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RESUMEN 

Se colectaron aislamientos de Rhizoctonia de papa, frijol y haba de diferentes 
municipios de Estado de Mexico y un aislamiento de chile de San Luis Potosi. Se 
determin6 el nfunero de nucleos por celula de cada aislamiento y se identificaron los 
grupos de anastomosis en base al concepto de anastomosis. Los aislamientos de papa, 
frijol y chile mostraron celulas multinucleadas y se identific6 a la especie Rhizoctonia 
so/ani. Los 37 aislamientos colectados de papa fueron miembros del grupo de 
anastomosis AG 3; mientras que, los aislamientos de chile y frijol fueron AG 4. El 
aislamiento de haba present6 celulas binucleadas y fue identificado como Rhizoctonia 
sp. binucleado. Se evalu6 la sensibilidad en laboratorio a los fungicida fluazinam y 
pencycuron, de un aislamiento de papa y los aislamientos de chile, frijol y haba. Estos 
aislamientos presentaron diferencias en su respuesta a los fungicidas evaluados. El 
aislamiento AG 3 fue el mas sensible al pencycuron comparado con los demas 
aislamientos; los aislamientos de chile y frijol presentaron sensibilidad intermedia y el 
aislamiento de haba fue el menos sensible a este producto. En su respuesta al fluazinam 
el aislamiento de chile fue el mas sensible, los aislamientos de papa y haba fueron 
medianamente sensibles y el aislamiento de frijol mostr6 sensibilidad baja. El 
aislamiento de papa fue mas sensible al pencycuron que al fluazinam, los valores 
obtenidos de CE90 fueron 0.4354 y 41.704 pg/ml de PDA, respectivamente. El 
aislamiento de chile fue ligeramente mas sensible al fluazinam que al pencycuron con 
valores de la CE9o de 5.579 y 6.621 pg/ml, respectivamente. El aislamiento de frijol 
present6 mayor sensibilidad al pencycuron que al fluazinam su CE 90 fue de 564.142 y 
3458,86 pg/ml, para estos productos. El aislamiento de haba fue significativamente mas 
sensible al fluazinam que al pencycuron pues su CE 90 fue de 693.101 y 12591.7 ,ug/ml, 
respectivamente. 
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SUMMARY 

Isolates of Rhizoctonia of potato, bean and broad bean from different municipals of 
Mexico State and an isolate of pepper from San Luis Potosi State were collected. The 
number of nucleus by cell of each isolate was determinate and the anastomosis groups 
were identificated, in accordance with the concept of anastomosis. The isolates of potato, 
bean and pepper showed multinucleated cells and were identificated as Rhizoctonia 
so/ani. The 37 isolates collected of potato were members of the anastomosis group AG 
3; while the isolates of pepper and bean were AG 4. The isolate of broad bean showed 
binucleated cells, and was identified as Rhizoctonia sp. binucleated. The sensibility in 
laboratory of an isolate of potato and the isolates of pepper, bean and broad bean to the 
fungicides fluazinam and pencycuron was evaluated. These isolates showed differences 
in its response to the fungicides evaluated. The isolate AG 3 was more sensitive to 
pencycuron compared whit the other isolates. The isolates of pepper and bean showed 
intermediate sensibility and the broad bean isolate was the less sensitive to these 
products. In response to fluazinam, the isolate of pepper was the more sensitive; the 
isolates of potato and broad bean were fairly sensitive and the isolate of pepper showed 
low sensibility. The isolate of potato was more sensitive to pencycuron than to 
fluazinam, the values obtained of CE9o were 0.4354 and 41.74 ,ug/ml of PDA, 
respectively. The isolate of pepper was slightly more sensitive to fluazinam than to 
pencycuron with CE9o values of 5.579 and 6.6211 ,ug/ml, respectively. The isolate of 
bean showed higher sensibility to pencycuron than to the fluazinam, its CE90 were 
564.142 and 3458.86 ,ug/ml for these products. The isolate of broad bean was 
significatively more sensitive to fluazinam than to pencycuron, since its CE90 was 
693.101 and 12591.7 ,ug/ml, respectively. 
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I INTRODUCCION 

I. INTRODUCCION 

La papa se considera dentro de los productos horticolas mas importantes en la 

alimentacion humana; representa el 3 7. 7% de la produccion mundial de hortalizas, que 

se estima en 700 millones de toneladas, ubicandola en primer Iugar. En Mexico, este 

cultivo ocupa el quinto Iugar en cuanto a superficie sembrada, lo superan solamente el 

maiz, frijol, arroz y trigo; entre las hortalizas solo los cultivos jitomate y chile verde 

ocupan una mayor superficie, y en produccion solo es superado . por el jitomate. 

Actualmente, se siembran alrededor de 80 mil ha., de las cuales aproximadamente el 

65% se encuentran establecidas en la region de las Sierras y Valles Altos, en donde 

destacan por su produccion los Estados de Puebla, Mexico, Tlaxcala y Veracruz 

(Anonimo, 1994). 

Dentro de la problematica que presenta el cultivo de papa en Mexico, el aspecto 

fitosanitario es el de mayor importancia y la forma de propagacion (vegetativa), juega un 

papel muy importante, al ser el principal mecanismo de diseminacion de enfermedades, 

como es el caso de algunos virus, bacterias y hongos. La enfermedad conocida con el 

nombre de costra negra, cuyo agente causal es el hongo Rhizoctonia solani, es 

especialmente favorecida por esta caracteristica y actualmente en Mexico, se considera la 

principal enfermedad ocasionada por hongos del suelo que atacan al cultivo de papa, por 

reducir los rendimientos y sobre todo la calidad de la produccion. Ademas, las medidas 

de control no han logrado disminuir de manera exitosa las incidencias del patogeno. 

El genero Rhizoctonia, es un grupo grande, diverso y complejo de hongos, y es por 

esto que la clasificacion de las especies ha generado gran controversia; sin embargo, la 

caracteristica de numero de nucleos de las hifas se ha constituido como el criterio 

taxonomico mas importante para la separacion de estas. Este fue propuesto por Parmeter 

et al. en 1967, quienes dividieron las especies en multinucleadas las cuales tiene su fase 

perfecta en Thanatephorus cucumeris y especies binucleadas con fase perfecta en el 

genero Ceratobasidium. 
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INTRODUCCION 

En el "complejo Rhizoctonia" la espec1e mas importante es Rhizoctonia solani, 

descubierta y descrita por KUhn en 1858 en Alemania. El hongo se caracteriza por 

presentar celulas multinucleadas, septas de tipo doliporo, micelio de crecimiento rapido, 

con ramificaciones en angulo recto o agudo proximas a la septa distal, constriccion en la 

union de las ramificaciones cerca del sitio de origen, hifas hialinas cuando jovenes y 

marron oscuras al envejecer y de diametro mayor a las 5 micras (Cedeno, 1987). 

La especie R. solani incluye aislamientos o cepas que varian considerablemente en 

cuanto a su patogenicidad, morfologia de los esclerocios, apariencia en medio de cultivo 

y caracteristicas fisiologicas, entre otras, situacion que ha generado problemas en su 

clasificacion. Debido a esto, se ha intentado agrupar de una manera logica a cada uno de 

los aislamientos, y para ello se han utilizado dos tecnicas: 1) la basada en las diferencias 

en patogenicidad, apariencia en medio de cultivo, · caracteristicas morfologicas, 

fisiologicas y de ecologia; y 2) la basada en la reaccion de anastomosis hifal (fusion de 

hifas) en medio de cultivo (Cedeno, 1987; Ogoshi, 1987). 

El concepto de anastomosis fue propuesto por Matsumoto en 1932 y desde su 

introduccion ha sido el avance mas importante en el entendimiento y comprension de la 

diversidad genetica de R. solani. La anastomosis se define como la fusion de hifas con 

intercambio de nucleos entre hifas de un mismo grupo, aunque, puede existir fusion 

entre hifas de aislamientos diferente, pero esto no es muy frecuente (Vilgalys y Cubeta, 

1994; Anderson, 1986). A los aislamientos clasificados de esta forma se les conoce 

como grupos de anastomosis (AG por sus siglas en ingles). 

En la identificacion de los aislamientos por anastomosis, es necesario confrontar los 

aislamientos de campo con aislamientos de referencia ya determinados y posteriormente 

evaluar e interpretar la reacciones citologicas que se observan en la zona de 

confrontacion. Esta zona incluye el area donde las hifas de los dos aislamientos entran en 

contacto. Los aislamientos se colocan a una distancia de 3 a 4 em. uno del otro y las 

mediciones se realizan entre las 48 y 72 hr. Existen tres metodos mas comlinmente 

utilizados para determinar el grupo de anastomosis y en algunos de ellos permite conocer 

al mismo tiempo, el nlimero de nucleos por celula: 1) papel celofan cubierto con una 

2 



INTRODUCCION 

capa de agua agar al 2% en cajas de petri, 2) portaobjetos cubiertos con una capa delgada 

de agua agar colocados en cajas de petri con una capa de agua agar al 2 % y 3) 

portaobjetos esteriles con una capa de agua agar al 2% colocados en una camara hfuneda 

(Parmeter et al. 1969; Herr y Roberts, 1980; Castro et al. 1983; Kronland y Stanghellini, 

1988). 

La sustancias mas utilizadas en la tincion de nucleos, asi como en la medicion de las 

reacciones de anastomosis son: azul de tryfano y safranina 0. Las tecnicas de tincion en 

donde se utilizan estas sustancia son rapidas, aunque, tienen el inconveniente de que las 

preparaciones duran muy poco tiempo. Existen otras sustancia; sin embargo, las tecnicas 

requieren mucho tiempo y en algunas ocasiones son muy complicadas (Herr, 1979; 

Kronland y Stangellini, 1988). 

La determinacion del grupo de anastomosis se hace en base a las reacciones 

citologicas observadas en el la zona de confrontacion. Carling et al. (1988) y MacNish 

(1993), describen cuatro categorias (CO, C1, C2 y C3), que hasta la fecha son las mas 

utilizadas en la identificacion de grupos de anastomosis. Estas categorias describen con 

mayor precision los diferentes tipos de reacciones y permiten hacer una mejor 

identificacion de los aislamientos. 

Se han descrito 11 grupos de anastomosis, los cuales varian ampliamente en su 

patogenicidad, rango de hospedantes, requerimientos de temperatura y sensibilidad a los 

fungicidas (Sneh et al. 1991; Carling y Sumner, 1992). Aunque, se ha determinado que 

el grupo AG 3 es el que ocasiona los dafios mas importantes en papa; sin embargo, 

existen reportes en donde se han encontrado, aunque en menor proporcion, a los grupos 

AG 2-1, AG 4 y AG 5 (Carling y Leiner 1990a y 1990b; Alonso et al. 1994; Rocha et al. 

1995; Virgen et al. 1996). Se ha observado, ademas, que estos grupos en particular, 

presentan diferentes niveles de sensibilidad a los diferentes fungicidas utilizados para su 

control (Kataria et al. 1990; Kataria et al. 1991; Olaya et al. 1994 ). Debido a esto se hace 

necesario determinar los grupos de anastomosis presentes en los cultivos, asi como su 

sensibilidad a los fungicidas, factores determinantes en la implementacion de programas 

de manejo de la enfermedad, consecuentemente el presente trabajo tuvo los siguientes. 
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INTRODUCCION 

OBJETIVOS. 

1. Determinar los grupos de anastomosis de R. so/ani aislado de papa y otros cultivos. 

2. Determinar por medio de bioensayos en laboratorio, la sensibilidad de estos grupos a 

los fungicidas fluazinam y pencycuron. 

4 



REVISION DE LITERATURA 

II. REVISION DE LITERATURA 

A. EL CULTIVO 

La papa se considera originaria de America del Sur (Peru, Ecuador y Bolivia). En 

Peru ya la cultivaban los incas desde hace 2 000 aiios y los espafioles la llevaron a 

Europa en 1537. En Irlanda en ellapso de 1600-1845, constituyo la principal fuente de 

alimento y fueron ellos quienes la traj eron a America en 1719. Algunas de las especies 

de Solanum, entre elias Solanum demisum son originarias de Mexico (Valadez, 1996). 

La papa esta considerada como uno de los alimentos mas importantes del mundo. 

Se ubica en el cuarto Iugar en importancia mundial debido al contenido de proteinas 

obtenidas por unidad de superficie. En 1990 el consumo per capita en Mexico fue de 15 

kg. (Anonimo, 1994). 

La produccion de papa en el mundo representa el 37.7 % del total de la 

produccion de hortalizas que se estima en 700 millones de toneladas, lo cual la ubica en 

primer Iugar en este aspecto. En Mexico, ocupa el quinto Iugar en importancia superada 

solamente por los cultivos maiz, frijol, arroz y trigo; entre las hortalizas solo los cultivos 

de jitomate y chile verde ocupan una mayor superficie, y en cuanto a produccion solo es 

superada por el jitomate. La superficie cosechada durante el periodo 1991-1993 fluctUa 

entre 70 y 75 mil hectareas con un rendimiento promedio a nivel nacional de 18 ton!ha. 

Actualmente, se siembran alrededor de 80 mil ha., de las que se obtiene una produccion 

aproximada de 1 millon 200 mil toneladas. Esta superficie comprende la zona de los 

Valles, que se caracteriza por la utilizacion de tecnologia de punta y que abarca 

alrededor de 18 000 ha. La segunda region la constituyen las Sierras y Valles Altos, 

donde se practica una agricultura menos tecnificada y de subsistencia y que abarca 52 

000 ha aproximadamente del total de la superficie sembrada con este cultivo en Mexico. 

En esta zona los principales Estados productores son: Puebla, Mexico, Tlaxcala y 

Veracruz (Anonimo, 1994). 
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REVISION DE LITERATURA 

En 1993 el Estado de Mexico se ubic6 en tercer lugar en cuanto a superficie 

cosechada yen cuanto a producci6n, con 8 522 hay 130 374 ton, respectivamente. Las 

principales regiones productoras dentro del estado se encuentran en la parte sur de este y 

abarca los municipios de Temascaltepec, Valle de Bravo y Amanalco, cuya producci6n 

se realiza en el ciclo otofio-invierno; San Felipe del Progreso, Zinacantepec y Tenango 

del Valle, en los cuales se produce en el ciclo primavera-verano (An6nimo, 1994). 

El cultivo de papa se desarrolla preferentemente en dimas frios y templados, sin 

exceso de humedad que obstaculice la maduraci6n de los tuberculos. En general, la 

temperatura optima oscila entre 7 y 18 °C. Se adapta a terrenos diversos, con preferencia 

a los de textura mediana, los migajones arenosos y suelos organicos fuertes son ideales, 

en suelos minerales la adici6n de materia organica descompuesta es generalmente 

recomendable. El pH puede ser ligeramente acido y variar entre un valor de 5.0 y 5.4 

(Valadez, 1996). 

Dentro de la problematica que presenta el cultivo de papa en Mexico, el aspecto 

fitosanitario es el de mayor importancia yen donde la forma de propagaci6n (vegetativa) 

juega un papel muy importante, al ser la principal fuente de in6culo de enfermedades, 

como es el caso de algunas causadas por virus, hongos y bacterias. La enfermedad 

conocida con el nombre de "Costra Negra", cuyo agente causal es el hongo Rhizoctonia 

so/ani Kiihn, es favorecida por esta caracteristica y en la actualidad tal pat6geno 

representa un gran problema para los productores de papa en todas las regiones 

productoras de este cultivo .en Mexico. 

B. EL PATOGENO. 

Rhizoctonia so/ani fue descubierto y descrito por Killm en Alemania en 1858 y 

despues fue reconocido como un parasite importante en papa en Europa. En 1901 Dugar 

y Stewart lo reportaron por primera vez en America atacando papa (Rich, 1983). 

Actualmente, se encuentra presente en todo el mundo atacando plantas tanto cultivadas 
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como no cultivadas. Las perdidas atribuidas a esta enfermedad en rendimiento en papa se 

ubi can entre el 1 0 y 15%. 

En Mexico se considera a Rhizoctonia solani como la principal enfermedad 

ocasionada por hongos del suelo que atacan al cultivo de papa, debido a que reduce 

considerablemente los rendimientos y sobre todo la calidad de la producci6n. Ademas, 

presenta un efecto directo sobre los terrenos que se encuentran infestados con este 

pat6geno. Esto trae como consecuencia que se busquen nuevos sitios de cultivo, que para 

el caso de la zona de los Valles Altos son lugares mas altos que en ocasiones traen como 

consecuencia el surgimiento de nuevos problemas o que se agraven los ya existente, 

sobre todo en el aspecto fitosanitario. 

El hongo se presenta con mayor severidad en terrenos donde se cultiva papa en 

ciclos continuos ya que puede sobrevivir durante tiempo indeterminado en residuos de 

cosecha en forma de micelio, o bien, en forma de esclerocios en el suelo o en los 

tuberculos para semilla, siendo esta ultima la mas importante, de ahi que se recomiende 

el uso de semilla certificada o bien tratada con algtin producto quimico. 

Carling et al. (1989) realizaron un estudio para evaluar el efecto del in6culo de R. 

solani AG 3 presente en los tuberculos para semilla y encontraron que afecta en un 

19.2% los rendimientos totales y en un 35.1% la cantidad de tuberculos de primera 

calidad (US#1). Ademas, mencionan que dicho in6culo reduce la emergencia del 23.9% 

de las plantas y daiia los tallos subterraneos en el 90% de las plantas en donde se 

observan lesiones circundantes. 

La humedad y temperatura son factores ambientales determinantes en el 

desarrollo de la enfermedad. Las temperaturas 6ptimas para su desarrollo estan entre los 

15 y 18 °C, aunque puede causar daiio desde los 9 y hasta los 24 °C; sin embargo, a estas 

temperaturas los dafios ya no son de importancia econ6mica. Por otra parte, se menciona 

que requiere una humedad superior al 95% para su establecimiento, por lo tanto los 
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suelos con un drenaje deficiente favorecen su desarrollo. Ademas, una vez establecida ya 

no es determinante para su desarrollo (Carling y Leiner, 1990a; Schutz, 1973, citado por 

Parmeter, 1970). 

Una vez que se presentan las condiciones ambientales favorables de humedad y 

temperatura, los esclerocios "germinan" e invaden los brotes que van emergiendo, 

produciendo un ahogamiento preemergente debido a la destrucci6n del meristemo apical 

y en caso de que las plantas logren emerger entonces el hongo ataca la base del tallo, 

donde tiene lugar una pudrici6n hfuneda que provoca una obstrucci6n en la circulaci6n 

de nutrientes que en un ataque severo provoca la muerte de la planta. En tallos maduros 

se presenta en la parte basal una costra superficial cancrosa de color rojizo (Romero, 

1993; Mendoza, 1991 ). 

Hofman y Jongebloed (1988) estudiaron el proceso de infecci6n de R. so/ani en 

papa, en donde encontraron que las hifas inicialmente crecen en forma longitudinal a lo 

largo del brote y tienden a seguir las celulas epidermicas y en ciertos sitios, 

principalmente a la mitad de la longitud de la parte subterranea del brote, se forman 

ramas primarias, las cuales consisten de celulas rectas mas cortas que la hifa principal. 

A partir de las hifas primarias, se desarrollan hifas secundarias las cuales . consisten de 

celulas cortas e hinchadas, que a menudo se ramifican varias veces para formar los 

cojines de infecci6n, y una vez formados el mecanismo de entrada puede ser meccinico o 

enzimatico, siendo este ultimo el mas probable. La colonizaci6n de los tejidos se 

restringe inicialmente a una o dos capas por debajo de los cojines de infecci6n y 

posteriormente estas profundizan mas alla de 12 capas afectando el floema y xilema lo 

que trae como consecuencia la muerte de la planta. 

El dafio a brotes ( ahogamiento temprano) y estrangulamiento de los tallos trae 

como consecuencia una gran diversidad de sintomas en la parte aerea de la planta, 

incluyendo retardo en el desarrollo, producci6n de tallos secundarios manifestandose en 

una producci6n desigual y retardo en la producci6n, necrosis cortical del tejido lefioso, 
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pigmentaci6n p(rrpura de las hojas debido a una acumulaci6n de antocianinas, formaci6n 

de tuberculos aereos, enrollamiento de las hojas y a menudo se manifiesta una clorosis Ia 

cual es mas notable en las partes superiores de Ia planta (Hooker, 1980; Carling, 1984). 

En condiciones desfavorables el bongo forma estructuras de resistencia conocidas 

como esclerocios sobre la superficie del tuberculo a manera de terrones pequefios de 

donde proviene el nombre de Costra Negra. Estas estructuras son achatadas y 

superficiales o grandes e irregulares. Generalmente la epidermis del tuberculo por 

debajo del esclerocio no presenta ninguna anormalidad; sin embargo, le da mala 

apariencia haciendolo de poca aceptaci6n en el mercado. Cabe sefialar que dichas 

estructuras no se desprenden facilmente. En el tuberculo se pueden presentar ademas, de 

los esclerocios, grietas, malformaciones, concavidades y necrosis en el extremo de la 

union con el estol6n (Hooker, 1980). 

En Mexico, en las zonas de las Sierras y Valles altos, en donde se siembra papa, 

es comful observar el estado perfecto o basidial de R. solani, identificado como 

Thanatephorus cucumeris Donk. En la base del tallo y por encima de la superficie del 

suelo se observa el micelio blanco dando la apariencia de mancha de cal yes de ahi de 

donde salen los basidios. La fase perfecta se observa principalmente en las partes 

sombreadas y con alta humedad. El micelio se desprende facilmente con la mano. Se ha 

observado que el micelio no penetra a los tejidos del hospedante, por lo que no causa un 

dafio directo; sin embargo, este sirve como un mecanismo para que exista la variabilidad 

genetica presente en Rhizoctonia solani. 

1. Aspectos taxonomicos 

La primera descripci6n valida del genero Rhizoctonia aparece publicada en el 

Systema Mycologicum publicado por Elias Fries en 1823. Este reporte es universalmente 

aceptado como el inicio de la taxonomia del genero y la caracterizaci6n se fundament6 
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en la ausencia de estructuras reproductivas y la produccion de esclerocios de forma y 

tamafio variables (Cedeno, 1987). 

El genero Rhizoctonia (deCandole, 1915) es un grupo grande, diverso y complejo 

de hongos. Desde su descripcion ha existido una gran controversia sobre la clasificacion 

de las especies, a causa de la diversidad de caracteristicas morfologicas que presentan. 

Estas diferencias hacen que en Rhizoctonia exista una agrupacion compleja y 

heterogenea, la cual ha provocado confusion entre los taxonomos (Carling y Sumner, 

1992). 

Duggar ( 1915), citado por Cedeno ( 1987) intento solventar esta situacion de 

confusion reconociendo fulicamente dos especies principales R. crocorum yR. so/ani, y 

clasifico a los restantes con categorias de sinonimos. Estas dos especies fueron 

caracterizadas por la posesion de un micelio con ramificaciones que se orientan en 

angulo agudo o recto y que presentan una constriccion en el sitio de origen y la septa, en 

las proximidades de su union con las hifa principal. 

En la busqueda por encontrar solucion a las controversias presentadas, Parmeter 

et a/. (1967), luego de analizar numerosas cepas de Rhizoctonia so/ani y otras especies 

del genero Rhizoctonia, las separaron en binucleadas y multinucleadas e indicaron que 

las cepas multinucleadas dan origen a Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, y las 

binucleadas desarrollan una fase sexual perteneciente al genero Ceratobasidium. Desde 

entonces, la caracteristica nuclear de las celulas hifales se ha constituido como el criterio 

taxonomico mas importante para la separacion de especies. 

1.1. Tecnicas utilizadas en Ia clasificacion de R. so/ani 

En el "complejo Rhizoctonia", la especie mas importante es Rhizoctonia so/ani, 

descrita por Julius Killin en 1858, en Alemania. Es una especie multinucleada y presenta 

septas de tipo doliporo que desarrolla un estado sexual con las caracteristicas de T. 
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cucumeris. Las caracteristicas mas especificas de la especie son: celulas multinucleadas 

en hifas vegetativas jovenes o en crecimiento activo, un prominente aparato en el poro 

septal (septa dolipora), micelio de crecimiento rapido con ramificaciones en angulo rect~ 

o agudo proximas a la septa distal, constriccion en la union de las ramificaciones cerca 

de su sitio de origen, hifas hialinas cuando jovenes y marron oscuras al envejecer, 

celulas monilioides de forma y tamafio variables y sin diferenciacion en medula y 

corteza, hifas de diametro mayor a las 5 micras (Cedeno, 1987). 

La especie R. so/ani presenta aislamientos o cepas que varian considerablemente 

en cuanto a su patogenicidad, morfologia de los esclerocios, apariencia en medio de 

cultivo y caracteristicas fisiologicas, entre otras, situacion que ha generado problemas en 

su clasificacion. Debido a esto, se ha intentado agrupar de una manera logica a cada uno 

de estos aislamientos para lo cual se han utilizado dos tecnicas: 1) aquellas basadas en 

las diferencias en patogenicidad, apariencia en medio de cultivo, caracteristicas 

morfologicas, fisiologicas y de ecologia; y 2) las que se basan en la reaccion de 

anastomosis hifal (fusion de hifas) en medio de cultivo (Cedeno, 1987, Ogoshi, 1987). 

1.1.1 Reaccion de anastomosis hifal 

El concepto de anastomosis fue propuesto por Matsumoto en 1932 y desde su 

introduccion este concepto ha sido el avance mas importante en el entendimiento y 

comprension de la diversidad genetica de R. so/ani. Es por esto que hasta ahora es el 

criterio mas utilizado para agrupar a R. so/ani (Vilgalys y Cubeta, 1994). Sin embargo, 

persisten dudas acerca del significado y utilidad de este tipo de clasificacion, debido a 

que algunos aislamientos que son muy similares en comportamiento y apariencia en 

ocasiones no se fusionan con los aislamientos de referencia, e incluso la agrupacion por 

reaccion de anastomosis no siempre corresponde a la agrupacion por patogenicidad, 

morfologia u otras caracteristicas fisiologicas. Es por esto que Parmeter y Whitney 

senalan que la caracteristica de anastomosis no proporciona informacion adecuada para 

la agrupacion de aislamientos de R. so/ani (Carling, 1996). 
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La reaccion de anastomosis, caracteristica de R. so/ani y de otros hongos, es un 

metodo util para clasificar a R.solani en grupos mas homogeneos y por tanto mas 

comprensibles llamados grupos de anastomosis (AG). La anastomosis se define como la 

fusion de hifas con intercambio de nucleos, entre hifas de un mismo grupo; aunque 

puede existir fusion entre grupos diferentes; pero esto no es muy frecuente (Anderson, 

1986). 

Una vez que ha ocurrido la anastomosis, la cual puede observarse al microscopic 

compuesto, se forma una hifa heterocariotica, bajo cierta condiciones, a partir de las 

celulas que se fusionan. Sin embargo, en la mayoria de las reacciones de anastomosis de 

cinco a seis celulas localizadas a cualquier lado de las celulas fusionadas quedan 

incluidas en una vacuola y mueren, y toman la apariencia de una zona clara en el punto 

de la union de las dos colonias. Esta "reaccion destructiva" entre los dos aislamientos de 

un mismo grupo de anastomosis es la expresion de que existe una incompatibilidad 

somatica o vegetativa y se ha demostrado que los responsables de esta incompatibilidad 

son cuatro alelos diferentes. Dicha incompatibilidad somatica limita la exogamia 

(mezcla de cepas) a unos pocos apareamientos compatibles y contribuye a la estabilidad 

de los heterocariontes. La existencia de los grupos de anastomosis en R. so/ani 

representa el aislamiento genetico de las poblaciones en cada grupo. (Agrios, 1996; 

Anderson, 1982). 

1.1.1.1 Confrontacion de aislamientos 

En la identificacion de aislamientos por anastomosis, es necesario confrontar los 

aislamientos de campo con grupos de referencia ya determinados y posteriormente 

evaluar e interpretar la reacciones citologicas que se observan en la "zona de 

confrontacion". Esta zona incluye el area donde las hifas de los dos aislamientos entran 

en contacto. Los aislamientos se colocan a una distancia de 3 a 4 em uno del otro y las 

mediciones se realizan de las 48 a las 72 hr (Carlig, 1996). 
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Existen tres metodos muy comunes para observar la anastomosis y condici6n 

nuclear de aislamientos de R. so/ani. Parmeter et al. (1969) cultivan los aislamientos en 

cajas de petri con agua-agar al 2% o sobre papel celofan con agua-agar al 2%. Luego 

cortan las secciones externas del agar o celofan en donde las hifas se sobreponen, las 

montan en un portaobjetos y luego las tiiien. Herr y Roberts (1980) hacen crecer los 

aislamientos en portaobjetos con una capa de agua-agar 2% y los coloca en una caja de 

petri a la cual se le agrega una capa delgada de agua-agar al 2% para mantener la 

humedad. Castro et al. (1983) hacen crecer los aislamientos sobre papel celofan 

sumergido en papa dextrosa-agar suave, antes de sobreponerlos en agua-agar para 

promover el crecimiento. Kronland y Stanghellini (1988) utilizan portaobjetos esteriles 

cubiertos con una capa delgada de agua-agar al 2% y los colocan en camara hfuneda para 

evitar que se deshidraten. Tales autores mencionan que este metodo permite observar la 

condici6n nuclear y la reacci6n de anastomosis al mismo tiempo. Las ventajas de esta 

tecnica sobre las anteriores es su simplicidad y rapidez, no requiere de papel celofan 

esterilizado ni cortarlo despues y se tiene mayor comodidad al observar el origen de las 

hifas. 

Herr (1979) considera que el crecimiento en caJas de petri provistas de una 

pelicula delgada de PDA (7 ml) es mas simple y practico y ademas proporciona mejores 

resultados. Sus evaluaciones comparativas demostraron que los crecimientos en 

portaobjetos y papel celofan son inadecuados debido a que el material se pierde con 

mucha frecuencia antes de terminar el proceso de tinci6n, particularmente durante el 

proceso de hidr6lisis; igualmente sostiene que las hifas producidas mediante esos 

procedimientos se secan y se distorsionan nipidamente durante la exposici6n al aire. Las 

hifas secas no recobran la turgencia y se colorean intensamente impidiendo la 

observaci6n de nucleos. 

Los colorantes com(lnmente utilizados en tinciones nucleares y observaci6n de la 

reacci6n de anastomosis en R. so/ani son: azul de anilina, azul de tryfano, safranina 0 , 

Hcl-Giemsa, orceina, DAPI y naranja de acridina (Sneh et al. 1991). 
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La tecnica HCl-Giemsa, en la cual se hidroliza la cromatina de los nucleos 

facilitando su reacci6n con el Giemsa proporciona excelentes resultados, debido a que 

tifie alin las hifas de la punta o hifas corredoras; sin embargo, el metodo requiere de 

procesos de fijaci6n e hidr6lisis complicados que significan consumo de tiempo y 

dinero, comparado con el azul de tryfano que requiere 5 a 30 min. Los nucleos se 

distinguen con claridad y muestran una tonalidad azul oscura; aunque, no tifie los 

nucleolos. Este metodo puede ser utilizado en tinciones permanentes las cuales se usaran 

por mucho tiempo (Herr, 1979). 

Kronland y Stanghellini (1988) utilizaron safranina 0 y mencionan que con esta 

sustancia los nucleos se tifien en 2 min, por lo que es nipida, ya que los demas metodos 

consumen mucho tiempo o requieren del uso de microscopia fluorescente. La 

combinaci6n de safranina 0 con KOH reacciona con los nucleolos tifiendolos de rojo 

oscuro, pero no colorea los nucleos. 

Las tinciones con azul de anilina y azul de tryfano se consideran rapidas y 

sencillas, pero se les atribuye la caracteristica de no colorear los nucleos de algunas 

cepas. Aparentemente con estos colorantes los nucleos y parentesomas aparecen de 

color azul intenso contrastando con el citoplasma intensamente azulado (Herr, 1979). 

El naranja de acridina es un colorante al que se le atribuye una gran afinidad con 

los acidos nucleicos. Tifie de verde el ADN y de rojo el ARN. Su uso es limitado por la 

necesidad de utilizar microscopic de fluorescencia. 

· Las tinciones nipidas son de gran utilidad para la separaci6n preliminar de los 

aislamientos en binucleados y multinucleados asi como para observar la reacci6n de 

anastomosis, con la ventaja de que exigen menos dedicaci6n; sin embargo, se debe tener 

en cuenta que las preparaciones pierden calidad rapidamente alin cuando se almacenen 

bajo refrigeraci6n (Herr, 1979). 
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Debido a que las hifas de R. so/ani son dificiles de humedecer, es necesario 

aplicar una solucion humectante acidificada (1 ml de Tween 20, 1 ml de acido lactico al 

85% y 100 ml de agua destilada) para facilitar la penetracion del colorante y mejorar la 

tincion de las hifas y nucleos (Herr, 1979). 

1.1.1.2 Categorizacion de las reacciones de anastomosis hifal. 

El proceso de fusion de hifas (anastomosis) se caracteriza por la secrecion de una 

o mas sustancias de atraccion, atraccion de las hifas de contacto, suspension o 

interrupcion del crecimiento, formacion de una proyeccion similar a una rama, 

disolucion de las paredes celulares y la conexion del citoplasma. Se cree que la atraccion 

es el primer paso del reconocimiento y esta puede ser causada por sustancias secretadas 

por una hifa del mismo AG y se supone que dichas sustancias son diferentes en cada 

AG; de ahi que, un aislamiento solo puede fusionarse o reconocerse con miembros de un 

mismo grupo de anastomosis (Ogoshi, 1987). 

Se han creado diferentes categorias para caracterizar las reacciones de 

anastomosis observadas dentro de la zona de confrontacion; pero desafortunadamente a 

cada una de ellas le faltan detalles citologicos especificos requeridos para entender 

correctamente que criterios seran usados para definir cada categoria. Matsumoto eta!., 

(1932) (Citado por Carling, 1996) marcan o etiquetan las reacciones que ellos observan, 

de mas estrechamente a menos estrechamente relacionadas, como fusion perfecta, fusion 

imperfecta, fusion de contacto y no reaccion. La fusion perfecta no fue definida, sino que 

solo fue descrita como la reaccion observada cuando las hifas del mismo micelio padre 

son confrontadas (anastomosis entre el mismo). Desafortunadamente, no todas las 

reacciones entre un mismo aislamiento son similares, la excepcion obvia, son los 

aislamientos que no se anastomosean entre ellos mismos, sino con otro aislamiento del 

mismo grupo pero de diferente cepa. La fusion imperfecta, es la reaccion mas 

especificamente definida por Matsumoto et al. (1932); es una reaccion que incluye la 

disolucion completa de la membrana, no hay mezcla citoplasmica y no hay muerte de 
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celulas. La fusion por contacto involucra los contactos que se presentan entre las dos 

hifas participantes, pero no hay fusion. 

Matsumoto eta!. (1932) no mencionan la muerte de las celulas como una parte 

de las reacciones hifales que ellos observaron y la razon para ello puede ser el corto 

periodo para la valoracion de la reaccion. Sin embargo, esta omision ilustra que la 

categorizacion de las reacciones de anastomosis hifal pueden hacerse sin usar la muerte 

de celulas como un criterio. 

Flentje y Stretton (1964) citado por Carling (1996) categorizan las m1smas 

reacciones usando diferente terminologia. Ellos no citan el documento de Matsumoto et 

a!. (1932) y los terminos perfecta, imperfecta y contacto no son mencionados. En 

cambio, ellos las definen como reaccion S a las que ocurren entre un mismo aislamiento, 

reaccion de muerte K, fusion de paredes WF y no reaccion. La reaccion S no involucra 

muerte de celulas y si bien la fusion de paredes y membranas estuvieron implicadas, 

ellos no proporcionan descripciones detalladas de los cambios citologicos observados. 

Sin embargo, seiialan que las reacciones S fueron observadas entre pares confrontados de 

padres diferentes, aunque no necesariamente del mismo campo de cultivo, de este modo 

indican que existe una relacion muy estrecha aunque no necesariamente identica en el 

campo. En la reaccion K ocurre la anastomosis citoplasmica, seguida por la muerte de 

las celulas anastomoseadas, ademas de otras celulas adyacentes. En algunos reportes 

mas recientes la reaccion K algunas veces es igualada a la reaccion imperfecta de 

Matsumoto eta!. (1932) pero por definicion esto no es posible debido a que la muerte de 

celulas no estaba reportada en la reaccion imperfecta. En la reaccion WF (Flentje y 

Stretton, 1964) ocurre la anastomosis de paredes pero no anastomosis citoplasmica. En 

este mismo trabajo, Flentje proporciono estas condiciones pinchando muy 

meticulosamente, para molestar las celulas conectadas. Ellos encontraron que, si ellos 

pinchaban una celula de la reaccion WF, la otra no podia difundirse dando origen a la 

ausencia de conexion citoplasmica. 
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Parmeter et a/. (1969) en sus descripciones de las reacciones de anastomosis usan 

la terminologia de Matsumoto eta/. (1932) y aunque citan el trabajo de Flentje y Stretton 

(1964), no hacen referencia a su terminologia. El uso que Parmeter eta/. (1969) hacen de 

la terminologia de Matsumoto et a/. (1932) crea confusion, debido a que indican que 

ocurre muerte de celulas en la fusion perfecta e imperfecta; mientras que por 

definiciones originales la muerte de celulas no se menciona. Ademas, Parmeter et a/. 

(1969) presentan su propia descripcion citologica breve de las tres clases de aislamientos 

apareados de AG 2. Estas tres clases de reaccion fueron 0, 1, 2, 3, donde 0= no 

anastomosis, 1 = contacto hifal pero no fusion, ni muerte de celulas, 2= fusion de paredes 

celulares y a menudo la fusion citoplasmica es seguida por la muerte de las celulas y 3= 

fusion sin muerte de celulas. 

En un intento por superar las diferencias y deficiencias en definiciones entre los 

tres sistemas descritos anteriormente, Carling et a/. (1988) y MacNish, (1993) 

construyeron un sistema de cuatro categorias (C3-CO) para describir las reacciones de 

anastomosis, tomando en cuenta informacion de cada uno de los tres sistemas anteriores 

y adicionando detalles complementarios en las definiciones cuando es necesario. La 

categoria C3 representa relaciones muy estrechas e indica que es el mismo AG, la misma 

poblacion compatible vegetativamente (PCV) y posiblemente el mismo individuo. La 

categoria C2 representa aislamientos relacionados que estcin en el mismo AG, pero en 

diferente PCV. La C 1 representa una relacion mas distante tal como la que se puede 

presentar entre AGs altamente heterogeneos, incluyendo los AGs 2, 8 oBI; o entre AG 

donde existe relacion de puente. La CO indica diferente AG y la ausencia de relacion 

vegetativa intima. En el Cuadro 1, se ilustran claramente estos cuatro tipos de 

reacciones. 
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Cuadro 1. Categorias de las reaccwnes de anastomosis hifal en Rhizoctonia so/ani 
(Carling, 1996). 1 

CATEGORiA 

C3 

C2 

C1 

co 

RELACION 

Relacion de cerca 
Mismo grupo de anastomosis 
Misma poblacion compatible 
vegetativamente (PCV) 
Mismo aislamiento 

Relacionado 
Mismo grupo de anastomosis 
Diferente poblacion compatible 
vegetativamente 
Diferente aislamiento 

Relacionado distantemente 
Diferente o mismo grupo de 
anastomosis 

No relacionados 
Diferente grupo de anastomosis 

DESCRIPCION DE LA INTERACCION 

Fusion de paredes; fusion de membranas; 
puntas de fusion frecuentemente no obvios; 
diametro de Ia anastomosis igual o 
cercanamente igual al diametro de las hifas; 
celulas de Ia anastomosis y celulas adyacentes 
pueden morir, pero generalmente no. 

Conexion de paredes obvia; contacto de 
membranas incierto o indefinido; situacion de 
los sitios de reaccion obvios; diametro del 
punta de anastomosis menor que el diametro 
de las hifas; las celulas de Ia anastomosis 
s1empre 
mueren. 

Contacto entre hifas; conexion de paredes 
aparente, pero no hay evidencia de penetracion 
membrana a membrana en el contacto; 
ocasionalmente una o ambas celulas de Ia 
anastomosis y de las celulas adyacentes 
mueren. 

No hay interaccion. 

1: Categorizacion basada en reacciones y cambios citologicos que ocurren en el punto de 
anastomosis entre dos hifas. Estas reacciones y cambios citologicos son observados en el 
microscopic de luz. (Carling, 1996). 

NOT A: Mas del 15% de fusion de hifas o bien observacion de categorias 2 y 3 indica que 
son del mismo grupo. 

1.1.1.3 Medicion de las reacciones de anastomosis hifal 

En terminos practices un aislamiento es del mismo grupo de anastomosis que el 

grupo de referencia, si al observar cinco campos al microscopic en el objetivo de 25X se 

tienen en promedio 5 puntos de fusion con categoria C3 y C2. Ademas, existe el termino 
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"Frecuencia de Fusion", expresion que nos permite diferenciar a los grupos que 

presentan anastomosis con otros grupos diferentes pero en porcentajes mas bajos. La 

frecuencia de fusion es determinada por la siguiente 

Formula: 

%FF =(A X 100)/ B. 

DONDE: 

A: La suma de los puntos de fusion en 15 campos del microscopic. 

B: La suma de los puntos de contacto en 15 campos del microscopic. 

El cruzamiento de cualquier lado de los puntos de adhesion hifal son incluidos en 

el termino "puntos de contacto". A una frecuencia de fusion de 50% es Hamada 

frecuencia alta, de 30-50% moderada y menor de 30% es una frecuencia baja (Sneh et 

a/.,1991). 

1.1.2. Otras tecnicas utilizadas en Ia identificacion de los grupos de 

anastomosis 

1.1.2.1. Medio Stewart 

Stewart (1982) desarrollo un metodo practico para la identificacion de los 

aislamientos pertenecientes al AG 3, que se basa en el color que presentan las colonia 

sobre este medio; sin embargo, se ha observado que este no produce caracteristicas 

consistentes en todos los ensayos por lo cual solamente se recomienda cuando se desea . 
conocer la presencia de este grupo en colecciones de cepas muy grandes (Bandy eta/. , 

1988). 

Castro eta/. (1983) comparo el medio Stewart y el de papa dextrosa agar para la 

descripcion nipida del grupo AG 3. En el trabajo incluyeron los grupos AG 1, AG 2, AG 

3, AG 4 y cuatro aislamientos del genero Rhizoctonia. Despues de la inoculacion en este 
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medio, el micelio de todos los aislamientos AG 3 fue de color castano o pardo; mientras 

que, el de los otros fue blanco. En PDA la apariencia de los aislamientos fue menos 

caracteristica. Por lo tanto, ellos concluyen que este medio puede ser una herramienta 

util y nipida para diferenciar los aislamientos de R. so/ani del grupo AG 3. Aunque 

puede haber algunas excepciones al diferenciar los aislamientos AG 3 utilizando este 

medio, su principal ventaja es que requiere una labor minima y puede ser muy util en 

estudios de R. so/ani en papa. 

1.1.2.1. Tecnicas bioquimicas. 

En los ultimos afios los investigadores se han dado a Ia tarea de buscar 

herramientas que permitan entender con mayor claridad las variaciones geneticas 

relacionadas con el comportamiento de los organismos. La utilizaci6n de marcadores 

geneticos y el uso de moleculas de ADN son las tecnicas mas utilizadas y que han dado 

elementos necesarios para caracterizar con mayor precision la evoluci6n de las 

poblaciones de pat6genos. En el estudio de grupos de anastomosis de Rhizoctonia so/ani 

se ha utilizado el analisis de isozimas, RFLPs y RAPDs, principalmente. 

Las isozimas han contribuido significativamente a los estudios de genetica 

poblacional de muchos organismos por varias decadas, pero solamente en la ultima 

decada estas han sido usadas extensivamente en estudios de genetica poblacional de 

hongos fitopat6genos. Las isozimas detectan variaci6n en Ia secuencia de aminoacidos 

de moleculas de proteinas que tienen la misma funci6n catalitica, de esta forma detectan 

variaci6n entre las secuencias de ADN que codifican para proteinas. Una ventaja del uso 

de isozimas es que son caracteres codominantes, por lo que se pueden distinguir los 

individuos homocigotos de los heterocigotos. Otra ventaja es que generalmente pueden 

ser consideradas como neutrales selectivamente, son relativamente econ6micas y faciles 

de ensayar. Su principal desventaja es que son finitas en nt1mero; muchos hongos 

fitopat6genos carecen de variaci6n suficiente para que las isozimas sean utiles para 

estudios de poblaciones. De este modo los fitopat6logos han recurrido a los marcadores 
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que ensayan variaci6n en las secuencias de ADN directarnente (McDonald y McDermott, 

1993). 

Liu eta!. (1990) evaluaron 11 sistemas de enzimas utilizando electroforesis, para 

estudiar la diversidad genetica entre 14 aislarnientos de R. solani grupo de anastomosis 

AG 2. Todas la enzimas evaluadas dieron patrones (zimograrnas) diferentes en todos los 

aislarnientos estudiados. Los metodos usados para cuantificar los datos proporcionan 

bases para deducir que existe un arbol genetico similar de relaci6n entre los aislarnientos. 

Ellos diferenciaron tres grupos fuertemente relacionados, designados A, B y C, usando 

las caracteristicas morfol6gicas, fisiol6gicas e hibridaci6n con ADN/ADN. En el grupo 

A se encuentran los aislarnientos del grupo de anastomosis AG 2-1; en el grupo B, los 

pertenecientes AG 2-2 IIIB yen el grupo C a AG 2-2. El grupo A estuvo menos asociado 

con los grupos B y C con un coeficiente de asociaci6n de 0.18, comparado con 0.27 que 

presentaron entre si los dos ultimos grupos. La mayoria de los aislarniento del grupo C 

fueron obtenidos de remolacha azucarera, mientras que los del grupo B se aislaron de un 

arnplio rango de hospedantes y los del grupo C fueron de origenes desconocidos. 

MacNish et a!. (1993) caracterizaron usando enzimas pecticas (zimograrnas) y 

anastomosis, aislarnientos de R. solani AG 8 de "bare patches", de dos localidades del 

oeste de Australia. Ellos mencionan que todos los aislarnientos colectados del mismo 

"patch", al mismo tiempo y en tiempos diferentes ( 1 0 meses de diferencia entre 

colectas ), fueron miembros del mismo grupo de zimograrna. Las tecnicas de anastomosis 

demostraron que los aislarnientos del mismo "patch" son miembros del mismo "clon", lo 

cual se manifiesta por la reacci6n de anastomosis clonal. Las reacciones de anastomosis 

indican tarnbien que los aislarnientos del mismo grupo de zimograrna, pero de diferente 

"patch" y colectadas en el mismo cultivo y en el mismo campo pueden o no ser del 

mismo "clon". En general, los "patches" con el mismo grupo de zimograrna y 

relacionados fuertemente uno con otro es probable que sean del mismo "clon" que 

aquellos separados por distancias grandes. De esta forma, la tecnica de zimograrnas 

demuestra que existen grupos distintos dentro de R. solani AG 8 y la tecnica de 
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anastomosis demuestra que estos pueden ser clones diferentes dentro de cada grupo. En 

general, el exito de colectar aislamientos de "patches" causados por el mismo grupo de 

zimograma y que sean miembros del mismo cion, disminuye conforme se incrementa la 

distancia entre los "patches". Sin embargo, se ha detectado una relaci6n clonal entre 

aislamientos colectados del mismo grupo de zimograma colectados de "patches" 

separados por cientos de kil6metros, en Australia y en un caso en Oregon. Se presume 

que la dispersion de los clones de R. so/ani se da principalmente por medios fisicos, 

como el transporte de suelo infestado, en materia organica, maquinaria y otros equipos. 

Los estudios con RFLPs (DNA Restriction Fragment Length Polimorphism) 

detectan variaci6n en las secuencias del ADN entre secciones hom6logas de 

cromosomas. Los RFLPs estan basados en la hibridaci6n con sondas de ADN a 

fragmentos de ADN que han sido digeridos con endonucleasas de restricci6n especificas 

y medidas o cuantificadas en geles de agarosa. Debido a que los RFLPs pueden detectar 

variaciones en regiones del ADN no codificadoras y codificadoras, son mucho mas 

variables que las isozimas y tienen la ventaja de ser en promedio neutrales 

selectivamente y codominantes. La principal desventaja de los RFLPs es que requieren 

equipo mas especializado y los ensayos son mas caros que los realizados con isozimas. 

En este caso, los locus de RFLPs se refieren a secuencias del ADN en un cromosoma 

que tienen secuencias hom6logas a la sonda de ADN. Los alelos en los loci de RFLPs 

son los fragmentos de restricci6n de ADN de varios tamafios causado por las inserciones, 

deleciones o enzimas de restricci6n, cambio en el sitio de reconocimiento a lo largo de Ia 

secci6n del cromosoma donde hibridiza la sonda (McDonald y McDermott, 1993). 

Se estudiaron 38 aislamientos pertenecientes a 10 grupos de anastomosis de 

Rhizoctonia so/ani de diferentes origenes geograficos utilizando la tecnica RFLPs. Los 

ADN de celulas intactas fueron digeridos separadamente con las enzimas de restricci6n 

EcoRI, Bgl II, Hind III y Pst I, luego se les aplic6 una sonda de ADNr clonado de 

Armillaria ostoyae en hibridaciones de "southern". Los grupos de anastomosis 1, 2, 3 y 

6 y los subgrupos 1-1 y 2-1 tienen uno o mas patrones Unicos que no se encuentran en 
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otros grupos. Se observo variacion de RFLPs intragrupal en todos los AGs con el mas 

alto nivel de variacion entre los aislamientos pertenecientes a AG 2 y sus subgrupos AG 

2-1 y AG 2-2. Los RFLPs en ADN nuclear tambien fueron examinados por hibridacion a 

sondas nucleares al azar, generadas del ADN nuclear de un aislamiento de AG 3. La 

Hind III o Pst I digirieron los ADN nucleares de los aislamientos PSU-1 0-07 fueron 

clonados en el plasmido vector pBR322. Se encontraron cinco clones recombinantes al 

azar indicando que son grupos especificos. La especificidad de los patrones de 

hibridacion sugiere que estas sondas consisten de secuencias de ADN con una o pocas 

copias por genoma. Basandose en la evidencia presentada, estas sondas pueden ser 

usadas en los estudios con el AG 3. El presente trabajo indica que; algunos 

polimorfismos de restriccion de ADNr de ciertos grupos de anastomosis no son Uni.cos 

sino que son compartidos con otros AGs, tales el caso del AG 4, AG 7 y AG 5; AG 8, 

AG 9 y AG BI en manchas obtenidas con EcoRI y AG 6 y AG BI en manchas obtenidas 

con Hind III. El AG 1 parece estar compuesto de un grupo homogeneo, que se muestra 

por un patron de RFLP simple despues de la digestion con EcoRI. Los aislamientos AG 

4 se caracterizan por presentar dos patrones de restriccion distintos. Por otra parte de 

estos resultados indican que algunos AGs tienen RFLPs comunes y que el AG 1 y sus 

subgrupos tienen RFLPs identicos. El grupo AG 4 ha sido subdividido en HG-I y HG-II, 

en este estudio sus patrones de RFLPs obtenidos usando las tres enzimas de restriccion 

no apoyan segregacion. El fenotipo de los aislamientos AG 4 fue similar en los 

aislamientos de Estados unidos pero diferentes a los aislamientos japoneses, indicando 

una posible divergencia entre poblaciones separadas geograficamente. En cuanto al AG 3 

los resultados obtenidos muestran que existe variacion intergrupal. Existen en este 

metodo variaciones que pueden ser debidas al tipo de enzima, digestion incompleta, 

metilacion parcial, por lo que se debe tener precaucion alleer los patrones de RFLPs. El 

alto grado de variacion intergrupal en RFLPs que se observaron puede ser el resultado de 

divergencias dentro de los grupos de anastomosis (Jabaji-Hare, eta/. 1990). 

Vilgalys y Gonzalez (1990) mencionan que los RFLPs en el ADN ribosomal de 

R. so/ani muestran variacion molecular considerable entre y dentro de los grupos de 
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anastomosis determinados anteriormente en base a la prueba de anastomosis, morfologia 

y patogenicidad. Ellos examinaron ADN gen6micos de 87 aislamientos para conocer los 

RFLP. Se usaron las enzimas de restricci6n EcoRI y BamHI y se analizaron por 

"Southern Blotting", utilizando una sonda de ADN ribosomal originada del grupo de 

anastomosis AG 4. Cada uno de los 15 grupos interaespecificos de R. so/ani se 

caracteriza por presentar uno o mas patrones de RFLP imicos. Los niveles de variaci6n 

de RFLP intragrupales, estuvieron dentro de los rangos de variaci6n de RFLP de los 

diferentes grupos de anastomosis (AGs) y sus subgrupos. Los aislamientos de los grupos 

de anastomosis 3, 4, 7, 8 y BI poseen un RFLP imico, invariable y simple, para cada 

grupo intraespecifico, por lo que mencionan que estos grupos son homogeneos. Los 

aislamientos AG l-IB, AG 1-IC, AG 2-2 y AG 9, se caracterizan por presentar un nivel 

bajo de variaci6n en RFLP. En contraste, se observ6 un alto nivel de diversidad en RFLP 

entre los aislamientos dentro de los grupos AG 1-IA, AG 2-1, AG 5 y AG 6. No se 

observ6 relaci6n entre los niveles dentro de los grupos intraespecificos y la variaci6n de 

otros factores biol6gicos (rango de hospedantes, variaci6n morfol6gica, etc.). En base a 

los resultados, de su investigaci6n proponen que los patrones de variaci6n de los RFLP 

observados se deben mas probablemente a las divergencias geneticas entre y dentro de 

los grupos intraespecificos. 

La amplificaci6n del ADN polim6rfico (RAPDs, Randomly Amplified 

Polymorphic ADN), es una tecnica usada mas recientemente en el estudio de los grupos 

de anastomosis de R. so/ani. Esta tecnica esta basada en la reacci6n en cadena de la 

polimerasa (PCR). Con la PCR es posible generar cantidades grandes de ADN entre los 

sitios iniciadores especificos, a partir de cantidades pequefias. La tecnica RAPDs utiliza 

la PCR para amplificar regiones aleatorias del genoma. La secuencia de cada iniciador es 

generada aleatoriamente y tiene un tamafio de 10 nucle6tidos con porcentajes de G + C 

de 50-80%. Esta tecnica es visualizada por electroforesis en gel y medida por la 

comparaci6n de la longitud de los fragmentos entre los aislamientos. Los polimorfismos 

se crean cuando hay una mutaci6n en los sitios iniciales o cuando existen inserciones o 

deleciones entre los sitios iniciales. Cada locus tiene solamente dos alelos posibles, por 
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consiguiente los caracteres tendnin una herencia dominante. Los RAPDs pueden ser 

usados para detectar a nivel de ADN la variabilidad a diferentes niveles, como un simple 

cambio de una base, basta deleciones o inserciones completas. Los RAPDs tienen 

algunas desventajas, los reactivos y equipo son caros, la caracteristica de ser dominante 

no permite diferenciar entre homocigotos y heterocigotos (McDonald y McDermott, 

1993). 

Yang et al. (1995) usaron la tecnica RAPD-PCR para caracterizar aislamientos de 

R. so/ani, que causan la enfermedad de "bare patch" en cereales y cultivos para pastura, 

en dos localidades del oeste de Austarlia, Newdegate y Esperance. Todos los 

aislamientos fueron identificados por reacciones de anastomosis como AG 8 (grupo de 

anastomosis AG 8) y con zimogramas pecticos 1-1 y 2. Los zimogramas pecticos se 

confirmaron con la tecnica RAPD-PCR, en la que obtuvieron tambien dos bandas, por lo 

que se supone que los aislamientos son geneticamente diferentes. En trabajos anteriores 

se seiiala que mediante el uso de tecnicas bioquimicas es posible detectar variaciones 

geneticas en aislamientos que pertenecen a un mismo grupo de anastomosis y que varian 

en su patogenicidad, lugar de colecta entre otros, dichas variaciones se detectan al 

obtener zimogramas diferentes. Sin embargo, en este estudio no hubo diferencias en los 

patrones de bandas obtenidos con la tecnica RAPD-PCR, entre aislamientos altamente 

virulentos y debilmente virulentos, en la localidad de Newdegate, ni en aislamientos 

colectados de diferentes plantas, esto a pesar de que se sabe que los aislamientos 

presentan diferencias en su patogenicidad, por lo que ellos recomiendan usar un nfunero 

mayor de primers para obtener estas diferencias usando esta tecnica. Por otra parte, los 

aislamientos de Newdegate fueron identicos a los aislamientos de Esperance, asi como a 

los de varias localidades del sur de Australia. Esto indica que los aislamientos estan muy 

estrechamente relacionados. 

Lilja et al. (1996) analizaron por pruebas de patogenicidad y variaci6n genetica 

aislamientos uninucleados de Rhizoctonia sp. con estado perfecto en Ceratobasidium. 

Los aislamientos se obtuvieron de raices de plantas de coniferas que estaban en 
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semilleros, donde el pat6geno produce la enfermedad conocida como muerte negra de la 

raiz. Todos los aislamientos redujeron considerablemente el sistema radicular en 

phintulas de picea noruega y pino escoces, causando la muerte y achaparramiento de 

estas. En el trabajo se aislaron cepas uninucleadas y multinucleadas. Las cepas 

uninucleadas se anastomosaron facilmente con los aislamientos de referencia y se 

observ6 la reacci6n de muerte de celulas adyacentes. En el analisis por RAPD-PCR, los 

aislamientos uninucleados dieron patrones de bandas diferentes a los obtenidos con los 

aislamientos de referencia, debido esto quiza a que provenian de origenes geograficos 

diferentes. Ademas, los aislamientos uninucleados dieron patrones de bandas muy 

similares entre ellos, mientras que los binucleados presentaron patrones diferentes, de lo 

que se deduce que el grupo uninucleado es muy homogeneo geneticamente, mientras que 

el grupo binucleado es muy heterogeneo. 

1.2. Grupos de anastomosis en Rhizoctonia so/ani. 

Existen varios terminos propuestos para diferenciar a los grupos de anastomosis 

Rhizoctonia so/ani y a los subgrupos que presentan algunos de ellos. Estos terminos han 

sido propuestos por investigadores especialistas en la especie. Sin embargo, es necesario 

mencionar que los terminos se crean con la finalidad de entender mejor dicha 

variabilidad y no para hacer su estudio mas complejo. 

Carling (1996) propone usar el termino "grupo de reacci6n hifal" porque el 

considera que es mas apropiado que el de grupos de anastomosis, debido a que el 

concepto de anastomosis (union de un hueco u 6rgano tubular a otro), no es apropiado 

para algunos tipos de reacci6n, sobre todo en las categorias CO, C1 y C2, en las cuales 

todavia no se ha observado la anastomosis. Aunque, Ogoshi (1987) menciona que en la 

categoria C2 si existe intercambio de nucleos. 

Ogishi ( 1987) pro pone el termino "Grupos Interespecificos", como un nombre 

para los subgrupos de los grupos de anastomosis de R. so/ani. El termino fue aceptado 
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por los investigadores, que empezaron a utilizarlo en trabajos posteriores; sin embargo, 

surgieron dudas y confusiones en su uso yen la actualidad el termino esta discontinuado. 

MacNish y Carling (1995) proponen que la frase "Poblaciones compatibles 

V egetativamente" (PCV) sea aceptada para describir colecciones de aislamientos dentro 

de un AG que producen la reacci6n de anastomosis C3 dentro de ellos mismos, en Iugar 

del termino clon propuesto por Ogoshi (1987) debido a que las PCV describen de forma 

precisa y correcta una relaci6n definida en base a la reacci6n vegetativa (reacci6n de 

anastomosis C3), sin exigir la igualdad que implica el uso de la palabra clon. Se espera 

que el termino sea de utilidad para aquellos investigadores que se dedican a la 

clasificaci6n de grupos subespecificos de R. so/ani. 

La importancia del concepto de grupos de anastomosis en la investigaci6n, es que 

cada AG puede ser considerado como una unidad evolucionaria, en el sentido de que 

cada uno esta aislado geneticamente. Desde un punto de vista practico, este concepto es 

de crucial importancia en los estudios sobre obtenci6n de resistencia, predicci6n de 

epidemias y control, en donde se debe identificar el grupo al que pertenece, ya que se ha 

demostrado que cada grupo presenta caracteristicas especificas de requerimiento de 

temperatura, rango de hospedantes, sensibilidad a fungicidas, entre otros. 

Los resultados obtenidos mediante las pruebas de anastomosis entre 138 
• 

aislamientos de Thanatephorus cucumeris (R. so/ani), indican que la mayoria cae dentro 

de los grupos previamente descritos. La anastomosis ocurri6 entre aislamientos de un 

mismo grupo, pero no entre aislamientos de grupos diferentes. Asi, los grupos parecen 

estar geneticamente aislados y son incapaces de intercambiar nucleos con grupos 

diferentes. La anastomosis entre los aislamientos de campo dentro de un mismo grupo 

result6 en la muerte de celulas adyacentes y fusionadas, sugiriendo que la muerte de las 

celulas puede limitar el intercambio de nucleos incluso entre aislamientos capaces de 

fusionarse. Debido a que los grupos descritos tienden a diferir en rango de hospedantes, 
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infeccion y habitat patogenico ellos recomiendan precaucion al extender los resultados 

de una investigacion de un grupo a otro (Parmeter et al. 1969). 

En los aislamientos identificados por estos investigadores parece ser que existe 

cierta tendencia hacia la especificidad de hospedantes. Asi, los miembros de AG 1 y AG 

4 tienen un amplio rango de hospedantes y se pueden considerar como polifagos. Los 

miembros del grupo AG 2, tienden a ser especificos de cruciferas. Los aislamientos AG 

3 son principalmente de papa (Agrios, 1996). 

El modo de patogenicidad parece ser bastante variable dentro de los grupos. La 

actividad patogenica dentro de los grupos incluye pudricion de semillas, damping-off, 

pudricion de raices y tizones en tallos y hojas, con la excepcion del AG 3 el cual parece 

estar asociado con la infeccion de estolones y tuberculos (Agrios, 1996). 

Se han caracterizado 11 grupos de anastomosis basados en la reaccion de 

anastomosis hifal. Las relaciones geneticas son apoyadas por los estudios de homologia 

en las secuencias de bases del ADN dentro y entre grupos. A continuacion se presenta 

una sintesis de las caracteristicas especificas de cada grupo, recopiladas de las revisiones 

publicadas por Carling y Sumner (1992) y Sneh et al. (1991). 

1.2.1. AG 1 

Este grupo es de amplia distribucion. Los aislamientos son autotroficos para 

tiamina y capaces de presentar fusion hifal con miembros del AG 1. El AG 1 es 

subdividido en tres grupos (AG 1-IA, AG l-IB y AG 1-IC) de acuerdo ala forma de los 

esclerocios, caracteristicas en medio de cultivo, morfologia de la colonia, homologia en 

las secuencias de bases del ADN y patogenicidad; pero no de acuerdo a la fusion hifal. 

El AG 1-IA es tambien llamado tipo sasakii o tipo 2; el AG l-IB, es llamado tipo 1 o 

tipo microesclerotia. 
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1.2.1.2 AG 1-IA 

Los aislamientos son caracterizados por los esclerocios relativamente esfericos, 

largos (1 a 3 mm de diametro ); homologia de secuencia de bases del ADN alta (98-

100%) con miembros de AG 1-IA. y baja homologia (50-56%) con miembros de AG l­

IB. El aislamiento para la prueba de anastomosis es ATCC 76121, "accession" CS-Ka, 

aislado de arroz, de Hokkaido, Jap6n. Los aislamientos muestran una nipida velocidad 

de crecimiento (aprox. 30 mm por dia a 28-30 °C). Es un pat6geno de partes aereas de 

muchos cultivos y malezas. Los aislamientos causan marchitez de la vaina del arroz, 

mancha morena en cespedes, enfermedad esclerocial en maiz, tiz6n de la hoja del maiz, 

sorgo, frijol y soya, hoja bandeada en sorgo y maiz, tiz6n de verano de trebol, tiz6n 

surefio de plantulas de alcanfor y parche cafe en cespedes. Ademas, el hongo ha sido 

aislado de Stevia rebaudiana. 

Anamorfo descrito dentro de este subgrupo: Sclerotium irregulare. 

Teleomorfo: Thanatephorus cucumeris (sin. Corticium sasakii, Hypochnus 

sasakii, Pellicularia sasakii). 

1.2.1.2 AG l-IB 

Los aislamientos se caracterizan por presentar esclerocios de forma irregular y 

pequefios; una homologia en las secuencias de bases del ADN alta (96%) con miembros 

del AG l-IB (tipo tiz6n reticular) y homologia baja (50-56%) con aislamientos del AG 

1-IA. El aislamiento para la prueba de anastomosis es el ATCC 76127, "accession" B-

19, aislado de remolacha azucarera de Hokkaido, Jap6n. Es un pat6geno de partes aereas. 

Causa el tiz6n en muchos hospedantes. Tiz6n de la hoja del arroz, frijol, soya y otros 

cultivos; tiz6n membranoso de plantulas de alerce y plantas omamentales leguminosas; 

tiz6n de la hoja de hortensia; pudrici6n de la berza y pudrici6n basal de la Iechuga. 

Ademas, el hongo ha sido aislado de frijol "snap" y maiz. 
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Anamorfo descrito dentro de este subgrupo: R. microesclerotia. 

Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.1.3 AG 1-IC 

Los aislamientos tienen esclerocios pequeiios (0.2-0.8 mm de diametro ), de 

forma redondeada; las homologias de ADN con AG 1-IA y AG l-IB no se han 

determinado. El tipo AG 1-IC representa el AG 1 tipo 3 de Sherwood. El aislamiento 

para la prueba de anastomosis es el ATCC 76123, "accession" BV-7, aislado de 

remolacha azucarera de Hokkaido, Jap6n. Es un pat6geno del suelo y causa damping-off 

en muchos hospedantes. Los aislamientos patogenicos son medianamente virulentos y 

prevalecen bajo condiciones climaticas relativamente frias. Causa Damping-off en soya, 

trigo, zanahoria, lino y pinos. 

Teleomorfo: T. cucucmeris. 

1.2.2. AG 2 

Los aislamientos son capaces de anastomosarse con miembros de AG 2, AG BI y 

en baja frecuencia con miembros del AG 8. 

Este grupo es subdividido de acuerdo a la frecuencia de anastomosis, 

caracteristicas en medio de cultivo, patogenicidad y requerimientos nutricionales en tres 

grupos: AG 2-1 (tambien llamado grupo de siembras de inviemo), AG 2-2 IIIB (tambien 

llamado tipo "Rush") y AG2-2 IV (frecuentemente llamado tipo pudrici6n de raices). Tal 

vez el metodo mas definitive de separaci6n de AG 2-1 de AG 2-2 (liB y IV) es el 

requerimiento de tiamina, debido a que el AG 2-2 requiere tiamina y el AG 2-1 no 

requiere. La reacci6n de anastomosis no es una caracteristica importante para separar 

estos grupos. 
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1.2.2.1 AG 2-1 

La fusion de hifas ocurre en alta frecuencia (>50%) con miembros del AG 2-1, y 

en baja frecuencia (<30%) con miembros del AG 2-2. Los aislamientos son autotroficos 

para tiamina y muestran una alta homologia de secuencia de bases del ADN (100%) con 

miembros de AG 2-1, y baja homologia con miembros de AG 2-2 IIIB (37.6-40.1%) y 

con miembros de AG 2-2 IV (43-49%). El aislamiento de prueba de anastomosis es 

ATCC 76168, "accession" PS-4, aislado de guisante de Tokushima, Japon. Este grupo 

esta comprendido entre los grupos de crecimiento lento (aprox. 13 rnrnldia a 25 °C). ES 

un patogeno de cultivos de inviemo, forma esclerocios rojizos en circulos. Los 

aislamientos patogenicos causan damping-off de cruciferas; pudricion de la corona y el 

cogollo de la fresa; tizon de la hoja del tulipan y pudricion de la raiz del rabano japones. 

Los hongos de este grupo han sido aislados de plantulas de remolacha azucarera, 

plantulas de trigo, papa, chicharo de vaca y lechuga. 

T eleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.2.1 AG 2-2 IIIB 

Los aislamientos son capaces de presentar fusion hifal en frecuencia alta con 

miembros del AG 2-2 y baja frecuencia con miembros del AG 2-1. Los aislamientos son 

auxotroficos para tiamina. Los cultivos pueden crecer a 35 °C. Los aislamientos 

muestran alta homologia de secuencia de bases del ADN (98%) con miembros del AG 2-

2 IIIB, mas baja homologia ( 69-71%) con miembros de AG 2-2 IV y muy baja 

homologia (38-40%) con miembros del AG 2-1. El aislamiento para probar anastomosis 

es el ATCC 76124, "accession" C-96, aislado de "mat rush" de Fukuoka, Japon. Este es 

un grupo de temperaturas altas (aprox. 30 °C) definido como el tipo "Rush". Los 

aislamientos patogenicos causan tizon de la vaina del arroz. tizon de la vaina del "mat 

rush", gengibre y gladiolos; costra negra de "burdock" comestible; parche castano de 
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cespedes; damping-off de remolacha azucarera, phintulas de arboles y crisantemo; 

pudrici6n de raiz de "Konjak" y "yam" chino. 

Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.2.3. AG 2-2 IV 

La fusion hifal ocurre en frecuencias altas con miembros de AG 2-2 y en baja 

frecuencia baja con miembros de AG 2-1. Los aislamientos son auxotr6ficos para 

tiamina y los cultivos no pueden crecer a 35 °C. Los aislamientos muestran una 

homologia en las secuencias de bases del ADN alta (100%) con miembros de AG 2-2 

IV, mas baja homologia (69-71%) con miembros de AG 2-2 IIIB y muy baja homologia 

(43-49%) con miembros de AG 2-1. El aislamiento para la prueba de anastomosis es 

ATCC 16125, "accession" RI-64, aislado de remolacha azucarera de Ibaraki, Jap6n. Los 

aislamientos patogenicos de este grupo causan pudrici6n de raices y tiz6n de la hoja de 

remolacha azucarera(el tiz6n de la hoja es iniciado por las basidiosporas), pudrici6n de 

raices de una variedad de hospedantes y parche largo de cespedes. 

Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.3. AG 3 

El AG 3 es un grupo homogeneo en el cual no se conocen subgrupos. Los 

aislamientos del AG 3 crecen mas despacio (aprox. 12 mm/dia a 25 °C) y generalmente 

son mas tolerantes a temperatura frias que los aislamientos de otros AGs de R. so/ani. Se 

conoce como el tipo papa. Los aislamientos son autotr6ficos para tiamina y capaces de 

fusionarse con miembros de AG 3 y AG BI y en frecuencia baja con AG 8. Los 

aislamientos muestran homologia en la secuencia de bases del ADN alta ( 1 00%) con 

miembros de AG 3. El aislamiento de referencia para la anastomosis es ATCC 76167, 

"accession" ST-11-6, aislado de papa de Jap6n. Este es un pat6geno del suelo. Los 
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aislamientos patogenicos causan "costra negra" en tuberculos de papa, y pudrici6n de 

tallos y raices de la misma, tiz6n de la hoja en tomate, mancha de la hoja en tabaco, 

mancha castafia del girasol iniciada por la basidiosporas. Ademas, el hongo ha sido 

aislado de plantulas de remolacha azucarera. 

Anamorfo descrito dentro de este grupo: R. so/ani var. typica. 

Teleomorfo: T. cucumeris . 

1.2.4. AG 4 

Los aislamientos son autotr6ficos para tiamina y capaces de presentar fusion de 

hifas con miembros de AG 4. Tambien llamado tipo praticola. El AG 4 es subdividido 

en dos grupos HG-I y HG-II de acuerdo ala forma de los esclerocios y homologia en la 

secuencia de bases del ADN. 

Anamorfos descritos: R. praticola, R. so/ani var cichorii-endiviae. 

Teleomorfo: T. praticola (sin.: Ceratobasidium praticola, Corticium praticola, 

Pellicularia praticola) 

1.1.4.1 AG 4-HG-1 

El grupo AG 4 HG-I produce esclerocios cafe o costafio oscuros en PDA, 

presenta homologia en la secuencia de bases del ADN alta (89-93%) con miembros del 

AG 4-HG-I y baja homologia (31-48%) con miembros de AG 4 HG-II. El aislamiento 

para probar la anastomosis es ATCC 76126, "accession" AH-1, aislado de chicharo de 

Chiba, Jap6n . 
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1.2.4.2. AG 4-HG-11 

Los aislamientos AG 4-HG-II se caracterizan por la producci6n de esclerocios 

cafe blanquiscos a grisaceos en PDA. Presenta homologia en la secuencia de bases del 

ADN alta (89-100%) con miembros del AG 4-HG-II y baja homologia (31-48%) con 

miembros del AG 4-HG-1. El aislamiento prueba para anastomosis es ATCC 76127, 

"accession" Rh-165, aislado de remolacha azucarera de Hokkaido, Jap6n. 

Los aislamientos del grupo AG 4, han sido definidos como el tipo "praticola". De 

acuerdo a algunos tax6nomos, el tipo "praticola" representa una especie distinta R. 

pratico/a Saksena and Vartaja, teleomorfo: T. pratico/a (Kotila) Flentje. El aislamiento 

AG 4 ha sido comUnmente aislado de suelo o plantas infectadas, en paises calientes. Los 

aislamientos causan pudrici6n del fruto del tomate, pudrici6n de la raiz del Chicharo, 

pudrici6n del pie de la espinaca; cancros en tallos de papa; y pudrici6n de raiz de una 

amplia variedad de hospedantes, incluyendo plantulas de "slash" y "lobolly" de pino, 

cebolla, "stevia", guisante, papa y "snap bean". Los aislamientos no patogenicos parece 

ser que protegen plantulas de rabano, zanahoria, algod6n, papa y trigo del damping-off. 

1.2.5. AG 5 

Los aislamientos son auxotr6ficos para tiamina y capaces de presentar fusion de 

hifas con miembros de AG 5. Los aislamientos muestran homologia en Ia secuencia de 

bases del ADN alta (94-98%) con miembros del AG 5. El aislamiento prueba para 

anastomosis es ATCC 76128, "accession" GM-10, aislado de soya de Nagano, Jap6n. Es 

un pat6geno del suelo, puede inducir pudrici6n de raiz y tallos de papa, pero 

generalmente es menos virulento que el AG 3. Ocasiona pudrici6n de raiz del frijol, soya 

y "andsuki bean". Algunos aislamientos de este grupo forman una asociaci6n micorricica 

con orquideas. El bongo ha sido aislado de remolacha azucarera, papa, soya y frijollima. 

El AG 5 se encuentra presente en Europa, Asia y Norte America. 
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Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.6. AG 6 

Los aislamientos son autotr6ficos para tiamina y presentan fusion de hifas con 

miembros de AG 6 yen baja frecuencia con AG 8 y AG Bl de R. so/ani y AG-F de 

Rhizoctonia binucleadas. El grupo se subdivide de acuerdo a la homologia en la 

secuencia de bases del ADN en dos grupos AG 6 HG-1 y AG 6 GV. 

1.2.6.1. AG 6 HG-1 

El aislamiento AG 6 HG-1 presenta una homologia en la secuencia de bases del 

ADN alta (92-98%) con miembros de AG 6 HG-1 y homologia baja (48-63%) con 

miembros de AG 6 GV. El aislamiento de referencia para realizar la prueba de 

anastomosis es ATCC 76129, "accession" OH7-1-1, aislado de suelo de Hokkaido, 

Jap6n. 

1.2.6.2. AG 6 GV 

Los aislamientos de AG 6 GV muestran homologia en la secuencia de bases del 

ADN baja (55-66%) con miembros de AG 6 GV y homologia baja (48-63) con 

miembros de AG 6 HG-1. El aislamiento de referencia para la prueba de anastomosis es 

ATCC 76130, "accession" NKN-2-1, aislado de suelo de Hokkaido, Jap6n. Los hongos 

de este grupo se consideran no patogenicos. Algunos de los aislamientos de este grupo 

forman asociaciones micorricicas con orquideas. Se sabe que solo se presenta en Jap6n. 

Teleomorfo: T. cucumeris. 
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1.2.7. AG 7 

Los aislamientos son autotroficos para tiamina y capaces de presentar fusion de 

hifas solamente con miembros de AG 7. Los aislamientos exhiben homologia en la 

secuencia de bases del ADN alta (99%) con miembros del AG 7. El aislamiento de 

referencia para la reaccion de anastomosis es ATCC 76131, "accession" H0-1556, 

aislado de suelo de Kagawa, Japon. Es un grupo no bien conocido, se presenta fuera de 

Japon. El AG 7 es un grupo del suelo que puede causar dafios menores a algunos 

cultivos de hortalizas. 

Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.8. AG 8 

Los aislamientos presentan fusion de hifas con una frecuencia alta (> 50%) con 

miembros del AG 8, y en baja frecuencia con miembros de AG 6, AG 3 y AG BI. El 

aislamiento de referencia para la prueba de anastomosis es ATCC 76106, "accession" 

W-565, aislado de trigo de Washington , U.S.A. Es un patogeno del suelo que induce 

"bare patch" en cereales. Los estudios de habitat de crecimiento indican que este puede 

causar una pudricion de raices en papa. Se presenta en Australia, Noroeste del Pacifico 

de los Estados Unidos y el U.K. 

Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.9. AG 9 

Los aislamientos son capaces de presentar fusion de hifas solamente con 

miembros del AG 9. El aislamiento de referencia para la prueba de anastomosis es 

ATCC 62804, "accession", aislado de suelo, cerca de Palmer, Alaska, U.S.A. El AG 9 es 
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subdividido de acuerdo a los requerimientos de tiamina y homologia en la secuencia de 

bases del ADN, en dos grupos AG 9TP y AG 9TX. 

1.2.9.1. AG 9TP 

Los aislamientos AG 9TP son autotr6ficos para tiamina y muestran homologia en 

la secuencia de bases del ADN alta (> 94%) con miembros de AG 9TP y mas baja 

homologia (78-87%) con miembros de AG 9TX. 

1.2.9.2. AG 9TX 

Los aislamientos de AG 9TX son auxotr6ficos para tiamina y muestran una 

homologia en la secuencia de bases del ADN alta(> 94%) con miembros de AG 9TX y 

una homologia mas baja (78-87%) con miembros de AG 9TP. 

En general los aislamientos del grupo AG 9, son pat6genos poco agresivos y se 

encuentran en el suelo. Los aislamientos patogenicos infectan cruciferas, papa y otras 

hortalizas. Se encuentra en Alaska y Oregon, Estados Unidos. 

Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.10. AG 10 

Los aislamientos de este grupo no han sido bien estudiados ; sin embargo, se sabe 

que son capaces de fusionarse solamente con miembros de AG 10. El aislamiento para 

realizar la prueba de anastomosis es ATCC 776107, "accesssion" W-395, aislado de 

cebada de Washington, U.S.A. Se presenta en el noroeste del pacifico asociado con 

cultivos de grano pequefio. Es un pat6geno que habita en el suelo y parece que es 

principalmente sapr6fito; sin embargo, su patogenicidad no esta bien documentada. 
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Teleomorfo: T. cucumeris. 

1.2.11. AG 11 

Los aislamientos del grupo de anastomosis AG 11, fueron colectados del Oeste 

de Australia y Arkansas. Son capaces de presentar fusion de hifas con miembros de AG 

11 y pre sen tan una reaccion de puntos de contacto ( categoria C 1) con miembros de los 

grupos AG 2, AG 8 y AG BI, lo que indica que existe una relacion puente entre estos 

aislamientos. Algunos aislamientos fructifican en agua agar al 1.5%, en jugo V8 agar 

2% y en cajas cubiertas con suelo donde produce las estructuras tipicas de 

Thanatephorus cucumeris. El micelio en papa dextrosa agar es de color blanco a 

bronceado claro cuando las hifas son jovenes, pero llega a ser bronceado o pardo claro 

cuando estas envejecen. En el medio de cultivo es comful observar anillos oscuros y 

blancos formados por el micelio. Los esclerocios maduros son de color bronceado a 

pardo claro y estan dispersos sobre la superficie del agar. Los representantes del AG 11 

son auxotroficos para tiamina. Se reporta causando dafios en lupino, soya y otras plantas 

en el campo, y en invemadero y camaras de crecimiento dafia otros cultivos como, 

algodon, nibano, trigo y papa (Carling et al. 1994). 

1.2.12. AG-BI 

Este grupo es llamado "grupo puente" y se encuentra en Japon. Los aislamientos 

son auxotroficos para tiamina y muestran homologia en la secuencia de bases del ADN 

alta (91-97%) con representativos del AG lB. Los aislamientos presentan fusion de hifas 

con miembros de AG BI y tambien con miembros de AG 2, AG 3, AG 6 y AG 8. El 

aislamiento de referencia para la anastomosis es ATCC 76132, "accession" TS-2-4, 

aislado de suelo de Hokkaido, Japon. Los miembros de este grupo se consideran no 

patogenicos. 
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1.3 Grupos puente y Ia relacion entre grupos puente 

En las rev1Slones actuales sobre los grupos de anastomosis se observa una 

caracteristica de especial importancia entre ellos. En algunos aislamientos ocurre la 

fusion de hifas con aislamientos de grupos diferentes, y a los aislamientos que presentan 

esta propiedad se les conoce como "grupos puente". Los aislamientos puente son 

entonces aislamientos que pueden producir una reacci6n de anastomosis (generalmente 

reacci6n C1), con aislamientos de mas de un AG. Un ejemplo claro es el que presenta el 

grupo AG BI el cual puede anastomosarse con miembros de los grupos AG 2, AG 3, AG 

6 y AG 8. Esta caracteristica cambia el concepto de que los aislamientos estan separados 

geneticamente y muestra que la separaci6n no siempre es definitiva. Esto puede explicar 

en parte la raz6n por la que los grupos de anastomosis no han sido clasificados como 

especie (Carling, 1996). 

1.4. Aislamientos que no forman anastomosis entre ellos mismos 

En los estudios de identificaci6n de grupos de anastomosis de R. so/ani es com(m 

encontrar en los resultados que se presentan aislamientos que no se anastomosan con 

ningim grupo de referencia y en algunas ocasiones ni con ellos mismos, a pesar de 

pertenecer a un mismo grupo y de ser aislados de un mismo campo y de un mismo 

cultivo. En el grupo AG 2-2 aislado de remolacha azucarera Hyakumachi y Ui (1987), 

(Citados por Carlig, 1996), encontraron que los aislamientos que no forman anastomosis 

tienen velocidades de crecimiento similares en medio de cultivo que aquellos que si 

forman anastomosis; ademas, los primeros producen micelio aereo abundante, no crecen 

en suelos cultivados y pueden o no producir esclerocios. En trabajos realizados en tabaco 

tambien se presenta esta caracteristica con el grupo AG 3 (Carling, 1996). Hasta ahora se 

sabe que los AGs 1, 3, 4 y 5 presentan esta propiedad; sin embargo se piensa que todos 

los grupos presentan dicha caracteristica. La posible explicaci6n a este comportamiento 

parece ser que a estos aislamientos les falta el factor que se requiere para que ocurra la 

anastomosis. El fen6meno no ha sido bien estudiado hasta el momento; sin embargo, el 
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conocimiento de este puede ser de gran utilidad en estudios dirigidos hacia el 

entendimiento de los sistemas geneticos que controlan la anastomosis en R. solani. 

2. Grupos de anastomosis de R. solani que atacan papa 

Bolkan y Ribeiro (1985) en un estudio realizado en Brasil colectaron muestras de 

diferentes hospedantes y se observ6 que el grupo AG 4 se encontr6 en la mayoria de 

ellos. En papa se encontr6 al AG 3 en 10 aislamientos de tuberculos y el AG 4 en 2 

aislamientos de tallos, 8 aislamientos no se anastomosaron con ninguno de los 

aislamientos de referencia ni con ellos mismos. El AG 3 no fue patogenico en las 

especies ensayadas ("Kidney bean", "red papper", n'lbano, remolacha azucarera y col); 

mientras que, el AG 4 fue patogenico en todas elias. El AG 2 y AG 3 muestran una gran 

especificidad en hospedantes, mientras que los AG 1 y AG 4 atacan a un mayor nfunero 

de especies. 

Carling y Leiner (1986) colectaron aislamientos de lesiones, himenio y 

esclerocios de plantas de papa de seis localidades de Alaska y encontraron a los 

aislamientos AG 2-1, AG 3, AG-NO y aislamientos binucleados, en 20.1 73.7, 3.6 y 

2.7%, respectivamente. El grupos AG 3 se present6 en mayor proporci6n en todas las 

localidades y en todas las partes colectadas. El grupo AG 2-1, se encontr6 en mayor 

proporci6n en partes de himenio y lesiones y menor en esclerocios. El AG 3 estuvo 

asociado principalmente con esclerocios y menos asociado con himenio y lesiones. Los 

aislamientos AG-NO y binucleados se encontraron en lesiones e himenio pero no en 

esclerocios. Las lesiones producidas por los aislamientos pertenecientes al AG 3 fueron 

mayores que las ocasionadas por los otros aislamientos y los a~slamientos de AG 3 

obtenidos de estas partes fueron de moderadamente a altamente patogenicas, mientras 

que los otros fueron de medianamente virulentos a avirulentos. 

De 50 aislamientos de papa colectados por Bandy et al. (1984) nueve fueron , 

identificados como AG 5. Los nueve aislamientos se fusionaron facilmente con 
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miembros de los aislamientos AG 5. En pruebas de patogenicidad bajo condiciones de 

invemadero, 8 de los 9 aislamientos produjeron lesiones cafes hundidas en tallos de papa 

cv. Kathadin, el noveno parece que no es patogenico. Ademas, en este estudio se 

determinaron aislamientos AG 1, de los cuales 5 fueron tipo sasakii y 1 del tipo 

microesclerotia. Se encontraron 8 AG 2 los cuales se fusionaron mas facilmente con 

miembros del AG 2-1 que con AG 2-2. Tambien se colectaron aislamientos del grupo 

AG 3, 13 AG 4 y uno no determinado. Se observaron diferencias en veloddad de 

crecimiento a 18 oc y 24 °C,. El grupo AG 1 crece mas rapidamente, le siguen el AG 4, 

AG 3, y AG 5. 

Bandy et a/. (1988) aislaron 307 cepas de R. so/ani asociadas con cancros de 

tallos, estolones y costra negra en papa y fueron identificados en base al concepto de 

grupos de anastomosis. Los resultados confirmaron que el grupo AG 3 es el mayor 

causante de la enfermedad conocida como "Rizoctoniasis" en papa. El 100% de los 

aislamientos obtenidos de esclerocios de tuberculos para semilla y el 82.1% de los 

obtenidos de tallos y estolones fueron miembros del AG 3. El segundo grupo en 

importancia fue el AG 5 con 13.4%, presente en lesiones de tallos y estolones. El grupo 

de anastomosis AG 1 asociado con papa en otras regiones no fue aislado en este estudio. 

Ademas, se seleccionaron 150 aislamientos de AG 3 para identificarlos usando el medio 

Stewart, y se encontr6 que solo 130 de ellos produce el color cafe caracteristico para su 

identificaci6n y los 20 restantes producen un color blanco sobre dicho medio, por lo que 

cuestionan los resultados obtenidos mediante esta prueba. Estos resultados, indican que 

el medio puede ser util para seleccionar un ntimero grande de aislamientos y conocer la 

presencia del AG 3, pero este no es confiable como tinico metodo para ensayos 

cuantitativos, debido a que el 10% de los aislamientos producen micelio blanco en lugar 

del color cafe o castano que se requiere para su identificaci6n. En las pruebas de 

patogenicidad, 19 de 20 aislamientos de tuberculos AG 3 probados se comportaron como 

patogenicos a brotes de papa y uno fue casi avirulento. El aislamiento hipovirulento y 

siete mas de los virulentos produjeron micelio blanco en medio Stewart, indicando con 

esto que no existe correlaci6n entre la patogenicidad y el color de la reacci6n. 
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En una prueba de invemadero se evalu6 la virulencia de 174 aislamientos de R. 

solani AG 3 sobre tallos de papa. Los aislamientos obtenidos de lesiones en estolones, 

esclerocios sobre los tuberculos e himenio sobre los tallos aereos fueron los mas 

virulentos, aquellos procedentes de tallos abajo de la tierra fueron intermedios y los 

aislamientos de una basidiospora los menos virulentos, tal vez este comportamiento se 

deba a que los mas virulentos son heterocari6ticos. 

El sintoma de "Rizoctoniasis" fue evaluado en tres zonas: en suelo arenoso bajo 

riego, en Becker, Minnesota, en suelo altamente margoso, en Grand Forks, North Dakota 

y en suelo turboso, en Anoka, Minnesota. La enfermedad fue mas severa en el suelo 

arenoso bajo riego, intermedia en suelo altamente margoso y menos severa en suelo 

turboso. En estas pruebas los esclerocios sobre los tuberculos fueron mas virulentos que 

el in6culo presente en el suelo. Ademas, las variedades con mayor incidencia de R. 

solani fueron las de ciclo mas corto (Hill y Anderson, 1989). 

Alonso et al. (1994) muestrearon un total de 69 lotes y colectaron 181 

aislamientos. Ellos encontraron 8 aislamientos binucleados y 163 multinucleados. Pa:ra 

el caso de los aislamientos multinucleados se identific6 a la especie R. solani. Respecto a 

los grupos de anastomosis se identificaron 5 aislamientos pertenecientes al AG 2 , 112 

AG 3, 5 AG 4, 3 AG 5 y un aislamiento que no present6 anastomosis con ninguno de los 

grupos de referencia (AG-NC). 

Carling y Leiner (1990a) en suelos cultivados con cebada, "blue grass" y 

zanahoria y de suelos de barbecho, encontraron que cerca del 95% de los aislamientos de 

partes de la planta y tuberculos fueron determinados como miembros del grupo AG 3, 

mientras que solamente el 52% de los aislamientos de suelo fue AG 3; probablemente se 

debe a que en las plantas se ha seleccionado el aislamiento debido a su especificidad por 

este hospedero y en el caso del suelo no existe tal selecci6n. Ademas, se aislaron a los 

grupos AG 2-1 y AG 9, un binucleado y un aislamiento similar al tipo R. oryzae. En las 

pruebas de patogenicidad los aislamientos AG 3 mostraron ser mas patogenicos en 
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brotes de papa. Los aislamientos AG 3 obtenidos de campo que habian sido cultivados 

continuamente con papa, fueron mas virulentos que aquellos cultivados en rotaci6n . 

Asimismo, los aislamientos de himenio fueron mas virulentos que los aislamientos de 

lesiones. En trabajos anteriores se ha mencionado que el tamafi.o de los esclerocios es 

determinante en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, ellos creen que se deba a 

una mayor retenci6n de vigor obtenida en el medio de cultivo. 

Carling y Leiner (1990b) confirman la especificidad del AG 3 en papa al 

encontrar que este grupo mat6 significativamente mas brotes que cualquier otro grupo, lo 

cual nuevamente constata que este grupo es el pat6geno mas agresivo a papa entre los 

grupos de R. so/ani y especies relacionadas. Ademas, mencionan que el AG 5 es de 

moderadamente a ligeramente virulento en papa y los mayores dafi.os ocurren a 15.5 y 

21.1 °C. Los grupos reportados anteriormente en asociaci6n con plantas y tuberculos de 

papa (AG 1, AG 2-1 , AG 2-2 y AG 9) causan dafi.o minimo en papa. En el experimento 

se incluyeron tres aislamientos del grupo AG 4 obtenidos por Gudmestad (1989) quien 

los report6 como parasites de raices; sin embargo, encontraron que estos fueron de 

medianamente virulentos en brotes y esencialmente no patogenicos en raices y el mayor 

dafi.o se registr6 a las mas altas temperaturas. Ademas, se determin6 la temperatura a la 

cual los diferentes aislamientos ocasionan el mayor dafi.o y encontraron que el AG 3 

dafi.a en exceso brotes a 10, 15.5 y 21.1 °C, pero causa significativamente mas dafto a 10 

°C, y ocasiona dafi.os en raices a las tres temperaturas. Los pertenecientes al AG 5 daftan 

brotes a 15.5 y 21.1 °C, pero causan un dafi.o minimo en raices. Los aislamientos AG 8 

causan dafi.o ligero a raices y menor dafi.o a brotes en todas las temperaturas. 

De lo anterior se puede decir que el AG 3 es mas virulento a temperaturas mas 

frias y que los aislamientos AG 5 y AG 8 pueden ser mas importantes a temperaturas 

mas calidas. Ademas, reportan al grupo AG 8 como posible pat6geno de papa el cual no 

se habia reportado hasta el memento. 
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De 64 aislamientos de R. solani, colectados de plantas de papa en el centro y sur 

de Alberta, se deterrninaron 49 aislamientos pertenecientes al AG 3, 7 al AG 4, 7 al AG 

5 y un aislamiento que no presento anastomosis con alguno de los aislamientos de 

referencia usados (AG 2-1, AG 3, AG 4, AG 5 y AG 9). Este es el primer reporte de la 

asociacion de los grupos AG 4 y AG 5 con la enferrnedad de "Rizoctoniasis" en Alberta, 

Canada. La velocidad de crecimiento radial in vitro fue significativamente mas baja que 

la de los aislamientos AG 4 y AG 5, mientras que la de los dos ultimos grupos fue muy 

similar. Los miembros del AG 3, AG 4y AG 5 fueron aislados de todas las regiones 

muestreadas. En pruebas de patogenicidad los aislamientos AG 3 fueron mas virulentos 

que los aislamientos de los otros dos grupos(Bains y Bisht, 1995). 

La alta incidencia y virulencia de los aislamientos de AG 3 indica que este es el 

mayor causante de la enferrnedad en papa en Alberta, mientras que los grupos AG 4 y 

AG 5 son de menor importancia. 

Rocha et al. (1995) deterrninaron mediante la tecnica de confrontacion de hifas 

los grupos de anastomosis de R. solani en tuberculos-semilla de papa, provenientes de 

Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Estado de Mexico y Michoacan. En los tuberculos de 

Chihuahua se identificaron 12 aislamientos AG 3, este mismo grupo fue aislado en las 

muestras de Coahuila y Jalisco; en los muestreos del Estado de Mexico se aislaron a los 

grupos AG 2 y AG 3 y tres no se pudieron identificar; en el caso de Michoacan 5 

aislamientos correspondieron al AG 3 y uno nose pudo identificar. 

Virgen et al. (1996) realizaron un estudio en el Estado de Guanajuato para 

deterrninar los grupos de anastomosis de R. so/ani presentes en papa. La determinacion 

de los grupos se realizo mediante Ia confrontacion de hifas utilizando los grupos de 

referencia AG 2, AG 3, AG 4 y AG 5 (reportados en Coahuila y Nuevo Leon). Se 

encontro que el 70% de los aislamientos pertenecieron al AG 3 y 30% al AG 4. El AG 3 

se encontro en la etapa inicial y final del cultivo, mientras que el AG 4 se aislo en la 

etapa de floracion. 
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3. Sensibilidad de los grupos de anastomosis a los fungicidas 

Se evalu6 la eficacia del pencycuron contra aislamientos de R. so/ani y 

aislamientos binucleados del genero Rhizoctonia en suelo yen invemadero a 10.0, 1.0 y 

0.1 pg/g de suelo. El suelo se infest6 separadamente con los aislamientos de R. so/ani 

AG 2-1, AG 2-2 y AG 4 y con los aislamientos binucleados CAG 2, CAG 3, CAG 4 y 

CAG 5, aislados de suelo y plantas de Georgia. De todos los aislamientos probados 

solamente el AG 2-1 fue resistente al pencycuron el cual causa pudrici6n de hipoc6tilo y 

raiz en "snap bean". La pudrici6n de hipoc6tilos y raices de "snap bean" causado por los 

aislamientos AG 2-2, AG 4, un segundo aislamiento AG 2-1 y los aislamientos CAG 5 

fueron controlados con pencycuron a 10.0 y 1.0 mg/g de suelo (Sumner, 1987). 

Carling et al. (1990) encontraron diferencias en la sensibilidad de los diferentes 

grupos de anastomosis de R. so/ani a los fungicidas iprodiona, hexaconazol, PCNB, 

benomyl y prochloraz. Estos investigadores mencionan que todos los AGs pueden ser 

llamados extremadamente sensibles al hexaconazol, debido a que los valores de CE50 se 

ubican por debajo de 1 mg i.a./1 y de moderadamente sensibles a los demas fungicidas . 

A excepci6n del AG 2-2 todos los demas aislamientos fueron mas sensibles al 

hexaconazol, con valores de CE5o entre 0.10 mg de i. a./1. a< 0.01 mg de i. a./1. Los 

grupos AG 3, AG 4 y AG 5 tienen valores de CEso de 0.08, 0.05 y 0.03 mg de i. a./1, 

respectivamente. En cuanto ala iprodiona existe un rango muy amplio en los valores de 

CEso que va desde 1.02 en AG 8 hasta 5.80 en AG 2-2, los aislamientos AG 3, AG 4 y 

AG 5 tienen valores de 0.97, 1.11 y 2.58 mg de i. a./1, respectivamente. Al PCNB fueron 

medianamente sensibles todos los aislamientos y al benomyl el AG 3 mostr6 menos 

sensibilidad y el AG 4 fue muy sensible. 

Kataria y Vema (1990) evaluaron 21 fungicidas contra los grupos de anastomosis 

AG 2-1 y AG 4 presentes en Brassica napus y B. campestris en suelo mezclado con 

estos aislamientos. El benodanil, benomyl, carboxin, cyproconazol, flutolanil, 

furmecyclox, iprodiona, tiabendazol y toclofos metil mostraron fuerte actividad in vitro 
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contra ambos aislamientos. El fenpropimorf, flusilazol, propiconazol, triadimenol y 

vinclozolin son moderadamente efectivos, mientras que el fenarimol, imazalil y 

naurimol fueron inefectivos contra ambos aislamientos. El pencycuron inhibe 

fuertemente al AG 2-1, pero es inefectivo contra el aislamiento AG 4, la dosis obtenida 

para este aislamiento fue de > 500 ,uglml. El fenpropimof, furmecyclox, iprodiona, y 

toclofos metil, aplicados en semillas de los dos cultivares a 1 Kg de i.a.!Kg, 

proporcionan cerca del 90% de control de damping-off en preemergencia en parcelas 

infestadas con cualquiera de los dos aislamientos o con ambos. El furmecyclox y la 

iprodiona a 2-4 Kg de i. a./Kg fueron los fungicidas mas efectivos contra la pudrici6n de 

la raiz en plantulas en postemergencia causado por el aislamiento AG 2-1. El 

cyproconazol proporciona el 90% de control contra damping-off (AG 2-1) a las mas 

bajas dosis de 0.03 y 0.12 g de i. a./Kg. en ambos cultivares, respectivamente, pero da un 

control pobre de pudrici6n de raiz en plantulas. Generalmente, se requiere una cantidad 

mas alta de fungicida para tratar la semilla de B. campestris que en B. napus para tener 

un nivel equivalente de control. Esto esta relacionado con el nfunero de semilias por 

kilogramo que tiene cada una de elias. 

Kataria et al. (1991a) evaluaron 14 fungicidas con diferente modo de acci6n y 

encontraron que el cyproconazol y el tolclofos metil en pruebas realizadas in vivo e in 

vitro inhibieron el crecimiento de cinco especies de Rhizoctonia (R . solani, R. cerealis, 

R. sasakii, R. zeae y R. oryzae). El triadimenol y carboxim mostraron una variaci6n 

considerable en actividad contra los diferentes aislamientos y especies, mientras que el 

prochloraz fue inefectivo en todas elias. El imazalil y el fenarimol mostraron un control 

moderado, mientras que el fluazilazol, propiconazol, frenpropimorf y benomyl 

mostraron fuerte actividad contra R. zeae y R. oryzae; pero fueron menos efectivos 

contra R. sasakii, R. solani yR. cerealis. El benodanil e iprodiona controlaron todos los 

aislamientos de R. solani y R. cerealis, pero fueron inefectivos contra R. zeae y R. 

oryzae. El pencycuron mostr6 fuerte actividad contra R. sasakii y la mayoria de los 

aislamientos de R. solani, actividad moderada contra R. zeae y fue inefectivo contra R. 
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oryzae yR. cerealis. Las dosis de pencycuron para los grupos AG 3 y AG 4 fueron de 

0.2 y > 500 ,ug/ml, respectivamente. 

Kataria et a/. (1991 b) evaluaron in vitro los fungicidas carboxin, furmecyclox, 

thiabendazol, pencycuron, toclofos metil, iprodiona, vinclozolin, cyproconazol, 

fenpropimorf, fenarimol e imazalil contra los grupos de anastomosis de R. so/ani AG 2-

1, AG 2-2, AG 3, AG 4, AG 5, AG 6, AG 7, AG 8 y AG 9. 

Entre los fungicidas evaluados el toclofos metil da la inhibici6n mas fuerte de 

todos los grupos de anastomosis ya que presenta los valores mas bajos de CE9o. Todos 

los AGs fueron tambien fuertemente inhibidos por la iprodiona. El vinclozolin presenta 

fuerte actividad contra AG 1, AG 4, AG 5 AG6 y AG 7, y actividad moderada contra los 

otros cinco grupos. Aunque el vinclozolin y la iprodiona pertenecen al grupo de las 

dicarboxamidas, el vinclozolin muestra mas baja actividad que la iprodiona contra todos 

los grupos. Entre los fungicidas que inhiben la biosintesis del ergosterol ( cyproconazol, 

fenpropimorf, fenarimol e imazalil), solamente el cyproconazol muestra fuerte actividad 

contra todos los AGs. El fenpropimor muestra moderada actividad contra AG 4, AG 5 y 

AG 8, y fuerte actividad contra los otros grupos. El tiabendazol muestra actividad 

considerable hacia varios AGs, pero los grupos AG 2-1 y AG 2-2 fueron los menos 

sensibles. Los dos fungicidas del grupo de las dicarboxamidas (Carboxin y 

furmecyclox), muestran amplia variabilidad en su actividad contra varios AGs, aunque la 

mayoria fue sensible a estos fungicidas, sin embargo, el furmecyclox presenta mas alta 

actividad que el carboxim. El carboxin muestra actividad moderada y debil hacia AG 2-2 

y AG 5, respectivamente. 

El pencycuron inhibi6 muy fuertemente a los grupos AG 2-2, AG 3, AG 6 yAG 

9, pero es inefectivo contra AG 1, AG 2-1, AG 4, AG 5, AG 7 y AG 8. El fenarimol 

presenta fuerte actividad hacia AG 1 y AG 7, pobre actividad en AG 6 y noes efectivo 

contra los otros AGs. El imazalil solamente inhibe de forma moderada al AG 1 y 

muestra pobre actividad contra AG 6 y AG 8 y no es efectivo contra los otros ocho 
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grupos. Ademas, se realizaron pruebas in vitro de estos fungicidas con los grupos AG 2-

1 y AG 4, aislados de canola. Los fungicidas carboxin, iprodiona, cyproconazol y 

tolclofos metil muestran consistentemente actividad contra la mayoria de las cepas de 

AG 2-1 y AG 4. El pencycuron no fue efectivo contra todos los aislamientos de AG 4, 

pero muestra fuerte actividad contra la mayoria de los aislamientos de AG 2-1. 

Es de esperarse que entre los grupos existan diferencias en su respuesta a los 

fungicidas debido a que cada grupo presenta patrones diferentes en caracteristicas 

serol6gicas, perfiles de proteinas solubles y composici6n de bases del ADN, entre otras. 

Ademas, la naturaleza quimica de especifica y modo de acci6n de los fungicidas explica 

tambien en parte dicha respuesta. 

Ueyama et al. (1993) aplicaron pencycuron marcado con C14 a cuatro 

aislamientos de R. solani, los cuales difieren en la sensibilidad a fungicidas. De los 

cuatro aislamientos evaluados , dos fueron sensibles (S 1 =C-423, AG 1, y S2=R-C, AG 

4) y los otros dos fueron tolerantes (T1=Rh-131 AG 4 y T2=SH-1, AG 5) a pencycuron. 

La CLso para el AG 4 de arroz fue de 0.025 ,ug/ml y para el AG 4 de remolacha fue de 

0.10 ,ug!ml. El aislamiento S 1 (AG 1) metaboliza en 85% el pencycuron en un medio 

liquido a 0.05 ppm; mientras que, los aislamientos S2 (AG 4), T1 (AG 4) y T2 (AG 5), 

lo metabolizan mas lentamente y solamente de 1 0 a 20% del pencycuron a las 24 hr 

despues de la incubaci6n. El principal metabo1ito fue cis y trans-3-hydroxicyclopentyl 

pencycuron (P-1 y P-2, respectivamente), los cuales presentan una menor actividad 

fungicida. Esto sugiere que el pencycuron por si mismo es una sustancia activa ultima o 

principal y que la activaci6n metab6lica o detoxificaci6n es menos importante para 

explicar la diferencia entre los AGs en la sensibilidad al fungicida. 

Olaya et al. (1994) reportan que los aislamientos de R. solani AG 2-1, AG 2-2, 

AG 4 y AG 5 y Rhizoctonia binucleados, exhiben sensibilidad variable a los fungicidas 

benomyl, iprodiona, pencycuron, tolclofos metil y fludioxinil. El tolclofos metil y el 

fludioxinil fueron muy efectivos a bajas concentraciones en la inhibici6n del crecimiento 
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radial en medio de cultivo de todos los aislamientos. En los aislamientos que causan 

damping-off en nibano (AG 4 y AG 5) se encontr6 que son altamente resistentes a 

pencycuron. El porcentaje de inhibici6n del crecimiento radial con pencycuron para el 

AG 4 con las do sis de 1.0, 10.0 y 100.0 ,uglml fue de 3.1, 17.3 y 22.4, respectivarnente. 

Se requiere de dos aplicaciones foliares para reducir la incidencia y severidad de la 

enfermedad causada por los grupos de anastomosis AG 4 y AG 5 de R. so/ani en nibano 

bajo condiciones de campo. La aplicaci6n de los fungicidas hecha antes de la 

inoculaci6n con R. so/ani, result6 ser lamas efectiva que aquella realizada despues de la 

inoculaci6n. 
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III. MATERIALES Y METODOS 

1. Muestreo y colecta del material 

El estudio se condujo principalmente en la zona papera representativa del Estado 

de Mexico, para ello se realizaron muestreos a partirde 1995, en los municipios San 

Felipe del Progreso, Calimaya, San Miguel Balderas y Zinacantepec, ubicados en la parte 

norte del Estado. La producci6n de esta region es destinada principalmente al mercado 

ya sea como producto fresco o bien para industrializar, aunque en el municipio de 

Calimaya se siembra papa para semilla, debido a que esta zona se considera libre del 

nematodo dorado de la papa. 

Con elfin de obtener muestras representativas de cada lugar, se eligieron parcelas 

al azar para reali~ar dicho proceso. Cada muestra estuvo compuesta de tallos afectados . 
por la enfermedad, tuberculos con esclerocios. Sin embargo, en necesario sefialar que en 

San Juan de las huertas se colectaron tallos j6venes; mientras que en las demas 

localidades se colectaron tallos maduros casi pr6ximos a cortarse. Cada muestra se 

coloc6 en una bolsa de plastico y se etiquet6. Se colectaron un total de 37 muestras, 

mismas que se procesaron en el laboratorio de Hongos Fitopat6genos del Departamento 

de Parasitologia Agricola de la Universidad Aut6noma Chapingo. Los datos de colecta 

aparecen en el Cuadro 1 del Apendice. 

Se obtuvieron aislamientos de R. solani de plantas de haba y frijol, colectadas en 

el campo Experimental de la Universidad Aut6noma Chapingo y un aislmiento de chile, 

colectado en San Luis Potosi. 
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2. Aislamiento del patogeno 

Rhizoctonia so/ani es relativamente facil de aislar, debido a que no requiere 

condiciones o medias especificos. El hongo crece muy bien en papa dextrosa-agar 

(PDA), e incluso en agua-agar al 2%. 

Los tallos y tuberculos colectados se lavaron con agua de la Have para eliminar 

impurezas, se cortaron trozos pequefios en la parte de avance de la infecci6n en tallos y 

en tuberculos se cort6 la zona donde se encuentraba el esclerocio; se pusieron en 

hipoclorito de sodio al 1% durante 1.5 min.; luego se lavaron con agua destilada esteril; 

se colocaron sobre un papel filtro esteril y posteriormente se depositaron en cajas de 

petri con medio PDA. Una vez que se observ6 el crecimiento del hongo, se transfieri6 a 

PDA para tenerlo libre de contaminantes. 

3. Aislamientos de punta de hifa 

En hongos que forman esporas como parte de su reproducci6n se le conoce como 

"cultivos monosp6ricos" a aquellos cultivos obtenidos a partir de una espora, esto se 

hace con la finalidad de eliminar la variabilidad que pueda existir dentro de un 

aislamiento de campo. Debido a la ausencia de estructuras de reproducci6n en R. so/ani, 

los cultivos que reooen estas caracteristicas se obtienen a partir de puntas de hifas y la 

finalidad en estudios de identificaci6n de grupos de anastomosis es practicamente la 

misma y el termino que los define es "cultivos de punta de hifa". 

Para obtener los cultivos de punta de hifa, cada aislamiento de campo se 

transfiri6 por separado a una caja de petri cubierta con un capa delgada de agua agar al 

2%, esto debido a que el hongo crece menos denso que en PDA y por lo tanto facilita la 

ubicaci6n de la punta de la hifa; las cajas se incubaron durante 48 hr. y, posteriormente, 

con una aguja delgada esteril se cort6 una punta de hifa, se transfiri6 a agua agar al 2% y 

una vez que se observ6 el crecimiento se realizaron dos transferencias en caja de petri 
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con este m1smo medio, para evitar el crecimiento de hongos contaminantes. 

Posteriormente, se paso a PDA, renovandose cada cuatro semanas con medio hasta que 

se realizaron las confrontaciones. Para facilitar Ia observacion de las puntas de hifa se 

utilizo un microscopic estereoscopico. 

4. Determinacion de Ia condicion nuclear 

Una caracteristica de R. so/ani es que presenta celulas multinucleadas, es por esto 

que, antes de determinar el grupo de anastomosis de un aislamiento de campo, es 

necesario conocer el nfunero de nucleos por celula. El procedimiento fue el siguiente: 

En un portaobjetos se coloco una gota de hidroxido de potasio al 3%, una gota de 

safranina alcalina y sobre este, se coloco una parte de micelio de Ia zona de avance del 

crecimiento en el medio de cultivo, debido a que las hifas j6venes se tiiien mas 

facilmente; se coloc6 un cubreojetos y se dejo reposar 10 min. , transcurrido este tiempo 

se observo al microscopic compuesto con el objetivo de 40X. Los nucleos se observaron 

como puntos de color rojo oscuro. 

5. Determinacion del grupo de anastomosis 

La determinacion del grupo de anastomosis se realizo en octubre de 1996, en el 

Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del lPN (CINVESTAV), unidad 

lrapuato. Se utilizo el metodo de papel celofan cubierto de una capa delgada de agua­

agar al2% en cajas de petri de phistico esteriles. 

Para este fin se cortaron tiras de papel celofan de 1.5 em. de ancho por 2 em. de 

largo y se esterilizaron en una caja de petri, colocando en esta, capas de tiras del papel 

celofan separadas por papel absorbente. Cada capa tuvo como maximo 6 tiras de papel 

celofan y separadas una de otra para evitar que se adhirieran. 
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En las cajas de petri de plastico se vacio una capa delgada de agua-agar al 2% 

tratando solamente de cubrir el fondo de la misma; se dej6 solidificar esta capa y se 

colocaron tres tiras de papel celofan, orientadas hacia el centro de la caja. Posteriormente 

se coloc6 otra capa delgada de agua-agar al 2% y tarnbien se dej6 solidificar. Es 

importante que al vaciar la segunda capa de medio las tiras de papel queden bien 

estiradas yen caso de que el papel se enrolle se puede usar una aguja de disecci6n curva 

para extenderlo perfectamente. 

La elecci6n de los aislamientos de referencia utilizados para determinar el grupo 

de anastomosis se hizo de acuerdo al hospedante y a las caracteristicas de crecimiento en 

medio de cultivo de los aislamientos de campo. En base a esto se eligieron los grupos 

AG 3, AG 4, AG 5 y AG 7. Estos grupos ya habian sido reportados por Virgen eta!. 

(1996), Rocha eta!. (1995) y Alonso eta!. (1994), en aislamientos de papa de diferentes 

regiones de Mexico. 

Los aislamientos de campo y los aislamientos de referencia se transfirieron a 

PDA y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 dias, despues de esto, del margen 

de crecimiento del aislamiento de campo se tom6 un trozo de micelio y se coloc6 en el 

centro de la caja de petri. Con la finalidad de que la zona de traslape se presentase sobre 

la tirade papel celofan, en la misma caja se coloc6 un trozo del aislamiento de referencia 

en cada uno de los extremos de los tres papeles de celofan, teniendo asi tres repeticiones 

en cada aislamiento de campo para cada grupo de referencia.. Esto se hizo para los 

cuatro aislamientos de referencia y en los 37 aislamientos de campo. Las cajas se 

incubaron a 24 °C, hasta que se observ6 la zona de traslape, cuidando que esta no fuese 

muy densa para mejorar la observaci6n. 

En un portaobjetos se coloc6 una gota de soluci6n humectante; la zona que se 

encontraba sobre la tirade papel celofan se cort6 y se coloc6 junto con la tira de papel 

sobre la gota de la soluci6n humectante, colocando siempre el crecimiento de campo en 

ellado derecho del portaobjetos, de tal manera que al observarse al microscopio daba la 
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apanencta de ser el lado izquierdo. Sobre Ia superficie del micelio se agreg6 

primeramente una gota de soluci6n humectante y posteriormente una gota de azul de 

trifano y despues se distribuyeron cuidadosamente; se coloc6 el cubreobjetos y se 

secaron los residuos de las soluciones con un papel absorbente. 

La preparaci6n se observ6 al microscopic compuesto con el objetivo de 1 OX para 

localizar Ia zona de traslape y posteriormente se observaron 5 campos diferentes con el 

objetivo de 25X para medir los tipos de reacci6n hifal que se presentaba. Una vez que se 

observ6, se coloc6 en un recipiente con hipoclorito de sodio al 70% para inactivar el azul 

de trifano. 

Los criterios para medir el tipo de reacci6n hifal observadas entre el aislamiento 

de campo y el aislamiento de referencia se presehtan en el cuadro 2. 

Cuadro 2. Categorias de las reacciones de anastomosis hifal en Rhizoctonia 
so/ani (Carling, 1996) 

CATEGORIA RELACION DESCRIPCION DE LA INTERACCION 

C3 Relaci6n de cerca. Fusi6n de paredes; fusi6n de membranas; puntos 
Mismo grupo de anastomosis. fusi6n frecuentemente no obvios; diametro de 

de 
Ia 

Misma poblaci6n compatible anastomosis igual o cercanamente igual al diametro de las 
vegetativamente (PCV). hifas; celulas de Ia anastomosis y celulas adyacentes 
Mismo aislamiento. pueden morir, pero generalmente no. 

C2 Relacionado. Conexi6n de paredes obvia; contacto de membranas 
Mismo grupo de anastomosis. incierto o indefinido; situaci6n de los sitios de reacci6n 
Diferente poblaci6n compatible obvios; diametro del punto de anastomosis menor que el 
vegetativamente (PCV). diametro de las hifas; las celulas de Ia anastomosis 
Diferente aislamiento. siempre mueren. 

Cl Relacionado distantemente. Contacto entre hifas; conexi6n de paredes, pero no hay 
Diferente o mismo grupo de evidencia de penetraci6n membrana a membrana en el 
anastomosis. contacto; ocasionalmente una o ambas celulas de Ia 

anastomosis y de Ia celulas adyacentes mueren. 

co No relacionados. No hay interacci6n. 
Diferente grupo de 
anastomosis. 
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Para determinar una anastomosis como positiva se deben observar por lo menos 

cinco puntos de fusion en cada confrontaci6n. Para asegurarse de que la anastomosis se 

da entre el micelio de los dos aislamientos comparados y no entre si mismos, se debe 

buscar el origen de las hifas con el objetivo de 1 OX. Una vez que se tiene pnictica es 

facil determinar los grupos de anastomosis debido a que cada uno presenta diferencias en 

el diametro de las hifas, tipo de ramificaci6n, velocidad y tipo de crecimiento, entre 

otras. Ademas, la reacci6n de muerte de celulas es muy evidente cuando se fusionan un 

aislamiento de campo y un aislamiento de referencia. 

6. Sensibilidad a fungicidas 

Los aislamientos obtenidos de chile, frijol, haba y papa, se sometieron a una 

prueba de laboratorio para determinar su sensibilidad a los fungicidas fluazinam y 

pencycuron, recomendados para el control de Rhizoctonia so/ani. En los ensayos se 

utilizaron los productos comerciales Shogun 50 FW que tiene 50% de fluazinam y 

Monceren 25 PH que posee 25% de pencycuron. Tomando en cuenta el ingrediente 

activo presente en cada uno de los productos se hicieron diluciones en agua destilada 

esteril para obtener las dosis a evaluar. Se utilizaron para medir los productos pipetas de 

1 y 10 ml y una balanza analitica marca OHAUS. 

Los dos fungicidas se evaluaron por separado para cada uno de los grupos 

encontrados. 

Debido a que en los bioensayos se usaron dosis muy bajas y en las que es dificil 

medir el producto y agregarlo directamente al medio, se hizo una diluci6n madre a una 

concentraci6n ala cual el producto pudiera medirse y se tuviera un minimo de error. La 

concentraci6n madre que reuni6 estas caracteristicas fue la de 10,000 ,uglml. y a partir de 

esta, en matraces de 125 ml, se hicieron diluciones de 1 000, 100, 10, 1, 0.1 , 0.01, 0.001 

y 0.0001 ,uglml. De estas diluciones se tomaron las cantidades necesarias en cada una de 

las dosis a evaluar y se agregaron al medio. Para ejemplificar la preparaci6n de una 
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dosis, se presenta el caso de Ia dosis de 10 ,uglml. En este caso se tomaron 90 ml de PDA 

esteril y se le adicionaron 1 0 ml de Ia concentracion de 1 00 ,ug/ml. Cada vez que se 

tomaba una cantidad determinada de las diluciones en agua esteril se agitaba el matraz 

para homogeneizar el producto. 

Se utilizo en todos los ensayos el medio de papa dextrosa-agar PDA. Para 

preparar un litro de medio de cultivo el procedimiento fue el siguiente: 

En un matraz de un litro se agregaron 500 ml de agua destilada esteril y 200 g de 

papa pelada y picada en trozos pequeiios; el matraz se coloco en la olla de presion y se 

licuo a 15 Iibras de presion durante 10 min. En otro matraz se agregaron 300 ml de agua 

destilada esteril, 20 g de dextrosa y 15 g de agar; se agito para disolver los compuestos; a 

esta mezcla se le agrego el caldo obtenido de las papa y se aforo a un litro. 

En matraces de 125 ml se colocaron las cantidades necesarias de PDA para cada 

una de las dosis y se esterilizaron a 15 Iibras de presion durante 15 minutos. Una vez que 

el medio estuvo suficientemente frio se le agrego el fungicida y se vacio en cajas de 

petri . Luego que el medio solidifico se colocaron discos de micelio del borde del 

crecimiento de un cultivo joven (72 hr. de crecimiento), en el centro de la caja de petri. 

Los discos se cortaron con un sacabocados esteril de 6 mm de diametro. Para evitar 

problemas de crecimiento, se cuido que el sacabocados estuviera frio al momento de 

realizar los cortes. 

Las cajas de petri se incubaron en una camara de crecimiento a temperatura 

ambiente y a las 72 hr se midio el crecimiento radial del micelio. En cada caja se 

midieron dos ejes en angulo recto y al promedio de este crecimiento se le restaron los 6 

mm del diametro del disco. 

Para obtener los datos de Ia respuesta al fungicida fue necesario primeramente 

obtener la ventana biol6gica, esto es, determinar la dosis mas alta que permite crecer casi 
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el 100% y la mas baja que inhibe casi el 100% del crecimiento micelial del hongo con 

respecto a un testigo sin tratar. Una vez encontradas estas dosis se agregaron dosis 

intermedias dentro de cada dosis evaluada anteriormente, adicionando un mayor nfunero 

de dosis en donde se creia que se encontraba la CEso ( concentraci6n efectiva que inhibe 

el 50% del crecimiento radial del hongo con respecto al testigo sin tratar) . Las dosis 

evaluadas para obtener la CEso se presentan en los cuadros 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 del 

Apendice. 

Se us6 el programa estadistico PROBIT, para obtener las concentraciones 

efectivas, de cada producto para cada grupo de anastomosis. Este programa se basa en el 

analisis de regresi6n para calcular las concentraciones efectivas. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

1. Determinacion de Ia condicion nuclear 

La importancia de conocer el nfunero de nucleos por celula ya se mencion6 

anteriormente; no obstante, reiteramos que para evitar que se identifiquen 

incorrectamente los aislamientos es necesario conocer primeramente esta caracteristica. 

Los 3 7 aislamientos colectados de papa presentaron celulas multinucleadas 

(Figura 1 ), lo que nos llev6 a la conclusion de que se trata de la especie R. so/ani. 

Existen otras dos especies que presentan esta caracteristica (R. zeae y R oryzae; 

Teleomorfo: Waitea circinata); sin embargo, estas atacan solamente gramineas. 

Los aislamientos de chile y frijol presentaron celulas multinucleadas (Figura 1) y 

en el aislamiento de haba fueron binucleadas (Figura 2). 

El metodo usado en la tinci6n de nucleos de los aislamientos de papa, es un 

metodo nipido, sencillo y los nucleos se distinguen facilmente. El inconveniente de este 

metodo, es que las preparaciones duran poco tiempo. En el trabajo, se observ6 que no 

duran mas de 72 horas; despues de este tiempo el micelio se deshidrat6 y fue muy dificil 

recuperarlas. Sin embargo, es recomendable en trabajos en donde se desea conocer 

solamente el nfunero de nucleos por celula. 

Los nucleos tefiidos con safranina 0 se observaron claramente de color rojo 

oscuro con el objetivo de 40X y el nfunero por celula fue variable, desde 4 hasta 9. En 

hifas j6venes los nucleos se tifieron mas facilmente y se observaron con mayor nitidez. 

El hidr6xido de sodio al 3% se utiliza para eliminar citoplasma y algunos 

organelos con el fin de que los nucleos se observen mas claramente. En este trabajo se 

observ6 tambien que cuando se aplicaban dos gotas o mas de hidr6xido de sodio al 3%, 

algunos nucleos salian de las celulas, dificultando el conteo. 
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Kronland y Stangellini (1988) mencionan que se puede realizar la tinci6n de 

nucleos en el medio de cultivo al memento de observar las reacciones de anastomosis; 

sin embargo, nosotros observamos que al tefiir los nucleos de esta forma, su busqueda y 

la de los limites de las celulas es mas tediosa y se requiere mas tiempo, inclusive en las 

preparaciones en donde se tom6 una parte de micelio, nos percatamos que mientras 

menos medio llevaba el micelio, mejor era la tinci6n de los nucleos. 

2. Determinacion del grupo de anastomosis 

En las pruebas de anastomosis realizadas se encontr6 que los 3 7 aislamientos de 

R. so/ani colectados de papa, pertenecen al grupo de anastomosis 3 (AG 3), con lo que se 

confirm6 Ia patogenicidad de este grupo a papa. 

Los aislamientos de chile y frijol fueron AG 4. En el aislamiento de haba no fue 

posible realizar las confrontaciones debido a que no se tenian los aislamientos de 

referencia. 

En la identificaci6n de los grupos de anastomosis, se us6 el metodo de papel 

celofan cubierto de una capa delgada de agua-agar al 2% en cajas de petri de plastico 

esteriles. El metodo es practice, se reduce el riesgo de contaminaci6n, las hifas se tifien 

facilmente, debido a que no se deshidratan y el manejo de las cajas es mas facil. En 

comparaci6n con el metodo descrito por Kronland y Stangellini (1988) este metodo 

resulta mas caro, debido a que las cajas nose pueden utilizar nuevamente yen el caso de 

que sean cajas de cristal se requiere una gran cantidad. Esto no sucede al usar 

portaobjetos esteriles ya que, estos pueden reutilizarse. Con respecto al azul de trifano es 

necesario sefialar que esta sustancia es cancerigena por lo que se debe de evitar el 

contacto con ella, ademas de tomar las medidas necesarias en su manejo. 
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Los cuatro grupos presentaron diferencias de crecimiento en medio de cultivo. 

Asi, la velocidad de crecimiento de los grupos AG 4 y AG 7 fue mayor que en los grupos 

AG 3 y AG 5. El diametro del micelio visualmente fue mayor en el AG 3 que en el AG 4 

y AG 5 y, en el AG 7 fue muy delgado. El micelio de los aislamientos AG 4 y AG 7 tuvo 

un crecimiento afelpado (con crecimiento hacia arriba de la caja) y de color blanco; 

mientras que, el micelio de los grupos AG 3 y AG 5 fue de color cafe. Ademas, el AG 3 

forma mas esclerocios y de mayor tamafio que los aislamientos AG 4, AG 5 y AG 7. Al 

momento de realizar Ia confrontacion de hifas se tomo en cuenta la velocidad de 

crecimiento de los aislamientos para programar de acuerdo a esta el tiempo de lectura de 

las reacciones. 

En la zona de traslape de las confrontaciones se observaron las categorias CO, C 1, 

C2 y C3. con las cuales se determino el grupo de anastomosis al que pertenecia el 

aislamiento de campo. 

La categoria C3 se observo solamente entre hifas de un mismo aislamiento. El 

sitio de fusion entre las dos celulas fue dificil de observar en el objetivo de 25X, por lo 

que en este tipo de reaccion se hizo necesario observar las hifas con el objetivo de 1 OX 

en donde se observo claramente el origen de las celulas. De acuerdo a la terminologia 

usada por Carling (1996), podemos decir que se trata del mismo grupo de anastomosis y 

de Ia misma poblacion compatible vegetativamente (Figura 3). 

La categoria C2 se noto claramente y de manera consistente en todos las 

confrontaciones de los aislamientos de campo contra el aislamiento AG 3, por lo que 

concluimos que se trata del mismo grupo de anastomosis, pero existe entre estos 

aislamientos una diferencia de compatibilidad vegetativa. En algunos aislamientos se 

detectaron mas de 5 puntos de union en cada confrontacion. Este tipo de reaccion se 

observo Unicamente en dos ocasiones, al fusionarse celulas de un mismo aislamiento de 

campo. Esto es correcto ya que Carling, (1996), sefiala que es posible que exista muerte 

de celulas al fusionarse dos hifas de un mismo aislamiento, pero esta se presenta en una 
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frecuencia muy baja. La safranina 0 tifie de azul intenso las hifas de R. so/ani yen este 

tipo de reaccion las hifas muertas se manifestaron de color claro (Figura 4). 

La categoria C 1 se presento en todas las confrontaciones de los aislamientos de 

campo con el grupo AG 3. En los puntos de contacto en algunas ocasiones se detecto una 

fusion con el objetivo de 25X, sin embargo, con el objetivo de 40X claramente se vio la 

individualidad de las celulas (Figura 5). 

La categoria CO se observo al aparear el aislamiento de campo con los grupos de 

referencia AG 4, AG 5 y AG 7. En ocasiones las hifas de estos aislamientos se juntaron, 

pero nunca se unieron (Figura 6) . En caso de que las hifas se encuentren creciendo en un 

mismo plano, es facil observar que una de elias crece hacia abajo y sobrepasa a la otra. 

Utilizando este tipo de reaccion, ademas del diametro de las hifas, velocidad de 

crecimiento y color del micelio fue relativamente facil determinar el grupo de 

anastomosis en la practica. 

Rhizoctonia so/ani es importante en muchos cultivos y en algunos de ellos causa 

dafios muy severos; afortunadamente ahora se sabe que algunos grupos de anastomosis 

son muy especificos de un cultivo, como es el caso del AG 3, que ataca principalmente 

papa, aunque otros como el AG 4 tienen un rango mas amplio de hospedantes. El 

conocer por lo tanto los grupos de anastomosis presentes en un cultivo y en una zona o 

region determinada nos permite tener conocimientos mas amplios para realizar un mejor 

manejo de la enfermedad, principalmente en la seleccion de plantas para establecer un 

programa de rotacion de cultivos. Se cree que la especificidad de hospedantes se debe a 

que cada grupo posee genes especificos para atacar un determinado grupo de plantas; sin 

embargo, hasta ahora esto no esta bien claro. Los conocimientos obtenidos en los 

trabajos de biologia molecular que se estan realizando con este hongo, ayudaran a 

explicar este fenomeno, ademas de proporcionar bases para obtener plantas resistentes a 

un grupo determinado. 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con los reportados 

anteriormente en Mexico y en otros paises, en donde se sefiala que el AG 3 es el 

principal agente causal de la "costra negra" de la papa. En este trabajo no se encontraron 

los grupos AG 4, AG 5 y AG 7, reportados por Virgen et al. (1996), Rocha et al. (1995) 

y Alonso et al. (1994) en estudios realizados en papa. El grupo AG 4 ha sido reportado 

atacando papa en condiciones calidas principalmente y es tal vez por esto que no se aislo 

en este estudio ya que las condiciones climaticas en los sitios de muestreo son muy 

hfunedas y frias. 

En este trabajo nose aislo a los grupos AG 5 y AG 7. El grupo AG 5 se reporta 

atacando tallos de papa en diferentes etapas del crecimiento de la planta, aunque parece 

ser que no ataca raices y quienes lo han aislado de papa mencionan que se manifiesta de 

ligera a moderadamente virulento en este cultivo y Carling y Leiner (1990b) mencionan 

que este grupo puede ser mas importante en dimas calidos. Estas pueden ser algunas de 

las razones por la cuales nose logro aislar este grupo. Ademas, en Mexico solamente se 

ha detectado en aislamientos de papa de Coahuila y Nuevo Leon, lugares con 

condiciones mas bien calidas. Por otra parte, los principales hospedantes de este grupo 

son soya y especies del genero Phaseolus sp., principalmente Phaseolus vulgaris, esto 

nos hace pensar que en estos lugares se siembra frijol constantemente u otras hortalizas 

como el chile, hospedante tambien de este grupo y confirmado en este estudio. Las 

poblaciones de este grupo se han aumentado y como consecuencia al no estar presentes 

estos hospedantes y presentarse las condiciones adecuadas el patogeno ataca papa. En el 

caso del Estado de Mexico no es com(m que se establezcan estos cultivos, en esas areas 

agricolas. 

El grupo AG 7 no ha sido reportado como un patogeno asociado con papa en 

otros paises y en Mexico solo se ha dado un caso, en aislamientos de papa colectados en 

Toluca, Estado de Mexico por Virgen, quien envio este aislamiento a Carling, y este 

investigador confirmo las identificaciones realizadas por Virgen; sin embargo, en las 

pruebas de patogenicidad que el realizo en Canada, este aislamiento no fue patogenico a 
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papa ( comunicaci6n personal). Este aislamiento solo ha sido aislado de suelo, por lo que 

no podemos, hasta ahora, relacionarlo con papa. 

AI parecer Ia etapa fenol6gica del cultivo en la cual se colecten los aislamientos 

influye sobre Ia frecuencia en que se presentan los grupos en papa. Esto lo mencionan 

Carling y Leiner ( 1986) quienes encontraron que el AG 2-1 se aisl6 principalmente de 

lesiones en tallos, el AG 3, estuvo mas asociado con esclerocios y menos asociado con 

himenio y lesiones en tallos. Bandy et a/. (1988) coinciden con Carling y Leiner (1996) 

con respecto al AG 3 y mencionan ademas que el grupo AG 5 esta mas asociado a tallos 

y estolones. Los aislamientos identificados en el presente trabajo, fueron obtenidos de 

lesiones de estolones, tallos j6venes y maduros y de esclerocios; sin embargo, no 

encontramos ninguno de los aislamientos mencionados anteriormente, por lo que 

pensamos que los grupo reportados en estos trabajo esten menos asociados a papa, como 

lo sefiala Hill y Anderson (1989) y creemos que se encuentran mas bien asociados con 

otros cultivos o bien con las malezas presentes en el campo, puesto que tambien se ha 

aislado de suelo. 
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Figura 1. 

Figura 3. Figura 4. 

Figura 5. 

Figura: 1) Celulas multinucleadas de Rhizoctonia (Aumento 40X); 2) Celulas binucleadas de 
Rhizoctonia (Aumento 40X); 3) Categorfa C3 . Fusion sin muerte de celulas (Aumento 25X); 4) 
Categorfa C2. Fusion con muerte de celulas (Aumento 25X); 5) Categorfa Cl. Punto de contacto 
(Aumento 25X); 6) Categorfa CO. No hay interaccion (Aumento 25X). 

64 



RESULTADOS Y DISCUSION 

3. Sensibilidad a fungicidas 

La utilidad mas importante de conocer los grupos de anastomosis de R. so/ani, 

desde el punto de vista de manejo de la enfermedad, es que cada grupo presenta 

diferentes niveles de sensibilidad a los fungicidas recomendados para su control. Este 

comportamiento se confirm6 en los ensayos de laboratorio realizados en el presente 

trabajo, en donde se evaluaron los fungicidas pencycuron y fluazinam contra cuatro 

aislamientos pertenecientes a los grupos AG 3 (aislado de papa), AG 4 (aislado de chile), 

AG 4 (aislado de frijol) y un aislamiento de Rhizoctonia sp. binucleado (aislado de 

haba). 

3.1 Sensibilidad a pencycuron 

En los Cuadros 1 0 al 17 del A pen dice observamos variaci6n en las do sis que 

inhiben el minimo y el maximo porcentaje de crecimiento entre y dentro de cada 

aislamiento al pencycuron. De esta forma podemos no tar en el Cuadro 10 del Apendice, 

que el grupo AG 3 fue el mas sensible al pencycuron pues requiri6 0.0001 ,ug/ml, para 

inhibir el 5.69% del crecimiento radial y necesit6 5.0 ,ug/ml para suprimir el crecimiento 

en un 94.31%. 

La respuesta de los aislamientos de chile y frijol identificados como AG 4 para 

pencycuron vari6 en su dosis minima, ya que el aislamiento de chile registr6 un valor de 

0.0001 ,ug/ml para inhibir el 11.76% yen el aislamiento de frijolla dosis minima fue de 

0.00001 ,ug/ml con un porcentaje de inhibici6n del crecimiento de 9.82%. La dosis mas 

alta para estos dos aislamientos fue de 100 ,ug/ml, dosis que inhibi6 en un 96.64% el 

crecimiento en el aislamiento de chile y 90.18% en el aislamiento de frijol, Cuadros 11 y 

12 del Apendice. El aislamiento de haba fue el menos sensible a este producto al 

registrar valores de 0.1 ,ug/ml en su dosis minima con 5.43% de inhibici6n del 

crecimiento y 25 50 ,ug/ml en su do sis maxima con un 90.21%, Cuadro 13 del Apendice. 
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Estos resultados son sorprendentes debido a que este producto no es utilizado en el 

control de la pudricion del cuello del haba. 

Los resultados obtenidos con pencycuron y fluazinam para cada grupo de 

anastomosis, se sometieron al programa estadistico PROBIT, que se basa en el amilisis 

de regresion lineal para estimar las distintas concentraciones efectivas. Asi la CE50 nos 

dio un mejor parametro del comportamiento de los grupo a los fungicidas. 

El Cuadro 3 nos muestra las concentraciones efectivas de pencycuron obtenidas 

para el grupo de anast_omosis AG 3. La CE5o para este aislamiento fue de 0.0038 ,ug/ml y 

la CE9o de 0.4354 ,ug/ml. Esta ultima dosis difiere de la obtenida por Kataria et al. 

(1991a) quienes reportan una CE9o de 0.2 ,ug/ml. Esto indica que el aislamiento de 

campo utilizado en el presente estudio es menos sensible al reportado por estos autores y 

esto se debe tal vez a que el disefio del bioensayo nuestro se oriento hacia el calculo de la 

CEso y en consecuencia la CEso es solo una estimacion, ya que no pusimos dosis 

interrnedias en esos rangos de inhibicion. La posibilidad de resistencia es remota ya que 

el pencycuron es de muy bajo riesgo de resistencia yen esa region no se utiliza mucho. 

Ademas, son regiones diferentes y la variacion de los aislamientos puede ser muy 

amplia, lo que repercute en la respuesta a los fungicidas. 

Cuadro 3. Concentraciones efectivas de pencycuron para R. solani AG 3, aislado de 
papa. 

DOS IS 
CONCENTRACION EFECTIV A (ug de i. a./ml de PDA) PENDIENTE 

50 0.0038 0.624 
90 0.4354 0.624 
95 1.665 0.624 
98 7.53 0.624 

La CE5o de pencycuron para el grupo AG 4 aislado de chile fue de 0.008 ,ug/ml y 

su CE9o de 6.621 ,ug/ml. Cuadro 4. Al comparar estas dosis con las obtenidas por 

Kataria et al. ( 1991) encontramos que existe una diferencia considerable ya que ellos 
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reportan una CE90 de 500 ,ug/ml. Estas diferencias se deben probablemente a que este no 

es el mismo grupo que estos autores trabajaron, puesto que no fue aislado de papa yen 

consecuencia es mas sensible, aunque existen reportes en donde se menciona que los 

aislamientos del grupo AG 4 son menos sensibles al pencycuron que los pertenecientes 

al grupo AG 3 (Olaya et al. 1994; Kataria y Verna, 1990). 

Cuadro 4. Concentraciones efectivas de pencycuron para R. so/ani AG 4, aislado de 
chile. 

DO SIS 
CONCENTRACION EFECTIV A (ug de i. a./ml de PDA) PENDIENTE 

50 0.008 0.441 
90 6.621 0.441 
95 44.247 0.441 
98 375.047 0.441 

La CE50 de pencycuron para el caso de frijol fue de 0.065 y su CE9o de 564.142 

,ug/ml. Al comparar esta ultima con la obtenida por Kataria et al. (1991) que fue de 500 

,ug/ml, observamos que estas concentraciones son muy similares (Cuadro 5), por lo que 

es posible que este aislamiento sea el mismo con el que trabajaron estos investigadores. 

Cuadro 5. Concentraciones efectivas de pencycuron para R. so/ani AG 4 aislado de 
frijol. 

DOS IS 
CONCENTRACION EFECTIV A (ug de i. a./ml de PDA) PENDIENTE 

50 0.065 0.326 
90 564.142 0.326 
95 7373 .033 0.326 
98 132928.8 0.326 

AI analizar los dos aislamientos pertenecientes al mismo grupo de anastomosis 

pero de cultivos diferentes, es evidente notar que existe una gran diferencia entre ellos, 

en donde se puede observar que el aislamiento de chile es mas sensible al pencycuron. 

Ueyama et al. (1993) encontraron diferencias entre aislamientos del grupo AG 4 

obtenidos de hospedantes diferentes. Ellos aislaron el grupo AG 4 de arroz y de 

remolacha y detectaron que el aislamiento de arroz era el mas sensible al pencycuron el 
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cual present6 un valor de CE5o de 0.025 ,ug/ml., mientras que para el aislamiento de 

remolacha esta dosis fue de 0.10 ,uglml. Ellos trataron de relacionar la capacidad de 

metabolizar el producto por los dos aislamiento; sin embargo, no encontraron una 

relaci6n entre esta caracteristica y la sensibilidad de los aislamientos al fungicida por lo 

que concluyen que dicha sensibilidad se debe probablemente a caracteres especificos de 

cada aislamiento. La variaci6n en sensibilidad que se detect6 en nuestros ensayos, 

creemos que se debe a que los aislamientos pertenecen a subgrupos diferentes dentro del 

mismo grupo AG 4, ya que sabemos que el producto no ha sido aplicado para el control 

de esta enfermedad en estos hospedantes; sin embargo, no podemos precisar esto debido 

a que no se identificaron estos aislamientos hasta este nivel. 

La CE5o y CE9o obtenidas con pencycuron para Rhizoctonia sp binucleado, 

aislado de haba, fueron de 58.22 y 12591.7 ,ug/ml, respectivamente. Este aislamiento fue 

el menos sensible al pencycuron. Ademas, estas dosis son muy elevadas y, por lo tanto, 

incosteables para aplicarlas en el cultivo de haba ya que el cultivo es poco redituable y 

los gastos en plaguicidas deben ser minimos. Cuadro 6. 

Ponce y Mendoza (1986) sefialan que el pencycuron no funcion6 contra R. solani 

en haba en distintos sistemas de labranza. La raz6n de aquella ineficiencia biol6gica en 

campo es que este grupo es insensible a pencycuron y en ese tiempo no se sabia; por eso 

la importancia de los resultados y contribuciones de este estudio. 

Cuadro 6. Concentraciones efectivas de pencycuron para Rhizoctonia sp. binucleado, 
aislado de haba. 

DOS IS 
CONCENTRACION EFECTIV A (ug de i. a./ml de PDA) PENDIENTE 

50 58.221 0.549 
90 12591.7 0.549 
95 57844.53 0.549 
98 321603.1 0.549 

La sensibilidad de las diferentes especies de Rhizoctonia sp. a los fungicidas y en 

particular al pencycuron ya ha sido estudiada anteriormente. Kataria y Vema (1990) 
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menc10nan que este producto mostr6 fuerte actividad contra la mayoria de los 

aislamientos de R. solani, R. sasakii; actividad moderada en R. zea y fue inefectivo 

contra R. cerealis. Aunque ellos no mencionan las causas de estos niveles de 

sensibilidad, por lo cual creemos que se deban a las diferencia en la composici6n 

genetica de los aislamientos. 

3.2 Sensibilidad a fluazinam 

Al analizar los datos obtenidos con fluazinam, sobre el porcentaje de inhibici6n 

del crecimiento micelial de los cuatro aislamientos, observamos que el grupo AG 4 

aislado de chile fue el mas sensible a este producto. La dosis de 0.0001 ,ug/ml, inhibi6 el 

6.93% del crecimiento y la dosis de 500 ,ug!ml. present6 la maxima inhibici6n con 

96.54%, Cuadra 15 del Apendice. El aislamiento de frijol (AG 4) y el aislamiento de 

haba presentan porcentajes de inhibici6n minimos y maximos similares, Cuadros 16 y 17 

del Apendice. En estos aislamientos la dosis minima fue de 0.0001 ,uglml. en donde se 

registr6 un 5.43% en el aislamiento de frijol y 8.23% en el de haba. La dosis maxima 

para estos dos aislamientos fue de 1000 ,ug!ml. con porcentajes de inhibici6n de 92.39% 

y 92.94%, respectivamente. El grupo AG 3 aislado de papa fue el menos sensible a este 

producto para el que la dosis minima fue de 0.0001 ,ug/ml en donde se registr6 un 10% 

de inhibici6n del crecimiento y la dosis maxima fue de 1500 ,ug/ml con 95.83% de 

inhibici6n, Cuadra 14 del Apendice. 

Los efectos del fluazinam sabre Rhizoctonia solani no han sido bien estudiados 

por lo que para el analisis del este producto tomaremos la dosis de la concentraci6n 

minima inhibitoria (MIC), reportada en el folleto tecnico publicado por la compafiia 

ISK. La MIC, es la concentraci6n minima que inhibe el 100% del crecimiento del hongo, 

que en el caso de Rhizoctonia sol ani se reporta que esta do sis es de 100 ,ug /ml 

(An6nimo, S/F). 

El aislamiento AG 3 comparado con los demas aislamientos mostr6 un 

sensibilidad interrnedia ya que su CEso fue de 0.0447 y su CE95 de 289.98 ,ug/ml; sin 
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embargo, la dosis de la CE90 es casi tres veces ala recomendada para su control (Cuadro 

7). 

Cuadro 7. Concentraciones efectivas de fluazinam para R. so/ani AG 3, aislado de papa. 

DOS IS 
CONCENTRACION EFECTIV A JBg_ de i. a./ml de PDA~ PENDIENTE 

50 0.0447 0.432 
90 41.704 0.432 
95 289.984 0.432 
98 2570.305 0.432 

El aislamiento AG 4 aislado de chile fue el mas sensible a este producto ya que la 

CEso para este aislamiento fue de 0.03 pg /ml; mientras que, la CE90 fue de 5.579 

pg/ml. Para este aislamiento se observa que at:m la dosis de la CE9s es casi similar a la 

reportada, por lo que la recomendaci6n para este aislamiento puede ser valida (Cuadro 

8). 

Cuadro 8. Concentraciones efectivas de fluazinam para R. so/ani AG 4, aislado de chile. 

DOS IS 
CONCENTRACION EFECTIV A (ug de i. a.lml de PDA) PENDIENTE 

50 0.03 0.566 
90 5.579 0.566 
95 24.469 0.566 
98 129.121 0.566 

Por otra parte el aislamiento de frijol fue menos sensible que el aislamiento de 

chile a fluazinam ya que la CEso de este fue de 1.67 y la CE9s de 30121.6 pg /ml. Esta 

dosis, esta muy por arriba de las recomendadas para el control de Rhizoctonia so/ani. 

Este grupo result6 ser el menos sensible al fluazinam, dentro de los grupos ensayados. El 

cultivo en este caso noes tan determinante en la respuesta ya este producto no se utiliza 

para controlar la enfermedad en ninguno de los dos cultivos. Esto nos proporciona mas 

bases para suponer que se trata de subgrupos diferentes, los cuales presentan diferencias 

considerables en su respuesta a los fungicidas (Cuadro 9). 
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Cuadro 9. Concentraciones efectivas de fluazinam para R. so/ani AG 4, aislado de frijol. 

DOS IS 
CONCENTRACION EFECTIV A (ug de i. a./ml de PDA) PENDIENTE 

50 1.677 0.387 
90 3458.86 0.387 
95 30121.6 0.387 
98 343930.6 0.387 

El aislamiento de haba mostr6 una sensibilidad interrnedia al fluazinam al 

registrarse su CE50 y CE95 en 0.447 y 5564.33 JJg /ml, respectivamente. Los valores de la 

C~5 en este caso son muy superiores a la dosis recomendada para su control y en este 

caso al igual que para pencycuron las dosis son incosteables (Cuadro 1 0). 

Cuadro 10. Concentraciones efectivas de fluazinam para Rhizoctonia sp. binucleado, 
aislado de haba. 

DOS IS 
CONCENTRACION EFECTIV A (ug de i. a./ml de PDA) PENDIENTE 

50 0.447 0.402 
90 693.101 0.402 
95 5564.332 0.402 
98 57977.02 0.402 

La respuesta del grupo AG 3 aislado de papa los fungicidas evaluados, es 

interesante ya que tanto el fluazinam como el pencycuron son recomendados en papa 

para el control de la "costra negra". Este aislamientos fue mas sensible a la acci6n de 

pencycuron que a la del fluazinam. Al comparar las dosis de las CE50 obtenidas 

observamos que la del fluazinam es 11 veces mayor a la obtenida con pencycuron, 

aunque en ensayos de campo se ha obser\rado un mejor control de la enfermedad con 

fluazinam. Por otra parte, se observaron resultados similares con los grupo AG 4 aislado 

de chile y de haba, en donde al comparar las dosis de las CE50 las diferencias no son muy 

significativas; no obstante, si se observan diferencias considerables al comparar las dosis 

de la CE98 obtenidas en este estudio. Esto se debe a que las dosis que inhiben el mayor 

porcentaje de crecimiento se incrementan considerablemente. El aislamiento de haba 
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result6 ser mas sensible a la acci6n del fluazinam con una diferencia muy grande entre 

las dosis obtenidas con pencycuron. 

La Figura 7. muestra de man era esquematica el comportamiento de los 

aislamientos estudiados al pencycuron. En esta es posible observar que el grupo AG 3 

fue el mas sensible a este producto. Ademas, el valor de la pendiente obtenido para este 

aislamiento (0.624) fue mayor, comparado con el que se registr6 para los aislamientos de 

chile (0.441 ), frijol (0.367) y haba (0.549). Esto indica que el rango de dosis que inhiben 

el minimo y maximo crecimiento micelial es mas corto en el caso del aislamiento AG 3 

de papa. El aislamiento de chile tuvo un valor de la pendiente mayor comparado con el 

aislamiento de frijol, ambos pertenecientes al grupo AG 4, por lo que ademas de ser mas 

sensible a este producto, tarnbien el rango entre las dosis maxima y minima inhibitorias 

es mas corto. Si bien el valor de la pendiente del aislamiento de haba fue mas alto que el 

obtenido en los aislamientos de chile y frijol, las dosis minimas y maximas inhibitorias 

son mucho mayores. Estos resultados nos permiten sefialar que el factor resistencia no 

esta implicado en la respuesta de los aislamientos estudiados al fungicida, sino mas bien 

el grado de sensibilidad que presentan se deba a factores propios de cada uno de ellos. 

En base a lo anterior podemos decir que el aislamiento de papa fue sensible, los 

aislamientos de chile y frijol pueden ser clasificados como medianamente sensibles y el 

aislamiento de haba es insensible al producto. 

En la Figura 8. se presenta de igual manera la respuesta al fluazinam, en donde 

observamos que el aislamiento de papa el cual fue el mas sensible al pencycuron en este 

caso present6 una sensibilidad intermedia. Ademas, el valor de la pendiente es menor 

por lo que existe un rango de dosis maximas y minima inhibitorias es mas amplio, 

comparado con el pencycuron. Por otra parte, es interesante notar que los aislamientos 

del grupo AG 4 presentaron niveles de sensibilidad diferentes; asi, el aislamiento de 

chile ademas de ser el mas sensible a este producto comparado con los aislamientos de 

papa, frijol y haba, mostr6 una diferencia considerable con el aislamiento de frijol, el 

cual fue el menos sensible al fungicida. Ademas, en este caso se obtuvieron valores de la 
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pendiente diferentes para estos aislarnientos, siendo de 0.566 para el caso de chile y de 

0.402 para el caso de frijol , por lo que el aislarniento de chile presenta una respuesta mas 

rapida al fungicida conforme se incrementa la dosis. Estos resultados nos hacen pensar 

que si bien se ha seiialado en trabajos anteriores que el grupo AG 4 presenta mayor 

sensibilidad al fluazinam que al pencycuron, esto puede no ser cierto para todos los 

aislarnientos de este grupo, por lo que creemos que existe diferencias en la respuesta a 

los fungicidas entre los subgrupos. Por otra parte, el valor de la pendiente registrado para 

el aislarniento haba fue menor en los dos fungicidas. Por lo que este aislarniento presenta 

una respuesta menos rapida a estos productos conforme se incrementa la dosis. 

La variaci6n en la sensibilidad de los grupos de anastomosis a los fungicidas no 

esta bien determinada. Sin embargo, es posible que se presenten diferencias en la 

respuesta de estos a los fungicidas, ya que existen diferencias muy marcadas entre cada 

grupo de anastomosis. Las principales caracteristicas que pueden determinar la 

diferencia en la sensibilidad a los fungicidas son entre otras: la composici6n genetica de 

los grupos, la diferencia en rango de hospedantes y la importancia de la enfermedad en 

cada hospedante, lo cual esta relacionado con la frecuencia de las aplicaciones de 

productos que se utilicen para el manejo de la enfermedad. 
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DOSIS DE pencycurou ('Ug de i. CL./ml de PDA) 

-<>- AG 3 (PAPA) + AG 4 (CHILE) * AG 4 (FRUOL) -o- Rhizoctonia sp. binucleado. 

Figura 7. Respuesta de los aislamientos AG 3, AG 4 y Rhizoctonia sp. binucleado 
al pencycuron. 
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Figura 8. Respuesta de los aislamientos AG 3, AG 4 y Rhizoctonia sp. binucleado 
al fluazinam. 
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V. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten concluir lo siguiente: 

Los aislamientos de papa, chile y frijol presentaron hifas multinucleadas y se determin6 a 

la especie Rhizoctonia so/ani. En el aislamiento de haba se observaron celulas 

binucleadas y se identific6 como Rhizoctonia sp. binucleado. 

Los aislamientos de papa fueron identificados como grupo de anastomosis 3 (AG 3); 

mientras que, los aislamientos de chile y frijol pertenecieron al grupo AG 4. 

Los aislamientos de papa, chile, frijol y haba presentaron diferencias en medio de cultivo 

como son velocidad de crecimiento, color del micelio, formaci6n de esclerocios y 

diametro de las hifas. 

En los ensayos con pencycuron y fluazinam, los aislamientos presentaron diferencias 

entre y dentro de un mismo fungicida. De esta forma, el aislamiento de papa (AG 3) 

present6 mayor sensibilidad al pencycuron que al fluazinam. El Aislamiento de chile fue 

mas sensible al fluazinam que al pencycuron. El aislamiento de frijol (AG 4) fue mas 

sensible al pencycuron que al fluazinam y el aislamiento de haba (Rhizoctonia sp. 

binucleado) fue mas sensible al fluazinam que al pencycuron. 

Por otra parte, el aislamiento de papa fue el mas sensible al pencycuron. Los 

aislamientos de chile y frijol presentaron sensibilidad intermedia, mientras que el 

aislamiento de haba fue insensible a este producto. 

En su respuesta al fluazinam el aislamiento de chile fue el que mostr6 mayor sensibilidad 

al producto, los aislamientos de papa y haba mostraron sensibilidad intermedia y el 

aislamiento de frijol fue el menos sensible a este producto. 

76 



BIBLIOGRAFIA 

VI. BIBLIOGRAFIA 

1. Agrios, G. N. 1996. Fitopatologia. 2a. edicion en espafiol. Limusa. Mexico. 

2. Alonso C., Z., Hernandez, D., Frias T. C., G., y Sanchez A., A. 1994. Determinacion 

de grupos de anastomosis de Rhizoctonia so/ani Killin en papa en Coahuila y Nuevo 

Leon, Mexico. 

3. Anderson, N. A. 1982. The genetics and pathology of Rhizoctonia so/ani. Annual 

Review Phytopathology. 20:329-347. 

4. Anonimo, 1994. Sistema producto papa. Datos ba.sicos. SARH. Mexico. p. 64-74. 

5. Anonimo, S/F. Shogun. Fungicida Agricola de amplio espectro. ISK Biosciences. 

6. Bains, P. S. and Bisth, V. S. 1995. Anastomosis group identity and virulence of 

Rhizoctonia so/ani isolates collected from potato plants in Alberta, Canada. Plant 

Disease. 79(3):241-242. 

7. Bandy, B. P., Zanzinger, D. H., and Tavantzis, S. M. 1984. Isolation of anastomosis 

group 5 of Rhizoctonia so/ani from potato field soils in Maine. Phytopathology. 

74(10): 1220-1224. 

8. Bandy, B. P., Leach, S. S., and Tavantzis, S. M. 1988. Anastomosis group 3 is the 

major cause ofRhizoctonia disease of potato in Maine. Plant Disease. 72:596-598. 

9. Balkan, H. A., and Ribeiro, W. C. C. 1985. Anastomosis groups and pathogenicity of 

Rhizoctonia so/ani isolates from Brazil. Plant Dis. 69:599-601. 

10.Carling, D. E. 1984. Rhizoctonia disease of potato. Agroborealis. 7:25-28. 

11.Carling, D. E., and Leiner, R. H. 1986. Isolation and characterization of Rhizoctonia 

so/ani and binucleate Rhizoctonia so/ani-like fungi from aerial stems and 

subterranean organs of potato plants. Phytopathology. 76(7): 725-729. 

12.Carling, D. E. Kuninaga, S., and Leiner, R. H. 1988. Relatedness within and among 

intraspecific groups of Rhizoctonia so/ani, a comparison of grouping by anastomosis 

and by DNA hibridization. Phytoparasitica. 16:209-210. 

13.Carling, D. E., Leiner, R. H. and Westphale, P. C. 1989. Symptoms, signs and yield 

reduction associated with Rhizoctonia disease of potato induced by tuberbome 

inoculum Rhizoctonia so/ani AG-3. American Potato Journ. 66:693-701. 

77 



BIBLIOGRAFIA 

14.Carling, D. E. and Leiner, R. H. 1990a. Effect of temperature on virulence of 

Rhizoctonia so/ani on potato. Phytopathology. 80:930-934. 

15.Carling, D. E., and Leiner, R. H. 1990b. Virulence of isolates of Rhizoctonia so/ani 

AG 3 collected from potato plant organs and soil. Plant Dis. 74(11):901-903. 

16.Carling, D. E. , Helm, D. J., and Leiner, R. H. 1990. In vitro sensitivity of Rhizoctonia 

so/ani and other multinucleate and binucleate Rhizoctonia to selected fungicides. 

Plant Dis. 74(11): 860-863. 

17.Carling, D. E. and Sumner, D. R. 1992. Rhizoctonia in: Singleton, L. L., Mihail, J.D. 

and Rush, C. H.1992. Methods for research on soilborne phytopathogenic fungi. APS 

Press. St. Paul, Minnesota, U. S. A. 

18.Carling, D. E., Rothrock, C. S., MacNish, G. C., Sweetingham, M. W., Brainard, K. 

A. , and Winters, S. W. 1994. Characterization of anastomosis group 11 (AG 11) of 

Rhizoctonia so/ani. Phytopathology. 84(12): 1387-1393. 

19.Carling, D. E. 1996. Grouping in Rhizoctonia so/ani by hiphal anastomosis 

reaction.In: Rhizoctonia species: taxonomy, molecular biology, ecology, pathology 

and control. 1996. B. Sneh, Sjabaji-jare, s. Neate, and G. Djist. Klwoer Academic 

Publisher. 

20.Castro, C., Davis, J. R., and Wiese, M. V. 1983. Differential medium for 

identification of Rhizoctonia so/ani AG 3. Plant Dis. 67:1069-1071. 

2l.Cedefio, M. L. R. 1987. Aspectos ultraestructurales de Rhizoctonia so/ani Kuehn. 

Universidad de los Andes, Merida, Venezuela. 

22.Herr, L. J. 1979. Practical nuclear staining procedure of Rhizoctonia-like fungi. 

Phytopathology. 69:958-961. 

23.Herr, L. J., and Roberts, D. L. 1980. Characterization of Rhizoctonia populations 

obtained from sugarbeet fields with differing soil textures. Phytopathology. 70:476-

480. 

24.Hill, C. B. and Anderson, N. A. 1989. An evaluation of potato disease caused by 

isolates of Rhizoctonia so/ani AG 3. Am. Pot. Jour. 66: 709-721. 

78 



BIBLIOGRAFIA 

25.Hofman, T. W. and Jongebloed, P. H. J. 1988. Infection process of Rhizoctonia so/ani 

on solanum tuberosum and effects of granular nematicides. Neth. Jour. Phytop. 

94:243-252. 

26.Hooker, W. J. 1980. Compendium ofpotato disease. APS. St. Paul, Minesota, E.U. 

27.Jabaji-Hare, S. H., Meller, Y., Gill, S., and Charest, P. M. 1990. Investigation of 

genetic relatedness among anastomosis groups of Rhizoctonia so/ani using cloned 

DNA probes. Can. Jour. Pl. Path. 12:393-404. 

28.Kataria, H. R., and Verma, P.R. 1990. Efficacy offungicidal seed treatments against 

pre-emergence damping-off and post-emergence seedling root rot of growth chamber 

grown canola caused by Rhizoctonia so/ani AG 2-1 and AG 4. Can. Jour. Pl. Path. 

12: 409-416. 

29.Kataria, H. R., Hugelshofer, U., and Gisi, U. 1991a. Sensitivity of Rhizoctonia 

species to different fungicides. Pl. Path. 40: 203-211. 

30.Kataria, H. R., Verma, P. R. , and Gisi, U. 1991b. Variability in the sensitivity of 

Rhizoctonia so/ani anastomosis groups to fungicides. Jour. Phytopath. 133:121-133. 

3l.Kronland, W. C. and Stanghellini, M. E. 1988. Clean slide technique for observation 

of anastomosis and nuclear condition of Rhizoctonia so/ani. Phytopathology. 

78(6):820-822. 

32.Lilja, A., Hietala, A. M., and Karjalainen, R. 1996. Identification of a uninucleate 

Rhizoctonia sp. by pathogenecity, hyphal anastomosis and RAPD analysis. Pl. Path. 

45:997-1006. 

33 .Liu, Z., Nickrent, D. L., and Sinclair, J. B. 1990. Genetic relationships among isolates 

of Rhizoctonia so/ani on anastomosis group 2 based on isozyme analysis. Can. Jour. 

Pl. Path. 12(4): 376-382. 

34.MacNish, G. C., Carling, D. E., and Brainard, K. A. 1993. Characterization of 

Rhizoctonia so/ani AG 8 from bare patches by pectic isozyme (zymogram) and 

anastomosis techniques. Phytopathology. 83: 922-927. 

35.MacNish, G. C., and Carling, D. E. 1995. Use of vegetative compatible populations 

(VCP) to determine field distribution of Rhizoctonia so/ani AG 8. Phytopathology. 

85:1040. 

79 



BIBLIOGRAFIA 

36.McDonald, B. A., and McDermott, J. M. 1993. Population genetics of plant 

pathogenic fungi. Bioscience. 43(5): 311-319. 

37.Mendoza Z., C. 1991. Diagn6stico de enfermedades fungosas. Departamento de 

Parasitologia Agricola, UACH. Mexico. 105-106. 

38.0goshi, A. 1987. Ecology and patogenicity of anastomosis and intraspecific groups of 

Rhizoctonia so/ani Kiihn. Ann. Rev. Phytopath. 25:125-143. 

39.0laya, G. , Abawi, G. S., and Barnard, J. 1994. Response of Rhizoctonia so/ani and 

binucleate Rhizoctonia to five fungicides and control of pocket rot of table beets with 

foliar sprays. Pl. Dis. 78(11): 1033-1037. 

40.Parmeter, J. R. Jr., Whitney, H. S., Platt, W. D. 1967. Affinities of some Rhizoctonia 

species that resemble mycelium of Thanatephorus cucumeris. Phytopathology. 

57:218-223. 

4l.Parmeter, J. R. Jr., Sherwood, R. T., Platt, W. D. 1969. Anastomosis grouping among 

isolates of Thanathephorus cucumeris. Phytopathology. 59:1270-1278. 

42.Parmeter, J. R. Jr. 1970. Rhizoctonia so/ani, biology and pathology. University of 

California, Press, Berkeley, U. S. A. 

43.Ponce G. , F. y Mendoza Z., C. 1986. Labranza de conservaci6n y su relaci6n con la 

incidencia y control de Rhizoctonia so/ani en haba, en Chapingo, Mexico. XIII 

Congreso Nacional de Fitopatologia. Tuxtla Gutierrez, Chiapas. 

44.Rich, A.E. 1983. Potato disease. Academic Press. New York. 63-69. 

45.Rocha R., R. , Virgen, G. y Olalde, V. 1995. Grupos de anastomosis de Rhizoctonia 

so/ani en tuberculos-semilla de papa, de diferentes regiones de Mexico. Revista 

Forestal Venezolana. 1(1): 1-2. 

46.Romero C., S. 1993. Hongos fitopatogenos. UACH. Mexico. pp. 338-340. 

47.Sneh, B., Burpee, L. and Ogoshi, A. 1991. Identification of Rhizoctonia species. APS 

Press. St. Paul, Minnesota, U.S.A. 

48.Sumner, D. R. 1987. Efficacy of pencycuron against isolates representing different 

anastomosis groups of Rhizoctonia so/ani and Rhizoctonia-like binucleate fungi. Pl. 

Dis. 71(6):515-518. 

80 



BIBLIOGRAFIA 

49.Ueyama, I., Araki, Y., Kurogochi, S., and Yamaguchi, I. 1993. Metabolism of 

phenylurea fungicide pencycuron, in sensitive and tolerant strains of Rhizoctonia 

so/ani. Jour. Pest. Scien. 18(1):109-117. 

50.Valadez L., A. 1996. Producci6n de hortalizas. Limusa. Mexico. 212-222. 

5l.Vilgalys, R., and Gonzalez, D. 1990. Ribosomal DNA restriction fragment length 

polymorfisms in Rhizoctonia so/ani. Phytopathology. 80(2): 151-158. 

52.Vilgalys, R. and Cubeta, M.A. 1994. Molecular systematics and population biology 

of Rhizoctonia. Ann. Rev. Phytopath. 32:135-155. 

53.Virgen, G., Olalde, V., y Rocha, P. R. 1996. Grupos de anastomosis de Rhizoctonia 

so/ani KUhn, en papa en el Estado de Guanajuato, Mexico. Rev. Mex. Fitopat. 

31(1):48. 

54.Yang, H. A., Sivasithamparam, K., Barton, J. E., and O'Brien, A. 1995. 

Characterization of cereal bare patch isolates of Rhizoctonia so/ani by random 

amplified polymorfic DNA analysis. Pl. Pathology. 44: 811-818. 

81 



' · APENDICE 

VII. APENDICE 

Preparacion de soluciones utilizadas en Ia observacion de Ia condicion 
nuclear y reaccion de anastomosis. 

Safranina 0 alcalina. 

Safranina 0 
Hidr6xido de potasio 
Glicerina 
Agua destilada esteril 

6 ml. al 0.5% 
10 ml. al 3% 

5 ml. 
79 ml. 

La safranina 0 y el hidr6xido de potasio se diluyen para llevarlos a la 
concentraci6n deseada en agua destilada. Una vez hecho esto se mezclan los 
compuestos. 

Lactofenol. 

Acido lactico 
Fenol 
Agua destilada 
Glicerina 

10 ml. 
10 ml. 
10 ml. 
20 ml. 

Se mezclan todos los compuestos a una temperatura de 60 °C para mejorar la 
solubilidad. 

Azul de trifano- Lactofenol. 

Se adicionan 0.05 g. de azul de trifano por cada 100 ml. de lactofenol y se 
mezclan. 

Solucion humectante. 

Agua destilada 
Tween 80 
Acido lactico 

Mezclar los compuestos. 

100 ml. 
1 ml. 
1 ml. 
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CUADRO 1. RELACION DE MUESTRAS COLECT ADAS EN EL VALLE DE 
TOLUCA, EST ADO DE MEXICO. 

NUM.DE FECHADE 

APENDICE 

MATERIAL 
MUESTRA MUESTREO COMUNIDAD MUNICIPIO VARIEDAD COLECTADO 

1 23-09-95 Jaltepec San Felipe del Progreso Alpha Tuberculos 
2 23-09-95 Jaltepec San Felipe del Progreso Alpha Tuberculos 
3 23-09-95 Jaltepec San Feilpe del Progreso Alpha Est. y Tub. 
4 23-09-95 Jaltepec San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
5 23-09-95 Jaltepec San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
6 23-09- 95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
7 23-09-95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
8 23-09-95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Est. y Tub. 
9 23-09-95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Tuberculos 
10 23-09-95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
11 23- 09- 95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
12 23-09- 95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
13 23-09-95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
14 23- 09- 95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
15 23-09-95 La Providencia San Felipe del Progreso Alpha Estolones 
16 30-09-95 Calimaya Calimaya Alpha Tuberculos 
17 30-09-95 Calimaya Calimaya Alpha Tuberculos 
18 30-09-95 Calimaya Calimaya Alpha Tub. y Est. 
19 30-09-95 Calimaya Calimaya Alpha Tub. y Est. 
20 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel Balderas Rosita Tuberculos 
21 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel Balderas Rosita Tuberculos 
22 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel Balderas Rosita Tuberculos 
23 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel Balderas Rosita Tuberculos 
24 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San miguel Balderas Rosita Tuberculos 
25 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel Balderas Rosita Tuberculos 
26 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel Balderas Rosita Tuberculos 
27 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel balderas Rosita Tuberculos 
28 30-09-95 Sn. Miguel Balderas San Miguel balderas Alpha Tub. y est. 
29 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Alpha Tub. y Est. 
30 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Alpha Estolones 
31 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Alpha Estolones 
32 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Alpha Tub. y Est. 
33 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Alpha Estolones 
34 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Alpha Tub. y Est. 
35 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Alpha Estolones 
36 30-09-95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Rosita Tub. y Est. 
37 30-09 -95 San Juan de las Huertas Zinacantepec Rosita Tub. y Est. 
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Cuadro 2. Dosis de pencycuron para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia so/ani AG 3, aislado de 
papa. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS (ue de i . a.lml de PDA) 
1 TESTIGO 0.000 
2 pencycuron 0.0001 
3 pencycuron 0.0005 
4 pencycuron 0.001 
5 pencycuron 0.005 
6 pencycuron 0.01 
7 pencycuron 0.05 
8 pencycuron 0.1 
9 pencycuron 0.5 
10 pencycuron 1.0 
11 pencycuron 5.0 

Cuadra 3. Dosis de pencycuron para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia so/ani AG 4, aislado de 
Chile. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS(ug de i. a.lml de PDA) 
1 TESTIGO 0.000 
2 pencycuron 0.0001 
3 pencycuron 0.0005 
4 pencycuron 0.001 
5 pencycuron 0.005 
6 pencycuron 0.01 
7 pencycuron 0.05 
8 pencycuron 0.1 
9 pencycuron 0.5 
10 pencycuron 1.0 
11 pencycuron 5.0 
12 pencycuron 10.0 
13 pencycuron 50.0 
14 pencycuron 100.0 
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Caudro 4. Dosis de pencycuron para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia so/ani AG 4, aislado de 
frijol. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS (pg de i. a.!ml de PDA) 
1 TEST! GO 0.000 
2 pencycuron 0.00001 
3 pencycuron 0.0001 
4 pencycuron 0.001 
5 pencycuron 0.01 
6 pencycuron 0.05 
7 pencycuron 0.1 
8 pencycuron 0.5 
9 pencycuron 1.0 
10 pencycuron 5.0 
11 pencycuron 10.0 
12 pencycuron 50.0 
13 pencycuron 100.0 

Cuadro 5. Dosis de pencycuron para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia sp. binucleado, aislado de 
haba. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS (p2 de i. a.!ml de PDA) 
1 TEST! GO 0.000 
2 pencycuron 0.1 
3 pencycuron 0.5 
4 pencycuron 1.0 
5 pencycuron 5.0 
6 pencycuron 10.0 
7 pencycuron 50.0 
8 pencycuron 100.0 
9 pencycuron 250.0 
10 pencycuron 500.0 
11 pencycuron 1000.0 
12 pencycuron 1250.0 
13 pencycuron 1500.0 
14 pencycuron 1750.0 
15 pencycuron 2000.0 
16 _Q_enc_ycuron 2500.0 
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Cuadro 6. Dosis de fluazinam para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia so/ani AG 3, aislado de papa. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS (ue de i. a.lml de PDA) 
I TESTIGO 0.000 
2 fluazinam 0.0001 
3 fluazinam 0.001 
4 fluazinam 0.005 
5 fluazinam 0.01 
6 fluazinam 0.025 
7 fluazinam 0.05 
8 fluazinam 0.075 
9 fluazinam 0.1 
10 fluazinam 0.25 
11 fluazinam 0.5 
12 fluazinam 1.0 
13 fluazinam 5.0 
14 fluazinam 10.0 
15 fluazinam 50.0 
16 fluazinam IOO.O 
17 fluazinam 500.0 
18 fluazinam 1000.0 
I9 fluazinam 1500.0 

Cuadro 7. Dosis de fluazinam para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia so/ani AG 4, aislado de 
Chile. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS fpg de i. a.lml de PDA) 
I TESTIGO 0.000 
2 fluazinam O.OOOI 
3 fluazinam 0.0005 
4 fluazinam O.OOI 
5 fluazinam 0.005 
6 fluazinam O.OI 
7 fluazinam 0.05 
8 fluazinam 0.075 
9 fluazinam 0.1 
IO fluazinam 0.25 
II fluazinam 0.5 
I2 fluazinam 1.0 
I3 fluazinam 5.0 
I4 fluazinam IO.O 
I5 fluazinam 50.0 
16 fluazinam IOO.O 
I7 fluazinam 500.0 
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Cuadro 8. Dosis de fluazinam para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia so/ani AG 4, aislado de frijol. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS (ue de i. a.lml de PDA) 
I TESTIGO 0.000 
2 fluazinam O.OOOI 
3 fluazinam O.OOI 
4 fluazinam O.OI 
5 fluazinam 0.05 
6 fluazinam O.I 
7 fluazinam 1.0 
8 fluazinam 5.0 
9 fluazinam IO.O 
IO fluazinam 50.0 
II fluazinam IOO.O 
I2 fluazinam 250.0 
I3 fluazinam 500.0 
I4 fluazinam 750.0 
I5 fluazinam IOOO.O 

Cuadro 9. Dosis de fluazinam para evaluar Ia CE50 en Rhizoctonia spp. binucleado, aislado de 
haba. 

NUMERO FUNGICIDA DOSIS (ue de i. a.lml de PDA) 
I TESTIGO 0.000 
2 fluazinam O.OOOI 
3 fluazinam O.OOI 
4 fluazinam O.OI 
5 fluazinam 0.05 
6 fluazinam 0.1 
7 fluazinam 1.0 
8 fluazinam 5.0 
9 fluazinam IO.O 
IO fluazinam 50.0 
II fluazinam 100.0 
I2 fluazinam 250.0 
I3 fluazinam 500.0 
14 fluazinam IOOO.O 
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Cuadro 10. Crecimiento·inhibido de R. so/ani AG 3, ais1ado de papa, por pencycuron. 

DOS IS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA (u~ de i. a.lml de PDA) INHIBICION 

1 TESTIGO 0.000 0.00 
2 pencycuron 0.0001 5.69 
3 pencycuron 0.0005 30.33 
4 pencycuron 0.001 36.96 
5 pencycuron 0.005 63.03 
6 pencycuron 0.01 69.66 
7 pencycuron 0.05 72.04 
8 pencycuron 0.1 80.09 
9 pencycuron 0.5 90.52 
10 pencycuron 1.0 93.36 
11 pencycuron 5.0 94.31 

Cuadro 11. Crecimiento inhibido de R. so/ani AG 4, aislado de Chile, por pencycuron. 

DOS IS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA . (ug de i. a./ ml de PDA) INHIBICION 

1 TESTIGO 0.000 0.00 
2 pencycuron 0.0001 11.76 
3 pencycuron 0.0005 25.63 
4 pencycuron 0.001 42.44 
5 pencycuron 0.005 47.05 
6 pencycuron 0.01 57.14 
7 pencycuron 0.05 66.38 
8 pencycuron 0.1 69.33 
9 pencycuron 0.5 80.25 
10 pencycuron 1.0 83 .19 
11 pencycuron 5.0 84.87 
12 pencycuron 10.0 88.65 
13 pencycuron 50.0 94.96 
14 pencycuron 100.0 96.64 
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Cuadra 12. Crecimiento inhibido de R. so/ani AG 4, aislado de frijol , par pencycuron. 

DO SIS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA (ug de i. a.lml de PDA) INHIBICION 
I TESTIGO 0.000 0.00 
2 pencycuron 0.00001 9.82 
3 pencycuron 0.0001 19.64 
4 pencycuron 0.001 30.36 
5 pencycuron 0.01 39.28 
6 pencycuron 0.05 48.21 
7 pencycuron 0.1 54.46 
8 pencycuron 0.5 57.14 
9 pencycuran 1.0 63.39 
10 pencycuran 5.0 66.96 
11 pencycuran 10.0 75.0 
12 pencycuran 50.0 84.82 
13 pencycuron 100.0 90.18 

Cuadra 13 . Crecimiento inhibido de Rhizoctonia spp. binucleado, aislado de haba, por 
pencycuron. 

DOS IS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA (ug de i. a.lml de PDA) INHIBICION 

1 TESTIGO 0.000 0.00 
2 pencycuron 0.1 5.43 
3 pencycuron 0.5 10.87 
4 pencycuran 1.0 21.74 
5 pencycuron 5.0 28.26 
6 pencycuron 10.0 35.87 
7 pencycuron 50.0 48.91 
8 pencycuron 100.0 56.52 
9 pencycuron 250.0 58.69 
10 pencycuron 500.0 61.95 
11 pencycuron 1000.0 67.39 
12 pencycuron 1250.0 72.82 
13 pencycuron 1500.0 78.26 
14 pencycuran 1750.0 81.52 
15 pencycuran 2000.0 85 .87 
16 pencycuron 2500.0 90.21 
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Cuadro I4. Crecimiento inhibido de R. so/ani AG 3 aislados de papa por fluazinam. 

DO SIS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA (uf! de i. a.!ml de PDA) INHIBICION 

I TESTIGO 0.000 0.00 
2 fluazinam 0.0001 10.0 
3 fluazinam O.OOI 20.0 
4 fluazinam 0.005 25.0 
5 fluazinam O.OI 28.33 
6 fluazinam 0.025 36.67 
7 fluazinam 0.05 49. I7 
8 fluazinam 0.075 56.67 
9 fluazinam O.I 69.17 
10 fluazinam 0.25 76.67 
11 fluazinam 0.5 80.0 
I2 fluazinam 1.0 80.83 
13 fluazinam 5.0 86.67 
I4 fluazinam IO.O 87.5 
I5 fluazinam 50.0 88.33 
I6 fluazinam IOO.O 89.58 
17 fluazinam 500.0 90.33 
I8 fluazinam IOOO.O 91.67 
19 fluazinam I500.0 95 .83 

Cuadro I5. Crecimiento inhibido de R. so/ani AG 4, aislado de Chile, por fluazinam. 

DOS IS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA (ug de i. a./ml de PDA) INHffiiCION 

I TESTIGO 0.000 0.00 
2 fluazinam 0.0001 6.93 
3 fluazinam 0.0005 9.09 
4 fluazinam O.OOI 1I.25 
5 fluazinam 0.005 24.67 
6 fluazinam O.OI 41.55 
7 fluazinam 0.05 55.4I 
8 fluazinam 0.075 68.83 
9 fluazinam O.I 73.59 
IO fluazinam 0.25 80.08 
1I fluazinam 0.5 81.82 
12 fluazinam 1.0 ' 85.28 
13 fluazinam 5.0 88.74 
14 fluazinam 10.0 90.04 
I5 fluazinam 50.0 91.77 
I6 fluazinam IOO.O 93.07 
17 fluazinam 500.0 96.54 
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Cuadra 16. Crecimiento inhibido de R. so/ani AG 4, aislado de frijol , por fluazinam. 

DO SIS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA (ug de i. a.!ml de PDA) INHIBICION 

I TESTIGO 0.000 0.00 
2 fluazinam 0.0001 5.43 
3 fluazinam 0.001 14.13 
4 fluazinarn 0.01 23 .91 
5 fluazinarn 0.05 28.26 
6 fluazinarn 0.1 30.43 
7 fluazinam 1.0 43.48 
8 fluazinam 5.0 47.82 
9 fluazinam 10.0 54.34 
10 fluazinam 50.0 67.39 
11 fluazinarn 100.0 76.08 
12 fluazinam 250.0 80.43 
13 fluazinam 500.0 84.78 
14 fluazinam 750.0 89.13 
15 fluazinam 1000.0 92.39 

Cuadro 17. Crecimiento inhibido de Rhizoctonia spp. binucleado, aislado de haba, por 
fluazinam. 

DO SIS PORCENTAJE DE 
NUMERO FUNGICIDA (ug de i. a.!ml de PDA) INHIBICION 

1 TESTIGO 0.000 0.00 
2 fluazinam 0.0001 8.23 
3 fluazinam 0.001 16.47 
4 fluazinam 0.01 25 .88 
5 fluazinam 0.05 34.11 
6 fluazinam 0.1 41.17 
7 fluazinam 1.0 50.58 
8 fluazinam 5.0 60.0 
9 fluazinam 10.0 69.41 
10 fluazinam 50.0 78.82 
11 fluazinam 100.0 84.70 
12 fluazinam 250.0 88.23 
13 fluazinam 500.0 90.59 
14 fluazinam 1000.0 92.94 
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