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RESUMEN

El estado de Sinaloa, en México, destaca por ser uno de los principales productores
de frijol y maiz. Sin embargo, ambos cultivos enfrentan limitaciones debido a
enfermedades provocadas principalmente por hongos fitopatogenos del género
Rhizoctonia, que causan infecciones en frijol y, mas recientemente, en maiz. Esta
investigacion tuvo como finalidad caracterizar, a través de morfologia, analisis de
secuencias de ADN y patogenicidad, los aislados de Rhizoctonia spp. asociados a
plantas de frijol y maiz que presentan sintomas de pudricion de raiz, cancros
oscuros en la base de los tallos y manchas bandeadas en las hojas basales del
maiz, en lotes comerciales en el norte de Sinaloa. Durante las temporadas agricolas
de otofio-invierno 2020-2021 y 2021-2022, se recolectaron plantas enfermas en los
municipios de Ahome, El Fuerte y Guasave, obteniendo un total de 100 aislados de
frijol y 80 de maiz correspondientes al hongo Rhizoctonia.

La caracterizacion morfolégica en medio PDA reveld colonias con micelio de color
blanquecino a café, asi como liberacion de pigmentos en el medio, esclerocios
amorfos de tonalidades rojas y cafés, de diametro menor a 5 mm, caracteristicas
gue corresponden a Rhizoctonia. Para la caracterizacion molecular, se extrajo ADN
gendmico y se amplificé mediante PCR una porcion del gen RPB2 y la region del
espaciador transcripto interno ITS. Los productos amplificados fueron secuenciados
y se realizé un andlisis filogenético que confirmo la identificacion de 2 aislados de
frijol como Rhizoctonia binucleada, relacionada al teleoformo Ceratobasidium,
pertenecientes a los grupos de anastomosis (AG): AG-A y AG-G. Asimismo, 65
aislados fueron identificados como Rhizoctonia solani, asociados a los grupos de
anastomosis AG-4 y AG-7. De todos los aislados analizados, el 3% correspondio al
subgrupo de anastomosis AG-7, mientras que el resto pertenecié al AG-4,
subgrupos HGI y HGIIIl. Entre los aislados de maiz, 18 fueron identificados
molecularmente como Rhizoctonia zeae y 9 como Rhizoctonia solani del grupo de
anastomosis AG-4, subgrupos HGI y HGIII.

Se encontré6 que Rhizoctonia solani estd asociada tanto al frijol como al maiz,

mientras que Ceratobasidium solo se aisl6 de plantas sintomaticas de frijol, y
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Rhizoctonia zeae se detecto exclusivamente en maiz. Los aislados de Rhizoctonia
solani se clasificaron dentro de los grupos anastomadsicos AG-7 y AG-4 (subgrupos
HGI y HGIII), los cuales han sido reportados en papa, pero no en frijol ni en maiz.
El descubrimiento de los subgrupos HGI y HGIII en frijol y maiz contrasta con
informes anteriores que mencionan el grupo de anastomosis AG-1 y sus subgrupos
1Ay 1B, ademas de las especies Rhizoctonia zeae y Ceratobasidium sp., que no
han sido documentadas en Sinaloa, México.

Todas las especies resultaron ser patogénicas en sus hospedantes originales,
mostrando diferentes niveles de patogenicidad. En pruebas de inoculacién cruzada,
se demostré que los aislados son patogénicos en las especies hospedantes, sin
importar su hospedante original. Esto sugiere que la rotacion de cultivos que incluya
frijol y maiz no seréa una estrategia viable para el manejo de la enfermedad en el

campo.

Palabras claves: Rhizoctoniasis, infeccion, grupos de anastomosis, patogenicidad
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ABSTRACT

The state of Sinaloa, in Mexico, stands out as one of the main producers of beans
and corn. However, both crops face limitations due to diseases caused mainly by
phytopathogenic fungi of the genus Rhizoctonia, which cause infections in beans
and, more recently, in corn. This research aimed to characterize, through
morphology, DNA sequence analysis and pathogenicity, Rhizoctonia spp. isolates
associated with bean and corn plants that present symptoms of root rot, dark cankers
at the base of the stems and banded spots on the basal leaves of corn, in commercial
plots in northern Sinaloa. During the 2020-2021 and 2021-2022 fall-winter
agricultural seasons, diseased plants were collected in the municipalities of Ahome,
El Fuerte and Guasave, obtaining a total of 100 bean isolates and 80 corn isolates
corresponding to the Rhizoctonia fungus.

Morphological characterization on PDA medium revealed colonies with whitish to
brown mycelium, as well as the release of pigments into the medium, amorphous
sclerotia of red and brown tones, with a diameter less than 5 mm, characteristics
that correspond to Rhizoctonia. For molecular characterization, genomic DNA was
extracted and a portion of the RPB2 gene and the ITS internal transcribed spacer
region were amplified by PCR. The amplified products were sequenced and a
phylogenetic analysis was performed, which confirmed the identification of 2 bean
isolates as binucleate Rhizoctonia, related to the Ceratobasidium teleomorph,
belonging to the anastomosis groups (AG): AG-A and AG-G. Likewise, 65 isolates
were identified as Rhizoctonia solani, associated with the anastomosis groups AG-
4 and AG-7. Of all the isolates analyzed, 3% corresponded to the anastomosis
subgroup AG-7, while the rest belonged to AG-4, subgroups HGI and HGIIl. Among
the corn isolates, 18 were molecularly identified as Rhizoctonia zeae and 9 as
Rhizoctonia solani of the anastomosis group AG-4, subgroups HGI and HGIII.
Rhizoctonia solani was found to be associated with both bean and corn, while
Ceratobasidium was only isolated from symptomatic bean plants, and Rhizoctonia
zeae was detected exclusively in corn. Rhizoctonia solani isolates were classified

within the anastomotic groups AG-7 and AG-4 (subgroups HGI and HGIII), which
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have been reported in potato, but not in bean or corn. The discovery of the HGI and
HGIIl subgroups in bean and corn contrasts with previous reports mentioning the
anastomotic group AG-1 and its subgroups 1A and 1B, as well as the species
Rhizoctonia zeae and Ceratobasidium sp., which have not been documented in
Sinaloa, Mexico.

All species were found to be pathogenic in their original hosts, showing different
levels of pathogenicity. In cross-inoculation tests, the isolates were shown to be
pathogenic in the host species, regardless of their original host. This suggests that
crop rotation that includes beans and corn will not be a viable strategy for managing

the disease in the field.

Keywords: Rhizoctoniasis, infection, anastomotic groups, pathogenicity



CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION LITERARIA

1.1 INTRODUCCION

México se encuentra entre los principales productores mundiales de granos y
hortalizas (Orus, 2024). El pais se destaca especialmente por el cultivo de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) y maiz (Zea mays L.), que son alimentos béasicos para las
familias mexicanas.

Actualmente, se han sembrado 1.091.125,69 hectareas de frijol, de las que se
cosechan tan solo 761.316,72 hectéreas, lo que genera pérdidas superiores al 30%.
En el caso del maiz, se sembraron 6,941,031.12 hectareas, de las cuales se
cosecharon aproximadamente 6,436,119.72 hectareas, lo que genera pérdidas
anuales superiores al 7% (SIAP, 2023).

En el ciclo otofio-invierno 2022-2023, el estado de Sinaloa ocup6 un lugar destacado
en la superficie sembrada con estos cultivos, con 87,663.28 hectareas de frijol y
542,413.15 hectareas de maiz (SIAP, 2023). En términos de produccion, Sinaloa es
lider nacional en la produccién tanto de frijol como de maiz, generando empleos y
aportaciones econOmicas importantes al pais (SIAP, 2022). Sin embargo, la
produccion se ve obstaculizada por enfermedades causadas tanto por factores
biéticos como abioticos, que reducen el rendimiento.

Las enfermedades mas importantes que afectan a estos cultivos son causadas por
factores bidticos o microorganismos, como virus, nematodos, bacterias y hongos.
Entre estos ultimos, Rhizoctonia spp. es un hongo fitopatégeno distribuido
globalmente que afecta a mas de 500 especies de plantas de varias familias
botanicas (Chavarro et al., 2015; Gonzalez, 2006).

El frijol y el maiz comparten una enfermedad comdn conocida como rizoctoniasis,
causada por diferentes especies del género Rhizoctonia. Esta enfermedad recibe

diversos nombres comunes segun la region, el hospedante y los sintomas que



produce. En Sudamérica, se identifica como Mustia hilachosa en frijol (Alvarez,
2015) y como mancha foliar bandeada en maiz blanco, afectando principalmente la
vaina de la hoja y causando lesiones alargadas (Perdomo et al., 2007).
Anteriormente, la rizoctoniasis no era un problema importante en maiz vy frijol en
México, pero se ha vuelto cada vez mas frecuente, particularmente en maices.

El complejo Rhizoctonia comprende un grupo diverso de hongos filamentosos que
no producen esporas asexuales y comparten rasgos morfolégicos generales como
micelio, esclerocios e hifas nucleadas (mas de dos nucleos) (Stefanova, 2000).

La identificacion de especies dentro del género Rhizoctonia depende principalmente
del nimero de nucleos y su capacidad de anastomosarse, clasificAndolas en
especies uninucleadas, binucleadas y multinucleadas (Ogoshi, 1987; Sneh, 2011).
Las especies multinucleadas se dividen en dos categorias fitopatégenas segun su
fase sexual (teleomorfo): Thanatephorus cucumeris y Whitea circinata. Las especies
binucleadas se incluyen en el teleomorfo Ceratobasidium sp. (Sneh, 2011).

La fase asexual o anamorfa de Thanatephorus cucumeris es Rhizoctonia solani, que
sirve como especie tipo para este género segun Carling (1988). Consta de 14
grupos de anastomosis (AG), descritos como AG1-AG13 y AG-BI (Liu et al., 1993).
Esto indica que estos AG y sus subgrupos pueden representar poblaciones que
evolucionan independientemente dentro del complejo R. solani (Vilgalys & Cubeta,
1994). Whitea circinata presenta dos especies en su fase anamorfica: Rhizoctonia
zeae y Rhizoctonia oryzae, sin grupos de anastomosis definidos aun para estas
especies (Tomaso-Peterson et al., 2007; Kammerer, 2011).

En el teleomorfo Ceratobasidium sp., solo se describen dos especies fitopatdbgenas
en su fase asexual: Rhizoctonia cereali y Rhizoctonia BNC. Las Rhizoctonias
binucleadas se clasifican en 22 grupos de anastomosis, etiquetados de AG-A a AG-
V (Yang et al., 2015).

Para frijol, se sefalan el grupo de anastomosis AGl y sus subgrupos de
anastomosis AG1-1A y AG1-1B, mientras que para maiz, son relevantes los grupos
de anastomosis AG1 subgrupo IAy el AG2 subgrupo IlIB (Sneh, 2011; Gonzalez,
2015).



Actualmente, México carece de investigacion enfocada en este género, con estudios
concentrados principalmente en Rhizoctonia en el cultivo de frijol y maiz, es notoria
la ausencia de investigaciones sobre este patogeno en Sinaloa, a pesar de la
agresiva y continua aparicion de la enfermedad en la actualidad, por lo que resulta
fundamental identificar las especies de Rhizoctonia presentes en cada cultivo y
conocer sus respectivos grupos de anastomosis, o que ayudara a desarrollar
estrategias de control sustentables.



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1 Antecedentes de Phaseolus vulgaris L.y Zea mays L.

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) y el maiz (Zea mays L.) son cultivos de vital
importancia econdmica y alimentaria a nivel mundial. Su producciéon y consumo
impactan significativamente en las economias de numerosos paises y en la

seguridad alimentaria global.

1.2.1.1 Importancia econ6mica del frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol es una de las legumbres mas importantes a nivel global debido a su papel
fundamental en la seguridad alimentaria y nutricional, especialmente en los paises
en desarrollo. Representa una fuente accesible de proteinas, carbohidratos, fibra 'y
micronutrientes esenciales como hierro y zinc. Su bajo costo y su versatilidad en
diversas preparaciones culinarias lo convierten en un alimento basico en muchas
regiones del mundo, particularmente en América Latina, Africa y Asia (Broughton et
al., 2003).

En términos econdmicos, el frijol también es crucial para los ingresos de pequefios
agricultores. Segun la FAO (2021), aproximadamente el 60% de la produccion
mundial de frijol proviene de pequefios productores, quienes dependen de este
cultivo para su sustento. Ademas, el frijol contribuye al desarrollo sostenible al fijar
nitrégeno en el suelo, reduciendo la necesidad de fertilizantes quimicos y mejorando
la productividad agricola (Zizumbo & Colung, 2010).

El comercio mundial de frijoles genera miles de millones de dodlares al afio. Los
principales exportadores, como Myanmar, China, Estados Unidos y Brasil,
abastecen mercados en Asia, Europa y América del Norte. La creciente demanda
de alimentos ricos en proteinas vegetales ha impulsado el comercio internacional
del frijol, consolidandolo como un producto estratégico en el mercado agricola global
(FAO, 2021).



Ademas, el frijol es clave en los sistemas alimentarios sostenibles, ya que su
produccion tiene una baja huella ambiental comparada con fuentes de proteinas de
origen animal, lo que lo convierte en un cultivo prioritario en el contexto del cambio
climatico y las iniciativas de agricultura sostenible (CIAT, 2019).

En 2020, la produccion mundial de frijol alcanzé los 29.02 millones de toneladas,
distribuidas entre 129 paises (CGIAR, 2021). Los principales paises productores
son: India, Myanmar, Brasil, Estados Unidos, China y México quien es la cuna de la
domesticacién del frijol (FAO, 2020; CGIAR, 2021).

En 2023, la produccion de frijol en México experiment6 una disminucion significativa
debido a condiciones climaticas adversas, especialmente la sequia y la incidencia
de enfermedades. Segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), se report6 una caida del 23% en el volumen de produccion de frijol, pasando
de 965,371 toneladas en 2022 a 743,710 toneladas en 2023.

Para el ciclo agricola 2023-2024, las proyecciones indican una produccion aun
menor, estimada en 688,000 toneladas, lo que representa una reduccion del 22.9%
respecto al ciclo anterior.

El frijol es un cultivo de gran importancia econémica y social en México. Ademas de
ser un alimento basico en la dieta mexicana, su produccion es fundamental para la
subsistencia de numerosos agricultores, especialmente en regiones rurales. La
disminucién en la produccién afecta tanto la disponibilidad del producto en el
mercado interno como los ingresos de los productores.

Los principales estados productores de frijol en México incluyen: Zacatecas,
Sinaloa, Durango, Chiapas y Chihuahua.

El estado de Sinaloa gracias a su clima favorable y el uso de sistemas agricolas
tecnificados, en el ciclo agricola 2023, la produccion alcanz6é aproximadamente
65,000 toneladas, representando una participacion destacada en la produccion
nacional de esta leguminosa (SIAP, 2023). A pesar de que la sequia ha impactado
a muchas regiones agricolas del pais, Sinaloa ha mantenido su productividad
gracias a la agricultura bajo riego y a la implementacion de hibridos adaptados a las

condiciones locales.



El frijol en Sinaloa es un cultivo de gran importancia econémica, ya que no solo
genera ingresos para los productores, sino que también contribuye al
abastecimiento de mercados nacionales e internacionales. Los municipios mas
destacados en la produccioén de frijol en Sinaloa son Guasave, Angostura 'y Ahome,

que concentran una parte significativa de la produccion estatal.

1.2.1.2 Importancia econdémica del maiz (Zea mays L.)

El maiz (Zea mays) es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial debido
a su versatilidad. Se utiliza como alimento basico para humanos, como forraje para
animales y como materia prima para la produccion de biocombustibles, productos
farmacéuticos y almidones industriales. Segun la FAO (2022), el maiz representa
aproximadamente el 30% de los cereales producidos en el mundo, constituyendo
un pilar fundamental en la economia agricola global.

Estados Unidos, es el principal productor mundial, la industria del maiz contribuye
significativamente al PIB agricola. En otros paises como Brasil y Argentina, el maiz
es una de las principales exportaciones, generando divisas clave para estas
economias (FAO, 2022).

En el periodo 2023/2024, la produccion mundial de maiz se estimé en 1,224.3
millones de toneladas, destacandose los siguientes paises como los mayores
productores: Estados Unidos con 389.7 millones de toneladas, representando el
32% de la produccion mundial, China con 280 millones de toneladas, Brasil con 129
millones de toneladas, Union Europea con 64.3 millones de toneladas, Argentina
con 54 millones de toneladas y Mexico con 28.5 millones de toneladas
(Index Mundi, 2023).

En 2023, la produccién de maiz en México experimentd variaciones segun
diferentes fuentes oficiales. La Secretaria de Agriculturay Desarrollo Rural (SADER)
estimé un incremento en la produccibn nacional de maiz, alcanzando
aproximadamente 28.5 millones de toneladas, lo que representaria un aumento de

mas de dos millones de toneladas respecto al afio anterior.



Segun datos del Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP),
recopilados por Statista, el volumen de produccién de maiz en grano en México en
2023 tuvo un aumento del 3.74% en comparacién con 2022.

La producciéon de maiz en México es estratégica debido a su papel como alimento
bésico y como ingrediente central en productos tradicionales como las tortillas y los
tamales. Ademas, el maiz es una parte esencial de la dieta mexicana y de su
identidad cultural.

Los principales estados productores de maiz son fundamentales para garantizar la
seguridad alimentaria y la economia agricola del pais. Segun datos del Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) y la Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural (SADER), los estados mas destacados por su volumen de
produccion de maiz son: Sinaloacon mas de 6.2 millones de toneladas, Jalisco con
4.5 millones de toneladas, Estado de México con 2.8 millones de toneladas, Chiapas
con 2.3 millones de toneladas y Michoacan con 1.8 millones de toneladas (SIAP,
2023).

Sinaloa es el principal productor de maiz en México. Durante el ciclo agricola 2022,
el estado cultivd un total de 456,870 hectéreas, logrando una produccion de
6,209,195 toneladas, con un valor estimado de 35,832 millones de pesos. Esto
representa una contribucion significativa al suministro nacional de maiz,
especialmente maiz blanco, que se utiliza principalmente para el consumo humano,
como en la produccién de tortillas (SADER, 2023; SIAP, 2023).

El éxito agricola de Sinaloa se atribuye a factores como el uso de hibridos
comerciales avanzados, la implementacion de tecnologia agricola moderna y la
disponibilidad de sistemas de riego eficientes. Ademas, su capacidad de
organizacion en el sector agricola lo posiciona como un referente a nivel nacional
en productividad de maiz (Gobierno de México, 2023).

El maiz es el cultivo lider en Sinaloa y representa un pilar de la economia agricola
estatal. Gracias a sus altos rendimientos y su enfoque en la tecnificacion, el estado
contribuye significativamente al abastecimiento de maiz blanco en México. En

particular, Sinaloa es clave para garantizar la estabilidad en el precio del maiz y



satisfacer la demanda interna de alimentos basicos, como las tortillas (Gobierno de
México, 2023).

Ademas, municipios como Guasave, Ahome y Culiacan cuentan con ventajas
competitivas, como acceso a sistemas de riego tecnificados y apoyo gubernamental
para la produccién. Estas regiones también destacan por su capacidad para
exportar excedentes a otras partes del pais y garantizar el suministro continuo
(SADER, 2023).

1.2.2 Factores que limitan la produccion de frijol y maiz

La produccion de frijol y maiz esta influenciada por diversos factores que limitan su
rendimiento y viabilidad econémica, afectando a productores en distintas regiones
del mundo. Estos factores son de indole climatica, agrondmica, socioeconémica y
tecnoldgica, y varian segun las condiciones particulares de cada region.

Los principales elementos que afectan la produccion de estos cultivos.

1.2.2.1 Factores Climaticos

El cambio climético ha provocado un impacto significativo en los sistemas agricolas,
afectando tanto al frijol como al maiz, manifestando fenomenos ambientales como:
Sequias: Lainsuficiencia de agua es una de las principales causas de la disminucién
en los rendimientos de frijol y maiz. Estos cultivos, especialmente el frijol, son
sensibles a la falta de agua durante las fases criticas de floracién y llenado de grano
(FAO, 2021).

Temperaturas extremas: El incremento en las temperaturas reduce la fertilidad del
polen en el maiz y puede provocar abortos florales en el frijol, reduciendo
drasticamente la produccion (Lobell et al., 2011).

Eventos climaticos extremos: Tormentas, granizadas y heladas afectan los cultivos,
especialmente aquellos que se producen bajo condiciones de temporal, donde los

agricultores dependen completamente de las lluvias (SIAP, 2023).



1.2.2.2. Degradacion de Suelos

La fertilidad del suelo es un factor crucial para ambos cultivos. La sobreexplotacion
de la tierra, el monocultivo y el uso excesivo de agroquimicos han provocado una
disminucién en la calidad del suelo, limitando la productividad de los cultivos.
Ademas, la compactacion del suelo reduce la infiltracion de agua y el desarrollo de

las raices, afectando el rendimiento del maiz y el frijol (Brouder & Gomez, 2014).

1.2.2.3 Acceso Limitado a Tecnologia e Insumos

Muchos pequefios productores carecen de acceso a tecnologias avanzadas, como
semillas mejoradas, sistemas de riego tecnificado y fertilizantes de alta eficiencia.
Esto limita su capacidad para adaptarse a condiciones adversas y mejorar los
rendimientos. Segun la FAO (2021), el bajo nivel de tecnificacion en cultivos como
el frijol es una de las razones principales de su baja productividad en comparacion

con otros cultivos mas tecnificados, como el maiz.

1.2.2.4 Factores Socioecondmicos

El mercado del maiz y el frijol esta expuesto a fluctuaciones de precios, lo que afecta
la rentabilidad para los productores, especialmente en regiones donde los costos de
produccion son altos (SIAP, 2023). Muchos agricultores no cuentan con acceso a
créditos o apoyos financieros que les permitan invertir en insumos y tecnologia para
mejorar su produccion.

La migracion de jévenes a zonas urbanas ha generado una disminucion de mano
de obra en las areas rurales, lo que limita la capacidad productiva en cultivos como

el maiz y el frijol (Brouder & Gomez, 2014).

1.2.25 Competencia por Uso del Suelo
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El cambio en el uso del suelo hacia cultivos mas rentables o destinados a
biocombustibles, como la cafia de azucar o la palma de aceite, o frutales como el
mango, aguacate, berries y citricoshan reducido el area disponible para el cultivo de

maiz y frijol en diversas regiones de México y Sinaloa (CIAT, 2019).

1.2.2.6 Plagas y Enfermedades

El principal factor que genera siniestros y grandes perdidas economicas en en los
cultivos de frijol y maiz en México son las plagas y las enfermedades.

Ambos cultivos son vulnerables a diversas plagas y enfermedades que pueden
mermar significativamente la produccién, afectan directamente el rendimiento, la
calidad del grano y los ingresos de los productores, especialmente en regiones con
condiciones climaticas favorables para el desarrollo de estos agentes patégenos.
las principales plagas que impactan al frijol en México, son el gorgojo del Frijol
(Acanthoscelides obtectus), la mosquita Blanca (Bemisia tabaci), el Trips
(Frankliniella spp.), el gusano Soldado (Spodoptera exigua), el pulgén del Frijol
(Aphis craccivora), y el Minador de la Hoja (Liriomyza spp.). Yy las enfermedades
mas comunes son causadas por hongos, bacterias y virus que pueden reducir
significativamente los rendimientos y la calidad del grano. Las principales
enfermedades del frijol son la Antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), Mancha
Angular (Pseudocercospora griseola), Pudricion de Raiz por Fusarium (Fusarium
solani), Tizon Comun (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), Virus del Mosaico
Comun del Frijol (Bean common mosaic virus, BCMV), Moho Blanco (Sclerotinia
sclerotiorum), Mildia Polvoso (Erysiphe polygoni) y la mustia hilachosa del frijol
(Rhizoctonia spp.) (Gonzalez, 2006).

Las principal plaga del maiz es el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).
Es la plaga mas destructiva, este insecto se alimenta del cogollo de las plantas
jovenes, afectando su desarrollo y disminuyendo los rendimientos. El dafio severo
puede causar pérdidas de hasta el 50% de la produccién si no se controla
adecuadamente (FAO, 2021). Otras plagas de importancia en el cultivo son el

gusano de la raiz del maiz (Diabrotica virgifera virgifera), la gallina ciega
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(Phyllophaga spp.), el pulgon del maiz (Rhopalosiphum  maidis)
Perforador del tallo (Ostrinia nubilalis), entre otros.

Las enfermedades mas incidentes en el cultivo de maiz son la roya comudn (Puccinia
sorghi), el tizon foliar del maiz (Exserohilum turcicum), el carbon del maiz (Ustilago
maydis), la pudricion de raiz y tallo generada por un complejo de hongos como
Fusarium , Sclerotium, Macrophomina y Rhizoctonia spp.

Ambos cultivos coinciden con un patogeno que ha incidido en los ultimos afos en
el estado de Sinaloa, ocasionando enfermedad y disminuyendo el rendimiento.
Dicha enfermedad se conoce de manera general como Rhizoctoniasis, quien en el
caso de maiz de manera particular se conoce como mancha bandeada y ocasiona
pudricion radical junto a un complejo de hongos y en el caso del frijol se conoce
como mustia hilachosa de frijol. Ambas enfermedades en estos cultivos son
ocasionadas por elhongo del genero Rhizoctonia quien a ocasionado en los ultimos
afios perdidas mayores al 30% en los municipios del norte del estado (SADER,
2023).

1.2.3 El género Rhizoctonia

1.2.3.1 Generalidades

El complejo Rhizoctonia se refiere a un grupo diverso de hongos filamentosos que
no producen esporas asexuales y exhiben rasgos morfoldégicos comunes, como la
formacion de micelio y esclerocios de color marron. Estos organismos se
encuentran en todo el mundo y muchos de ellos actian como patdgenos
importantes para plantas de importancia agricola, forestal e incluso acuatica; sin
embargo, no todos los aislados son dafinos. Algunos muestran un comportamiento
saprébico y prosperan con materia organica en descomposicion, mientras que otros
pueden formar relaciones simbidticas con especies especificas de orquideas y
musgos (Cubeta y Vilgalys, 2000).

Rhizoctonia spp. se ha categorizado en siete géneros segun los estadios

teleomorficos y las caracteristicas del aparato septal (Moore, 1987; Stalpers y
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Anderson, 1996). Identificar especies dentro de este grupo es un desafio debido a
las caracteristicas morfologicas limitadas, y los rasgos fisiolégicos y patégenos
pueden variar ampliamente entre individuos. Ademas, rara vez se producen
estructuras sexuales en los medios de cultivo, lo que podria ayudar a clarificar la
taxonomia de estos hongos.

Hasta mediados de la década de 1980, la clasificacion se basaba en caracteristicas
morfoldgicas, el nUmero de nlcleos por célula vegetativa, la patogenicidad y la
anastomosis hifal, siendo este ultimo el criterio mas utilizado hasta la fecha. Los
métodos recientes para caracterizar diferentes aislamientos incluyen ahora
caracteres obtenidos mediante técnicas moleculares como la amplificacion e
hibridaciéon de ADN, el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion y la
secuenciacion directa de genes, entre otros (Carling y Kuninaga, 1990; Vilgalys y
Gonzélez, 1990; Cubeta y Vilgalys, 1997)

1.2.3.2 Etiologia

El género Rhizoctonia fue descrito por primera vez por De Candolle en 1815, quien
identifico a R. crocorum (Pers.) DC como la especie tipo. R. solani, la especie mas
significativa dentro de este género, fue documentada por Kithn en 1858 (Parmeter
y Whitney, 1970; Ogoshi, 1987; Carling y Summer, 1992).

Las especies dentro de este género exhiben estados telomorficos que pertenecen
a varias familias, érdenes e incluso clases. Actualmente, hay aproximadamente 120
especies, variedades o formas especiales descritas. Algunas de ellas fueron
identificadas errbneamente y en realidad no pertenecen a este género, mientras que

otras se consideran sinGnimos de especies descritas previamente (Ogoshi, 1996).

1.2.3.3 Caracteristicas de Rhizoctonia spp.

e La ramificacion de las hifas vegetativas ocurre cerca del septo distal de las
células jovenes.

e Se forma un septo en el punto de ramificacién cerca del origen.
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e Hay constriccion en la ramificacion.

e Hay septos de tipo doliporo.

e No hay conexiones de pinza.

e No se producen conidios, excepto células monilioides (que no se clasifican
como conidios).

e Los esclerocios no se diferencian en la corteza y la médula.

e No hay rizomorfos.

e Las hifas se anastomosan.

e Células nucleadas.

e Una caracteristica adicional comun a todos los subgrupos de Rhizoctonia es

la presencia de un estado sexual que pertenece a los Basidiomycota.

1.2.3. 4 Taxonomia

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Cantharellales
Familia: Ceratobasidiaceae

Género: Rhizoctonia

1.2.3.5 Ciclo de vida de Rhizoctonia

Rhizoctonia spp. es un hongo que posee una notable capacidad para persistir en el
suelo y en los residuos vegetales, tales como rastrojos y malezas, mediante
estructuras de resistencia como esclerocios y micelio. En su fase sexual o
teriomérfica, el hongo también forma basidiésporas. Estas estructuras de
resistencia permiten que Rhizoctonia spp. sobreviva en condiciones desfavorables

y, cuando las condiciones ambientales son propicias, se activa para comenzar su
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ciclo de vida. Las condiciones ideales para su crecimiento son altas humedades,
superiores al 90%, y temperaturas que oscilan entre 16°C y 25°C. Cuando estas
condiciones se combinan con la presencia de un hospedante susceptible,
cualquiera de las estructuras de resistencia presentes en el campo comenzaré a
germinar y formar micelio. Este micelio es atraido por los exudados radicales que
las raices de las plantas expelen, lo que facilita su crecimiento y colonizacion de la

superficie de la planta.

Una vez colonizada la planta, el hongo forma cojincillos de infeccion que secretan
enzimas peptoliticas, las cuales degradan la pared celular de la planta y provocan
el inicio de la infeccion. Los sintomas mas comunes de la enfermedad causada por
Rhizoctonia spp. incluyen manchas necréticas y cancros oscuros en el hipocotilo y
la base del tallo, lo que causa una condicion conocida como secadera (figura 2).
Finalmente, el hongo produce signos visibles de su presencia en forma de

estructuras de resistencia, como esclerocios, micelio (figura 3) y basidiocarpos.
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Figura 1. Ciclode vida de Rhizoctonia spp.

Figura 3. Formacién de micelio y esclerocios en base de tallos

1.2.3.6 Reaccién de anastomosis

Los aislamientos de este género son divididos en tres grupos: uno es Rhizoctonia
multinucleada, que posee tres 0 mas nucleos por célula, hifas grandes (de

aproximadamente 6-10 mm de diametro), y el teleomorfo pertenece al género
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Tanatephorus Donk. Otro grupo es el de Rhizoctonia bindcleada, el cual tiene
solamente dos nucleos por célula (raramente uno o tres), hifas pequefas (de 4-7
mm de didmetro), y el telomorfo pertenece al género Ceratobasidium Rogers. Y el
tercer grupo, incluye a R. oryzae y R. zeae, los cuales son multinucleados y tienen
el telomorfo en el género Waitea Warcup y Talbot (Ogoshi, 1987).

La anastomosis se refiere a la fusion de hifas, lo que facilita el intercambio genético
a través de la migracion de nucleos, lo que da como resultado la formacion de
nuevos hibridos. La compatibilidad es necesaria y se relaciona con la frecuencia de
alelos, que funciona como una etapa inicial de formacion que sufre un proceso de
segregacion reconocible solo entre individuos compatibles. Agrios (1997) describe
la anastomosis como la fusién de hifas en contacto, mientras que Anderson (1982)
la caracteriza como una manifestacion de incompatibilidad somatica o vegetativa

entre cepas diferentes, pero relacionadas.

1.2.3.7 Grupos de anastomosis (AG)

El sistema de clasificacion principal para estos grupos se basa en la anastomosis
hifal. La documentacion mas temprana de anastomosis en este hongo fue reportada
por Matsumoto (1921) y Matsumoto et al. (1931), citados por Carling (1996). Esta
clasificacion se aplica tanto a especies multinucleadas como binucleadas. La
reaccion de anastomosis hifal refleja compatibilidad o incompatibilidad somatica
(Anderson, 1982). Un grupo de anastomosis (GA) consiste en aislados
genéticamente relacionados, determinados por su capacidad de anastomosarse
entre si. Esta interaccion puede variar desde la fusibn completa, que implica la
fusidn de las paredes celulares y las membranas citoplasmaticas, hasta una
ausencia total de reaccion.

Aunque los mecanismos Y el significado biologico de la reaccion de anastomosis
siguen siendo insuficientemente comprendidos, ilustran las interacciones somaticas
entre individuos genéticamente diferentes o similares, observables tanto a nivel

microscopico como macroscopico en Rhizoctonia (Sneh et al., 1991). La fusion de
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hifas ocurre entre aislados dentro del mismo GA, lo que indica compatibilidad o
incompatibilidad vegetativa. Por el contrario, los aislados de diferentes GA no se
fusionan, lo que sugiere diferencias genéticas. Esta observacion ha llevado a varios
autores a proponer gue estos representan especies distintas.

El estado taxondmico de varios GA es objeto de debate. Se ha sugerido una
correlacion entre el concepto de GA y las especies bioldgicas; Sin embargo, para
Rhizoctonia, esta correlacion aun no se ha definido debido a la falta de
caracteristicas morfolégicas y una comprension de los mecanismos sexuales en
juego en este complejo (Carling y Sumner, 1992). Multiples autores indican que los
diferentes AG pueden simbolizar poblaciones genéticamente aisladas dentro de un
taxdbn comun, potencialmente con un sistema de interesterilidad que restringe o
previene el intercambio sexual entre estos grupos (Adams, 1988; Vilgalys y Cubeta,
1994).

Las reacciones de anastomosis pueden verse influenciadas por numerosos
factores, incluidas las condiciones nutricionales y de laboratorio, la inestabilidad
genética y el estado nuclear de los aislados (ya sea homocariota, heterocariota o

ambos), lo que complica su interpretacion.

1.2.3.8 Grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani

Hasta la fecha, se han descrito 14 AG para R. solani, designados de AG1 a AG13,
donde los miembros generalmente se anastomosan solo con individuos dentro del
mismo grupo, junto con AG-BI, que incluye aislamientos que pueden fusionarse
entre si y con otros grupos (ver cuadro 1). Muchos AG se han subdividido en
subgrupos que se distinguen por caracteristicas bioquimicas, moleculares o
patogenas (Laroche et al., 1992; Johnk y Jones, 1993; Liu et al., 1993; Liu y Sinclair,
1993). Esto sugiere que tanto los AG como los subgrupos pueden representar
poblaciones que evolucionan independientemente dentro del complejo R. solani
(Vilgalys y Cubeta, 1994).
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Cuadro 1. Grupos y subgrupos de R. solani, principales hospedantes y enfermedades que

causa, y el estado teleomorfico asignado (Ceresini, 1999;Gonzalez, 2008).

Grupo- Enfermedad Hospedante Teleomorfo
subgrupo
AG1-1A Marchites de la vaina, Arroz Thanatphorus cucumeris
Mancha de la vaina Maiz ¢ T. sasakii?
Tiz6n de la hoja Sorgo
Tizén de la hoja Soya
Tizon del sur Alcanfor
Mancha marrén Césped
AG1-1B Mustia Frijol
Putrefaccion Calabaza Lechuga
Pudricién de pie Soya
AG1-1C Ahogamiento y corona de la Zanahoria
raiz
AG2-1 Ahogamiento Cruciferas Fresas T. cucumeris
Pudricion del cogollo Tulipanes Arroz
Tizén de la hoja Maiz Remolacha Pasto
AG2-2IIIB Falso tizén de la vaina Remolacha
Tiz6n de la vaina
Costra negra Pasto
Parche marron
AG2-2IV Pudricién de la raiz y tizon de
la hoja
Parche largo
AG3 Costra negra y cancro del Papa T. cucumeris
tallo/stolones
Target spot” Tabaco Tomate
Tizén de la hoja Berenjena
Mancha café
AG4(HGI, HGII, Pudricion del fruto Tomate T. cucumeris
HGIII) Pudricién del tallo Chicharo ¢ T. patricola?
Ahogamiento y cancro del Papa

tallo
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Ahogamiento y pudricion de
la raiz

Pudricién de la vaina

Habichuela,cebolla,
algodon

Soya,cacahuate

AG5 Costra negra Papa T. cucumeris
Parche marrén Pasto
Pudricién de raiz Frijol, soya
AG6 (HG-I y No patogénico T. cucumeris
GV
AG7 No patogénico T. cucumeris
AGS8 Manchones desnudos Cereales T. cucumeris
Pudricién de raiz Papa
AG9 (TPyTX) Patdégeno débil Cruciferas T. cucumeris
AG10 No patogénico T. cucumeris
AG11 Mancha bandeada Trigo T. cucumeris
AG12 Tizon Rabano T. cucumeris
Trigo
AG13 No patogénico T. cucumeris
AG-BI No patogénico T. cucumeris

MacNish et al. (1993) categorizaron cuatro tipos de reacciones (C0O, C1, C2 y C3)
en funcién del nivel de interaccion entre las hifas para dilucidar las relaciones
genéticas entre los aislamientos (véase la Tabla 2). En diferentes AG, no hay
interaccibn o la interaccibn es minima, denominadas reacciones CO y C1,
respectivamente. Se observa que C1 también puede ocurrir entre individuos dentro
del mismo AG (Cubeta y Vilgalys, 1997). Para los aislamientos que pertenecen al
mismo AG, se identifican las reacciones C2 y C3. La reaccién C2, denominada
reaccion de muerte, implica la fusion de aislamientos y la lisis posterior de las células
anastomosadas, lo que indica incompatibilidad vegetativa entre individuos
genéticamente distintos. Por el contrario, la reaccion C3, conocida como fusion
perfecta, tiene lugar entre individuos genéticamente similares, como cuando un
aislamiento se compara consigo mismo. La reaccion C2 desempefia un papel crucial
en la identificacion de individuos genéticamente distintos dentro de una poblacion,
mientras que se espera que C3 ocurra entre clones. Sin embargo, la clasificacion

basada en la anastomosis no es completamente satisfactoria, ya que un aislado
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puede anastomosarse total o parcialmente con aislados de mudltiples grupos de
anastomosis, y algunos pueden incluso perder su capacidad de fusionarse
(Anderson 1982; 1984; Vilgalys y Cubeta, 1994; Carling, 1996).

Cuadro 2. Clasificacion de las reacciones de anastomosis (Carling et al., 1988; MacNish et al.,
1993)

Categoria Parentesco (Relacion) Descripcién de lainteraccién
C3 Mismo grupo de anastomosis | Fusion de la pared,
(AG) membranas fusionadas,

Compatibilidad vegetativa | el punto de anastomosis
(VC) es indistinguible.
Mismo aislado El diametro de anastomosis

casi siempre es igual que el de las hifas.

Cc2 Mismo AG Conexion de paredes obvia,
Diferente VC no se sabe si hay intercambio
de membranas.

Células adyacentes mueren,

el diametro de la fusién es muy angosto.

Ci Diferente AG Contacto entre hifas,
aparente conexién de hifas,

pero no hay penetracion de membranas.

Co Diferente AG No hay interaccion

1.2.3.9 Grupos de anastomosis en otros taxones multinucleados

Los anamorfos multinucleados de los géneros Waitea, Warcup y Talbot también se
clasifican en grupos de anastomosis (AG). Esto incluye dos especies: Rhizoctonia
zeae y Rhizoctonia oryzae. Para R. zeae, se ha identificado un AG conocido como
WAG-Z, aislado del arroz, ya que este hongo es una amenaza significativa para uno
de los cultivos principales a los que afecta. De manera similar, R. oryzae esta
asociado con un AG, conocido como WAG-O, que se obtuvo de muestras de suelo
(Sneh et al., 1991).

1.2.3.10 Grupos de anastomosis en taxones binucleados
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Al igual que con R. solani, las reacciones de anastomosis han servido como criterio
principal para clasificar las especies binucleadas. A nivel mundial, existen dos
escuelas de investigacion principales que se centran en los aislados binucleados:
los investigadores japoneses, que han identificado 17 AG (AGAAGQ) (Ogoshi et al.,
1983), y los investigadores estadounidenses, que clasificaron sus aislados en siete
grupos (CAG-1 a CAG-7) (Burpee et al., 1980). Sin embargo, Ogoshi et al. (1983)
demostraron que estas clasificaciones coincidian, excepto para los grupos CAG-5y
CAG-7, que luego se denominaron AG-R y AG-S, respectivamente.

En Japon, Hyakumachi et al. (2005) introdujeron dos grupos adicionales: AG-T y
AG-U. Este ultimo también fue descubierto por Copes et al. (2005) en Mississippi,
EE. UU. Recientemente, Yang y colegas (2015) en China informaron sobre un
nuevo grupo de anastomosis designado AG-W.

La Tabla 3 enumera todos los AG identificados para taxones binucleados, siguiendo
la nomenclatura establecida por Sneh et al. (1991).

Cuadro 3. Grupos y subgrupos de taxones binlucleados de acuerdo con la nomenclatura

japonesa, estados anamorfos y teleomorfos asociados y cultivos que atacan.

Grupo de anastomosis | Anamorfo Teleomorfo Cultivos que ataca
AGA (CAG2)* R. candida; Ceratobasidium Fresa, remolacha
R. endophytica cornigerum azucarera,
var. ndophytica; C. ramicola frijol, tomate, meldn,
R. fragariae; espinaca, pepino,
R. ramicola lechuga
AGBa R. fumigata C. setariae Arroz, millo
AGBb R. oryzae-sativae C. oryzae-sativae Arroz, millo
AGBc Desconocido C. cornigerum Arroz
AGC R. globulares C. cornigerum Poco patogénico
(remolacha
azucarera, trigo)
AGD (CAG1) R. cereales C. cereal Césped, cereales,
remolacha
azucarera, cebolla, papa,
algodan, frijol, soya
AGE(CAG3, CAG6) R. muneratii Ceratobasidium sp. Frijol, rdbano, cebolla,
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remolacha azucarera,

lechuga,
tomate

AGF(CAG4) Desconocido Ceratobasidium sp. Frijol, rabano, cebolla,
lechuga, tomate

AGG R. fragariae Ceratobasidium sp. Fresa, remolacha
azucarera,
frijol, tomate

AGH Desconocido Ceratobasidium sp. No hay reportes de
enfermedades para este
grupo

AG I R. fragariae Desconocido Fresa y cafia de azlcar

AGJ Desconocido Ceratobasidium sp. No hay reportes de
enfermedades para este
grupo

AG K Desconocido Ceratobasidium sp. No hay reportes de
enfermedades para este
grupo

AG L Desconocido Ceratobasidium sp. No hay reportes de
enfermedades para este
grupo

AG M Desconocido Ceratobasidium sp. No hay reportes de
enfermedades para este
grupo

AG N Desconocido Desconocido No hay reportes de
enfermedades para este
grupo

AG O Desconocido Ceratobasidium sp. No hay reportes de
enfermedades para este
grupo

AG P Desconocido C. cornigerum Té

AG Q Desconocido C. cornigerum Césped

AG R (CAG 5) Desconocido Ceratobasidium sp. Frijol, papa, rabano,
lechuga

AG S (CAG7) Desconocido Ceratobasidium sp. Azalea

AGT Desconocido Desconocido Rosa, azalea

AG U Desconocido Desconocido Rosa, azalea

AGW Desconocido Desconocido Papa

*Entre paréntesis se muestra la equivalencia con los aislamientos americanos.
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1.3.JUSTIFICACION

Rhizoctonia es un género heterogéneo conocido por causar enfermedades en una
amplia gama de cultivos de importancia agricola, particularmente en el frijol,
teniendo perdidas anuales mayores al 30%. Para controlar enfermedades como la
rizoctoniasis, los agricultores suelen practicar la rotacion de cultivos con gramineas,
gue son resistentes a esta enfermedad. Sin embargo, en el maiz cultivado en
Sinaloa, se ha observado que esta enfermedad produce lesiones en las vainas
basales de las hojas y cancros en la base de los tallos.

Es fundamental identificar las especies y los grupos de anastomosis dentro del
género Rhizoctonia que se asocian con estos cultivos. Ademas, determinar su
patogenicidad mediante pruebas de inoculacion cruzada sera esencial para
desarrollar estrategias adecuadas de manejo de enfermedades para los cultivos

antes mencionados.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la reaccion de anastomosis e identificar morfolégica y molecularmente los
aislados de Rhizoctonia spp. obtenidos de frijol y maiz en el estado de Sinaloa, para

determinar su variabilidad genética y severidad.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Identificar morfolégica y molecularmente los aislados de Rhizoctonia spp.
obtenidos de frijol y maiz en el estado de Sinaloa.

2. Determinar los grupos anastomaésicos de los aislados de Rhizoctonia spp. de
frijol y maiz.

3. Evaluar la patogenicidad de los aislados de Rhizoctonia spp. en sus
hospedantes originales (frijol y maiz); asi como su patogenicidad en los
mismos hospedantes en inoculaciones cruzadas.

4. Evaluar la sensibilidad de los aislados de Rhizoctonia spp. a fungicidas

quimicos convencionales.
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1.5 HIPOTESIS

La rhizoctoniasis esta asociada a un complejo de especies del género Rhizoctonia,
con una diversidad morfolégica, molecular y patogénica. Esta diversidad influye en
la severidad de los aislados en el cultivo de frijol y maiz, lo que permitira identificar
patrones especificos de virulencia y posibles estrategias de manejo integrado para

minimizar los dafios agricolas.
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CAPITULO 2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA, MOLECULAR
Y PATOGENICA DE AISLADOS DE Rhizoctonia solani
ASOCIADOS A LA SECADERA DE FRIJOL EN EL NORTE DE
SINALOA, MEXICO

RESUMEN

La produccion de frijol en Sinaloa es afectada continuamente por enfermedades de
la raiz causadas por hongos, incluyendo a Rhizoctonia solani. El objetivo de este
estudio fue caracterizar mediante morfologia, andlisis de secuencias de ADN y
patogenicidad a los aislados de R. solani asociados a plantas de frijol con sintomas
de pudricion de raiz en lotes comerciales del norte de Sinaloa. Durante el ciclo 2020-
2021, se recolectaron plantas enfermas en los municipios de Ahome, El Fuerte y
Guasave, obteniendo un total de 71 aislados. La caracterizacidn morfolégica en
medio PDA mostré colonias con micelio blanquecino a café claro, se observo la
liberacion de pigmento color marrén en el de cultivo, asi como produccion de
esclerocios amorfos, cafés oscuros y de 3-5 mm de diametro. Los caracteres
morfologicos fueron consistentes con los descritos para R. solani. Mientras que,
para la caracterizacion molecular, se extrajo ADN gendémico de los aislados, se
amplific6 por PCR parte del gen RPB2, y los productos amplificados se
secuenciaron. El andlisis filogenético con datos de secuencias RPB2 confirmd la
identificacion de 63 aislados como R. solani y permitié asignarlos al grupo de
anastomosis (AG): AG-4. Del total de aislados analizados, 86% corresponden al
subgrupo de anastomosis AG-4 HGI y el 14% al subgrupo AG-4 HGIIl. La
patogenicidad se evaluo en frijol a los 30 dias después de la siembra, evaluando

porcentaje de germinacion y severidad de los aislados, mostrando diferentes niveles
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de patogenicidad. Este estudio servird de base para otros estudios con poblaciones

de R. solani.

Palabras claves: patogenicidad, esclerocios, RPB2, andlis filogenetico,

anastomosis.

ABSTRAC

Bean production in Sinaloa is continually affected by root diseases caused by fungi,
including Rhizoctonia solani. The objective of this study was to characterize, through
morphology, DNA sequence analysis and pathogenicity, R. solani isolates
associated with bean plants with root rot symptoms in commercial plots in northern
Sinaloa. During the 2020-2021 cycle, diseased plants were collected in the
municipalities of Ahome, El Fuerte and Guasave, obtaining a total of 71 isolates. The
morphological characterization in PDA medium showed colonies with whitish to light
brown mycelium, the release of brown pigment was observed in the culture, as well
as the production of amorphous sclerotia, dark brown and 3-5 mm in diameter. The
morphological characters were consistent with those described for R. solani. While,
for molecular characterization, genomic DNA was extracted from the isolates, part
of the RPB2 gene was amplified by PCR, and the amplified products were
sequenced. Phylogenetic analysis with RPB2 sequence data confirmed the
identification of 63 isolates as R. solani and allowed them to be assigned to the
anastomosis group (AG): AG-4. Of the total isolates analyzed, 86% correspond to
the AG-4 HGI anastomosis subgroup and 14% to the AG-4 HGIII subgroup.
Pathogenicity was evaluated in beans 30 days after sowing, evaluating germination
percentage and severity of the isolates, showing different levels of pathogenicity.

This study will serve as a basis for other studies with R. solani populations.

Keywords: pathogenicity, sclerotia, RPB2, phylogenetic analysis, anastomosis.
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2.1 INTRODUCCION

La produccion de frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una de las actividades agricolas
mas significativas en la economia de México. Los ingresos generados por el cultivo
de frijol anualmente en el pais oscilan entre los 17 millones de pesos, con una
produccion mayor de 965 mil toneladas (SIAP, 2022). Los principales estados
productores de frijol son Zacatecas y Sinaloa. La produccién agricola de frijol en
Sinaloa se lleva a cabo en el ciclo otofio-invierno y cubre una superficie sembrada
de 63,262 ha, de las cuales el 70% estan establecidas en el norte de Sinaloa, en
los municipios de Ahome, el Fuerte y Guasave (SIAP, 2024).La produccién de frijol
local se caracteriza por tierras de cultivo pobres en materia organica, altamente
fragmentadas sin un esquemas de rotacion de cultivos, condiciones ambientales
muy variables, que favorecen la incidencia de plagas y enfermedades que ponen en
riesgo y limitan dicha actividad.

Un problema muy recurrente en el norte de Sinaloa es la secadera de frijol y
asociada a esta se han encontrado hongos fitopatégenos entre los cuales incide de
manera mas frecuente la especie Rhizoctonia solani.

El basidiomiceto Rhizoctonia solani Kiihn (teleomorfo Thanatephorus cucumeris) es
considerado un género heterogéneo de hongos que habitan en el suelo, con una
distribucion global, es un fitopatdgeno que infecta a una amplia variedad de cultivos
de importancia agricola (Chavarro et al., 2015; Gonzalez, 2006; Kanetis et al., 2016).
La variabilidad genética, morfoldgica y patogénica de cepas de R. solani lo han
clasificado en 14 grupos de anastomosis (AG) reproductivamente incompatibles
entre si (Carling et al., 2008). Los grupos de anastomosis estan enumerados del
AG1 al AG13y el AG BI (Cubeta y Vilgalys 1997; Hane et al., 2014). La complejidad
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de las especies de los grupos de anastomosis la han llevado a una subdivisién de
muchos AG en subgrupos de anastomosis que difieren en una o0 méas caracteristicas
bioguimicas, genéticas o patogenas (Cubeta y Vilgalys 1997).

Los AG se asignaban de forma tradicional observando la fusién de hifas con
aislados probadores conocidos. Sin embargo, el analisis molecular es ahora el
método mas eficiente para la clasificacion de Rhizoctonia (Sharon et al., 2006), Esto
permite determinar la especie, el grupo de anastomosis y subgrupo de anastomosis
al que corresponde.

En frijol, los grupos de anastomosis reportados son el AG 1, AG 2y AG 4. De forma
individual se han asociado con diferentes tipos de enfermedades. Por ejemplo, AG
1y sus diferentes subgrupos de anastomosis registrados en frijol son el AG-IA, AG
1-IB, AG 1-IE y el AG 1-IF, los cuales producen dafios en follaje,ocasionando
atizonamientos, lesiones necréticas y acuosas en follaje (Gonzalez, 2008; Valentin
et al., 2016). Mientras que el AG 2y el AG 4 causan lesiones en raiz, como cancros
obscuros, lesiones corchosas y secadera de planta (Woodhall et al. 2008).

La especificidad del huésped entre los grupos de anastomosis es variable (Carling
et al., 2002; Fiers et al., 2011). Originalmente se pensaba que AG 4 infectaba sélo
a la papa; sin embargo, se ha informado que los aislados de este grupo también
infectan a soya, maiz, tabaco, tomate, remolacha azucarera, frijol, entre otros.

En plantas de frijol el grupo de anastomosis AG-4 de R. Solani es reconocido por
ocasionar la pudricién de la semilla, marchitamiento de la postemergencia, pudricion
de las extremidades y pudricion de la raiz de plantas de cultivo importantes, como
el frijol.

Actualmente México carece de investigacion en esta especie, solo se ha trabajado
con Rhizoctonia solani en hortalizas como la papa, pues es el cultivo que con
anterioridad mayor problema ha tenido con este patdgeno. Con respecto al cultivo
de frijol en Sinaloa, no hay investigaciones referentes a Rhizoctonia solani a pesar
de que actualmente se estd presentando continua y agresivamente la
Rhizoctoniasis.

En este sentido el objetivo de la investigacion es identificar morfolégica, molecular

y patogénicamente los grupos y subgrupos de anastomosis de Rhizoctonia
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presentes en el cultivo de frijol, lo cual ayudara a determinar las estrategias de

control, que se deben enfocar a buscar alternativas sustentables.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Durante el periodo de 2020 a 2021, se inspeccionaron 50 lotes de frijol en los
municipios del Fuerte, Ahome y Guasave, en el norte de Sinaloa. Cada lote se
muestred por la técnica del cinco de oro (Martinez 2012), se tomaron 2 muestras
por sitio de muestreo, obteniendo 10 muestras de tejido infectado por cada lote, las
cuales se colocaron en bolsas de plastico que eran rotuladas con el lugar y la fecha,
coordenadas geogréficas, variedad y sintoma, para posteriormente colocarlas
dentro de una hielera a una temperatura de 8-10°C aproximadamente (Agrios,
2005), y ser trasladadas al laboratorio para ser procesadas. Para el aislamiento de
Rhizoctonia solani, del margen de la lesion se hicieron cortes de 0.5 X 0.5 cm, y se
sembraron en cajas Petri de 8.5 cm de diametro con PDA (papa dextrosa agar)
acidificado con acido lactico (Yang, et al 2014; Muzhinji, et al 2015). Las siembras
se incubaron a 25°C por 48 horas y se observaron bajo microscopio biolégico para
purificar las colonias de Rhizoctonia solani.

Los aislados se transfirieron a agar agua (AA) al 1.6% y se incubaron a 25°C. A las
24 horas las cajas se revisaban bajo el microscopio, para elegir una punta de hifa 'y
transferirla al medio PDA (Sneh, 1996) y se incubaron a 25°C durante 7 dias, para
posteriormente conservarse en tubos falcon de 30 ml con sustrato estéril y agua
destilada estéril.

De las cepas puras obtenidas de Rhizoctonia solani se realiz6 la caracterizacion
morfolégica tomando variables macro y microscépicas como color de colonia,
formacion de esclerocios, didmetro de hifa y numero de nucleos por hifa (Sneh et
al, 1991; ). Los aislados se pusieron a crecer en PDA y se incubaron a 25°C por 30

dias, con ispecciones diarias para medir el tiempo de formacion de esclerocios, el
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color de la colonia. Para medir el diametro de hifas y nucleos por células hifales se
usaron colonias de 7 dias de crecimiento, el micelio de cada aislado de Rhizoctonia
solani se transfirio a un portaobjetos de vidrio y se tifieron con Safranin-O (Bandoni
1979), se revisaron 20 celulas hifales bajo un microscopio biologico con micrometro
Olympus Lx.

Para evaluar la reaccion de anastomosis entre los aislados, se usaron cajas Petri
con 10 ml de agar agua, y un portaobjeto estéril dentro de esta, sobre un extremo
del portaobjeto se coloca un corte de micelio agar de .5 cm? de un aislado y en el
otro se coloca un aislado diferente con el cual se quiere confrontar, y se incuba a
temperatura ambiente por 24 horas, y se observa al microscopio para ver si las hifas
de los dos aislados hicieron contacto y al ser asi la zona de contacto se tifie con
azul de tripano al 0.05% Yy se determind qué tipo de reaccion de anastomosis hubo
segun Carlling (1998).

Para la identificacién molecular, se extrajo ADN gendémico de cada uno de los dos
aislados, La extraccion de ADN se realiz6 a partir de 50 a 100 mg de micelio por el
método CTAB ( (Murray y Thompson, 1980; Doyle y Doyle, 1990; Porebski et al.,
1997). y se amplificaron fragmentos parciales de la segunda subunidad més grande
del gen de la ARN polimerasa Il (rpb2), y se secuenciaron con los pares de
cebadores RBP2-980F (5-TGYCCIGCIGARACICCHGARGG-3’) Y RPB2-7Cr (5'-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3") (Liu et al, 1999; Reeb et al ., 2004),
respectivamente.

Posteriormente se secuencid la muestra. Los datos de la secuencias obtenidas se
compararon mediante busqueda BLAST en la base de datos del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI) para determinar el AG de los aislados
individuales. Las secuencias se alinearon con el algoritmo Clustal W integrado en el
paquete de software MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013) y la relacion filogenética entre
aislados se calcul6 utilizando el método de unién de vecinos (NJ) (Saitou y Nei 1987)
bajo el modelo de dos parametros de Kimura. (Kimura 1980) como modelo de
sustitucion, omitiendo todos los sitios con espacios vacios. Para fines de
comparacion, se obtuvieron de GenBank secuencias de ADNr ITS de otros aislados

de AG conocidos y se utilizaron para la filogenia. El analisis Bootstrap se realizo


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-09342016000400897#B28
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utilizando 1000 pseudoréplicas del conjunto de datos. La secuencia de
Botryobasidium simile (nUmero de acceso de GenBank GEL2348) se utiliz6 como
grupo externo para la raiz.

Las pruebas de patogenicidad para cada aislado se realizaron mediante la
inoculacién de 5 semillas de frijol comin variedad azufrado higuera sembradas en
macetas de 2 kg, con suelo agricola. Un total de 50 ml de una suspension de micelio
ajustada a una concentracion de 1 x 10° fragmentos de micelio/ml se colocaron
directamente sobre las semillas. Como control se utilizaron cinco semillas de frijol
comun azufrado higuera sin inocular. Todas las plantas se mantuvieron en un
invernadero durante 15 dias a temperaturas que oscilan entre 22 y 32°C. Para cada
tratamiento se hicieron cuatro repeticiones. Los porcentajes de germinacion se
evaluaron a los 10 dias después de la siembra y los sintomas de pudricion de la
raiz, cancro del tallo en las plantulas y secadera a los 30 dias después de la
siembra,. La prueba de patogenicidad se realizé dos veces con resultados similares.
Los hongos se reaislaron de las raices infectadas y se encontr6 que eran
morfolégicamente idénticos a los aislados utilizados para la inoculacion, cumpliendo
asi los postulados de Koch. Para evaluar la severidad en las raices e hipocétilos de
cada planta se evaluaron usando una escala ordinal del 0 al 5, desarrollada por
Cardoso y Echandi (1997). Se realizo un Test de Kruskal Wallis, con una P > 0.05.

con el programa Infostat.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En recorridos en campo, los sintomas observados en los cultivos de frijol comdn en
los municipios del Fuerte, Ahome y Guasave fueron secadera de planta, lesiones
corchosas en base de tallo, cancros obscuros y pudriciones de raiz (Figura 1), tal
como los describe Woodhall y colaboradores (2008) para Rhizoctonia spp.

Se obtuvieron 71 aislados los cuales se nombraron desde FAVF400 hasta
FAVF470. Las colonias de los aislados de plantas de frijol con sintomas de secadera
mostraron un crecimiento micelial algodonoso de color blanco a marrén, tornando
el medio a color ambar. ElI micelio de los aislados es septado, hialino, con
constriccidn en la célula basal, formando ramas en angulo recto, hifas de 5-8 um de
ancho y esclerocios de 1-3 mm de diametro, sin presencia de esporas (Figura 2),
caracteristicas tipicas de R. solani (Sneh et al., 1991; Wantanabe, 2002; Zitter et al.,
2004). La tincion de nucleos revel6 la presencia de aislados multinucleadas
Unicamente y en la prueba de anastomosis todos los aislados se anastomosaron
entre si clasificAndose en la categoria C3 y C2 (figura 3), segun Carling et al., 1988
y MacNish et al., 1993.
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Figura 4. Sintomas en plantas de frijol en campo. A. Secadera de planta de frijol.

B. Cancros onscuros en base de tallo y raiz. C. Lesiones corchosas.

Figura 5. Morfologia de las colonias y coloracion del medio en PDA de Rhizoctonia spp.
A. Micelio algonoso y microesclerocios sobre superficie en PDA. B. Cambio de color del
medio de cultivo. C. Micelio septado, constriccion en la célula basal y formacion de

angulo recto.
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Figura 6. Tincion de nacleos y reaccidon de anastomosis. A. Hifas multinucleadas. B. Fusion
de la pared, membranas fusionadas, el punto de anastomosis no es muy frecuente. El
diametro de anastomosis casi siempre es igual que el de la hifa. Reaccién de anastomosis
C3, positiva, indica que los aislados confrontados corresponden al mismo AG. C. Conexién
de paredes obvia, no se sabe si hay intercambio de membranas. Células adyacentes mueren,
el didmetro de la fusidn es muy angosto. Reaccidn de anastomosis C2, positiva, indica que

los aislados confrontados correspondenal mismo AG pero diferente subgrupo.

La identificacién molecular de 63 aislados, a partir de los fragmentos parciales de la
segunda subunidad méas grande del gen de la ARN polimerasa Il (rpb2), con los
pares de cebadores RBP2-980F Y RPB2-7Cr, permitié determinar que las 63
secuencias tenian un 99-100% de similitud a Rhizoctonia solani con secuencias
homoélogas de NCBI. El andlisis filogenético, se realizd con las secuencias de los
aislados de Rhizoctonia solani, Rhizoctonia oryzae-sative y Botryobasidium simile
Se proces6 una matriz integrada por las regiones RPB2 de 84 aislados, incluyendo
los del presente estudio y 21 cepas de referencia. Este analisis establecio la
identidad de un solo grupo de anastomosis para Rhizoctonia solani AG-4, y dos
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subgrupos de este; donde 54 aislados resultaron pertenecer al AG-4 HGI y 9
aislados al subgrupo AG-4 HGIII (Figura 4).

En México estos subgrupos de anastomosis han sido reportados en plantas
cultivables como Jamaica, papa, chile y tomate (Moreno, et al., 2013; Ortega et al.,
2022), pero no en frijol comun, Sin embargo estudios en otros paises productores
de frijol, reportan la presencia de los grupos de anastomosis AG-1, AG-2, AG-3, AG-
4, AG-5, AG-6, AG-9, AG-10 y AG-11. En el norte del estado de Sinaloa, México,
los resultados mostraron que todos los aislados de R. solani obtenidos de cultivos
de frijol coman en los municipios del Fuerte, Ahome, y Guasave pertenecen al grupo
de anastomosis AG-4, esto concordando con informes anteriores indicando
que R. Solani AG-4 es el AG predominante en las areas de produccion de frijol
causando pudricion de la raiz y secadera de plantas en todo el mundo seguido de
AG-1 y AG-2 (Gulsum et al., 2024). Los subgrupos HGI Y HGIII fueron los mas

prevalentes.
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Figura 7. Filogenia por MV de las secuencias concatenadas de los genes RPB2 de 63 aislados
de Rhizoctonia spp. (en negritas) representativos de 70 obtenidos de plantas de frijol con
sintomas de secadera y pudricion de raiz. Bootstrap de 1000 réplicas; grupo externo:

Botryobasidium simile. AG=Grupo anastomaésico.
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En la prueba de patogenicidad todos los aislados resultaron patogénicos, afectando
directamente el proceso de germinacién de las semillas de frijol hasta en un 100%
comparado con los testigos (figura 5). Los sintomas asociados a la rizoctoniasis
incidieron a los 10 dias después de la inoculacion, las plantas infectadas
presentaron pudricion de raiz, cancros obscuros en raiz e hipocoétilo, lesiones
corchosas y secadera. Los tratamientos aplicados tuvieron diferencias significativas
comparadas con el control (figura 6), siendo el subgrupo HGI el méas severo.

Esto demuestra que los hongos aislados de Rhizoctonia solani AG-4 HGI y HGIII
son agentes causales de pudricion radicular y secadera de frijol en el norte de
Sinaloa. Los resultados del porcentaje germinacién de semillas y la severidad de los
aislados evidenciaron que estos patdégenos son capaces de limitar el desarrollo del
cultivo y debido a esto baja el rendimiento y la produccion de este grano, derivando
pérdidas econdémicas a causa de enfermedades radiculares en las regiones

estudiadas.

Efecto de los subgrupos de anastomosis de Rhizoctonia solani AG-4 en
el proceso de germinacién de frijol (Phaseolus vulgaris)
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Figura 8. Porcentaje de germinacion de semillas de frijol

Severidad de los subgrupos de anastomosis de Rhizoctonia solani en frijol
(Phaseolus vulgaris)
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Figura 9. Severidad de los subgrupos de anastomosis. Medias con una letra en comin no

son significativamente diferente (P> 0.05).
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2.4 CONCLUSION

En forma natural Rhizoctonia solani se encontré ocasionando lesiones corchosas,
cancros negros, pudriciones de raiz y secadera de plantas en los cultivos de frijol
en el norte de Sinaloa, particularmente en los municipios de Ahome, el Fuerte y
Guasave.

El grupo de anastomosis que esta presente en el cultivo de frijol en el norte de
Sinaloa es el AG-4 y sus subgrupos HGI y HGIII.

Las pruebas de patogenicidad indicaron que ambos grupos de anastomosis causan
enfermedad en el frijol, siendo sumamente severos evitando la germinacion de las
semillas y generando la manifestacion de sintomas como la secadera de plantas.
Estudios futuros deberan de centrarse en la busqueda de variedades de frijol
resistente a la rhizoctoniasis, en el control de la enfermedad y patogenicidad en
otros cultivos, para generar una estrategia en el manejo contra los diferentes grupos

y subgrupos de anastomosis de Rhizoctonia solani.
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CAPITULO 3. PRIMER REPORTE DE Ceratobasidium SP. (AG-A Y
AG-G) CAUSANTE DE PUDRICION DE RAIZ Y CANCER DEL
TALLO EN FRIJOL COMUN EN MEXICO

El frijol (Phaseollus vulgaris) es uno de los cultivos més importantes a nivel mundial
por su valor nutricional. México siembra 269,581.60 ha de las cuales son
siniestradas mas de 8,000 ha, por la incidencia de enfermedades (SIAP, 2021). En
el ciclo otofio-invierno 2020-2021, se revisaron 31 sitios de frijol, en Sinaloa, al
noroeste de México. Las plantas mostraban un crecimiento deficiente en campo,
diversos grados de atrofia, un cancro negro y decoloracion de marron a marron
obscuro en base de tallo e hipocotileo, y ausencia de raices secundarias y pelos
absorbentes. Del tejido sintomatico de plantas enfermas se tomaron pequefios
fragmentos del borde de las lesiones, los cuales se desinfectaron con NaOCI al 1%
durante 2 min, se enjuagaron con agua estéril y luego se colocaron en agar papa
dextrosa (PDA) a temperatura ambiente *2°C. Se identificaron 90 aislamientos de

hongos tomados de puntas de hifas individuales como Rhizoctonia spp. Segun los
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rasgos morfolégicos (Sneh et al. 1991). La tincion nuclear con Safranina O al
0.03%+KOH al 3% mostro que el 2.2% de los aislados presentaron dos nucleos por
célula hifal. El diametro promedio de las hifas fue de 4,79 um. No se formaron
esclerocios después de 20 dias en PDA a 25°C. Las caracteristicas morfologicas de
los aislados se parecian a las de Rhizoctonias binucleadas (BNR). La identidad de
especie se confirmd con extracciones de ADN gendmico de los aislados, se
amplific6 por PCR parte del gen RPB2, y los productos amplificados se
secuenciaron. Las identidades de las secuencias resultantes se confirmaron
mediante analisis BLAST. Una de las secuencias tienen un 93.89% de identidad a
las de Ceratobasidium sp. AG-A accesion MT126788.1 y otra un 95.62% a
Ceratobasidium sp. AG-G accesion DQ301701.1 en GenBank. Los aislados se
identificaron como BNR AG-A y AG-G. Para confirmar la patogenicidad del aislado,
se inocularon cinco plantas con 4 repeticiones de frijol variedad azufrado higuera
con una suspension micelial. Se utilizaron cinco plantas no inoculadas como
controles negativos. Las plantas se colocaron en bolsas negras con una mezcla de
suelo agricola mas arena en un proporcion 2:1 a temperatura ambiente (dia / noche)
con un fotoperiodo de 12 h. Los sintomas comenzaron a aparecer en las plantas
inoculadas 15 dias después de la inoculacion. Todas las plantas inoculadas
mostraron los mismos sintomas descritos anteriormente. Se volvio a aislar el hongo
y se confirmd que era Rhizoctonia sp. El Ceratobasidium sp. es uno de los
patdgenos mas comunes asociados con la pudricion de la raiz y seria una amenaza
para la produccién de frijol en todo el mundo. Hasta donde sabemos, este es el
primer informe de BNR AG-A y AG-G causante de la pudricion de la raiz de frijol en
México. A partir de ahora, los productores deberan considerar este patégeno para

el manejo de suelo y el cultivo.
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Figura 10. Aislado de Rhizoctonia binucleada identificado como Ceratobasidium AG-A. A,
sintomade frijol en campo. B, morfologiadela coloniade 20 dias en PDA. C, micelio formando
angulo recto y con constriccién en célula basal. D, hifas binucleadas tefiidas con safranina O.
E, cancro y manchas marrones en base de tallo y raiz .desarrollados en prueba de

patogenicidad.
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Figura 11. Aislado de Rhizoctonia binucleada identificado como Ceratobasidium AG-G. A
morfologia de la colonia de 20 dias en PDA. B, micelio formando angulo recto y con
constriccién en célula basal. C, cancros oscuros en base de tallo en plantas de frijol. D,
cancro y manchas marrones en base de tallo y raiz desarrollados en prueba de patogenicidad

comparadas con una planta testigo.
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Figura 12. Arbol filogenetico de Ceratobasidium. Filogenia por MV de las secuencias
concatenadas de los genes ITS Y RPB2 de 2 aislados de Rhizoctonia spp. (en negritas) de
plantas de frijol con sintomas de secadera y pudricién de raiz. Bootstrap de 1000 réplicas;

grupo externo: Botryobasidium simile. AG=Grupo anastomasico.
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CAPITULO 4. CARACTERIZACION DE AISLADOS DE Rhizoctonia
CAUSANTES DE LA MANCHA BANDEADA DE LA VAINA DEL
MAIZ EN EL NORTE DE SINALOA

RESUMEN

El estado de Sinaloa produce anualmente mas de 37 millones de toneladas de maiz,
posicionandose en el primer lugar a nivel nacional, sin embargo su rendimiento se
ve limitado por hongos fitopatogenos, entre ellos el género Rhizoctonia. El objetivo
de este estudio fue caracterizar mediante morfologia, analisis de secuencias de
ADN vy patogenicidad aislados de Rhizoctonia asociados a maiz con sintomas de
mancha bandeada de la hoja en lotes comerciales del norte de Sinaloa. Durante
2021-2022, se recolectaron plantas enfermas en los municipios de Ahome, el Fuerte
y Guasave, obteniendo 27 aislados. La caracterizacién morfolégica en PDA mostro
colonias con micelio blanquecino a café, se observa la liberacion de pigmento en el
medio, esclerocios amorfos, rojos y cafés, con un diametro <1 mm, caracteres
descritos para Rhizoctonia. Para la caracterizacion molecular, se extrajo ADN
gendmico, se amplificé por PCR parte del gen RPB2, y los productos amplificados
se secuenciaron. El analisis filogenético confirmé la identificacion de 18 aislados
como Rhizoctonia zeae, y 9 aislados como Rhizoctonia solani. Los aislados de R.
solani corresponden al grupo de anastomosis (AG): AG-4. 3 de ellos corresponden
al subgrupo de anastomosis AG-4 HGI y el 6 al subgrupo AG-4 HGIII. La
patogenicidad y severidad de los aislados se evalu6 en plantas de maiz a los 44
dias después de la siembra, mostrando diferencias significativas con el control en
una prueba de Tukey (p>0.05). Todos los aislados reprodujeron los sintomas tipiso
de la enfermedad, pero Rhizoctonia zeae fuel el mas patogenico.

Palabras clave: anastomosis, RPB2, severidad
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ABSTRACT

The state of Sinaloa produces more than 37 million tons of corn annually, ranking
first at the national level, however its yield is limited by phytopathogenic fungi,
including the genus Rhizoctonia. The objective of this study was to characterize,
through morphology, DNA sequence analysis and pathogenicity, Rhizoctonia
isolates associated with corn with banded leaf spot symptoms in commercial plots in
northern Sinaloa. During 2021-2022, diseased plants were collected in the
municipalities of Ahome, El Fuerte and Guasave, obtaining 27 isolates. The
morphological characterization in PDA showed colonies with whitish to brown
mycelium, the release of pigment in the medium was observed, amorphous, red and
brown sclerotia, with a diameter <1 mm, characters described for Rhizoctonia. For
molecular characterization, genomic DNA was extracted, part of the RPB2 gene was
amplified by PCR, and the amplified products were sequenced. Phylogenetic
analysis confirmed the identification of 18 isolates as Rhizoctonia zeae, and 9
isolates as Rhizoctonia solani. The R. solani isolates correspond to the anastomosis
group (AG): AG-4. 3 of them correspond to the anastomosis subgroup AG-4 HGI
and 6 to the AG-4 HGIII subgroup. The pathogenicity and severity of the isolates
were evaluated in corn plants at 44 days after sowing, showing significant
differences with the control in a Tukey test (p>0.05). All isolates reproduced the
typical symptoms of the disease, but Rhizoctonia zeae was the most pathogenic.

Keywords: anastomosis, RPB2, severity
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4.1 INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cultivos de importancia econémica,
por su productividad y adaptabilidad, se cultiva en todo el mundo, forma parte de la
dieta humana y animal (Minaya y Reyes, 2016). Es el cereal méas producido a nivel
mundial, con una produccion estimada de alrededor de 1,240 millones de toneladas
meétricas, esto lo coloca por delante del trigo y el arroz (STATISTA, 2024).

México es el tercer mayor productor de este grano, después de Estados Unidos y
Croacia, cuya produccion anual es de 27,549,917.53 toneladas (SIAP, 2023). El
Estado de Sinaloa produce 6,656,330.77 toneladas, lo que lo posiciona como el
principal de este cultivo (SIAP, 2023), aunque la produccion se ve limitada por una
serie de factores adversos, tanto ambientales como biologicos. En estos ultimos
destacan enfermedades que ocasionan pérdidas en el maiz, como la pudriciéon del
tallo y raices, ocasionadas por un complejo de hongos fitopatbgenos como:
Fusarium, Sclerotium, Phytium, Phitophthora, Macrophomina y Rhizoctonia
(CIMMYT, 2004).

Los ultimos afios, en las parcelas de maiz en el norte de Sinaloa, se ha venido
presentado una mancha bandeada en la vaina de la hoja de maiz, la cual se ha
convertido en un problema latente y severo, ocasionando clorosis y debilitamiento
de las plantas. El organismo causal de la enfermedad ha sido estudiado
previamente en otros paises, como Filipinas (Mauis y Quimio, 2006) y la India
(Singh y Harlapu, 2014), donde reportan a R. solani asociada a la mancha
bandeada de la hoja y la vaina del maiz. En China, reportan a R. solani (AG-1 1 A,
AG-11C, AG-2, AG-3, AG-4 y AG-5); R.zeae y Rhizoctonia binucleada AG-A y AG-
K (Zzhang y Chen, 1986; Li et al., 1998; Yang, et al., 2014). El AG-2 de R. solani
estuvo implicado en la pudricion de la raiz del maiz y AG-4 en la necrosis del
hipocotilo, mientras que R. zeae fue menos virulento que AG-2 y AG-4 de R. solani,
causO lesiones de color marrén claro en las raices primarias y laterales

(Telmadarrehei, et al. 2011) y una podredumbre esclerocial del maiz.


https://bing.com/search?q=lugar+que+ocupa+el+maiz+en+produccion+a+nivel+mundial+2024
https://bing.com/search?q=lugar+que+ocupa+el+maiz+en+produccion+a+nivel+mundial+2024
https://bing.com/search?q=lugar+que+ocupa+el+maiz+en+produccion+a+nivel+mundial+2024
https://bing.com/search?q=lugar+que+ocupa+el+maiz+en+produccion+a+nivel+mundial+2024
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En Argentina, estudios basados en la morfologia de las hifas y colonias, la condicion
nuclear y la reaccion de la anastomosis, identificaron a R.zeae como agente causal
de la mancha de la vaina del maiz (Gutierrez et al.,2007).

En el norte de Sinaloa, se observaron algunos sintomas diferentes a las descritas.
Por ejemplo, las lesiones fueron mas oscuras que las descritas previamente por
Telmadarrehei, et. al. 2011, y de color rojizo a marrén oscuro. Ademas, se
observaron esclerocios muy pequefios, rojizos amorfos en las lesiones y el
desarrollo de las mismas fue mas lento. El clima es muy calido y humedo en el norte
de Sinaloa y la morfologia y virulencia de las especies de Rhizoctonia puede diferir
en las regiones.

En consecuencia, nuestros objetivos en este estudio fueron identificar las especies
de Rhizoctonia asociadas con la enfermedad de la mancha bandeada de la vaina

del maiz y determinar la patogenicidad de los aislados de maiz.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Toma de muestras y aislamiento del hongo

Se inspeccionaron 30 campos comerciales de maiz en los municipios de Ahome, el
Fuerte y Guasave. Del 01 de noviembre de 2021 al 15 de marzo de 2022. Se
recolectaron plantas que presentaban sintomas similares a los inducidos por
Rhizoctonia, dos plantas de cada esquina y el centro, totalizando 10 muestras por
cada campo. Las muestras se colocaron en bolsas plasticas y se transportaron al
laboratorio en una hielera a 8-10°C. Se obtuvieron fragmentos (0.5 X 0.5 cm) del
tejido afectado, principalmente en la vaina de la hoja basal y el primer nudo. Se
desinfectaron en condiciones asépticas en una solucién de hipoclorito de sodio al
0,5% durante 3 min, luego se lavaron durante 3 min en agua destilada estéril y se
secaron en papel de filtro Whatman No. 1. Luego, los fragmentos se colocaron en
un diametro de 90 mm de agar agua al 1,5% (WA) modificado con sulfato de
estreptomicina (Sigma Aldrich a 50 mg/litro) (Muzhiniji, et al., 2015). Los aislamientos
se transfirieron a placas Petri con agar agua (WA) y se incubaron durante 24 horas
a 25 °C; Posteriormente, bajo un microscopio de diseccion, se transfiri6 una punta
de hifa de cada aislado a PDA (Sneh, 1996). Los aislados se coservaron en tubos

de PDA inclinados con aceite mineral (Ohkura, et al., 2009).

4.2.2 Caracterizaciéon nuclear

Para el conteo de nucleos por célula hifal, fue necesario, reactivar los aislados de
Rhizoctonia, se colocaron trozos de 5 mm en cajas Petri con PDA y se incubaron
durante 3 dias a 25°C. El margen de las colonias se transfiri6 a un portaobjetos,
donde se mezcld el micelio con NaOH al 3% y Safranina O (Kronland y Stanghellini,
1988). Luego se examinaron las células de cada aislado en busca de nucleos con
un aumento de 40X utilizando un microscopio de campo claro. Se conté el nimero
de nucleos de las cepas en al menos 20 células de hifas jovenes por cada aislado.
(Sneh, et al., 1991).
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4.2.3 Morfologia de colonias y caracteristicas esclerociales de Rhizoctonia

Spp.

Para analizar el patrén de crecimiento de los aislados de Rhizoctonia de maiz, se
transfirié a cada uno de ellos a cajas Petri con PDA y se incubaron a 25C° durante
25 dias. En ese lapso se documentaron el color de las colonias, el diametro y color

de los esclerocios mediante observacion visual (Singh, et al. 2015).

4.2.4 Extraccion de ADN gendmico y amplificacién por PCR

Para la identificacion molecular, se extrajo ADN genomico de cada uno de los dos
aislados, La extraccion de ADN se realiz a partir de 50 a 100 mg de micelio por el
método CTAB ( (Murray y Thompson, 1980; Doyle y Doyle, 1990; Porebski et al.,
1997). y se amplificaron fragmentos parciales de la segunda subunidad mas grande
del gen de la ARN polimerasa Il (rpb2), y se secuenciaron con los pares de
cebadores RBP2-980F (5'-TGYCCIGCIGARACICCHGARGG-3) Y RPB2-7Cr (5'-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’) (Liu et al, 1999; Reeb et al ., 2004),
respectivamente.

Posteriormente se secuencio la muestra. Los datos de las secuencias obtenidas se
compararon mediante busqueda BLAST en la base de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (NCBI) para determinar el AG de los aislados
individuales. Las secuencias se alinearon con el algoritmo Clustal W integrado en el
paquete de software MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013) y la relacion filogenética entre
aislados se calcul6 utilizando el método de unién de vecinos (NJ) (Saitou y Nei 1987)
bajo el modelo de dos pardmetros de Kimura. (Kimura 1980) como modelo de
sustituciéon, omitiendo todos los sitios con espacios vacios. Para fines de
comparacion, se obtuvieron de GenBank secuencias de ADNr ITS de otros aislados
de AG conocidos y se utilizaron para la filogenia. El analisis Bootstrap se realiz

utiizando 1000 pseudoréplicas del conjunto de datos. La secuencia de


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-09342016000400897#B28
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-09342016000400897#B12
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-09342016000400897#B33
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-09342016000400897#B33
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Botryobasidium simile (nUmero de acceso de GenBank GEL2348) se utiliz6 como

grupo externo para la raiz.

4.2.5 Pruebas de patogenicidad

La patogenicidad de los aislados de Rhizoctonia spp. se realizd en macetas con
suelo estéril, por maceta se colocé una semilla de maiz y se dej6 crecer durante un
mes después de la siembra. Para el experimento se utilizaron 27 tratamientos, que
representaron a cada uno de los aislados) y el testigo, cada maceta representaba
una unidad experimental. Por tratamiento se hicieron cuatro réplicas (4 macetas,
cada una con una semilla). Plantas de maiz de un mes de edad se inocularon en la
vaina de la hoja basal siguiendo los procedimientos previamente descritos
(Perdomo, et al., 2007). Se incluyeron controles no infectados en cada prueba de
patogenicidad. La temperatura del suelo durante los experimentos de invernadero
vari6 de 20 a 35 C° y de 16 a 27 C° en el primer y segundo experimento,
respectivamente.

Los tratamientos se dispusieron en un disefio completamente aleatorizado. Las
plantas inoculadas y no inoculadas se fertilizaron una vez por semana con
fertilizante Miracle-Gro (The Scotts Company LLC; Marysville, Ohio, EE. UU.)
siguiendo las recomendaciones del fabricante y se regaron segun fuera necesario.
El grado de patogenicidad de los aislados se evalu6 14 dias después de la
inoculacion y se calculd con base al area de la vaina de hoja afectada (AVHA); para
ello se utilizé una hoja de plastico transparente cuadriculada de 7 X 7 cm con
cuadros de 0.5 X 0.5 cm. la cual se colocé sobre las lesiones cuantificando el
namero de puntos sobre las mismas siguiendo el procedimiento Zadoks & Schein
(1979).

Los datos obtenidos del area afectada por tizon de la vaina de la hoja del maiz (cm?)
se analizaron utilizando ANOVA vy la separacion de medias siguiendo la prueba de
Tukey, como se describié previamente (Little y Hills 1973). Los analisis estadisticos

se realizaron utilizando INFOSTAD.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Aislamiento de Rhizoctonia spp. maiz

La incidencia de Rhizoctonia se presentd en los 30 campos comerciales de maiz
muestreados en el norte de Sinaloa, desde noviembre de 2021 hasta marzo de
2022, en un rango de 15, 40 y 70%, respectivamente, 2-3 semanas antes de la
cosecha del elote. Se realizaron cinco aislamientos del hongo de cada campo,
finalmente, se seleccionaron 27 aislados los cuales se nombraron como FAVF475
hasta FAVF501 (tabla 1).

En recorridos en campo, los sintomas observados en los cultivos de maiz en los
municipios del Fuerte, Ahome y Guasave fueron manchas bandeadas en la vaina
de la hoja (Figura 13A), tal como los describe Perdomo (2007) y, Medina y
colaboradores (2012) para Rhizoctonia spp., ademas asociado a esto también se

encontraron cancros obscuros y pudriciones de raiz (Figura 13B)

Figura 13. Sintomas generados por Rhizoctonia en campo A. Mancha bandeada en la primera

vaina de la hoja de maiz. B. Cancro obscuro en raiz.
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4.3.2 Caracterizacion Morfolégica

Los aislados de Rhizoctonia mostraron un crecimiento micelial hialino a las 24 horas
y después de las 96 horas el micelio tomaba un color blanco y café, y tornaban el
medio de cultivo a un color ambar (figura 14A). Todos los aislados formaron
esclerocios de forma irregular algunos de color rojo y café (cuadro 4).

El micelio de los aislados es septado, hialino, con constriccion en la célula basal,
formando ramas en angulo recto, hifas con un diametro de 3-5 ym de ancho y
esclerocios de <1 mm de diametro, sin presencia de esporas (figura 14B),

caracteristicas tipicas del género Rhizoctonia spp. (Sneh et al., 1991). La tincion de

nucleos reveld la presencia de aislados multinucleadas Unicamente (figura 14C).

Figura 14. Morfologia colonial de los aislados de Rhizoctonia spp. de maiz. A. Colonias con
micelio blanco y café, formacién de esclerocios rojos y café, cambio de color del medio. B.
Micelio septado, con constriccién en célula basal, ramificaciones con formacion de dngulos

rectos. C. Hifas multinucleadas.



Cuadro 4. Caracteristicas morfolégicas de Rhizoctonia spp. de maiz

Aislado  Tiempo de Color Didmetro Numero Color del Forma del
colonizacién del del de esclerocio esclerocio

en el medio micelio micelio nucleos

(dias) (um) por
célula
hifal
FAVF475 2.75 AB Blanco 3.50 5.60 Rojo Irregular
FAVF476 450 B Crema 3.20 8.10 Café Irregular
FAVF477 2.50A Blanco 3.50 6.10 Rojo Irregular
FAVF478 3.50 AB Blanco 3.35 8.40 Rojo Irregular
FAVF479 2.50A Blanco 4.00 6.20 Rojo Irregular
FAVF480 2.75 AB Blanco 4.55 6.45 Rojo Irregular
FAVF481 3.00 AB Crema 3.95 5.20 Café Irregular
FAVF482 3.00 AB Blanco 3.55 6.15 Rojo Irregular
FAVF483 3.25 AB Blanco 3.65 6.50 Rojo Irregular
FAVF484 3.00 AB Blanco 3.35 6.70 Rojo Irregular
FAVF485 3.00 AB Blanco 3.70 6.75 Rojo Irregular
FAVF486 3.25 AB Blanco 3.80 6.35 Rojo Irregular
FAVF487 3.50 AB Blanco 3.90 7.20 Rojo Irregular
FAVF488 2.75 AB Blanco 3.80 6.86 Rojo Irregular
FAVF489 2.75 AB Blanco 4.05 6.90 Rojo Irregular
FAVF490 3.25AB Blanco 4.60 6.90 Rojo Irregular
FAVF491 3.50 AB Blanco 4.25 7.20 Rojo Irregular
FAVF492 3.50 AB Crema 4.20 7.70 Café Irregular
FAVF493 3.50 AB Blanco 4.15 6.80 Rojo Irregular
FAVF494 3.25 AB Crema 4.65 7.00 Café Irregular
FAVF495 450 B Crema 4.70 6.95 Café Irregular
FAVF496 3.75 AB Crema 4.00 7.15 Café Irregular
FAVF497 4.25 AB Blanco 4.50 6.65 Rojo Irregular
FAVF498 450 B Blanco 3.85 6.95 Rojo Irregular
FAVF499 450 B Crema 3.90 6.85 Café Irregular
FAVF500 3.75 AB Crema 4.00 6.85 Café Irregular

FAVF501 4.00 AB Crema 3.85 7.00 Café Irregular
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4.3.3 Identificacion molecular

Fragmentos parciales de la segunda subunidad mas grande del gen de la ARN
polimerasa Il (rpb2), con los pares de cebadores RBP2-980F Y RPB2-7Cr,
permitieron determinar que los 27 aislados secuenciados de maiz tenian un 99-
100% de similitud con el género Rhizoctonia spp. con secuencias homdélogas de
NCBI. El andlisis filogenético, se realizd con las secuencias de los aislados de
Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae y Botryobasidium simile. Se procesé una
matriz integrada por las regiones RPB2 de 42 aislados, incluyendo los del presente
estudio y 15 cepas de referencia. Este analisis establecio la identidad de dos
especies, donde 18 de los aislados corresponden a Rhizoctonia zeae y el resto a
Rhizoctonia solani con un solo grupo de anastomésis AG-4, y dos subgrupos de
este; donde 3 aislados resultaron pertenecer al AG-4 HGI y 6 aislados al subgrupo
AG-4 HGIII (Figura 15).

En paises como estados unidos, Canada, Europa, Japon, Turquia y Venezuela, se
han reportado a Rhizoctonia solani y Rhizoctonia zeae infectando a un amplio rango
de hospedantes entre ellos el maiz (Demirci & Kordali, 1999; Vojvodic et al., 2021).
Estudios en México han registrado la presencia de Rhizoctonia solani AG-4
subgrupos de anastomosis HGI y HGIII incidiendo en cultivos como Jamaica, papa,
chile, tomate y sandia (Montero, et al., 2013; Ortega et al., 2022), pero no en maiz.
Sin embargo, investigaciones en otros paises productores de maiz, reportan
infeccion por los grupos de anastomosis AG-1, AG-2, AG-4, AG-5, AG-6 y AG-11
(Ohkura et al., 2009). En el norte del estado de Sinaloa, México, este es el primer
reporte donde se identifica a las especies Rhizoctonia zeae y Rhizoctonia solani
AG-4 HGI y HGIII infectando a maiz, generando la mancha bandeada y pudricion

de raices en los municipios del Fuerte, Ahome, y Guasave.
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Figura 15. Filogenia por MV de las secuencias concatenadas de los genes RPB2 de 27 aislados

de Rhizoctonia spp. obtenidos de plantas de maiz con sintomas de mancha bandeada de la

vaina y pudricion de raiz. Bootstrap de 1000 réplicas; grupo externo: Botryobasidium simile.

AG=Grupo anastomaosico.
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4.3.4 Pruebas de patogenicidad

En la prueba de patogenicidad todos los aislados resultaron patogénicos. Los
sintomas asociados a Rhizoctonia solani y Rhizoctonia zaea incidieron a los 14 dias
después de la inoculacion, las plantas infectadas presentaron un atizonamiento en
la vaina de la hoja, y pudricién de la misma. Los tratamientos aplicados tuvieron
diferencias significativas (p>0.05) comparadas con el control (figula 16), siendo los
aislados FAVF488, FAVF 491 Y FAVF493 los mas severos, mismos que fueron
identificados como Rhizoctonia zeae.

Esto demuestra que los hongos aislados de Rhizoctonia solani AG-4 HGI y HGIIl y
Rhizoctonia zeae son agentes causales de la mancha bandeada de la vaina del
maiz en el norte de Sinaloa. La severidad de los aislados evidencié que estos
patdgenos son capaces de limitar el desarrollo del cultivo y debido a esto baja el
rendimiento y la produccion de este grano, derivando pérdidas econémicas a causa

de enfermedades radiculares en las regiones estudiadas.
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4.4 CONCLUSION

Las especies Rhizoctonia solani y Rhizoctonia zeae se encontraron ocasionando
manchas bandeadas atizonadas en las vainas de la hoja basal, cancros negros y
pudriciones de raiz en los cultivos de maiz en el norte de Sinaloa, en los municipios
de Ahome, el Fuerte y Guasave.

El grupo de anastomosis de Rhizoctonia solani que esta presente en el cultivo de
maiz en el norte de Sinaloa es el AG-4 y sus subgrupos HGI y HGIII.

Las pruebas de patogenicidad indicaron que ambas especies causan enfermedad
en el maiz, siendo sumamente severos manifestando la mancha bandeada del
maiz.

Estudios futuros deberan de centrarse en el control de la enfermedad y
patogenicidad en otros cultivos, para generar una estrategia en el manejo contra los
diferentes grupos y subgrupos de anastomosis de Rhizoctonia solani y Rhizoctonia

Zeae.

CAPITULO 5. PRIMER REPORTE DE Rhizoctonia solani AG-7
CAUSANTE DE PUDRICION DE LA RAIZ DEL FRIJOL COMUN EN
MEXICO
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RESUMEN

Lotes de frijol (Phaseolus vulgaris), en el norte Sinaloa, en 2020 presenta sintomas
de pudricion de raiz y secadera de planta, con incidencia hasta de un 35% por
parcela. El presente estudio se establecié con el objetivo de identificar a través de
la secuenciacion del ITS y RPB2 a los patogenos asociados a la pudricion de raiz
en frijol. Para ello se seleccionaron plantas con sintomas, de cultivos de frijol en
Ahome, Sinaloa, México. Se tomaron muestras de los avances de lesion de las
raices de las plantas y se aislaron hongos con caracteristicas morfologicas tipicas
de Rhizoctonia spp. presentaron micelio septado, hialino, con formacién de un
angulo recto y constricciobn de la celula basal, no producen esporas, y forman
esclerocios. Los postulados de Koch se realizaron en maceta, el inoculo se puso
junto con la semilla al momento de la siembra, para evaluar el efecto en germinacion
y severidad en plantula. Una vez demostrada su patogenicidad se identificaron
molecularmente los aislados FAVF397 y FAVF 398 como Rhizoctonia solani AG-7.
Este grupo de anastomosis se reporta por primera vez en frijol en Sinaloa. Estos
hallazgos representan un aporte cientifico en beneficio de pequefias comunidades

agricolas de México.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, espaciador transcrito interno ITS, ARN

polimerasa Il RPB2, grupo de anastomosis AG-7.

En México se siembran anualmente mas de un millon de hectareas de frijol
(Phaseolus vulgaris) para consumo, mismas que se limitan por la incidencia de

enfermedades que ocasionan la muerte de la planta. En noviembre de 2020, se
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observaron sintomas de pudricién de raiz en dos campos de frijol (cv. Azufrado
Higuera) ubicados en el municipio de Ahome, Sinaloa, México. Las plantas
enfermas mostraron crecimiento reducido, cancro café oscuro en la base del tallo,
pudricion de la raiz, ademas de ausencia de raices secundarias. La incidencia de la
enfermedad en campo se estimo hasta en un 35%. Para el aislamiento de hongos,
las raices sintomaticas se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al
1% durante 2 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada esteril y se secaron
en papel filtro estéril. Se colocaron pequefios fragmentos de raices enfermas en
medio PDA y se incubaron a 25°C por 48 h. Se obtuvieron 10 colonias similares a
Rhizoctonia, las cuales se purificaron mediante el método de punta de hifa. Las
colonias en PDA fueron inicialmente blancas y posteriormente se tornaron a color
marron, las hifas fueron septadas, de 4.6 a 5.3 ym y se ramificaron en angulo recto
con un septo cerca del punto de ramificacion. La examinacion microscépica por
tincién con safranina-O mostré un rango de 2 a 10 nucleos por célula.

Las caracteristicas morfoldgicas de los aislados obtenidos coincidieron con las de
Rhizoctonia solani. Dos aislados representativos se usaron para las pruebas
moleculares y de patogenicidad. Los aislados fueron depositados en la Coleccion
de Cultivos de Hongos Fitopatégenos de la Facultad de Agricultura del Valle del
Fuerte de la Universidad Autonoma de Sinaloa (No. de Acceso FAVF397 y
FAVF398). Para la identificacion molecular, se extrajo el ADN genémico de cada
aislado, se amplificd la region del espaciador transcrito interno (ITS) y los
fragmentos parciales de la segunda subunidad méas grande del gen de la ARN
polimerasa Il (RPB2), y se secuenciaron con los pares de iniciadores ITS5 /ITS4
(White et al. 1990) y RBP2-980F/RPB2-7cR (Liu et al. 1999), respectivamente. Las
secuencias se depositaron en el GenBank (nimeros de acceso OR590793 y
OR590801 para ITS y SUB14697714.1 y SUB14697714.2 para RPB2). Un arbol
filogenético basado en Maxima Verosimilitud que incluyé datos combinados de
secuencias ITS y RPB2 publicados para diversos grupos de anastomosis de
Rhizoctonia solani fue generado. El arbol filogenético agrupé a los aislados
FAVF397 y FAVF398 dentro del clado AG 7. Las pruebas de patogenicidad para

cada aislado se realizaron mediante la inoculacion de 10 plantulas sanas de frijol
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comun (de 15 dias de edad) cultivadas en macetas. Un total de 50 ml de una
suspension de micelio ajustada a una concentraciéon de 1 x 10° fragmentos
miceliales/ml se colocaron directamente sobre la base del tallo de cada planta.
Como control se utilizaron cinco plantulas de frijol comun sin inocular. Todas las
plantas se mantuvieron en un invernadero durante 15 dias a temperaturas que
oscilaron entre 22 y 32°C. Los sintomas de pudricion de la raiz y cancro del tallo se
observaron en las plantulas inoculadas después de 10 dias, mientras que las
plantas de control permanecieron asintomaticas. La prueba de patogenicidad se
realizo dos veces con resultados similares. Los hongos se reaislaron a partir de las
raices infectadas y se encontr6 que fueron morfolégicamente idénticos a los
aislados utilizados para la inoculacion, cumpliendo asi los postulados de Koch.

En consecuencia, la identificacion mediante morfologia y analisis de secuencias
confirmd que el patégeno causante es R. solani AG-7. Este patégeno, fue reportado
por primera vez en algodon en Georgia, EE. UU. y Egipto (Baird et al., 1997; 2000;
Abd-Elsalam et al., 2009), en soya en Taiwan (Yu et al., 2021) y en papa en México
(Carling et al., 1998). Para nuestro conocimiento, este es el primer reporte de
Rhizoctonia solani AG-7 causando pudricion de raiz en frijol en México. Mismo que
ayudara a generar nuevas estrategias de control para la enfermedad en el cultivo

de frijol.
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Figura 17. Rhizoctonia solani AG-7 causante de pudricién de la raiz del frijol comun. A.

Sintomas en tallos y raices infectados naturalmente. B. Sintomas en plantas inoculadas
artificialmente, 30 dias después de la inoculacién. C. Colonia en PDA después de 7 dias a 25
°C en oscuridad. D. Colonia en PDA después de 20 dias. E. Hifas tefiidas con Safranina-O que

muestran células multinucleadas.
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Figura 18. Filogenia por MV de las secuencias concatenadas de los genes ITS y RPB2 de 2

aislados de Rhizoctonia spp. obtenidos de plantas de frijol con sintomas de secadera y

pudricién de raiz.
Bootstrap de 1000 réplicas; grupo externo: Botryobasidium simile. AG=Grupo anastoma@sico.
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CAPITULO 6. SENSIBILIDAD A FUNGICIDAS QUIMICOS DE
ESPECIES DE Rhizoctonia DE FRIJOL Y MAIzZ

RESUMEN

En la region norte de Sinaloa, el hongo Rhizoctonia spp. causa secadera de planta
y pudricion en frijol y maiz, afectando la germinacion, el crecimiento y las raices, lo
que debilita y mata las plantas. Los agricultores suelen intentar controlar la
enfermedad mediante la aplicacion de fungicidas quimicos; sin embargo, la
efectividad de estos tratamientos es a menudo limitada. Esto se debe a la seleccion
inapropiada de los fungicidas, una mala dosis durante la aplicacién y la posible
resistencia desarrollada por los patégenos a estos productos, entre otros factores.
El propdsito de este estudio fue evaluar la efectividad bioldgica in vitro de cuatro
fungicidas sintéticos (Azoxystrobin, Benomilo, Metil tiofanato y Tebuconazol)
convencionales sobre seis aislados de Rhizoctonia spp. El fungicida convencional
tebuconazol mostré ser el mas eficaz contra todas especies de Rhizoctonia
evaluadas. La informacion sobre la sensibilidad de los aislados de Rhizoctonia a los
fungicidas es esencial para el desarrollo de estrategias de control efectivas para la
Rizoctoniasis y facilita el monitoreo de los aislados que presentan resistencia a los

fungicidas en la poblacién de patégenos.

Palabras claves: Rhizoctonia, Fungicidas, Rizoctoniasis, Tebuconazol
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ABSTRACT

In the northern region of Sinaloa, the fungus Rhizoctonia spp. causes plant wilt and
rot in beans and corn, affecting germination, growth and roots, which weakens and
kills the plants. Farmers often try to control the disease by applying chemical
fungicides; however, the effectiveness of these treatments is often limited. This is
due to inappropriate selection of fungicides, poor dosage during application and
possible resistance developed by pathogens to these products, among other factors.
The purpose of this study was to evaluate the in vitro biological effectiveness of four
conventional synthetic fungicides (Azoxystrobin, Benomyl, Thiophanate Methyl and
Tebuconazole) on six Rhizoctonia spp. isolates. The conventional fungicide
tebuconazole was shown to be the most effective against all Rhizoctonia species
evaluated. Information on the sensitivity of Rhizoctonia isolates to fungicides is
essential for the development of effective control strategies for Rhizoctonia and
facilitates the monitoring of isolates showing resistance to fungicides in the pathogen

population.

Keywords: Rhizoctonia, Fungicides, Rhizoctoniasis, Tebuconazole
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6.1 INTRODUCCION

El hongo Rhizoctonia es un patdégeno de importancia econémica que reduce la
productividad de cultivos como frijol y maiz en Sinaloa y otras regiones de México y
el mundo. Se clasifica en especies multinucleadas, como R. solani y R. zeae, y
binucleadas, como Rhizoctonia binucleada. (Perdomo, 2007; Gonzélez, 2013; Yang
et al., 2015).

En los cultivos de frijol y maiz, la infeccion por Rhizoctonia da lugar a lesiones
costrosas y cancros oscuros en la base de los tallos y las raices, afectando tanto el
crecimiento como el rendimiento de las plantas (Rabago et al., 2024).

Los productores de frijol y maiz emplean estrategias como rotacion de cultivos,
agentes de biocontrol y semillas certificadas libres de patdgenos para controlar la
Rhizoctoniosis. Sin embargo, el uso de fungicidas quimicos sigue siendo la practica
mas comun en Sinaloa y otras regiones productoras. (Hernandez et al., 2018).

El uso de fungicidas no es una solucién sostenible debido a su impacto ambiental y
la resistencia que pueden desarrollar los patégenos, como se ha reportado en R.
solani en arrozales de Luisiana (E.U) y Henan (China). Ademas, los distintos grupos
de anastomosis (AG) de Rhizoctonia muestran sensibilidad variable a los fungicidas,
segun estudios realizados en varios paises como; Estados Unidos, Francia y México
(Muzhinji et al., 2018).

El FRAC (2024) advierte que el uso repetido de fungicidas con modo de accién tnico
aumenta el riesgo de insensibilidad de los patégenos. Por ello, el monitoreo
constante de la sensibilidad es clave para detectar tempranamente casos de
resistencia.

Este estudio evaluo la respuesta in vitro de aislados de Rhizoctonia de frijol y maiz
a diversos fungicidas quimicos. Los resultados proporcionaran bases para entender

su sensibilidad y contribuiran al desarrollo de estrategias de manejo mas efectivas.
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6.2 MATERIALES Y METODO

6.2.1 Origen de los Aislados de Rhizoctonia

Los aislados de Rhizoctonia fueron recolectados en el ciclo otofio-invierno 2020-
2021 en el norte de Sinaloa, sometidos a pruebas de patogenicidad e identificacion,
y conservados a 25°C. Se reactivaron en medio PDA y se estudiaron seis especies
provenientes de frijol y maiz: R. solani AG-4 HGI, R. solani AG-4 HGIII, R. solani
AG-7, R. binucleada AG-A, R. binucleada AG-G y R. zeae.

6.2.3 Prueba de Sensibilidad a Fungicidas

Se evaluo la efectividad de cuatro fungicidas comerciales: azoxystrobin, benomilo,
metil tiofanato y tebuconazol, para el control de las especies Rhizoctonia solani AG-
4 HGI, Rhizoctonia solani AG-4 HGIIl, Rhizoctonia solani AG-7, Rhizoctonia
binucleada AG-A, Rhizoctonia binucleada AG-G y Rhizoctonia zeae.

Las dosis comerciales de cada fungicida se incorporaron en medio PDA recién
esterilizado a 45°C, que luego se vertio en cajas Petri esterilizadas de 8 cm de
diametro. Una vez solidificado el medio, se colocé en el centro de cada caja una
rodaja de 0.8 cm de micelio-agar de cada especie.

El tratamiento control consisti6 en PDA sin fungicida. El disefio experimental fue
completamente aleatorizado, utilizando cajas Petri inoculadas con el hongo como
unidad experimental. Se aplicaron cuatro tratamientos y el control, con tres
repeticiones por tratamiento y una réplica adicional del experimento.

El efecto de los tratamientos se evalué midiendo el radio de la colonia (cm) del
hongo a las 24, 48 y 72 horas. Los datos fueron transformados para homogenizar
varianzas (Little y Hills, 1989) y analizados mediante ANOVA. Las medias se
compararon con la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05) usando InfoStat/L, y la
susceptibilidad de los aislados se determiné mediante el porcentaje de inhibicion del

crecimiento fangico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La efectividad bioldgica de los fungicidas convencionales evaluados, a las 24, 48 y
72 horas, mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. En medio con
Tebuconazol se registré el menor radio de la colonia (p<0.05) en los aislados
Rhizoctonia solani AG-4 HGI, AG-4 HGIIl, AG-7, Rhizoctonia binucleada AG-A, AG-
G y Rhizoctonia zeae, misma que fueron susceptibles a este fungicida, de acuerdo
con los resultados de Pérez y colaboradores (2019), quienes reportaron que el
género Rhizoctonia es susceptible a dicho producto.

Rhizoctonia solani AG-4 HGIII y Rhizoctonia solani AG-7, mostraron sensibilidad a
todos los fungicidas evaluados. Por el contrario, Rhizoctonia zeae y Rhizoctonia
solani AG-4 HGI demostraron tolerancia al Metil tiofanato y Benomilo. Asimismo,
Rhizoctonia binucleada AG-A y AG-G presentaron tolerancia al Azoxystrobin. En los
cultivos sin fungicida, los hongos ocuparon por completo las cajas a las 72 horas.
Las especies tolerantes a fungicidas mostraron un comportamiento similar al control
sin presentar diferencias significativas (Cuadro 5). Estos resultados coinciden con
los hallazgos de Alburqueque y Gusqui (2018), quienes documentaron la tolerancia
de aislados de Rhizoctonia al Azoxystrobin. Sin embargo, los trabajos de Muzhinji y
colaboradores (2018) reportaron la susceptibilidad de los aislados de Rhizoctonia a
este mismo fungicida en condiciones in vitro, lo que subraya la variabilidad genética

del patégeno.

Cuadro 5. Efectividad biolégica de diferentes concentraciones de fungicidas a especies de

Rhizoctonia de maiz y frijol.
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Especie de Rhizoctonia Fungicida 24 horas de 48 horas de 72 horas de
quimico (I.A) exposicion exposicién exposicion
Rhizoctonia solani AG-4 HGI Metil tiofanato 1.56 B 2.27B 2.83B
Azoxystrobin 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Benomilo 0.70 A 1.22 AB 1.56 AB
Tebuconazol 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Control 1.58 B 210B 2.63B
Rhizoctonia solani AG-4 HGIII Metil tiofanato 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Azoxystrobin 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Benomilo 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Tebuconazol 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Control 1.44 B 244 B 3.00B
Rhizoctonia solani AG-7 Metil tiofanato 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Azoxystrobin 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Benomilo 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Tebuconazol 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Control 151B 244 B 292B
Rhizoctonia binucleada AG-A Metil tiofanato 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Azoxystrobin 0.70 A 0.83 AB 1.62 AB
Benomilo 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Tebuconazol 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Control 1.22B 1.59B 2.64B
Rhizoctonia binucleada AG-G Metil tiofanato 0.70 A 0.77 AB 0.77 AB
Azoxystrobin 0.70 A 0.89 AB 1.26 AB
Benomilo 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Tebuconazol 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Control 1.00 AB 1.54B 3.00B
Rhizoctonia zeae Metil tiofanato 1.18B 1.94B 2.66 B
Azoxystrobin 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Benomilo 1.03 AB 1.35AB 1.81 AB
Tebuconazol 0.70 A 0.70 A 0.70 A
Control 1.00 AB 1.89B 2.69B

Radio de la colonia (cm) a las 24, 48 y 72 horas. Aislados de Rhizoctonia solani AG-4 HGI,
Rhizoctonia solani AG-4 HGIII, Rhizoctonia solani AG-7, Rhizoctonia binucleada AG-A, Rhizoctonia
binucleada AG-G y Rhizoctonia zeae. Los datos se transformaron a raiz cuadrada (Vx+0.5) antes de
su analisis. Medias con la misma letra en cada columna no son significativamente diferentes Kruskal
Wallis P< 0.05.
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A las 92 horas, el Tebuconazol logré un 100% de inhibicién del crecimiento de todos
los aislados, mientras que los demas tratamientos mostraron resultados variables
(figura 19). Esto coincide con lo sefialado por Gonzalez (2013) sobre la

heterogeneidad de Rhizoctonia, que le permite adaptarse a diferentes condicion.

Porcentaje de inibicion de especies de Rhizoctonia spp. con fungicidas

quimicos
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion de los aislados Rhizoctonia solani AG-4 HGI, AG-4 HGlII,
AG-7, Rhizoctonia binucleada AG-A, AG-G y Rhizoctonia zeae de frijol y maiz con fungicidas

guimicos convencionales.
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6.3 CONCLUSIONES

El estudio destaca la variabilidad en la efectividad de fungicidas frente a diferentes
especies de Rhizoctonia. El Tebuconazol fue el mas efectivo, inhibiendo
completamente el crecimiento en 92 horas, mientras que algunos aislados
mostraron tolerancia a fungicidas como Metil tiofanato, Benomilo y Azoxystrobin.
Esto evidencia la diversidad genética de los aislados, que puede afectar su
adaptacion y respuesta a los tratamientos. Se enfatiza la necesidad de vigilancia
continua y estrategias integradas para manejar esta enfermedad, asi como la
seleccion adecuada de fungicidas segun la especie y la concentracién para

optimizar su control en cultivos agricolas.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES GENERALES

Se observé que Rhizoctonia solani AG-4 Subgrupos HGI y HGIII estan asociadas
de manera natural con la secadera del frijol y el maiz, mientras que Rhizoctonia
Zzeae se encontro Unicamente asociada con el atizonamiento de la vaina de la hoja
basal del maiz. Por otro lado, Rhizoctonia solani AG-7 y Ceratobasidium sp. fueron
identificados exclusivamente en lesiones costrosas en la base del tallo del frijol.
Las pruebas de patogenicidad demostraron que las especies de Rhizoctonia son
capaces de inducir enfermedades en sus respectivos hospedantes originales.
Ademas, los ensayos de inoculacion cruzada evidenciaron que dichas especies
tienen la capacidad de atacar diferentes tipos de hospedantes.

La facultad de estas especies para infectar diversos hospedantes limita la
efectividad de la rotacidbn de cultivos como estrategia para el manejo de la
enfermedad.

En el cultivo de frijol y maiz en el norte de Sinaloa, el grupo de anastomosis
predominante corresponde al AG-4, junto con sus subgrupos HGI y HGIII.

Estudios de sensibilidad in vitro de fungicidas quimicos denotan la variabilidad en la
efectividad de estos frente a Rhizoctonia. Sin embargo el Tebuconazol puede ser
una buena alternativa para el control de estas especies.

Es recomendable que los estudios futuros se enfoquen en la identificacion de
cultivos con potencial para ser incluidos en la rotacién de cultivos, la vigilancia
continua y estrategias integradas para manejar esta enfermedad, asi como la
seleccion adecuada de fungicidas y el uso de organismos de control biologico. Con
el fin de desarrollar estrategias eficaces para el manejo de la enfermedad causada
por las diversas especies de Rhizoctonia.
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CAPITULO 8. ANEXOS

Disease Note

Diseases Caused by Fungl and Fungus-Like Organisms

First Keport of Cermiobasiaimm sp. (AGA ond AGG] Cansing Eool
Bod umd Stem Canker of Commen Bean in Mexico

K. Rabage-Zavala,' F. A. Yalmzuela Escohorn,! G, A. Moro-
Romern,” G. J. Lizirruga-Sanchez,” and J. M. Tovar-Pedraza®'

! Calegio de Ciencias Agropecuarias, Facubiad de Agriculiura del Valle del
Fuene, Universidad Awidnoma de Simaloa, Ahome 81110,
Sinaloa Mexico

* Universidad Ausdnoma de Occidente, Unidad Regional Los Mochis,
Unidad de Invesiigacion en Ambiemie ¥ Salud, Los Mochis 81223,
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! Universidad Ausinoma de Occidente. Unidad Regional Los Mochis,
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+ Cemira de [nvestigacidn en Alimentacidn y Desamollo, Coondinacidn
Begienal Cubiacin, Laboratonio de Fitopatedogia, Culiacdn 86110,
Sinaloa, Mexico

Plant Dis. 107838, 2023; published online as hisps:fioi.org! 1 W0A4PLHS.
(22051 7-PON. Acceped for poblication 3 August 2022

Comman bean (Phaserlas widparis L, s 2 grain legume widely ouli-
vitled warklwide for its edible dry seeds and pods. In February 3021 root mt
sympéimes were ohserved in wo comman bean oy, Anofrado Higuer)
fields in Ahome (239619°N, 108.2342°W) and Guasve (25.7165°N,
|08, T850°W ) mamicipaliiies i Sinaloa, Mexico, Disemsed plants showed
reduced growth, dark brown canker al the hase of the sieny, root rol, and the
ahsence of scondary rools. The disease incidence was estimated 28 up 1o
35%. Far fungal i=olaiion, sympiomatic mots were surface sienloed with
1% sedium hypochloaite for 2 min, rinsed with sienlied disolled waier two
timas. anil blateed dry on sienle filler paper. Small fragments of diseased
ropts were placed on PLM mediom and incubited of 25°C in darkness for
3 days. Bhizectani:like colonies were consisienily obaamed, and 10 isolates
were purified by the hyphal-tip methed. Colonies an PDA were white ina-
tially andd ther umed rawn afier 15 days of incahatian. The septate hyphae
were 3.9 6.3 pm wick and branched ot right angles with o sepbam near the
poant af branching. Micrscopic examination by Safranme-() sainng showed
iwo nuck per cell. The marphalogical fzatures of the isolates resembled ihase
of Ceratmhariadimm (Sneh e al. 191). The two Cerandasidiim isalates were
selected for molecular anzlysis and pathogenicity tests. The ssplates were
depesited in the Culure Callection of Physopaihogenic Fungi of the Faculty
of Agriculture of Fuerie Valley atb the Sinaloa Autanpmous University

Anexo 1. Nota cientifica de Primer reporte de Ceratobasidium en México

fuccession nos. FAYTFIRS and FAVEG) For molecalar wdemification,
penonie DNA from each of the solates was extracted, and the internal
transembed spacer (ITS) region and partial fragments of the second larges:
subumit of RNA podymerase 11 (rph2) gene were anplified and ssquenced
with the primer pairs ITSSTTS4 (White ef al. 1990} and BBP2-S80FRPR2-
TeR (Lin et all [959), respectively. The 1TS 5 {dcoession nos.
OMAIE 4 and ONGIINE] showed 99.66 and %001% identty with
Cerpobasidiam sp. (AGA) from the United Sates (OMOUSRET) and
Cerpobasidiam sp. (AGE) from Ching (HMG23627), respectively. The
Jpied sequences (OM2I5817] and OM238172) showed %410 and 95.74%
identity with Ceraalaesidisam sp. (AG-A) from Serbaa (MTI267T588) amd
Cermabasidiam sp. (AGG) from Japan (DOADIT), respectively. A phy-
logenetic tree based on maximum liEelihood and incleding combined TS
and rpbl sequence datasels for Ceratobasidiin spp. was generated. The
phylogenetic ez growped  FAVEWS  and  FAYF3G  within the
Cermobasidiam sp. AGA and AGG clades, respectively. Pathiogenicity
tests for ench tsolabe were perfoomed by inoculatng 10 healthy commsan
bean seedlings 115 days oldy grown in pots with 50 ml of 2 mycelial sos-
pension adysied i 2 concentration of | = 1 mycelial fragmentsiml di-
reclly placed an the stem hase of euch plant Five usinooulaied commsan
bean seedbings were used as controls. Al plants were kzpt in a greenhouse
for 15 days at 12 to 32°C. Boot rat and stem canker symploms appeared an
inoculated seedlings after 10 days, but comral planis remained symptombess.
Tungi were reiselated from the infected roots and found 1o be maphslogi-
cillly identical 1o the isolates used for meculation, falfilling Koch's pestu-
lates. Cenmobosidivm sp. has been previously reporied as the causal
agent of root rot of watermelen in Senora, Mexico (Farr and Eossman
022, Meza-Maller et al. 200d) To ouwr knowledge, this is the first
repont af Cenarobasidim sp. causing mool rod of common bean in
Mexico. Further monitoring should be performed o guamiify yield
impacts and develop effective management sirategies for this disease.
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Fam, 0LF, ol Reasiian, A, Y. 2021 Fungal Dadsases, Syal. Myeol. Microbial. L.,
USDA-ARS, Retreved 15 March 02T from birps fnlas-grin govTongadaabaes

Lii, ¥ F_ et al. 1795 Mol. Biol. Evel. 161799,

Mezi-Muoller, A, o ol 3004 Plann Dis. 08487

Ewch, B, e ol 1991, Blentifeisn of Rkitcfonio Species. Ameiem Plie-
athological Secialy, 51 Faul, MN

White, T 1, 2t al. 1990 Page 305 w0 POR Prowwode A Guide v Methods sl
Applications. Acadene: Peess, San Diego, CA

The wathioish declane no ceallict of isessL
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Kevwordr: fungi, pathogenicity, Phacealies vl garis, phylogeny
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Anexo 2. Primera hoja del Articulo: Caracterizacion morfologica, molecular y
patogenica de aislados de Rhizoctonia spp.de frijol y maiz en el norte de

Sinaloa.

AGRO PRODUCTIVIDAD

{ Colegic e
.l‘ Qe

Chtaian Kby s L, K, L
Vdminrks B § Lawvags Sio s
G & Vvt Brsduian, b A
AON Myl g sl Mbdvn b
N O e
Adee s b bndts A anrnd
N N L LTy —.
Mo wa s A Nndatsbad Mg ha

PR T LN R T TP

B e ST
P

B I L P
M Rae Moaten

Conarnt Sdsnm (Do | Ve mah e

b Lamusdi

A PNdanidiad (711
Nomowndus. N8 gy 2

Ve wwad o bevsnned wabe o
Cavames {onmmmen Wbt basns Nove
L L T

Morphological, Molecular, and Pathogenic
Characterization of Rhizoctonia solani Isolates
Associated with Bean Drying in Northern
Sinaloa, Mexico

Rabage Zavals, Karen'; Lipes Valensuels, Blancs E.'; Lizdrrags Sdnches, Glonda |.%;
Valenzuela-Escoboxs, Fernando A"

! Colegio de Camaa Agropecuarnss, Famltad de Agricudues del Vale dd Fustr, Univerdad Autcaoss de
Siraloa. Juan José Rics, 81110, Simak, Mézica

Ussnrradad Mt de Ocoadenine, Urndad Regorsd Los Modhi, Deprrsamenne de Clencan Natusabes
Sirabua, Mézica

* Cortrepmibence $enanda vzla9ad ma

v Escacrae, Low Mockss, 61

AEBSTRACT

Objective: The chypocmve of the audy wis 10 characienae, wasg mecphology, DINA wquence azalyss, and
pathogemicay., U wlest wolates amociatod with bean plaes with ot e optoms = oomenencal plots =
acethern Sauka

Design)methodolegyfapproach: Dacsyg the MO0 2021 cucle. discanad plaste indooned by Mbcociomie werr
coliectrd i the mumicpalaes of Abome, E) Foore, and Guaany, Puro fungal islates wese olitsined
speocific medss; whach were musphologically characeriaed in P msdeon sad peoserved. Salwespacrely, dhe
pathogenicay of the mobees was evalmned and they wese moleodasty identifiod. Genomse DINA v extracind
Sven the molates, post of the RPED gour wan ammplified by PCR. and the ssnplificd producs were sqqoesced
Resalte: Phalograetic seadvss wh RPB2 sorprenoe data ocosfamed the sdennificason of 63 taabees 20 £ e
vz N4 OF the tnal sedates szabond, 80%

and allewnd dhem © be asegned 10 e arcmcmoss group (M

corsesprond to the AL -8 BIGT ssasmonas sshgrooe sad 18% 0 the MG -4 HGIT wibgrosg. In poehogeniciry, s
peroatage of grrmiresion and wverey of the solees were evaloasd, dsoncing diferem kevels of padsogeaicay
Limitatsons of the wudyimphcations Nooc

Findings/conclhusioms Rhcaciania wlews NG -4 anasienums wabgrosps BG aad BGHT v ssocstal wel
bean drvag = sanbon Snales Therdier, thn mudy will worw 20 2 baae Sir other stuadics thoe geners
cosexvd srasegees fur thas pathogen

Keyworda: pathogenicay, acherona, RPB2. phylogenenc aansdvis, st

INTRODUCTION
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Anexo 3. Alcohol etilico al 70%

En una probeta de 100 ml, se midieron 70 ml de alcohol etilico, y se colocaron en
un matraz de 100 ml, posteriormente se afor6 con agua destilada. La mezcla se
homogenizo y se guardo para su uso.

Alcohol etilico (etanol) 70 ml

Agua destilada 30 |

Anexo 4. Cloro 3:1

La prepacion de esta dilucion constd de colocar % partes de agua destilada del
volumen total a preparar, y ¥ parte de hipoclorito de sodio.
Para preparar 100 mililitros de cloro 3:1, se necesitan medir 75ml de agua destilada
y afadir 25 ml de hipoclorito de sodio, luego se homogeniza a mezcla y se coloca
en un recipiente con tapa para su posterior uso.

Hipoclorito de sodio 25 ml

Agua destilada 75 |

Anexo 5. PDA (Papa Dextrosa Agar)

En un frasco de cristal de un litro con tapa rosca se coloca un volumen de 250 ml
de agua destilada, posteriormente se pesa en una balanza granataria 39 gr de
medio PDA, y se agrega dentro del frasco con agua, el cual se agita fuertemente
hasta disolver el medio, luego se afora el frasco y se homogeniza bien. Una vez
preparado el medio se esteriliza a 121°C por 15 minutos.

PDA 39 gr

Agua destilada 1Lt
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Anexo 6. AA (Agar Agua)

En un frasco de cristal de un lito con tapa rosca se coloca un volumen de 250 ml
de agua destilada, posteriormente se pesa en una balanza granataria 16 gr de
medio agar bacteriologico, y se agrega dentro del frasco con agua, el cual se agita
fuertemente hasta disolver el medio, luego se afora el frasco y se homogeniza bien.

Una vez preparado el medio se esteriliza a 121°C por 15 minutos.

Agar Bacteriologico 16 gr
Agua destilada 1Lt.

Anexo 7 K OH 3%

En un frasco d&mbar con tapa se colocan 97 ml de agua destilada mas 3 ml de
hidroxido de potasio, la dilucion se homogeniza y se conserva a temperatura
ambiente para su uso.

Hidréxido de potasio 3ml

Agua destilada 97 |

Anexo 8. Safranina O 0.03%
En un frasco ambar con tapa se colocan 100 ml de agua destilada a la cual se le
agregan 0.03 gr de safranina O, se homogeniza la muestra y se conserva el reactivo
a temperatura ambiente hasta su uso.

Safranina O 0.03 gr

Agua destilada 100

Anexo 9. Azul de tripano
En un frasco ambar con tapa se colocan 100 ml de agua destilada a la cual se le

agregan 0.05 gr de azul de tripano, se homogeniza la muestra y se conserva el

reactivo a temperatura ambiente hasta su uso.
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Azul de tripano 0.05gr
Agua destilada 100

Anexo 10. PBD (caldo dextrosay papa)

En un frasco de cristal de 1000 ml se ponen 250 ml de agua destilada y luego se
pesan 5 gr de peptona y 3 gr de dextrosa por separado y se adhieren al frasco, el
cual se agita vigorosamente hasta disolver los medios y luego se afora a un litro; y
se llenan tubos de ensaye de rosca de 20 mililitros con 10 ml del medio, se cierran
ligeramente y se esterilizan a 121°C por 15 minutos

Peptone 509r

Dextrose 3ar

Agua destilada 1000 ml



