Ultraestructura del Hongo Rhizoctonia solani Kuehn, 1
Patdgeno de Phaseolus vulgaris L. var. ’Seminole’ en Venezuela

ABSTRACT

The ultrsestructure of Rhizoctonia solani Kuehn,
pathogen an Phaseolus vulgarls L. var. 'Seminole’ was
investigated with high resolution light microscopy, Two
micrometer gections were stained using p-phenylendiamin
1.5% and azur II followed by & second immersion in
p-phenylendiamin 1.5% . Hypehe cells were found to be
multinucleated, not showing more than four nuclei. Ultra-
structuratly the hyphae had abundant cytoplasmic organelles
including numerous mitochondrize and rough and smooth
endocytoplasmic reticulum cisternae; hyphae mensured
6,045 x 0,304 pm aversge diameter at the septa level;
the cytoplasmic matrix was seen constantly dense
with high amounts of glycogen particles and free ribosomes,
A great diversity of vacuoles and vesieles, liposome bodles
without membrane and tubule-membranous structures was
also found, Ovoid nuclel were usually located at the periphery
of the cytoplasm. These nuclei measured 2.66 + 0.390um in
length and 1.99 : 0,168 pm in width., Well developed
nucleoli were seen close to the nuclear envelope and the
chromatin was observed uniformly distributed within the
nuelel, The septum is formed by a deep cell wall invagination
which seems to drag the cytoplasmic membrane of the two
adjacent cells originating the saccular structure of the
septum, Inside the saccular cavity the cell wall appeared to
become frogmented producing numerous branches giving
the saccule a trabecular appearance. The septal pore
apparatus appears in o central position in the saccular septum
and its interior is cccupied by a complex membranous
system. At both ends of the septal pore the pore plugs were
located and are composed of a high electron-dense and
Homogenous material surrounded by a regular and smooth
membsane, The pore cap consists of a2 homogenous, electron-
dense material, surrounded by a smooth mebrane which is in
continuity with the saccular membrane. Contractile-like
filamentous proteins perpendicularly oriented to the septum
were observed at the sub-cap matrix,

INTRODUCCION

a informacion disponible sobre el género Rhi-
_ zoetonia, establecido en 1815 por De Candolle
{14, 17} es controversial y confusa. En el péne-
10, €l concepto de especie ha sido modificado en rei-
teradas oportunidades a causa de la variabilidad mor.
fologica que presentan loshongos incluidos en él (37)
La complejidad y heterogeneidad del grupo tiene su
origen, aparentemente, en el uso casi exclusivo de las
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COMPENDIO

La uitraestructura del hongo Rhizoctonia solani Kuehn,
patbgeno de Phaseolus vulgaris L. var, ‘seminole’, fue investi-
gnda utilizando microscopia de luz de afta resuluclon, micros-
copia de contraste de interferencia y micmscopm etectmnica
de tmnsmismn. Las secciones de 2 um para microscopia de
luz de slts resolucion fueron contrastadas con las sigulentes
reactivos: poerafenilendiamina 1.5% , azur Il y luego parafent-
lendiamina 1.5%, Las células hifales as:’ preparndas resultaron
ser multinucleadns y en ningln caso mostraron mds de cuatro
nucteos. En el nivel ultraestructural {as hifns tienen un didme-
tro promedio de 6.045 = 0.304 pm al nivel de la septa y
muesttan abundantes organelas citoplismicas entre las que se
destaca una gran cantidad de mitocondriss, e matriz cito-
plismica densa y cargada de glucdgeno, reticulo endocitoplds
mico liso y rugoso y aumerasos ribosomas libres, También se
encontrd una gron variabilidad vesicular y vacuolar, cuerpog
de pspecto liposomal sin membranas y estructuras tdbulo-
membranosas. Los ndcleos son de forma ovoidal con dimen-
siones de 2.66 « 0.390 um en su didmetro mayor y 1.99
+ 0.168 um en el didgmetro menor. Estos nilcloes usualmenté
se ubican en las porciones mds periféricas del citoplasma celu-
lar, y en ellos 1a cromatina se observa uniformemente distri-
buida. Los nucleclos aparecen en posicion periférics y ado-
sados a la cisterna perinuclear. El complejo septal estd inte-
grado por la septa, o tabique, y el aparato del poro septal.
La septa se forma por invaginacion de la pared celular que
arrastra las membranas citoplismicas de las células comti-
guas y originan el sdculo. En el interior del sdculo [a pared
celular pareciera ‘deshilachasse’ pars constituir una estruc-
tura esponjosa con ramificaciones que le confieren una apa-
rienciz cribose o trabecular, En el drea central del siculo ge
encuentra el poro septal, que contiene en su interior un com-
plejo sistema de membranas, A ambos lados del poro estin
ubicados el fapon del poro, que da la impresion de ser ocly-
yente, y la corona en forma de cépsulas conformadas por f4-
minas gue se ven compactadas por la presencia de un material
electrdn-denso, En la matriz sub-coronarie aparecen protefnas
filamentosas def tipo contrictil,

descripciones basadas en las caracteristicas miceliales,
pues estos hongos cominmente aparecen en su fase
asexual o vegetativa y rara vez fructifican en forma
natural o inducide, Transcurrido un siglo desde la
creacién del género, Duggar (17) tratd de resoiver
esta contradiccidn, mediante el reconocimiento de la
existencia de dos especies principales, R. crocorum y
R. solani, y sefialando a las restantes hasta entonces
erigidas como pertenecientes a una de las dos especies
principales. Sin embargo, en el lapso comprendide
entre 1915 y 1961 (37) se describieron 57 nuevas
especies entre las cuales algunas presentan diferencias
morfoldgicas significativas y en las que las descripcio-
nes de varias de ellas estdn incompletas y otras fueron
caracterizadas en funcién de pardmetros miceliales
que, por ser aspectos inconsistentes, carecen de im-
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portancia taxonodmica Esto significa que ia confusidn
dentro del género persistia

En el génere Rhizoctonia la especie mds notoria es
R. solani Kuehn, un hongo habitante natural del suelo
que ha sido reportado en diferentes partes del mundo
como patégeno de un extenso rango de especies vege-
tales con reconocida importancia agricola, horticola
y forestal (i, 2, 22, 26, 30, 37, 44} Su parasitismo
parece haber evelucionado segun tres patrones distin-
tos: subterrineo, superficial y aéreo (25) R solani es
considerado capaz de provocar putrefaccion de raices,
bulbos, brotes, coronas, estolones y rizemas, *‘sanco-
cho” {“"damping-of{™} pre-emergente y post-emergen-
te, chancros en los tallos, quemazdn en el fellaje y
descomposicion de las semillas y los frutos de una
gran diversidad de cultivos agricolas (3, 5, 25). Es
opinidn general que R. solani es una especie exirema-
damente variable por fo que se le atribuyen numero-
sas razas o cepas naturales gue difieren en su compor-
tamiento ecoldgico, fisiologico, genética y patoldgico
¥ en las caracteristicas de las colonias producidas en
fos medios de cultivo {4, 9, 10, 12, 18, 19, 21, 26,
27,29, 31, 32, 33,40,41,42,50,51)

En 1967, por primera vez Parmeter ¢f gl (35) de-
mostraron, por medio del andlisis de as caracterssti-
cas nucleares y de ia fase sexual, que algunos hongos
clasificados en el pasado como R soleni son otros
que tienen una morfologia hifal similar a la que posee
R, solani. Ellos separaron numerosas cepas de R, so-
fani vy otras especics de Rhizoctonia en dos grupos,
uno integrado por los hongos provistos de células
vegetativas binucleadas vy otro donde incluyeron
los hongos con células multinucieadas. Los binuctea-
dos produjeron un estado sexual perteneciente al
género Cerotobasiditan, y los multinucleados desarro-
laron como fase sexuval a Thanatephorus cucumeris,
La especie T cucumeris (Frank) Donk es hoy undni-
me y universalmenie aceptada como la fase reproduc-
tiva de R solani (34, 45) A partir de las investigacio-
nes realizadas por Parmeter et al (35), el numero de
nicleos se constituyd en el criterio taxendmico mids
importante para el reconomiento de las cepas de R
solani. La multiplicidad nuclear de sus células vege-
tativas ha sido corroborada por otros investigadores
(8, 23, 43, 46, 47, 49, 52}, quienes han desarrollado
alpunos procedimientos de tincidén nuclear para el
diagnéstico rutinario de R. solgni y hongos semejan-
tes Las sustancias mayormenie utilizadas para la tin-
cidn de los nucleos de estos hongos son: azul de ani-
lina (8, 23, 46, 47), azui de trypan (8, 23, 38), giemsa
(i1, 20, 23, 24, 36, 47), hematoxilina (36), orceina
(49, safranina 0 (52), y acridina naranja (52). Segin
Herr (23), las llamadas tinciones rdpidas permiten ia
separacion preliminar de estos hongos en binucleados
y multinucleados, pero a veces fallan en el revelado

de los nucleos de algunas cepas y las preparaciones
tienen la particularidad de deteriorarse prontamente,
aun cuando se conserven bajo condiciones de refrige-
racion. En el microscopio de contraste de fase los nu-
cleos de R solani miden 2-3 pm (20), mientras que
bajo el microscopic de luz simple han presentado di-
mensiones de 19-24 um (49), 2-24 um (23) ¥
225 um (23} con tinciones de aceto-orceina,
Hcl-giemsa y los azules de anilina y trypan respecti-
vamente. Eif nimero de nicleos de R. solanf jamds
ha sido investigado con microscopia de luz de alta
resolucion Por otra parte, con excepcion del estudio
realizado por Bracker y Butler {(6) la mayoria de los
andlisis ultraestructurales practicados a R. solani han
estado dirigidos fundamenialmente hacia el conoci-
miento de la configuracidn y estructuracion del com-
pleio septal (7, 28, 39, 47},

En Venezuela, Draz y Salas (16}, en su “Lista de
patdgenos de las plantas cultivadas en Venezuela”, re-
gistran a R solani como causante de enfermedades en
importantes cultivos agricolas; sin embargo, en ef pars
s¢ han realizado muy pocos estudios relativos a la bio-
logia del patdgenc.

Tomando en consideracidn el impacte econdémico
que representa R. solani para el agro venezolano vy
las dificultades que existen para su identificacion, nos
proposimaos investigar una cepa de R. solgni aislada de
plantas enfermas de £ rudgaris 1. var. ‘Seminoie’, uti-
lizando microscopria de luz de alta resolucidn, micros-
copia de contiraste de interferencia y microscopia
electronica de transmision, con el propdsito de descri-
bir sus caracterssticas nucleares y ultraestructurales
para contribuir a mejorar el conocimiento sobre su
biologra celular

MATERIALES Y METCDOS

El hongo obieto de estudio fue zislado de plantas
P ovudgaris L. var ‘Seminole’ afectadas por lesiones
hundidas v de color marrén-rojizo que eventualmente
estrangulan los tallos y provocan la muerte de las
plantas. Su patogenicidad fue comprobada mediante
inoculaciones que permitieron reproducir en el labo-
ratorio una sintomatologia similar a la observada en el
CRMPO.

El material necesario para los andlisis de microsco-
pla de luz de alta resolucidn {MLAR) y microscopia
electrénica de transmisidn (MET), se produjo hacien-
do crecer el hongo durante 635 horas a temperatura
ambiente, sobre discos estériles de papel celofdn
{7 cm de didmetro) depositados en la superficie de
placas de medic papa-extracto de levaduras -dextrosa-
agar (PYDA, PDA mds extracto de levaduras al
0 75% ) (47) Las colonias fueron separadas del papel
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celofdn humedeciéndolas previamente con solucidn
fijadora de paraformaldehido 3% vy glutaraldehido
3% en tampdn cacodilato de sodio 0.1 My pH 6.3,
Fue imprescindible utilizar resinas diferentes y proce-
dimientos de fijacién e inclusién parcialmente distin-
tos para poder obtener preparados que cumplieran,
de manera satisfactoria, las exigencias de las téenicas
de MLAR y MET Los materiales destinados a MLAR
y MET se incluyeron en las resinas EPON 812 vy
SPURR, respectivamente. El procedimiento utilizado
fue el siguiente: 1) seleccionar el material v con un
sacabocado estéril cortar discos miceliales de 4 mm
de didmetro; 2) fijar por 4 horas 2 4°C con una
mezcla de paraformaldehido y glutaraldehido dilui-
dos cada uno de elios al 3% en solucidn tampon 0.1 M
de cacodilato de sodio pH 6.3: 3) lavar varias veces
con el mismo tampdn; 4) postfijar durante una noche
a 4 C con tetradxido de osmio preparado al 1% en
tampén 0 1 M de cacodilato de sodio pH 6 3; 5} lavar
varias veces con igual tampon; 6} deshidratar en solu-
ciones seriadas de alcohol etilico (30, 50,80 v 100%) el
material a inchuir en EPON 812 y en iguales solucio-
nes de alcohol etilico mds dos cambios de acetona
absoluta cuando se usa SPURR; 7) infiltrar el material
seleccionado para MLAR con mezclas graduales de
oxido de propileno-EPON 812, y en acetona-SPURR
el destinado a MET; 8) incluir en EPON 812y SPURR
puros; 9) polimerizar los pldsticos en estufa a 60°C
durante 48 horas minimo.

Durante la deshidratacién los materiales fueron
tratados por 2 horas con acetato de uranilo diluido al
2% en alcohol etilico 709 . Las secciones gruesas y
finas se cortaron con una cuchilla de diamante incor-
porada a un ultramicrotome Porter Blum MT-2. Las
secciones gruesas se trataron con una combinacidn de
parafenilendiamina 1 5% -azur Il-parafenilendiamina
1. 5%, rmientras que en la “tincidn” de ias secciones
finas aplicamos el procedimiento reportado por
Paddo (13) con algunas modificaciones. Los andlisis
de MLAR se realizaron con un microscopio foténico
Polyvar y los de MET con un equipo HITACHI
H-500.

RESULTADOS
A. Microscopia de luz de alta resolucién:

La MLAR resultd ser una excelente técnica para el
revelado de los niicleos hifales del hongo investigado
Su aplicacién permitié diferenciar en forma clara vy
evidente las estructuras nucleares de otros componen-
tes celulares que, por sus afinidades con los colorantes
de uso comun en el diagndstico rutinario de R. solani
v los hongos afines, pueden ser confundidos ficilmen-
te con los nicleos bajo microscopia de luz normal
Las células vegetativas de la cepa de hongo aislada de

P vulgaris L var ‘Seminole’ presentarcn como caracte-
ristica ser multinucleares. Sin embargo, en ningin
caso pudimos detectar células con mds de cuatro nu-
cleos (Figs. 1-3) Ei colorante azur II y la reaccidn
con parafenilendiamina en solucidn acuosa al 1.5% ,
mostraron los ncleos claramente cuando fueron
usados individualmente, pero la combinacidn de am-
bos en la siguiente serie: parafenilendiamina-azur
Ii-parafenilendiamina proporciond mds y mejores
detalles, tanto de los nilcleos como de otras estruciu-
ras celulares. La preparacién del azur II en partes
iguales de alcohol etilico absoluto y agua destilada
resultd ser mds efectiva que su dilucidn en agua exclu-
sivamente. La extraccidn de los excesos de azur I y
parafenilendiamina con solucidén acuosa 1% de dcido
acético glacial favorecid la visualizacidn de los
niicleas.

B. Microscopia electronicd de transmisién:

~ En las secciones iongitudinales y a bajo aumento
en el microscopio elecironico de transmisidn (Fig. 6),
las hifas del hongo presentaron una riqueza citoplds-
mica altamente significativa cuande se comparan con
otros estudios ultraestructurales (5, 6, 48) La enorme
riqueza citopldsmica de estas células es mayor en las
hifas jovenes que en [as adultas Esta diferencia cito-
pldsmica se contrasta ficilmente en la Fig 7, donde
una hifa vieja, cortada en seccidn transversal, muestra
acimulos de lipidos y escasas mitocondrias de tama-
fio reducido. En cada célula hifal pudimos apreciar
claramente abundantes mitocondrias y una matriz
citopldsmica densa, cargada de glucdpeno disperso
y en acimulos de dimensiones variables alternando
con ribosomas libres (Fig. 6) Las mitocondrias son
alargadas y finas y presentan las mismas caracterisi-
cas ultraestructurales descritas en Iz mayoria de las
céiulas eucaridticas (15), es decir, tienen una matriz
mitocondrial, crestas mitocondriales y una doble
membrana de cuya porcidn mds interns se originan
las crestas mitocondriales (Fig. 9) El reticulo endo-
citopldsmico es de dos tipos, reticulo endocitoplds-
mico liso (RL) y reticulo endocitoplismico rugoso
{RR}. Sin embargo, es necesario sefialar que las cister-
nas del RR en realidad son mixtas (Fig. 9) Es decir,
gue algunos de sus segmentos tienen ribosomas
adheridos y otros aparecen lisos.

En la mayorra de las células estudiadas usualmente
se encontraron dos ndcleos {Fig. 6). Estos nicleos
se ubican por lo regular en las porciones mds peri-
féricas del citoplasma, son ovoidales y tienen dimen-
siones que oscilan entre 234 y 320 um (2.66
% 0.390 pm) en su didmetro mayor y entre 1.75 y
2,11 pm (1.9C £ 0 168 pum) en el menor FLos nucleo-
los aparecen localizados en posicidn periférica y ado-
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Figs 1y 2 Estas imigenes corresponden a dos secciones sucesivas del mismo conjunto de Fig. 3. En esta microfotografia apa-
hilas de R solani Con flechas se indican células con nteleos evidentes X 562 5 rece una célula con tres ni-

Microfotografia lograda con el sistemz Oplice de
contraste de interferencia (Nomarsky). En ls célula
indicada con una flecha se visualizan en relieve dos
niicicos ¥ otras estructuras no nucieares X 437.5,

Fig 5

ke =

cleos (flecha). X 652.5.

Imagen obtenida con el sistema de contraste de inter-
ferenciz (Nomarsky) en fa cual pueden verse células
con una gran cantidad de vacuelas y pranulaciones
X 4375
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sados 2 la cisterna perinuclear Cuando el corte es
afortunado, los nuclecios se ven en los dos nucleos
que se destacan en cada célula; sin embargo, frecuen-
temente la masa nucleolar sdlo se observa en uno de
los ntcleos mientras que en el otro no aparece en el
plano de seccion {Fig 6) En promedio el nucleolo
ocupa un drea de 0 625 + 0.115 um® que representa
aproximadamente el 14.7% de la superficie total del
nicleo que es de 4 252 £ 0810 wm®  La cromatina
se observa uniformemente distribuida en toda el drea
nuctear (IFig 8) La cisterna perinuclear estd confor-
mada por dos unidades de membrana como normal-
mente vcurre en las células nucleadas, v la pudimos
apreciar irregularmente interrumpida por la presencia
de poros que tienen {as mismas caracteristicas descri-
tas en otros organismos eucariticos (Fig. 9) (15).

Fig 6 Microfotografia electrdnica en fa cual podemos apre-
cinr las caracteristicas citoldgicas fundamentales de
R. solani. En el interior del citoplasma se ven dos
niicieas (N) proximos a ln superficie celular: numero-
sas mitocondrias (m); vacuolas (v) de diversos tama-
fios y abunduntes ribosomas libres en la matriz cito-
plasmatica El tabique intercelular, indicado con una
flecha, se observa de mayor grosor que ia fina pared
celular que recubre toda ka célula v se interrumpe en
el compiejo septal {Cs) X 75C0

Fig 7 En esta imagen se muestran las caracteristicas dife-
renciales entre hifas jovenes e hifas envejecidas La
hifa indicada con un asterisco tiene un citoplasma
transticido por la disminucion de la matriz citoplas-
matica y, ademas, posee menor nitmero de organslas
celulares, mientras que estd provista de una gruesa
pared celular (Pc). Las hifas jovenes gue la rodean,
por el contrario, tienen una mavor rigueza citoplas-
mitica y paredes celulares de menor grosor. La fle-
cha sefiala las lipoproteinas v. vacuclas, X 9000

Acompafian a las estructuras citopldsmicas anie-
riormente descritas una gran cantidad de vesiculas
y vacuolas de variadas dimensiones (Figs. 6 y 7).
Por lo regular las vacuolas tienen muy poco conteni-
do, con excepcidn de algunas que tienen un material
medianamente electron-denso que en determinadas
circunstancias se compacta y aparece cormo pequefios
granulos densos (Fig. 7) Se observaron, con relativa
frecuencia, la matriz citopldsmica, cuerpos densos
que contienen en su interior un material homogéneo
de aspecto lipoproteico rodeado por membrana
{Fig. 8) v cuerpos de depdsito de aspecto liposomal
(LP) que simplemente constitayen masas de aparien-
cia lipidica desprovistas de membrana (Fig. 10). Es
importante sefialar la existenciz, en el citoplasma, de
una gran diversidad de los llamados cuerpos tibulo-
membranosos ( Tm), de forma y tamafio varizbles, que
son particularmente abundantes en las proximidades
de las septas Son estructuras citopldsmicas rodeadas
por una membrana que enciersa en su interior un con-
junto de membranas o estructuras tibulo-membrano-
sas. Fl cuerpo que se muestrz en la Fig 11 contiene
erl su interior estructuras tibulo-membranosas corta-
das longitudinal y transversaimente, mientras que en
la Fig. 12 se aprecia otro cuerpo que, ademds de las
estructuras tubulo-membranosas, contiene vesiculas
de diferentes tamafios. Cuando estos cuerpos alcanzan
su médximo desarrollo parecieran estar irregularmente
recubiertos por una unidad de membrana (Fig. 11). El
reticulo endocitopldsmico, v en general todos los
sistemas citomembranosos de las células de este hon-
go, parecen estar en coatinuidad y resulta muy fre-
cuente encontrar una intima relacion de continuidad
entre drganos membranosos o cisternas. En la Fig 9
se presentan detalles de continuidad entre el reticulo
endocitoplismico rugoso y ta cisterna perinuclear,

La pared celular de} hongo es continua y uniforme,
Sélo se detectan irregularidades y ensanchamientos en
los puntos de plegamiento, es decir, en cuellos de jas
ramificaciones hifales y en los sitios donde se originan
las septas. Donde se desarroilan las septas se observan
dos compenentes en la pared celular, uno denso y
mis proximo a la membrana citopldsmica, ¥ otro ralo
© }axo localizado en las dreas cercanas & los sitios de
origen de las septas (Figs 11, 12, 15). En algunas
hifas la pared celular se aprecia laminada (Figs. 14,
15), es decir, que ia homogeneidad se pierde al obser-
varse estriaciones longitudinales en el sentido del did-
metro mayor de la pared, lo cual hace que esta dltima
aparezca como constituida por ldminas de crecimien-
to. En las hifas viejas la pared celular tiene aproxima-
damente cinco veces el grosor que muestra en las
hifas jovenes (Fig 7). En las secciones longitudina-
les v en el complejo septal, las hifas maduras tuvieron
un ancho promedio de 6,043 £ 0.304 um

El aparato septal del hongo bajo investigacidn es
una estructura compleja con las siguientes dimensio-
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Fig 8. En cortestransversales fas células de R solani mues-
tran ciaramente ln excentricidad nuciear (N), como
se observa en csta fotografia Cuerpos densos como
los indicados con una flecha, fueron un hallazgo fre-
cuente en estas celulag Notese la abundante cantidad
de mitocondriss (m) ¥ el suciéolo (NI) muy desa-
rrollado X 18 000

Fig 9 En esta imagen, con mayer aumento, podemos apre-
ciar poros de la cisterna perinuclear (flechas), reticu-
o eadocitoplasmico rugoso {RR) v detatles ultraes-
tructurales de las mitocendrias (m) de R solani N,
nacleo. X 45 006

nes; 2555 £ 0,162 pm de largo v 1 881 & 0 218 um
de ancho La septa estd constituida por una profunda
invaginacién de las células contiguas, acompaRada por
delgadas prolongaciones procedentes de la pared celu-
lar. En el sitio de constriccién es caracteristico obser-
var una configuracidn de apariencia {riangulsr en ias
secciones longitudinales (Figs. 12, 14, 15) En esta
zona triangular de inicio de la constriccion, ja pared
celular muestra el desfasamiento de su organizacién
laminar. Por encima de la constriccion es evidente que
la pared celular se continua como una ldmina densa,
que deja en el centro de la estructura trizngular un
drea mds electron-transparente  Boideandco Ias mem-
branas citopldsmicas de las células contiguas se notan

dos liminas de pared celular, proximas v electidn-
densas, separadas por una fina banda mds electron-
transparente. Cada constriccidn finaliza en una estruc-
tura que hemos llamado sacular v que no €s mis que
una distension de fas membranas citopldsmicas de lfas
células contiguas (Figs 12, 14} La estructura sacular
midia 1645 £ 0193 umdelargoy 0762 £ 0 131 um
de ancho. En el interior del sdculo la pared celutar
pareciera “‘deshilacharse” para conformar una estruc-
tura esponjosa que ccupa toda la cavidad sacular
y origina prolongaciones que le confieren una apa-
riencia cribosa (Fig 14) En lz cavidad sacular, sin
embargo, se ven ramificaciones que desde la pared ce-
lular se conectan z las paredes internas de la membra-
na citopldsmica. El sdculo septal deja en su porcidn
central un orificio propiamente dicho gue constituye

de R solani adoptan formas
ovoidales como el case mostrado en estid microfoto-
prafia Tienen cuerpos cromatinicos {fecha) y un
nuciéolo (NI) de grandes proporciones Lp, lipaso-
mas X 30 000

Fig 11 Cuerpos tubuio-membranosos (Tm) fueson frecuen-
temente detectados en el interior de las cétulas de
R solani, como ef mostrado aquf Estas cstructurus
estan rodeadas per una membrana que presenta inte-
rrupciones En un mismo piano de seceidon se pueden
apreciar secciones trassversales y longitudinales de
fos tabulos X 30 000
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septal (Csy constitnido por el tabique (T) mas el
sdcule (S v las estructuras aseciadas  I'my, cuerpo
thbulo-membranose con vesicula vy vacuctas es su
interior; N ndcleo

R

Fig 13 Amplificacion del complejo septal ilustrado en la fi-

gura anterior. Se puede distinguir clazamente el
stculo {8) con luy proyecciones transversales de ia
pared celuinr que constituyen el tabigue (1) de am-
bas células Las estructuras coronarias {(flechas) apa-
recen como cisternas ocupadas por un material elec-
trom-denso al igual que ¢l tapén del poro (%) Tanto
las estructuras corenarias como ¢ tapon del poro se
observan interrumpidos. En el pero (P) se visualizan
numerosas cisternas alargadas en el sentido del eje
principal de fa kifa Nétese fa relacidn de las cister-
nas de reticule endocitoplismico lise (llechas cortas)
<on las estructuras coronarias y las cisternas del poro
Erntre las cisternas alargadas del poro la matriz cito-
plasmica es escasa X 30 000

Fig 14
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e R e EE X
Fig. 12 Imagen con menor aumento de todo el compleje

En esta imagen se ve claramente el compoaente mi-
crofilamentoso (mf) que ocupa el drea subcorenaria
Con ung tlecha se sefinlun las estructuras coronarias
y sacular I'm, cuerpo tibuio-membranoso X 30 000

i

LT | SR i T
En esta microfotografia aparece una hemisepta cons-
tituida por un siculo simple unilateral Notese la
continuidad directa entre jos citoplasmas de ambag
céluias, permitida por a ausencia de un poro verda-
derc Tm, cuerpe tibulo-membranose con vesiculas
y vacuolas en st interior. X 22 500



"CEDENO ET AL.: RHIZOCTONIA SOLANI, PATOGENO DE PHASEOLUS VULGARIS 363

¢l poro septal, ef cual contiene en su interior un
complejo sistema de membranas cisternales (Sm)
orientadas de acuerdo con el eje perpendicular de la
hifa (Fig 12). El poro, en sus extremos, a ambos
lados de las células contiguas, presenta una estructura
conocida con elsnombre de tapon del poro que dala
impresién de ser ocluyente (Fig 12} El tapdn dei
poro tiene una unidad de membrana y contiene en su
interior un material electron-denso finamente granu-
lar E1 didmetro del canal del poro en el drea de ma-
yor constriceién sacular fue de 0370 £ 0042 pum.
La®membrana que forma el sdculo éstd en continuidad
con varios cuerpos membranosos cisternajes Una de
estas membranas, la que se encuentra en la posicién
polar de cada una de las células contiguas, forma par-
te de la corona La corona a modo de cdpsulas sobre
los poros del sdculo constituye ung estruciura cuyas
liminas membranosas se ven compactadas por la pre-
sencia de un material eleciron-denso en las cisternas
que ellas forman (Figs 12, 13, 14, 16) La unidad de
membrana coronoria presentd un grosor de 0.072
£ 0.009 pm. En algunos casos estas estructuras se ven
muy continuas (Fig 14) y otras veces se aprecian
discontinuas, como se ilustra a mayor aumento en
fa Fig. 13. Es muy probable que jas cdpsulas formadas
por eslas membranas, que estdn en continuidad con la
membrana del sdculo, sean estructuras provistas de
perforaciones irregulares y por ello no siempre se
ven en continuidad. La matriz sub-coronaria midié
0510 £ 0.03] gm desde [os extremos del sdcujo hasta
el punto mds elevado de la corona. Resulta interesan-
te destacar que en el espacio existente entre la corona
y el tapdn del poro septal se encuentran numerosas
estructuras proteicas de apariencia {ilamentosa (mf)
(Fig. 14). Igualmente es conveniente sefialar que en
algunas ocasiones encontramos lo que puede ser defi-
nido como hemiseptas, es decir, estructura semejante
a sepias pero incompletas (Fig. 15)

DHSCUSION

I.a patopenicidad de la cepa investigada fue com-
probada por medic de inoculaciones que permitieron
reproducir en plantas sanas tas mismas alteraciones
previamente detectadas en ¢l campo El hongo posee
hifas que tienen en el complejo septal un didmetro
promedio de 6.045 + 0 304 ym y muestran en el mi-
croscopio fotdnico las caracteristicas morfoldgicas re-
gistradas por Parmeter y Whitney (34) y Butler y
Bracker {9). Bajo microscopia de luz, el citoplasma
celular se ve regularmente distribuide vy por ello se
destacan en él cuerpos densos, vacuolas, niicleos y
septas Con altos aumentos puede apreciarse incluso
el aparato del poro septal

La caracteristica nuclesr ha constituido en tiempos
recientes uno de los instrumentos taxondmicos mds

importantes para la identificacidn del hongo R
solani, tal como lo indicaran Parmeter e gl (35) Para
estos autores, en ¢l trabajo de diagndstico rutinario,
R. solani debe ser identificado por la presencia de mds
de dos micleos en sus células vegetativas Qtros inves-
tigadores (23, 48, 49, 52) informan en sus publicacio-
nes que este hongo estd caracterizado por una multi-
plicidad de nucleos, v han lepado a cuantificar hasta
18 nicleos por célula (48} Llegados a este punto, es
necesario desiacar que la cepa aisiada por nosotros
estd constituida por un hongo cuyas células vegetati-
vas clertamente tienen mds de dos ndcleos, pero la
cantidad de nicleos oscild siempre entre dos y cuatro
En ningin caso pudimos observar células con mayor
numerc de nicleos Esta observacion se realizd utili-
zando téenicas de microscopis de luz de alta resolu-
cion, como las mostradas en las microfotografias
1-3.

Es importante sefialar que cuando hicimos tincio-
nes de cultivos frescos con preparacicnes de azui de
anilina, azur II, Hel-giemsa v safranina O, en las célu-
las det hongo indudablemente zparece una gran can-
tidad de cuerpos densos semejantes a nucleos intensa-
mente tefiidos con estos colorantes En razén de lo
anterior, es necesario precisar que, si bien con las tin-
ciones rdpidas de uso comun en el diagndstico de este
hongo pudimos detectar una gran cantidad de estruc-
turas muy similares a nucleos, cuando examinamos
estas hifas en cortes de 2 um bajo microscopia de luz
de alta resolucidn nunce logramos apreciar méds de
cuatro nucleos a pesar de haber realizado numerosos
ensayos con cortes seriados. Esto nos induce a afirmar
que algunos de los cuerpos densos vistos por varios
autores (23, 36, 48, 49), corresponden a nicleos,
pero otros son material de deposito con propiedades
tintoriales muy parecidas, probabiemente porque
estdn compuestos por material de naturaleza proteica
que también resulta tefiido con estos colorantes. Esto
se refuerza con observaciones como fa ilustrada en la
Fig. 5 en la cual, utilizando microscopia de contraste
de interferencia, se ven abundantes estructuras esfe-
roidales en el jnterior de algunas hifas aparentemen-
te envejecidas, que corresponden mds que a nicleos,
a una vacuolizacién citopldsmica. Aplicando la misma
técnica en la Fig. 4 (flecha) podemos distinguir es-
tructuras que si son ntcleos.

En el dmbito uitraestructural logramos un acopio
de informacion sobre las caracteristicas citoldgicas,
no solamente desde el punto de vista de la cuantifica-
cién de sus elementos, sinc también para poder ests-
blecer cudles de esas caracteristicas, ademsds del niime-
ro de niicleos, pueden tener interés para la mds apro-
piada clasificacion de este hongo que hemos identi-
ficado como R solani Kuehn. Como mencionamos
en resultados, el citoplasma de estas células hifales es
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rico en organelas celulares como numerosas mitocon-
drias, abundante reticulo endocjtopidsmico, una ma-
triz cargada de ribosomas libres agrupadas en poliso-
mas, ¥ una diversidad vesicular y vacuolar de tamailo
y contenido variables que se encuentran dispersas en
el citoplasma. Algunas de estas caracteristica fueron
descritas por Bracker y Butler {6); sin embargo, en la
literatura encontramos pocas descripciones exhausti-
vas sobre los elementos citoldgicos mds relevantes de
este hongo Nos referimos en particular al escaso inte-
rés que se ha dado a los aspectos citométricos gue
tienen una importancia significativa en el estableci-
miento del citotipo de la célula en estudic. De nues-
tros resultados podemos concluir que el nicleo ocupa
un drea que representa el 14 1% de la superficie total
de la cavidad hifal en seccién transversal, que el did-
metro promedic total de la hifa es de 6.045
£ (0 .304 um, y que sien cada ¢élula se encuentran entre
dos v caatro mucleos, al microscopio electronico de
transmisién resulta f{dcil localizar hasta dos nicleos
cortados en una misma seccion longitudinal (Fig 6)
Ademds de estos pardmetios morfométricos detecta-
mos ciertas estructuras citopldsmicas no sefialadas por
la literatura especializada. Nos referimos en particular
a determinadas estructuras tibulo-membranosas ern-
contradas en asociacion con el aparato septal (Figs. 11,
12). Estas estructuras tubulo-membranosas son masas
intracitopidsmicas rodeadas por una membrana que
da la impresidon de constituir el complejo sistemna
tibulo-membranoso. Esto en virtud de que se obser-
van interrupciones de la membrana que lo rodea
para invaginarse y formar estas estructuras. Algunos
cuerpos tibulo-membranosos eran mds heterogéneos
que el mostrado en la Fig 11 En la Fig. 12 aparece
una estructura tdbulo-membranosa con una morfo-
logia mds compleja, pues ademds de poseer estructu-
ras tubulares tiene en su interior vesiculas y vacuolas.
Fue diffcil caracterizar cuerpos de membranas o cis-
ternas membranosas que tuviesen las caracteristicas
del aparato de Golgi tal como se conoce en otras
células. Sin embargo, algunas estructuras membrano-
sas pudieran perfectamente corresponder al aparato
de Golgi Las relaciones entre el reticulo endocito-
plismico y la cisterna perinuclear fueron claramente
observadas en la mayoria de las células examinadas.
Algunos cuerpos densos no membranosos, con un
contenido medianamente electro-denso de aspecto
lipoproteico, fueron localizados con bastante regulari-
dad (Fig 8). Muchas de estas masas agrupadas po-
drian verse bajo microscopia de luz normal como es-
tructuras con propiedades tintoriales que las hacen
asemnejarse a nicleos y, por ello, estimamos gue pue-
den corresponder a las masas que algunos autores
han retenido como nicleos Las mitocondrias tienen
las mismas caracteristicas descritas en las células ani-
males y vegetales (15), es decir, crestas mitocondria-
les v una doble membranz que conforma la cisterna.

La matriz mitocondrial también mostrd grdnulos
electron-densos como se observa en la Fig. 9.

En relacidn con el complejo septal debemos sefia-
lar que éste, ademds de la estructura del tabigue pro-
ducida por la invaginacion de las mémbranas de las
células contiguas vy la formacidn del sdculo septal,
tiene como componentes integrantes la corona, el
poro septal y el sistema de membranas internas del
canal del poro Esta estructura septal coincide en su
configuracién general con la descripcidn dada por
Bracker y Butler {6, 7}, Setliff er al (39), Lisker
et al {28}, Tu e al (48), como el patrén caracterss-
tico del complejo septal de R solani Kuehn Sin em-
bargo, quisiéramos afiadir algunas consideraciones en
torno a la estructura septal, no descritas por estos
autores Por ejemplo, la intima relacidn existente
entre fas membranas del reticulo endocitoplasmitico
y las membranas del sdculo septal. Como se observa
en las Fips 13 y 14, existe una relacidn anatdmica
de continuidad entre las membranas que forman una
cisterna interrumpida, en cuyo interior se acumula
un material electron-denso muy semejante al que
constituye el tapon del poro. Esto hace pensar que
gste material conforma ambas estructuras, El tapdn
del poro también se aprecia rodesdo por una mem-
brana (Fig 13) El canal del poro propiamente dicho
estd surcado por sistemas membranosos que confor-
man cisternas longitudinales dirigidas de una célula
a otra, en el espacio del poro dejado por los dos
tapones. Sobre estas estructuras cisternales del inte-
rior del poro no existen referencias en la literatura
consujtada. FEstas estructuras también estdn en rela-
cidén anatomica de continuidad con los sistemas de
membrana localizados en el espacio sub-coronaric
{(Fig. 13) En el mismo espacio subcoronario pudi-
mos detectar la presencia de un material filamentoso
fino, con el aspecto de profeinas filamentosas con-
tréctiles, como s& ha descrito en otros sistemas celu-
lares {Fig 14) La pared celular que se invagina con el
tabique, al llegar al sdculo da la impresion de desha-
cerse para constituir una estructura esponjosa gue le
proporcipna un aspecto trabecular 2 1a cavidad sacular
{Figs. 12, 14). Finalmente, es necesario resaltar que
en algunos casos pudimos visualizar la formacion de
hemiseptias, caracterizadas por la formacién de una

hemi-invaginacién de un iado de las dos célutas conti-
puas v que forma una sola seccidn del siculo
{Fig. 15) En estos casos, presumimos inicialmente
que se trataba de septas en formacion, pero a juzgar
por ¢l grosor de la pared celular tuvimos que concluir
en que erdn septas no completamente desarrolladas
en células adultas. El comportamiento morfoidgico
se conduce de la siguiente manera: se produce una in-
vaginacién incompleta de la membrana citopldsmica
con penetracidn de la pared celular que no desarrolla
la estructura trabecular habitual del siculo septal v
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forma una especie de vesicula unilateral. La invagina-
cidn contratateral se observa adelpazada sin originar
la expansidn que normalmente produce para confor-
mar el sdculo. Cuando existen hemiseptas no se for-
man poros verdaderos ni estructuras coronarias . Estas
estructuras sepiales pueden ser atribuidas a un meca-
nismo pldstico de estas células o también podrian sig-
nificar anomalras en ef desarrolio de las hilas

Considerando todos los resultados descritos, pode-
mos concluir que las caracterssticas del hongo aislado
de plantas de P. wedgaris var ‘Seminole’ se correspon-
den, tanto en su patogenicidad como en su apariencia
bajo las microscopias de luz de alta resclucion, de
contraste de interferencia y electrénica de transmi-
sién, con las del hongo R solani Kuehn Nuestra im-
presion es que la estructura coronaria deriva de la
misma membrana que origina el sdculo Otros suto-
res (6) consideran que la corona se desarroila a par-
tir del reticulo endocitopldsmico. Las caracteristicas
descritas para el aparato septal nos permiten concebir
esta estructura como una compleja magquinaria que
sirve a los fines de propiciar el pasaje de material de
una célula a otra, de manera selectiva y asistida por
las propias estructuras septales. Lz mayona de las
caracteristicas del complejo septal descritas en este
estudio se ilustran en el dibujo de la Fig. 16 El canal
del poro puede tener dos vias permeables para el pasa-
je de material entre fas células. Una es el espacio inter-

16

Fig. 16. Representacion semiesquematica del complejo septal
de Rhizactonia solani €, corona; mf, filamentos;
me, membrana celular; Ps, poro septal; §, sdculo; 8m,
sistemna membranoso del canal del pore septad; 1, ta-
bigue o septa; Tp, tapdn del poro

cisternai del poro y otra a través de las mismas cister-
nas. Las estructuras coronarias y el tapon del poro
actuarian como elementos reguladores con propieda-
des contrictiles al encontrarse entre ellas filamentos
dei tipo contrdctil. Es posible que ef flujo de sustan-
cias puede ser bidireccional y esto podria explorarse
mediante la utilizacidn de trazadores electrdn-densos
intraceiulares. Esta hipotética manera de funciona-
miento del aparato septal se fundamenta en los ha-
llazgos descritos. Sabemos, sin embargo, gue para lo-
grar una mejor aproximacion a elia se requiere de una
mayor exploracién experimental,
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