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Abstract

Corn production is affected by fungi of the genus Rhizoctonia. The objective of this study was to characterize, using morphology, DNA
sequence analysis, and pathogenicity, Rhizoctonia isolates associated with corn with banded leaf spot symptoms in commercial fields in
northern Sinaloa. Diseased plants were collected in the municipalities of Ahome, El Fuerte, and Guasave, obtaining 27 isolates.
Morphological characterization on PDA showed colonies with whitish to brown mycelium, pigment release into the medium, and
amorphous, red and brown sclerotia with a diameter < 1 mm, characteristics described for Rhizoctonia. For molecular characterization,
genomic DNA was extracted, part of the RPB2 gene was amplified by PCR, and the amplified products were sequenced. Phylogenetic
analysis confirmed the identification of 18 isolates as Rhizoctonia zeae and 9 isolates as Rhizoctonia solani. The R. solani isolates correspond
to the anastomosis group (AG): AG-4. Three of them correspond to the anastomosis subgroup AG-4 HGI and the other 6 to the subgroup
AG-4 HGIIl. The pathogenicity and severity of the isolates were evaluated in corn plants 34 days after planting, revealing significant
differences (p > 0.05). This study will allow the development of disease management strategies and future research into biological and
chemical control of Rhizoctonia species.

Keywords: anastomosis; RPB2; severity; sclerotia; evolutionary tree analysis; cladistic analysis.

Resumen

La producciéon de maiz es afectada por hongos del género Rhizoctonia. El objetivo de este estudio fue caracterizar mediante morfologia,
analisis de secuencias de ADN y patogenicidad aislados de Rhizoctonia asociados a maiz con sintomas de mancha bandeada de la hoja
en lotes comerciales del norte de Sinaloa. Se recolectaron plantas enfermas en los municipios de Ahome, el Fuerte y Guasave, obteniendo
27 aislados. La caracterizacion morfologica en PDA mostréd colonias con micelio blanguecino a café, se observé la liberacion de pigmento
en el medio, esclerocios amorfos, rojos y cafés, con un diametro <1 mm, caracteres descritos para Rhizoctonia. Para la caracterizacion
molecular, se extrajo ADN gendmico, se amplifico por PCR parte del gen RPB2, y los productos amplificados se secuenciaron. El analisis
filogenético confirmé la identificacion de 18 aislados como Rhizoctonia zeae, y 9 aislados como Rhizoctonia solani. Los aislados de R. solani
corresponden al grupo de anastomosis (AG): AG-4. 3 de ellos corresponden al subgrupo de anastomosis AG-4 HGI y el 6 al subgrupo
AG-4 HGIII. La patogenicidad y severidad de los aislados se evalud en plantas de maiz a los 34 dias después de la siembra, mostrando
diferencias significativas (p > 0,05). Este estudio permitirad generar estrategias de manejo para la enfermedad y futuras investigaciones en
control biolégico y quimico de especies de Rhizoctonia.

Palabras clave: anastomosis; RPB2; severidad; sclerotia; analisis de arboles evolutivos; andlisis cladistico.
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1. Introduccion & Reyes, 2017). Es el cereal mas producido a nivel
El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cul- mundial, con una produccion estimada de
tivos de importancia econdémica, por su productivi- alrededor de 1,240 millones de toneladas métricas,

dad y adaptabilidad, se cultiva en todo el mundo,  esto lo coloca por delante del trigo y el arroz (Orus,
forma parte de la dieta humana y animal (Minaya 2025).
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Meéxico es el tercer mayor productor de este grano,
después de Estados Unidos y Croacia, cuya
produccion anual es de 27,549,917.53 toneladas
(SIAR  2023). El Estado de Sinaloa produce
6,656,330.77 toneladas, lo que lo posiciona como
el principal de este cultivo (SIAR 2023), aunque la
produccion se ve limitada por una serie de factores
adversos, tanto ambientales como bioldgicos. En
estos Ultimos destacan enfermedades que
ocasionan pérdidas en el maiz, como la pudricion
del tallo y raices, ocasionadas por un complejo de
hongos fitopatdgenos como: Fusarium, Sclerotium,
Phytium,  Phitophthora, ~ Macrophomina 'y
Rhizoctonia (McNab & Castro, 2004).

Los ultimos afios, en las parcelas de maiz en el
norte de Sinaloa, se ha presentado una mancha
bandeada en la vaina de la hoja de maiz, la cual se
ha convertido en un problema latente y severo,
ocasionando clorosis y debilitamiento de las
plantas. El agente causal de la enfermedad ha sido
estudiado previamente en otros paises, como
Filipinas (Muis & Quimio, 2006) vy la India (Singh et
al, 2014), donde reportan a R. solani asociada a la
mancha bandeada de la hoja y la vaina del maiz. En
China, reportan a R. solani (AG-11A, AG-11C, AG-
2, AG-3, AG-4 y AG-5); R Zzeae y Rhizoctonia
binucleada AG-A y AG-K (Zhang & Chen, 1986; Li
et al,, 1998; Yang et al., 2014). El AG-2 de R. solani
estuvo implicado en la pudriciéon de la raiz del mafz
y AG-4 en la necrosis del hipocétilo, mientras que
R. zeae fue menos virulento que AG-2 y AG-4 de R.
solani, causo lesiones de color marron claro en las
raices primarias y laterales (Telmadarrehei et al.,
2011) y una podredumbre esclerocial del maiz.

En Argentina, estudios basados en la morfologfa de
las hifas y colonias, la condicién nuclear vy la
reaccion de la anastomosis, identificaron a R. zeae
como agente causal de la mancha de la vaina del
maiz (Gutiérrez et al., 2007). En el norte de Sinaloa,
se observaron algunos sintomas diferentes a las
descritas. Por ejemplo, las lesiones eran mas
oscuras que las descritas previamente por
Telmadarrehei et al. (2011), y de color rojizo a
marrén oscuro. Ademas, se observaron esclerocios
muy pequefios, rojizos amorfos en las lesiones y su
desarrollo fue més lento. El clima es muy célido y
himedo en el norte de Sinaloa y la morfologia y
virulencia de las especies de Rhizoctonia puede
diferir en las regiones.

En consecuencia, el objetivo de este estudio fue
identificar las especies de Rhizoctonia asociadas
con la enfermedad de la mancha bandeada de la
vaina del maiz y determinar la patogenicidad de los
aislados de maiz.
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2. Metodologia

Toma de muestras y aislamiento del hongo

Se inspeccionaron treinta campos comerciales de
maiz en los municipios de Ahome, el Fuerte y
Guasave. Del Tero de noviembre de 2021 al 15 de
marzo de 2022 se recolectaron plantas que presen-
taban sintomas similares a los inducidos por
Rhizoctonia, dos plantas de cada esquina y el cen-
tro, totalizando 10 muestras por cada campo. Las
muestras se colocaron en bolsas plasticas y se
transportaron al laboratorio en una hielera a 8-10
°C. Se obtuvieron fragmentos (0,5 X 0,5 cm) del
tejido afectado, principalmente en la vaina de la
hoja basal y el primer nudo. Se desinfectaron en
condiciones asépticas en una solucion de hipoclo-
rito de sodio al 0,5% durante 3 min, luego se lava-
ron durante 3 min en agua destilada estéril y se se-
caron en papel de filtro Whatman No. 1. Luego, los
fragmentos se colocaron en un diametro de 90 mm
de agar agua al 1,5% (WA) modificado con sulfato
de estreptomicina (Sigma Aldrich a 50 mg/litro)
(Muzhinji et al., 2015). Los aislamientos se transfirie-
ron a placas Petri con agar agua (WA) y se incuba-
ron durante 24 horas a 25 °C; Posteriormente, bajo
un microscopio de diseccion, se transfirié una punta
de hifa de cada aislado a PDA (Sneh, 1996). Los
aislados se conservaron en tubos de PDA inclinados
con aceite mineral (Ohkura et al.,, 2009).

Caracterizacién nuclear

Para el conteo de nucleos por célula hifal, fue
necesario, reactivar los aislados de Rhizoctonia, se
colocaron trozos de 5 mm en cajas Petri con PDA 'y
se incubaron durante 3 dias a 25 °C. El margen de
las colonias se transfirid a un portaobjetos, donde
se mezclo el micelio con NaOH al 3% y Safranina O
(Kronland & Stanghellini, 1988). Luego se
examinaron las células de cada aislado en busca de
nlcleos con un aumento de 40X utilizando un
microscopio de campo claro. Se contd el ndmero
de nucleos de las cepas en al menos 20 células de
hifas jévenes por cada aislado (Rabago et al., 2024).

Morfologfa de colonias y caracteristicas
esclerociales de Rhizoctonia spp.

Para analizar el patron de crecimiento de los aisla-
dos de Rhizoctonia de maiz, se transfirié a cada uno
de ellos a cajas Petri con PDA y se incubaron a 25
°C durante 25 dias. En ese lapso se documentaron
el color de las colonias, el didmetro y color de los
esclerocios mediante observacion visual (Singh et
al., 2015).
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Extraccién de ADN gendmico y amplificacién por
PCR

Para la identificacion molecular, se extrajo ADN
genémico de cada uno de los dos aislados, La
extraccion de ADN se realizo a partir de 50 a 100
mg de micelio por el método CTAB (Murray &
Thompson, 1980; Porebski et al., 1997). y se amplifi-
caron fragmentos parciales de la segunda subuni-
dad mas grande del gen de la ARN polimerasa |l
(rpb2), y se secuenciaron con los pares de cebado-
res RBP2-980F (5'-TGYCCIGCIGARACICCHGARGG-
3 Y RPB2-7Cr (5'-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3")
(Liu et al., 1999; Reeb et al., 2004), respectivamente.
Posteriormente se secuencio la muestra. Los datos
de las secuencias obtenidas se compararon me-
diante busqueda BLAST en la base de datos del
Centro Nacional de Informacion Biotecnolodgica
(NCBI) para determinar el AG de los aislados indivi-
duales. Las secuencias se alinearon con el algoritmo
Clustal W integrado en el paquete de software
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) y la relacion filoge-
nética entre aislados se calculd utilizando el método
de union de vecinos (NJ) bajo el modelo de dos pa-
rametros de Kimura (1983) como modelo de susti-
tucion, omitiendo todos los sitios con espacios
vacios. Para fines de comparacion, se obtuvieron de
GenBank secuencias de ADNr ITS de otros aislados
de AG conocidos y se utilizaron para la filogenia. El
andlisis Bootstrap se realizd utilizando 1000
pseudoréplicas del conjunto de datos. La secuencia
de Botryobasidium simile (nimero de acceso de
GenBank GEL2348) se utiliz6 como grupo externo
para la raiz.

Pruebas de patogenicidad

La patogenicidad de los aislados de Rhizoctonia
spp. se realizd en macetas con suelo estéril, por
maceta se colocod una semilla de maiz y se dejo
crecer durante un mes después de la siembra. Para
el experimento se utilizaron 27 tratamientos, que
representaron a cada uno de los aislados) y el
testigo, cada maceta representaba una unidad
experimental. Por tratamiento se hicieron cuatro
réplicas (4 macetas, cada una con una semilla).
Plantas de maiz de un mes de edad se inocularon
en la vaina de la hoja basal, se incluyeron controles
no infectados en cada prueba de patogenicidad. La
temperatura del suelo durante los experimentos de
invernadero varié de 20 a 35 °Cy de 16 a 27 °C en
el primer y segundo experimento, respectivamente.
Los tratamientos se dispusieron en un disefio
completamente  aleatorizado.  Las  plantas
inoculadas y no inoculadas se fertilizaron una vez
por semana con fertilizante Miracle-Gro (The Scotts
Company LLC; Marysville, Ohio, EE. UU.) siguiendo
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las recomendaciones del fabricante y se regaron
segun fuera necesario.

El grado de patogenicidad de los aislados se evalud
14 dias después de la inoculacién y se calculd con
base al area de la vaina de hoja afectada (AVHA);
para ello se utilizé una hoja de plastico transparente
cuadriculada de 7 X 7 cm con cuadros de 0,5 X 0,5
cm. la cual se colocd sobre las lesiones cuantifi-
cando el nuimero de puntos sobre las mismas
siguiendo el procedimiento Zadoks & Schein (1979).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos del &rea afectada por tizon de
la vaina de la hoja del maiz (cm?) se analizaron uti-
lizando ANOVA y la separaciéon de medias si-
guiendo la prueba de Tukey, como se describid pre-
viamente (Little & Hills, 1973). Los anélisis estadisti-
cos se realizaron utilizando INFOSTAD.

3. Resultados y discusién

Aislamiento de Rhizoctonia spp. maiz

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

En recorridos en campo, los sintomas observados
en los cultivos de maiz en los municipios del Fuerte,
Ahome y Guasave fueron manchas bandeadas en
la vaina de la hoja (Figura 1A), tal como los describe
Sagar & Bhusal (2019) para Rhizoctonia spp.,
ademés asociado a esto también se encontraron
cancros obscuros y pudriciones de raiz (Figura 1B),

Figura 1. Sintomas generados por Rhizoctonia en campo A.
Mancha bandeada en la primera vaina de la hoja de maiz. B.
Cancro obscuro en raiz.

Caracterizacion morfoldgica

Los aislados de Rhizoctonia mostraron un
crecimiento micelial hialino a las 24 horas y después
de las 96 horas el micelio tomaba un color blanco
y café, y tornaban el medio de cultivo a un color
ambar (Figura 2A).
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Tabla 1
Caracteristicas morfolégicas de Rhizoctonia spp. de maiz

. Tiempo de colonizacién Color del Didmetro del Numero de nucleos Color del Forma del

Aislado N S~ I g . ) )
en el medio (dias) micelio micelio (um) por célula hifal esclerocio esclerocio

FAVFA75 2.75 AB Blanco 3.50 5.60 Rojo Irregular
FAVF476 450 B Crema 320 8.10 Café Irregular
FAVF477 2.50 A Blanco 3.50 6.10 Rojo Irregular
FAVF478 3.50 AB Blanco 335 8.40 Rojo Irregular
FAVF479 2.50 A Blanco 4.00 6.20 Rojo Irregular
FAVF480 2.75 AB Blanco 4.55 6.45 Rojo Irregular
FAVF481 3.00 AB Crema 3.95 5.20 Café Irregular
FAVF482 3.00 AB Blanco 3.55 6.15 Rojo Irregular
FAVF483 3.25 AB Blanco 3.65 6.50 Rojo Irregular
FAVF484 3.00 AB Blanco 335 6.70 Rojo Irregular
FAVF485 3.00 AB Blanco 3.70 6.75 Rojo Irregular
FAVF486 325 AB Blanco 3.80 6.35 Rojo Irregular
FAVF487 3.50 AB Blanco 3.90 7.20 Rojo Irregular
FAVF488 2.75 AB Blanco 3.80 6.86 Rojo Irregular
FAVF489 2.75 AB Blanco 4.05 6.90 Rojo Irregular
FAVF490 325 AB Blanco 4.60 6.90 Rojo Irregular
FAVF491 3.50 AB Blanco 4.25 7.20 Rojo Irregular
FAVF492 3.50 AB Crema 4.20 7.70 Café Irregular
FAVF493 3.50 AB Blanco 4.15 6.80 Rojo Irregular
FAVF494 3.25 AB Crema 4.65 7.00 Café Irregular
FAVF495 450 B Crema 4.70 6.95 Café Irregular
FAVF496 3.75 AB Crema 4.00 7.5 Café Irregular
FAVF497 4.25 AB Blanco 4.50 6.65 Rojo Irregular
FAVF498 4.50 B Blanco 3.85 6.95 Rojo Irregular
FAVF499 450 B Crema 3.90 6.85 Café Irregular
FAVF500 3.75 AB Crema 4.00 6.85 Café Irregular
FAVF501 4.00 AB Crema 3.85 7.00 Café Irregular

constriccion en célula basal,
formacion de angulo recto

Figura 2. Morfologia colonial de los aislados de Rhizoctonia spp. de maiz. A. Colonias con micelio blanco y café, formacion de esclerocios
rojos y café, cambio de color del medio. B. Micelio septado, con constriccion en célula basal, ramificaciones con formacion de angulos
rectos. C. Hifas multinucleadas.

Todos los aislados formaron esclerocios de forma
irregular algunos de color rojo y café (Tabla 1). El
micelio de los aislados es septado, hialino, con
constriccion en la célula basal, formando ramas en
angulo recto, hifas con un didmetro de 3-5 um de
ancho y esclerocios de <1 mm de didmetro, sin
presencia de esporas (Figura 2B), caracteristicas
tipicas del género Rhizoctonia spp. (Sneh et al.,
1991). La tincion de nucleos reveld la presencia de
aislados multinucleadas Unicamente (Figura 2C).

Identificacidn molecular

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

FAVF401

FAWF498
FAVF47S5
FAVF480

FAVF497
Rhizocronia zeae

FAVF 476
FAF 490 cavra0s
Rhizocronia solani AG-4HGI

I Rhizoctonia solani AG-4HGH
Rhizoctonia solani AG-4HGIHI

FAVFS00
— FAVF4954
FAVFSO1
FAVF498
FAVF481

FAVF492
Rhizocronia solani AG-1

Rhizocronia solani AG-2
Rhizocronia solani AG-3
Rhizocronia solani AG-5
Rhizocronia solani AG-6
Rhizocronia solani AG-7
Rhizocronia solani AG-8
Rhizocronia solani AG-9
Rhizoctronia solani AG-10
Rhizocronia solani AG-11
L Bowyobasidium simile

Figura 3. Filogenia por MV de las secuencias concatenadas de los
genes RPB2 de 27 aislados de Rhizoctonia spp. obtenidos de
plantas de maiz con sintomas de mancha bandeada de la vaina y
pudricién de rafz. Bootstrap de 1000 réplicas; grupo externo:
Botryobasidium simile. AG=Grupo anastomosico.
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En paises como estados unidos, Canada, Europa,
Japon, Turquia y Venezuela, se han reportado a
Rhizoctonia solani'y Rhizoctonia zeae infectando a
un amplio rango de hospedantes entre ellos el maiz
(Demirci & Kordali, 1999). Estudios en México han
registrado la presencia de Rhizoctonia solani AG-4
subgrupos de anastomosis HGI y HGIII incidiendo
en cultivos como Jamaica, papa, chile, tomate y
sandia (Montero et al., 2013; Ortega et al,, 2021),
pero no en maiz. Sin embargo, investigaciones en
otros paises productores de malz, reportan
infeccion por los grupos de anastomosis AG-1, AG-
2, AG-4, AG-5, AG-6 y AG-11 (Ohkura et al., 2009).
En el norte del estado de Sinaloa, México, este es el
primer reporte donde se identifica a las especies
Rhizoctonia zeae y Rhizoctonia solani AG-4 HGI y
HGIIl infectando a maiz, generando la mancha
bandeada y pudricion de raices en los municipios
del Fuerte, Ahome, y Guasave.

Pruebas de patogenicidad

En la prueba de patogenicidad todos los aislados
resultaron patogénicos. Los sintomas asociados a
Rhizoctonia solani y Rhizoctonia zaea incidieron a
los 14 dias después de la inoculacion, las plantas
infectadas presentaron un atizonamiento en la
vaina de la hoja, y pudricion. Los tratamientos
aplicados tuvieron diferencias significativas (p >
0,05) comparadas con el control (Figura 4), siendo
los aislados FAVF488, FAVF 491 Y FAVF493 los mas
severos, mismos que fueron identificados como
Rhizoctonia zege.

Esto demuestra que los hongos aislados de
Rhizoctonia solani AG-4 HGI y HGIII y Rhizoctonia
zege son agentes causales de la mancha bandeada
de la vaina del maiz en el norte de Sinaloa. La se-
veridad de los aislados evidencié que estos pato-
genos son capaces de limitar el desarrollo del cul-
tivo y debido a esto baja el rendimiento vy la pro-
duccién de este grano, derivando pérdidas econo-
micas a causa de enfermedades radiculares en las
regiones estudiadas.

4. Conclusiones

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

El grupo de anastomosis de Rhizoctonia solani que
esta presente en el cultivo de maiz en el norte de
Sinaloa es el AG-4 y sus subgrupos HGl y HGIII.
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Figura 4. Patogenicidad de los aislados de Rhizoctonia spp. de maiz. Prueba de Tukey. Medias con una letra en comdn no son
significativamente diferentes (p > 0,05).

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

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