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Morphological variability, pathogenicity and susceptibility to
fungicides of Rhizoctonia solani isolated from rhizosphere
of Vitis vinifera var. perlette seedless
Abstract: Morphological variability, hyphal anastomosis reactions, pathogenicity and
susceptibility to fungicides of Rhizoctonia solani isolated from the rhizosphere of ungrafted

Vitis vinifera var. perlette seedless from Sonora, Mexico, were studied. Isolates were obtained
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using the wet sieving method and culturing in water-agar 2 % in sterile Petri dishes. One
hundred and twenty two isolates were morphological characterized by having from 3 to 9
nuclei per cell, hyphal diameter from 3 to 8 um and colony color from off white to dark
brown. Isolates had characteristics of the anastomosis group AG-4 and two vegetative
incompatible groups. The 100 % of evaluated isolates caused roots damage with wounds
longer than 5 mm and they were susceptible to the evaluated concentrations of tolclofos-
metil, tiabendazol and were less sensitive to azoxistrobin. Rhizoctonia solani is a potential risk
to Vitis vinifera var. perlette seedless in vineyards of Sonora, Mexico.
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Resumen: Se estudi6 la variabilidad morfoldgica, reaccién de anastomosis, patogenicidad y

/

susceptibilidad a fungicidas de Rhizoctonia solani aislado de la rizésfera de Vitis vinifera var.
perlette seedless plantada a pie franco en Sonora, México. El hongo se aislé6 mediante el
método de tamizado en hdmedo y la siembra en agar-agua 2 %. Se obtuvieron 122 cepas, las
cuales presentaron hifas con 3 a 9 ndcleos por célula, de 3 a 8 um de didmetro y de color
blanco sucio a moreno oscuro. Los aislamientos correspondieron al grupo anastomésico AG-

mpresa en México

4y a dos grupos de incompatibilidad vegetativa. El 100 % de las cepas inoculadas causaron
pudricién de raices con lesiones mayores a 5 mm de longitud y fueron susceptibles a las
concentraciones evaluadas de los fungicidas tolclofos-metil, tiabendazol y en menor grado a
azoxistrobin. Rhizoctonia solani es un patégeno potencial para Vitis vinifera var. perlette
seedless en vinedos de Sonora, México.
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Introduccion
Rhizoctonia solani Kiihn es un patégeno de distribucion
cosmopolita nativo del suelo, que afecta a un gran namero de
hospederos, principalmente cultivos anuales [15]. En la

produccion de plantas forestales y frutales se presenta como
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un problema de vivero y aunque se ha reportado que afecta
arboles silvestres y cultivados, aiin no se considera un
patégeno importante de raices de plantas maduras [9, 11]. R.
solani AG-4 provoca dafio en raices de vid desarrolladas en
vivero [19]. En las regiones viticolas de Sonora no se tienen
registros al respecto, pero el hongo se ha aislado de plantas

maduras con pudricion radicular en vifiedos de la region de
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Pesqueira, Sonora, México (Avila-Salazar, com. pers.).

Rhizoctonia solani es una especie compleja que
comprende cepas con una apariencia altamente variable en
cultivos axénicos, asi como en el ancho de hifas, morfologia
de esclerocios, patogenicidad y susceptibilidad a fungicidas
[1, 8, 14]. La clasificacion de sus aislamientos se basa en la
reaccion de anastomosis hifal, la cual es una respuesta de
incompatibilidad vegetativa entre las cepas confrontadas [3,
4, 5, 7]. Actualmente se consideran cuatro categorias: CO
indica que los aislamientos confrontados pertenecen a
diferentes grupos anastomosicos (AG) y carecen de una
relacion vegetativa; C1, representa una relacion distante, que
puede ser encontrada dentro de AG altamente heterogéneos;
la categoria C2 comprende aislamientos relacionados que
corresponden al mismo grupo anastomosico, pero a diferentes
poblaciones vegetativamente compatibles; y la categoria C3
incluye una relacion muy cercana, las cepas pertenecen al
mismo AG y a la misma poblacion vegetativamente
compatible, siendo una posibilidad que se trate del mismo
individuo [2].

Dada la variabilidad entre aislamientos y grupos
anastomosicos de R. solani en su patogenicidad, tolerancia a
la temperatura y sensibilidad a fungicidas, la implementacion
de métodos de control exitosos depende de un conocimiento
completo del patogeno. Por ello, el objetivo principal de este
trabajo fue determinar la variabilidad morfologica, reaccion
de anastomosis, patogenicidad y susceptibilidad a fungicidas
de Rhizoctonia solani aislado de la rizosfera de plantas
francas de Vitis vinifera var. perlette seedless en vinedos de

Sonora.
Materiales y métodos
Obtencion de aislamientos

Se seleccionaron tres vifiedos de La Costa de Hermosillo y

tres de la region de Pesqueira, municipio de San Miguel de

Horcasitas, Sonora, México. En cada campo se eligieron tres
cuadrantes al azar (5 ha/cuadrante) y en cada uno de ellos se
realiz6 un muestreo en zig-zag, tomando muestras de suelo de
larizosfera de 5 plantas en cada punto, con 20 a 30 puntos por
cuadrante, a una profundidad de 15 a 30 cm. El suelo se
proceso por el método de Weinhold de tamizado en humedo
[20]. Los residuos obtenidos se sembraron en cajas Petri con
medio de cultivo agar-agua 2 % e incubaron a 25 °C por 24 h.
El crecimiento micelial se observo al microscopio de luz,
seleccionando las puntas de hifas de los individuos con
caracteristicas afines a Rhizoctonia y sembrandose
nuevamente en agar-agua, bajo las mismas condiciones de

temperatura.

Numero de nucleos y diametro de hifas

Se tomaron 4 muestras de 1 cm’ de la periferia del crecimiento
micelial de cada una de las colonias incubadas a 25 °C por 24 h
y se tifieron con azul de tripano en lactofenol al 0.5 %,
observandose al microscopio de luz (400x) un total de 50
hifas por cada cepa. Se midié el diametro de cada una y

determin6 el nimero de nucleos por célula [15].

Caracteristicas del micelio

Los aislamientos multinucleados se sembraron en medio de
cultivo con extracto de levadura-agar-glucosa (mismo que se
utilizd para todas las pruebas de caracterizacion),
incubandose a 25 °C. Al llenarse la caja de cultivo con el
micelio, se registro el color, apariencia del micelio y presencia
de esclerocios. Las cepas se agruparon con base en el color y
apariencia micelial y se selecciondo un aislamiento
representante de cada grupo con los cuales se realizaron las

pruebas posteriores.

Reaccién de anastomosis
Todos los aislamientos representantes de grupo se
confrontaron entre si y con aislamientos de grupos control

para determinar su reaccion de anastomosis. En una caja Petri

con agar-agua al 2 % se colocd, al centro el grupo control, un
disco de 8mm, y alrededor de éste la cepa multinucleada en
tres discos de 8 mm. Se incubaron a 25 °C por 12 a 18 h hasta
formarse una zona de traslape entre las hifas de ambas cepas.
Parte de esta zona se colocé en un portaobjetos y se determind
el tipo y nimero de reacciones de compatibilidad (C0, C1,C2,
C3) observada en tres campos visuales (400x) [2, 10, 11]. Para
determinar una reaccion de anastomosis positiva se
consideraron cinco puntos de fusion en cada confrontacion o
una frecuencia de fusién mayor a 15 % [2, 8, 12]. Los grupos
anastomoésicos utilizados como control, elegidos
considerando las condiciones ambientales de la regién y los
reportes existentes de los grupos que afectan a frutales fueron:
AG1-1C CSKa, AG-6 y AG-4 aislados de plantas de chile en
Sayula, Jalisco.

Compatibilidad vegetativa

Se determino la compatibilidad vegetativa entre aislamientos
de cada grupo con base en la similitud micelial y entre los
representantes de éstos y el aislamiento de AG-4. En una caja
Petri con medio de cultivo con extracto de levadura-glucosa
se coloco al centro el grupo control (un disco de 8 mm) y
alrededor de éste la cepa multinucleada (tres discos de 8 mm).
Se incubaron a 25 °C por 72 h hasta formarse una zona de
traslape entre las colonias de ambas cepas. Los resultados se
registraron como: a) aislamientos vegetativamente
compatibles, si el traslape de las colonias no presenta una
linea divisoria entre los margenes de cada una; b)
incompatibilidad vegetativa débil, si los margenes de las
colonias se observan delimitados; y c¢) incompatibilidad
vegetativa fuerte, si se encuentran en la zona de traslape el

crecimiento de hifas aéreas [6].

Patogenicidad en vid
Las cepas a evaluar se desarrollaron en papa-dextrosa-agar
durante 3 dias. Estacas de vid de la variedad perlette seedless

se colocaron en perlita himeda durante 6 semanas para su

enraizamiento. Posteriormente se transplantaron a bolsas de
plastico de 15 x 25 cm con arena esterilizada. El hongo se
inoculd en el transplante (20 discos de medio de cultivo con el
hongo por planta). Las plantas inoculadas se mantuvieron en
invernadero y regaron una vez por semana con solucion
nutritiva (150 mg/kg N, 50 mg/kg P, 100 mg/kg K, 3 mg/kg
Fe), durante 5 semanas; transcurrido este periodo se
revisaron las raices y se determino el grado de dafio con base
en la siguiente escala arbitraria: 0 =raiz sana; 1 = dafio menor
(lesiones < 5 mm); 2 = dafio intermedio (lesiones > 5mm); 3=
dafio mayor (lesiones grandes, mayoria de tejido muerto) y 4

=todas las raices muertas [5].

Porcentaje de incidencia

Una vez realizado el ensayo de patogenicidad se tomaron 10
secciones de raiz de lem de longitud de cada uno de los
tratamientos y repeticiones. Los trozos se lavaron con agua
destilada y se desinfestaron en una solucion de alcohol al 80 %
por 5 min.; después se pasaron a una solucion de hipoclorito
de sodio al 33 % por 2 min. Se lavaron 3 veces con agua
destilada estéril, se secaron y sembraron en cajas Petri con
papa dextrosa agar con rosa de bengala y acido lactico,
incubandose a 25 °C por 24 a 48 h. Después del periodo de
incubacion se confirmo el crecimiento de R. solani en cada
uno de los trozos de raiz de cada tratamiento y se registro
como porcentaje de incidencia del hongo en el sistema

radical.

Sensibilidad a fungicidas

Cada uno de los aislamientos se sembr6 en cajas Petri con
papa dextrosa agar adicionado con fungicida e incubo a 25 °C
durante 48 h. Los fungicidas evaluados fueron azoxistrobin
(Amistar 25 %, Syngenta México), tiabendazol (Mertec,
Arysta LifeScience México) y tolclofos-metil (Rizolex 75
PH, Valent de México), en dosis de 100 mg/kg y se incluy6 un
tratamiento control sin fungicida. Cada tratamiento considerd

tres repeticiones, registrandose dos mediciones
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(perpendiculares entre si) del didmetro del crecimiento
micelial a las 48 h después de la incubacion, determinando el
porcentaje de inhibicion de cada tratamiento fungicida con

respecto al crecimiento del testigo [17].

Analisis estadistico

Los experimentos de patogenicidad, incidencia del hongo y
sensibilidad a fungicidas se realizaron bajo un disefio
completamente al azar, aplicando un anélisis de varianza y
determinando diferencias de medias por medio de la prueba
de Tukey (P=0.95), empleando el paquete estadistico SAS

version6.12.

Resultados y discusién

Morfologia

En los seis vifledos muestreados se obtuvieron 122
aislamientos de Rhizoctonia solani con micelio de color
blanco sucio a moreno oscuro, de 3 a 9 nucleos por célula e
hifas de 3.1 a 8.8 pm de didmetro. Estas caracteristicas se
determinaron a partir de los nueve grupos conformados con
base en la similitud morfoldgica de los cultivos desarrollados
a 25 °C. En las pruebas de crecimiento con temperaturas
extremas (10, 35 y 40 °C) se observaron cambios en la
apariencia y coloracion del micelio (datos no mostrados). En
cuatro de los nueve grupos se desarrollaron esclerocios
amorfos, moreno oscuro con exudados de color similar,
producidos generalmente en el centro de la colonia. Las
diferencias observadas en las caracteristicas morfologicas de
los aislamientos, asi como la influencia de la temperatura
sobre la apariencia de la colonia, concuerdan con los
resultados obtenidos por otros autores [12, 16] y corroboran
que dichas caracteristicas no son determinantes para el

establecimiento de grupos del complejo R. solani.

Reaccién de anastomosis

Todas las cepas presentaron autofusion hifal, ratificindose su
capacidad de autoanastomosis. Ninguno de los nueve grupos
correspondio a AG-1 y AG-6 (reaccion de anastomosis C0) y
con AG-4 solo el aislamiento M200 present6 una frecuencia
de fusion del 15 % (C3), perteneciendo a dicho grupo
anastomosico. En el resto de las colonias se observod
frecuentemente una relacion distante entre los aislamientos
confrontados (Tabla 1).

Para determinar que un aislamiento pertenece a un
grupo anastomosico, su frecuencia de fusion hifal debe ser
mayor a 15 % con un aislamiento representante de dicho AG
[17]. En nuestro estudio sélo la cepa M200 mostro ese
porcentaje (Tabla 1). Sin embargo, Carling [2] sefialo que para
definir la categoria (C0, C1, C2 6 C3) y la reaccion de
anastomosis entre aislamientos confrontados, se requiere la
observacion minima de cinco puntos de reaccion
caracteristica por categoria. Con estas consideraciones los
aislamientos M141, M165 y M200 se definieron como
individuos pertenecientes al AG-4. Asi mismo con base en el
criterio de Carling et al. [3], estos aislamientos pertenecen al
grupo anastomosico AG-4, ya que todos presentaron mas de

seis puntos de fusion, quedando en la categoria C1.

Tabla 1. Reaccién de anastomosis de aislamientos de
Rhizoctonia solani obtenidos de la rizosfera de Vitis
vinifera var. perlette seedless confrontados con el grupo
anastomosico AG-4

Aislamiento Categorias de la reaccion  Frecuencia

de fusion (%)
co CI C2 C3
M99 2% 19 2 2 4
M109 23 10 0 0 0
M131 17 11 0 0 0
M141 16 12 4 3 8
M165 18 24 5 3 6
M166 19 13 0 0 0
M189 14 6 0 0 0
M200 11 6 5 4 15
M211 18 100 0 0

* Nueve colonias poraislamiento confrontadas.

Compatibilidad vegetativa

Los resultados de la anastomosis y la compatibilidad
vegetativa no mostraron congruencia, ya que los aislamientos
con mayor reaccion de anastomosis (C2, C3) tuvieron una
incompatibilidad vegetativa fuerte. Esto puede significar que
los puntos calificados con reaccién C3, realmente
correspondian a C2 y por ende, las cepas confrontadas
pertenecen al mismo grupo anastomosico pero a distinto
grupo de compatibilidad vegetativa. En el caso de AG-4
(Figuras 1-9), cuatro cepas (M109, M131, M189 y M211)
mostraron incompatibilidad débil y las cinco restantes una
incompatibilidad fuerte, observandose hifas aéreas en la zona
de traslape. La reaccion de incompatibilidad vegetativa débil,
podria indicar una relacion mas cercana entre las cepas
confrontadas y apoyaria la decision tomada de determinar

estas cepas como AG-4[6, 16].

Patogenicidad y porcentaje de incidencia
Con excepcion del testigo, en todos los tratamientos las raices
presentaron lesiones de color rojizo oscuro alrededor de las
raicillas, ocasionando ahorcamiento de las mismas mientras
que otras estaban completamente podridas (Figuras 10-15).
Las lesiones se presentaron generalmente en el inicio de las
ramificaciones o en la longitud media de las raicillas. El grado
de dafio fue de 2 y 3 en todos los tratamientos inoculados con
R. solani. Este se reaislé en todos los tratamientos, con
excepcion del testigo, con un porcentaje de incidencia del 26
al 80 % en cada tratamiento (Tabla 2), correspondiendo el
menor porcentaje a las cepas AG-1.

Con excepcion de la cepa M200, todas las demas
tuvieron una incidencia mayor al 50 %. Con ello se comprobd
la capacidad patogénica de los aislamientos de R. solani en

vid var. perlette seedless, observandose variacion en el

Figuras 1-9. Confrontacion de cepas de Rhizoctonia solani aisladas de la rizosfera de Vitis vinifera var. perlette seedless
vs el grupo anastomosico AG-4. 1. M99, 2. M165, 3. M166, 4. M131, 5. M142, 6. M200, 7. M109, 8. M211,9. M189.
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Figuras 10-15. Raices de Vitis vinifera var. perlette seedless inoculadas con Rhizoctonia solani. 10. AG-4, 11. AG-1, 12. M131,

13. M165, 14. M211, 15. M142.

porcentaje de incidencia sobre el sistema radical, aunque el
grado de dafio ocasionado por las distintas cepas fue similar.
Esta variabilidad en la frecuencia de recuperacion fue
reportada por Walker [19] ¢ indica la diferencia en la
extension del dafio producido por diversos aislamientos de
AG-4.

Tabla 2. Incidencia de Rhizoctonia solani en raices de
vides inoculadas

Aislamiento Incidencia de
R. solani (%) *

AG-1 26 b

AG-4 60 ab

M99 T4a

M109 54 ab

M131 62a

M142 68 a

M165 68 a

M166 58 ab

M189 70a

M200 46 ab

M211 80a

Testigo Oc

Sensibilidad a fungicidas

Las cepas de R. solani mostraron diferente grado de

sensibilidad ante los fungicidas evaluados. Tolclofos-metil y

tiabendazol inhibieron en un 100 % el crecimiento de todos

los aislamientos, mientras que azoxistrobin fue menos

efectivo, causando un porcentaje de inhibicion entre 22 y 68
Tabla 3. Inhibicién del crecimiento micelial de

Rhizoctonia solani desarrollado en medio de cultivo
adicionado con fungicidas

Aislamiento Inhibicion de crecimiento (%) *
Azoxistrobin Tiabendazol Tolclofos-metil
AG-1 69 a 100 a 100 a
AG-4 54 be 100 100
M109 42d 100 100
M131 39d 100 100
M142 48 cd 100 100
M165 38d 100 100
M166 62 ab 100 100
M189 26 ef 100 100
M200 37de 100 100
M211 22f 100 100

* Valores seguidos de igual letra son estadisticamente iguales,
Tukey (P>0.05). Promedios de 5 repeticiones.

*Valores con igual letra por columna son estadisticamente
iguales, Tukey (P>0.05).

% (Tabla 3). En general, las cepas M166 y AG-1 fueron las
mas sensibles. La susceptibilidad mostrada ante tolclofos-
metil concordd con el reporte de Virgen-Calleros ez al. [18].
Aunque azoxistrobin mostré porcentajes de inhibicion
menores, en campo ha dado mejores resultados y se
recomienda para el control de Rhizoctonia spp. al igual que
tolclofos-metil [13, 18].

Con base en este estudio se establece que R. solani
forma parte de la rizosfera de V. vinifera var. perlette seedless
en dos de las tres regiones viticolas mas importantes de
Sonora, entidad federativa que genera mas del 75 % de la
produccion nacional de uva y este hongo representa un riesgo
potencial en los sitios de replante. Asi mismo, resulta
importante realizar estudios en campo para determinar la
patogenicidad sobre cultivos de vid establecidos, prestando

particular atencion a los diferentes portainjertos utilizados.
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