego sembrar 7 piántulas 
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 segOn una escala similar a la pro-
puesta por CASTRO et al. (10) que se iiustra en 
laTabia 1. 

Estos ensayos se realizaron en la EstaciOn 
Experimental CENICAFE, localizada en ci  

municipio de Chinchiná (Caldas), 4°59' de 
latitud Norte, 75136' de longitud Oeste y 
altura sobre ci nivel del mar de 1.310 m. 
(15). 

Para cada plántula se dcterminO ci grado de 
ataque, y para cada dosis se estimO ci Indice 
Ponderado (IP) de acuerdo con la siguiente 
fOrmula. 

A(0) + B(1) + C(2) + D(3) +E(4) 
IP = 

T(4) 

Donde A, B, C. D y E corresponden al 
nümero de piántuias que presentaron ci 
correspondiente grado de ataque, y T es ci 
ndmero total de plántuias usadas en cada 
repeticiOn. 

Determinación de la ED50. Para determinar la 
ED50, se siguiO el procedimiento para ci anAli-
sis PROBIT descrito por Finney (16) usando los 
valores de IP y ci logaritmo natural de la dosis 
(se adicionO ci valor de 1 a todas las dosis para 
evitar ci valor de 0 en la transformaciOn 
iogarItmica). Las dosis efectivas fueron los 
valores del anti-logaritmo de Ia dosis cones-
pondiente en la curva de RegresiOn lineal al 
50% de enfermedad (PROBIT = 5). 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Descripciones morfolOgicas. MacroscOpica-
mente, ci crecimiento de R. solani en PDA es 
diferente en las cepas estudiadas. Durante los 
primeros cinco dIas de desarrolio presentan un 
micelio blancuzco, de textura algodonosa, que 
se va pi'gmentando con un color café ciaro y, en 
algunos puntos, café osduro. 

En cuanto al crecimiento en trozos de zana-
horia, es igual para las dos cepas: Se inicia con 
un micelio bianco que al cabo de 10 dIas se 
torna café claro, con numerosas puntuaciones 
más oscuras, que microscOpicamente se obser-
van como marafias de micelio sin diferencia-
ciOn en corteza o méduia (Figura ib), que 
corresponden a microesclerocios (2). En el 
medio de cultivo ELDA el crecimiento fue muy 
denso, y con una escasa producciOn de 
pigmento. 

MicroscOpicamente, ci micelio prescntO las 
caracteristicas descritas para ci género (Figura 
la), como son: RamificaciOn cercana al septo 
distal en la hifas jOvenes vegetativas, forma-
ciOn de un septo en la ramificaciOn cercana al 
punto de origen, constricciOn en la ramifica-
ciOn, septo doliporo y ausencia de conexioncs 
en grapa (21, 22). En la cepa CENICAFE 042 
se observaron hifas ramificadas rectas y largas, 
y en la CENICAFE 043 ramificaciones cortas y 

J 	numerosas (Figura la). 

Las hifas maduras presentaron un diámetro 
promedio de 7,7 tm en la cepa CENICAFE 042 
y de 5,5 p.m en la CENICAFE 043. En la 
determinaciOn del nOmero de nticieos, se 
verificO la condiciOn multinucieada del micelio 
en las cepas variando entre 5 y 8 niicleos 

Figura 1. (a). MorfologIa caracteristica del estado vegetativo 
d eRhizoctonia solani asociado a café (Tinción con Saframna, 
400X). (b). Microesclerocios (Tinción con anthna azul 
400X). 

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

0 	 Hipocotilo sano 

1 	= 	Afección al 33% de la circunferencia del hipocotilo o menos. 

2 	= 	Afección que varla entre el 33 y el 66% de la circunferencia del hipocotilo. 

3 	= 	Afección en más del 66% de la circunferencia del hipocotilo. 

4 	= 	Volcamiento del hipocotilo. 

El medio de cultivo se torna ligeramente 
café en la cepa CENICAFE 042y muy pigmen-
tado en la 043. Ninguna de las dos cepas pre- 

'a 	 sentó crecimiento zonificado ni produjo escie- 
rocios visibles en las condiciones estudiadas. 
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RESULTADOS V DISCUSION \ \ 

Descripciones morfolOgicas. MacroscOpica- 
\ '_\ 
\' 

mcnte, ci crecimiento de R. solani en PDA es 
diferente en las cepas estudiadas. Durante los . 
primeros cinco dIas de desarrollo presentan un \ N 
micelio blancuzco, de textura algodonosa, que  
se Va 	 con un color café claro y, en ptgmentando - 	'.•. 
algunos puntos, café oscuro.  

El medio de cultivo se torna ligeramente  
fifi 	 _ 

café en la cepa CENICAFE 042 y muy pigmen-  
tado en la 043. Ninguna de las dos cepas pre- . 
sentO crecimiento zonificado ni produjo escie- 

( 	rocios visibles en las condiciones estudiadas. 

cajas se incubaron a temperatura ambiente, 
perlodos de luz-oscuridad de 12 h durante 2 
dIas, al cabo de los cuales se hicieron los 
recuentos. 

El suelo a inocular se esterilizO en cajones 
de madera de 55 x 25 x 15 cm a 121°C. 15 lb de 
presión, durante 15 mm. Una vez esterilizado y 
frIo, se pesO la cantidad necesaria para cada 
dosis en un recipiente plástico lavado y seco, y 
ailI mismo se afiadieron los ml de diluciOn 
10-1  requeridos para alcanzar la concentraciOn 
de micelio deseada. 

Para cada cepa se utilizO una misma bande-
ja, teniendo ci cuidado de comenzar ci procedi-
miento siempre con la menor dosis y terminan-
do con la mayor. El suelo, una vez 
homogeneizado, se depositO en 5 vasos plásti-
cos desechables (para cada dosis) de 9,5 cm de 
altura y 7,5 cm de diámetro en la abertura. El 
micelio incorporado a la tierra permanecIa asI, 
de 17 a 20 horns, para luego sembrar 7 piántulas 
por vaso. Inmediatamente se trasladaron los 
vasos a una caseta con techo de guadua y a 
partir del tercer dIa se efectuaron las iecturas 
calificando segUn una escaia similar a la pro-
puesta por CASTRO et at. (10) que se ilustra en 
laTabia 1. 

Estos ensayos se realizaron en la EstaciOn 
Experimental CENICAFE, localizada en ci  

municipio de Chinchiná (Caldas), 4059? de 
latitud None, 7596' de longitud Oeste y 
altura sobre ci nivel del mar de 1.310 m. 
(15). 

Para cada p!ántula se determinO el grado de 
ataque, y para cada dosis se estimO ci Indice 
Ponderado (IP) de acuerdo con la siguiente 
fOrmula. 

A(0) + B(l) + C(2) + D(3) +E(4) 
IP = 

T(4) 

Donde A, B. C. D y E corresponden al 
nOrnero de piántulas que presentaron ci 
correspondiente grado de ataque. y T es ci 
nümero total de plantuias usadas en cada 
repeticiOn. 

DeterminaciOn de la ED50. Para determinar ia 
ED50, se siguiO ci procedimiento para ci análi-
sis PROBIT descrito por Finney (16) usando los 
valores de IP y ci iogaritmo naturai de la dosis 
(se adicionO ci valor de 1 a todas las dosis para 
evitar ci valor de 0 en la transformaciOn 
iogarItmica). Las dosis efectivas fueron los 
valores del anti-logaritmo de la dosis cones-
pondiente en la curva de RegresiOn lineai al 
50% de enfermedad (PROBIT = 5). 

En cuanto al crecimiento en trozos de zana-
horia, es iguai para las dos cepas: Se inicia con 
un micelio blanco que al cabo de 10 dias se 
torna café ciaro, con numerosas puntuaciones 
más oscuras, que microscOpicamente se obser-
van como marafias de micelio sin diferencia-
ciOn en corteza o médula (Figura ib), que 
corresponden a microesclerocios (2). En ci 
medio de cuitivo ELDA ci crecimiento fue muy 
denso, y con una escasa producciOn de 
pigmento. 

Las hifas maduras presentaron un diámetro 
promediode 7,7 p.m en 1a cepa CENICAFE 042 
y de 5,5 p.m en la CENICAFE 043. En hi 
determinaciOn del ntimero de nticieos, se 
verificO la condiciOn multinucleada del micelio 
en las cepas variando entre S y 8 nticieos 

Figura I. (a). MorfologIa caracterIstica del estado vegetativo 

d eRhizoctonia solani asociado a café (Tinción con Sal ranina, 
400X). (b). Microesclerocios (Tinción con arnhna azul 
400X). 

TABLA 1. 	Escala de caliticación del ataque deRhizoclonia solani en hipocotilos (modificado a partir de CASTRO 

et al. (10) 

0 	 Hipocotilo sano 

1 	= 	Afección a! 33% de la circunferencia del hipocotilo 0 menos. 

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

3 	= 	Afección en más del 66% de la circunferencia del hipocotilo. 

4 	= 	Volcamiento del hipocotilo. 

MicroscOpicamente, ci micelio presentO las 
caracterIsticas descritas para ci género (Figura 
la), como son: RamificaciOn cercana al septo 
distal en la hifas jdvenes vegetativas, forma-
ciOn de un septo en la ramificaciOn cercana al 
punto de origen, constricciOn en la ramifica-
ciOn, 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 

J 	numerosas (Figura la). 
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TABLA 2. 	Tasa de crecimiento de dos cepas de Rhizoclonia solani asociadas a café, y de cepas de referencia con 
grupo de anastornosis conocido. 

CEPA 	CENICAFE 042 CENICAFE 043 AG! AG2 AG3 AG4 AGS 

TASA (cm/h) 	0,166 0,152 0,164 0,094 0,110 0,137 0,124 
a a a bc b a ab 

Numeros acompanados por las misnsas letras no diheren estadIsncamente al nivel de significancia del 5% 

Figura 2. (a). Condición multinucleada de Was de R. solani (Tinción con Saframna 0, 400X). (b). Vacuolización en hifas 
crecidas sobre WA 1,5%. sd = septo doliporo. (Contraste de fases, 400X). 

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

(Figura 2a) cuando se utilizO corno sustrato un 
medio rico en nutrimentos como ODMA o 
ELDA; por el contrario, el micelio en WA 
1,5% presentO vacuolizacidn en las hifas (Fi-
gura 2b). 

Esta prueba confirma la ubicaciOn de los 
aislarnientos en la especie R.solani segdn la 
clasificaciOn dada por Ogoshi (21). y los dife-
rencia de las cepas binucleadas con estado 
perfecto Ceratobasidium sp. 

Identif'icaciOn del grupo de anastomosis. En 
las dos metodologlas probadas se obtuvieron 
reacciones de fusion completa con la cepa de 
referencia AG4, lo que concuerda con los 
registros sobre el ataque deR. solani a fivel de 
suelo (epIgeo), que se atribuye a cepas de este 
grupo interespecIfico, las cuales se caracteri-
zan por la poca o ninguna producciOn de 
escierocios (22). 

Determinación de la tasa de crecimiento. 
Los resultados se muestran en la Tabla 2. Esta 
determinaciOn da una indicacidn del creci- 

miento del hongo y podrIa estar relacionada 
con factores de patogenicidad con la ayuda de 
los ensayos en suelo, siempre y cuando más 
aisiamientos sean evaluados. 

Obtención del heterocarionte. Al enfrentar 
las dos cepas estudiadas, utilizando ci mdtodo 
de laminilias cubre objetos sobre PDA se obtu-
vo, luego de 1 mes de incubaciOn, un micelio 
blanco aigodonoso (Tuft) que microscOpi-
carnente presentaba una alta frecuencia de fu-
siOn hifai. 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 ci medio de PDA+CA. SegOn esto, los 
aislamientos son homocariontes, y contienen 
diferentes factores H. que son los que controlan 
este tipo de interacciones. 

Inducción 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 ci estrés fungistático y ci crecimiento en 

Estos resultados sugieren que los aislamien-
tos estudiados son homocariontes auto-estéri-
les o que requieren condiciones ambientales 
más estrictas, referentes a niveles de CO2  at-
mosfdrico, humedad, iuz o nutrimentos (1,28). 
Dadas las dificuitades en la inducciOn del esta-
do perfecto. Ia obtenciOn del heterocarionte 
puede ser un método apropiado con el fin de 
generar material para estudios de la genetica 
del hongo y de la resistencia del hospedante. 

Estudios histológicos. En la metodologia de 
cortes en frio, la temperatura de corte más 
apropiada fue de -5°C. Con relaciOn al estado 
de desarroilo del hipocotilo, en los cones reali-
zados se identificaron a la edad de 1 mes, la 
médula, ci xilema primario, la corteza 
(parénquima con espacios intercelulares) y la 
epidermis (figura 3a). A partir del estado de 
planta cotiledonar (2 meses) se observO un 
proceso de diferenciaciOn especialmente en la 
zona de la corteza, con La apariciOn de dos 
tejidos: Un ciorénquima adyacente al cinturOn 
vascular, y la endodermis rodeando ci 
ciorénquima (Figura 3b). Posteriormente no 
aparecen nuevos tejidos pero Si maduraciOn de 
los ya existentes no solo mediante un aumento 
en ci numero de células sino también mediante 
un cambio en la composiciOn de las paredes 
celulares y se detecta una acumuiaciOn de 

lignina y suberina en ci xiiema y en ci 
parénquima cortical. 

En ci hipocotilo, esta maduraciOn se lieva a 
cabo transversalmente de adentro hacia afuera 
y longitudinalmente de las panes 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 aigu-
na especificidad. Esto no ocurriO con los tejidos 
cortados en frIo. 

En cuanto al proceso de penetraciOn, las 
observaciones episcOpicas mostraron ci creci-
miento del micelio alolargo del eje longitudinal 
del hipocotilo, sobre los bordes de las paredes 
de las células epidérmicas. En algunos lugares 
se observO la acumulaciOn de hifas (Figura 4a), 
que es ci evento previo ala formaciOn de domos 
o cojines por pane de hifas modificadas; estos 
domos presentan engrosamiento y componen 
un tejido compacto que va aumentando en 
altura, mâs no en ci area ocupada sobre la 
epidermis (Figura 4b). La formaciOn 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 ci cojIn de 
infecciOn y resulta dificil la detecciOn de hifas 
de penetraciOn dentro del parénquima. Aunque 
en este tipo de ataque parece primar la acciOn 
enzimática (posibiemente pectinasas y 
ccluiasas), cabe anotar que no se observan 
modificaciones a nivel de la capa de cutina de 
la. epidermis, es decir, no hay acc iOn decutinasas, 
lo que coincide con lo descrito por Bateman (7). 
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TARLA 2. 	Tasa de crecimiento de dos cepas de Rhizoctonia solani a.sociadas a café, y de cepas de referencia con 
grupo de anastomosis conocido. 

CEPA 	CENICAFE 042 	CENICAFE 043 AG! AG2 AG3 AG4 AG5 

I'ASA (cm/h) 	0,166 	 0,152 0,164 0,094 0,110 0,137 0,124 
a 	 a a bc b a ab 

Niimcros acoinpanados por las mismas letras no difieren estadIsticamente al nivel de significancia del 5% 

(Figura 2a) cuando se utilizd como sustrato un 
medio rico en nutrimentos como ODMA o 
ELDA; por el contrario, el micelio en WA 
1,5% presentO vacuolizaciOn en las hifas (Fi-
gura 2b). 

Esta prueba confirma la ubicaciOn de los 
aislarnientos en la especie R.soiani segdn la 
clasificaciOn dada por Ogoshi (21), y los dife-
rencia de las cepas hinucleadas con estado 
perfecto Ceratobasidium sp. 

Identiflcación del grupo de anastomosis. En 
las dos metodologlas probadas se obtuvieron 
reacciones de fusiOn completa con la cepa de 
referencia AG4, lo que concuerda con los 
registros sobre el ataque de R. so/ant a nivel de 
suelo (epIgeo), que se atribuye a cepas de este 
grupo interespecIfico, las cuales se caracteri-
zan por la poca o ninguna producciOn de 
escierocios (22). 

Determinación de la tasa de crecimiento. 
Los resultados se muestran en la Tabla 2. Esta 
determinaciOn da una indicaciOn del creci- 

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

ObtenciOn del heterocarionte. Al enfrentar 
las dos cepas estudiadas, utilizando ci método 
de laminillas cubre objetos sobre PDA se obtu-
vo, luego de 1 mes de incubaciOn, un micelio 
blanco aigodonoso (Tuft) que microscOpi-
carnente presentaba una aita frecuencia de fu-
siOn 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 ci medio de PDA+CA. SegOn esto, los 
aisiamientos son homocariontes, y contienen 
diferentes factores H, que son los que controian 
este tipo de interacciones. 

InducciOn del estado perfecto. En ninguna de 
las metodologlas probadas se pudo verificar 
microscOpicamente la presencia de esterigmas 
en los inetabasidios, o de basidiosporas. Utili-
zando el estrés fungistático y ci crecimiento en 

rnedio con suelo (soil-over culture) se presenta-
ron aigunas reacciones caracterizadas por cam-
bios en la morfologla normal de las células. 
Cabe anotar que por observaciOn directa de 
hipocotilos atacados no se evidenciO la presen-
cia de la fase perfecta del hongo. 

Estos resultados sugieren que los aislamien-
tos estudiados son homocariontes auto-estéri-
les o que requieren condiciones ambientales 
más estrictas, referentes a niveles de CO2  at-
mosférico, humed.ad, luz o nutrimentos (1, 28). 
Dadas las dificultades en la inducciOn del esta-
do perfecto, la obtenciOn del heterocarionte 
puede ser un método apropiado con ci fin de 
generar material para estudios de la genética 
del hongo y de la resistencia del hospedante. 

Estudios histológicos. En la metodologla de 
cortes en frIo, la temperatura de cone más 
apropiada fue de -5°C. Con relaciOn al estado 
de desarrollo del hipocotilo, en los cones reali-
zados se identificaron a la ethd de 1 mes, la 
mddula, el xilema primario, la corteza 
(parénquima con espacios interceluIa.res) y la 
epidermis (figura 3a). A partir del estado de 
planta cotiledonar (2 meses) se observO un 
proceso de diferenciaciOn especialmente en la 
zona de la corteza, con la apariciOn de dos 
tejidos: Un clordnquima adyacente al cinturOn 
vascular, y la endodermis rodeando ci 
cLorénquima (Figura 3b). Posteriormente no 
aparecen nuevos tejidos pero 51 maduraciOn de 
los ya existentes no solo mediante un aumento 
en el nOmero de células sino también mediante 
un cambio en la composiciOn de las paredes 
celulares y se detecta una acumulaciOn de 

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

En el hipocotilo, esta maduraciOn se lieva a 
cabo transversalrnente de adentro hacia afuera 
y longitudinalmente de las panes 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 110 ocurriO 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 observO la acumulaciOn de hifas (Figura 4a), 
que es ci evento previo a la formación de domos 
o cojines por pane de hifas modificadas; estos 
domos presentan engrosamiento y componen 
un tejido compacto que va aumentando en 
altura, m.s no en el area ocupada sobre la 
epidermis (Figura 4b). La formaciOn de estos 
cojines puede ser mtiltiple a lo largo de la 
circunferencia del hipocotilo. Finalmente, se 
aprecia ci debilitamiento de las paredes celula-
res de los tejidos ubicados bajo el cojIn de 
infecciOn y resuLta difIcil la detecciOn de hifas 
de penetraciOn dentro del parénquima. Aunque 
en este tipo de ataque parece primar la acciOn 
enzimática (posiblemente pectinasas y 
celulasas), cabe anotar que no se observan 
modificaciones a nivel de la capa de cutina de 
la epidermis, es decir, no hay acciOnde cutinasas, 
lo que coincide con lo descrito por Bateman (7). Figura 2. (a). Condición multinucleada de Was deR. solani (Tinción con Safranina 0, 400X). (b). Vacuohzación en hifas 

crecidas sobre WA 1,5%. sd = septo doliporo. (Contraste de fases, 400X). 
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Figura 3. (a). Constitución histológica de hipocotilos de 3 meses de edad (Tinción con Floroglucinol HU). (b). Definición 
de clorénquima y la endodermis (Iluminación con luz UV, bOX). m = médula, xp = xilema pnmario, p = pendermo, c = 

clorénquima, ed = endodermis y ep = epidermis. 

EN 
C 

En hipocotilos que toleran el ataque, se 
desarrolla un tejido suberizado en el peridermo, 
de varias capas de grosor airededor del punto de 
infecciOn (Figura 5). El proceso infectivo tiene 
una duraciOn aproximada de 5 dfas en las 
condiciones probadas. El conocimiento de los 
procesos de penetración del parásito es básico 
para los estudios de mecanismos de resistencia 
on el hospedante. 
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F'Igura S. 1ormaci6n de tejido suberiiado en ci pendermo 
de un hipocotilo que resistió at alaque de R solani. 
lluminación Iuz LV). 

Ensayos en suelo. Segün el método de inocula-
ciOn utilizado, la ünica 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 102  propágulos. Esto permite cal-
cular un valor aproximado en propagulos/gra-
mo de suelo que refleja la ED50. Los valores 
ea1es de la EDSO en suelo estéril pueden ser 

menores dado que se está asumiendo un 100% 
de supervivencia del inOculo. Los resultados se 
muestran en la Tabla 3. 

Segün los valores de la EDSO, la cepa 
CENICAFE 042 es la más patogénica de las tres 
estudiadas. La ED 100 indicaria la minima con-
centmciOn de inóculo 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 evaluaciOn de 
fungicidas o productos biolOgicos que ayuden 
al control de la enfermedad. 

TABLA 3. Valores para la regreslon lineal log (DOSIS + 1) vs Valor PROBIT, para Ia Interacclón en suelos de las 
cepas CENICAFE 042, 043 y cepa referenda AG4 con pintu1as de Coffea arabica var. Colombia. 

Cepa 	 A B r 	Log ED50 EDSO ED100 

mg micelio Propágulos mg micello 

lOOg suelo mg suelo 100 g suelo 

AG4 	 1,22 2,22 0,88 	1,697 493 398 3116 

CENICAFE 042 	0,75 2,79 0,91 	1,523 33,3 266 903 

CENICAFE 043 	0,85 2,09 0,89 	1,978 95,1 760 7736 

A= constante, 13= pendiente, r= coeficiente de correlación. 
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Figura 3. (a). Constitución histológica de hipocotilos de 3 meses de edad (Tinción con Floroglucmol HG). (b). Definición 
de clorénquima y la endodermis (Iluminación con luz UV, bOX). m = médula, xp = xilema primano, p = pendermo, c = 
clorénquima, ed = endodermis y ep = epidermis. 
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Figura 4. (a). Acumulación de hifas sobre células de la 
epidermis (Iluminación episcópica luz UV. 400X). (b). 
Cojines de infección de R. soloni sobre hipocotilos de café; 
obsérvese ci debilitamiento de las paredes celulares. (Amhna 
azul, 400X). 
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TABLA 3. Valores para la regresion lineal log (DOSIS + 1) vs Valor PROBIT, para la interacclón en suelos de las 
cepas CENICAFE 042, 043y cepa referenda AG4 con plintulas de Coffea arabica var. Colombia. 

Cepa 	 A B r Log EDSO EDSO ED100 

mg micelio Propágulos mg micello 

lOOg suelo mg suelo 100 g suelo 

AG4 	 1,22 2,22 0,88 1,697 49,7 398 3116 

CENICAFE 042 	0,75 2,79 0,91 1,523 33,3 266 903 

CENICAFE 043 	0,85 2,09 0,89 1,978 95,1 760 7736 

En hipocotilos que toleran el ataque, se 
desarrolla un tejido subenzado en el peridermo, 
de varias capas de grosor airededor del punto de 
infección (Figura 5). El proceso infectivo tiene 
una duraciOn aproximada de 5 dfas en las 
condiciones probadas. El conocimiento de los 
procesos de penetración del parásito es básico 
para los estudios de mecanismos de resistencia 
en el hospedante. 

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