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INTRODUCCION

Desde fines de los afios noventa el cultivo
de tabaco se encuentra afectado por una
enfermedad que se manifiesta con sintomas
como: marchitamiento de la parte aérea de
la planta, amarillamiento y posterior necro-
sis de los tejidos que puede terminar con la
muerte de la planta. Coincidente con los sin-
tomas en la parte aérea, en el sistema radi-
cular se observa escaso desarrollo, presencia

de raices con podredumbre, y muchas veces
necrosis total o parcial del cuello.de la planta
En las campafias 2008/09/10 en las provin-
cias de Salta y Jujuy se relevaron 80 lotes
comerciales de tabaco en cada ciclo de pro-
duccidn, diagnosticandose Rhizoctonia sola-
ni como agente causal de la podredumbre
radicular, como la enfermedad con mayor
prevalencia e incidencia, siendo este pato-
geno uno de los responsables del complejo
del amarillamiento en tabaco (3, 10).
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En sus comienzos esta enfermedad se mani-
festaba en forma aislada, pero en los Ultimos
afos se disemind por toda la zona tabacalera
transformandose en uno de los problemas fi-
tosanitarios mas importantes de este sector
productivo, por lo cual surge la necesidad de
implementar medidas de manejo para miti-
gar esta dolencia.

Uno de los pilares mas importantes para el
manejo de una enfermedad, es el diagnds-
tico correcto del agente causal y su caracte-
rizacién. El sistema de clasificacién para los
aislamientos de R. solani estad basado en la
capacidad de anastomosis o fusiéon de las hi-
fas, siendo el criterio mas usado para sepa-
rarlo en grupos relativamente homogéneos.
Se ha clasificado a este hongo en 14 grupos
de anastomosis y varios subgrupos (5). En ta-
baco los grupos de anastomosis AG1, AG2.2,
AG4 y AG5 causan damping off en plantines
bajo almacigo y en plantas jovenes posterior
al transplante al campo y podredumbre radi-
cular en planta adulta (14, 8). Mientras que
AG2.2 y AG3 producen la mancha foliar o
target spot (17, 12, 18).

Por otra parte, es importante tener en con-
sideraciéon que muchos aislamientos de R.
solani de otros hospedantes causan tizén de
plantulas y podredumbre radicular en taba-
co, por lo cual es de interés un andlisis que
incluya aislamientos de otros hospedantes
gue se incluyen en rotaciones de la region
para determinar si los aislados de Rhizocto-
nia de esos hospedantes pueden ser pato-
génicas de tabaco (16). La técnica de rutina
utilizada en fitopatologia en las ultimas dé-
cadas para la determinacion de grupos de
anastomosis es la reaccion de anastomosis
hifal que consiste en enfrentar el asilamiento
desconocido con un tester (patron de AG co-
nocido), existiendo diferentes terminologias
segln que autor se tome para su estudio (2).
Recientemente los marcadores molecula-
res y estudios de secuenciacién de ADN de-
mostraron ser herramientas de gran utilidad
para la caracterizacidon de aislamientos en

AG permitiendo una caracterizacidon mas ra-
pida y precisa que los tests de anastomosis
convencionales ya que estos ultimos pueden
dar falsos positivos (15). Entre los métodos
moleculares mas utilizados para la clasifica-
cion de Rhizoctonia spp. se destaca el anali-
sis de secuencias ITS o espaciadores internos
transcritos (internal transcribed spacers).
Los ITS son regiones de ADN no codificantes
que separan las regiones que codifican las
unidades de ADN ribosédmico. Estas regiones
muestran mayor polimorfismo de secuencia
gue las regiones codificantes y por lo tanto
son utiles como fuente de marcadores gené-
ticos y se utilizaron para estudios filogenéti-
co en Rhizoctonia spp. (15, 19, 7).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
aislamientos de Rhizoctonia spp. colectados
en diferentes lotes comerciales de tabaco
desde suelo y plantas que presentaban las
sintomatologias descriptas en las provincias
de Salta y Jujuy empleando marcadores ITS-
rDNA.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

En las campafias 2009/10/11 se realizaron
muestreos aleatorios de 80 lotes de cultivo
de tabaco georeferenciados en diferentes lo-
calidades de las provincias de Salta y Jujuy.
En los lotes se extrajeron plantas con sinto-
mas de la enfermedad y muestras de suelo
(rizésfera). Las plantas se procesaron por
técnicas de aislamientos de rutina en Agar
Papa Glucosado (APG) pH=5 para obtener
aislamientos del patégeno. Para las mues-
tras de suelo se utilizé el método de cebo
cuali-cuantitativo para Rhizoctonia spp. (1).
Posteriormente se transfirieron puntas hifa-
les a nuevas placas con medio, las cuales se
incubaron cinco dias en oscuridad a 25+22C.
De estas se tomaron discos de 1cm de dia-
metro y se depositaron en tubos de 1,5 ml
con glicerol al 50% y se llevaron a -202C para
su conservacion. Ademas se realizaron aisla-
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mientos provenientes de otros hospedantes
(poroto, sorgo, maniy garbanzo).

Prueba de patogenicidad

Para cada aislamiento se realizé una prueba
de patogenicidad empleando plantines de
8 semanas de la variedad susceptible K326.
Las plantas se mantuvieron en camara de
crecimiento con control de temperatura 25
1+ 2°Cy 12 h de fotoperiodo. Por cada aisla-
miento fueron inoculadas 10 plantas, depo-
sitando en la base del cuello y en hoja granos
de trigo colonizados. Plantas sin el patégeno
se utilizaron como control. Las plantas se as-
perjaron con agua destilada estéril y se man-
tuvieron cubiertas con bolsas de polietileno
a fin de simular una cdmara himeda. A las
24 h se removieron las bolsas y las plantas
fueron llevadas a invernadero. A los cinco
dias se evalud la severidad (% de tejido afec-
tado) para mancha en hoja y damping off,
empleando a escala, 0 (sin infeccion), 1 (1-
25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%) y 4 (76-100%).

Amplificacidn y secuenciacion de regiones
ITS-rDNA

La extraccion de ADN se realizd a partir de
micelio empleando el protocolo con bromu-
ro de cetil-trimetil amonio (CTAB). A partir
del ADN extraido se amplificaron las regiones
ITS-rDNA mediante PCR utilizando los pri-
mers ITS1 e ITS4. Dichos primers fueron utili-
zados por diferentes autores para la identifi-
cacién molecular de grupos de anastomosis
en Rhizoctonia spp (15, 16, 17).

Las reacciones de PCR se realizaron en un vo-
lumen final de 10 pl, utilizando 50 ng de ADN
genomico, 3 mM Cl,Mg, 0,2 uM de cada pri-
mer (forward y reverse), 20 mM de Tris-HClI,
50 mM de CIK, 0,2 mM de dNTP y 0,4 U de
Taqg polimerasa. Los ciclos de amplificacién
consistieron en una desnaturalizacion inicial
de 1 min a 94°C seguida de 30 ciclos de 15
seg a 94°C, 15 seg a 58°Cy 15 sa 72°C, con
una extension final de 7 min a 72°C. Los frag-
mentos amplificados se separaron mediante

electroforésis en geles de agarosa 1,5% teii-
dos con GelRed™. Se realizd la purificacidn
de los productos de PCR para su posterior se-
cuenciacién empleando el kit QlAquick®PCR
Purification Kit (Qiagen).

Angdlisis de datos

Los fragmentos secuenciados se analizaron
utilizando el programa BioEdit y se deposita-
ron en el GenBank (Cuadro 1). Las secuencias
se compararon con secuencias de R. solani
de diferentes grupos de anastomosis dispo-
nibles en la base de datos del NCBI (Natio-
nal Center for Biotechnology Information). A
partir del analisis de las secuencias se gene-
ré un arbol de Neighbour Joining (NJ) utili-
zando el programa PAUP v. 4.0 y se visuali-
z6 empleando TreeView v. 1.6.6. El andlisis
incluyé un total de 107 taxa. El soporte de
los grupos fue evaluado mediante bootstrap
con 1000 repeticiones, indicandose Unica-
mente los valores superiores a 50.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del relevamiento en los diferentes
lotes comerciales tabacaleros de Salta y Ju-
juy, se obtuvo un total de 110 aislamientos
gue forman parte de la coleccién de hon-
gos conservada en el Laboratorio de Sani-
dad Vegetal del INTA, Estacion Experimental
Agropecuaria Salta. Del total de aislamientos
obtenidos se destinaron 49 para el andlisis
filogenético (Cuadro 1).

Para todos los aislamientos se obtuvieron
patrones de bandas amplificadas entre los
650y 800 pb (Figura 1).

La técnica de analisis de secuencias ITS resul-
t6é una herramienta de utilidad para la identi-
ficacion de la mayoria de los aislamientos de
Rhizoctonia analizados como fue reportado
en otros estudios (11, 12, 13).

En el arbol de Neighbour Joining construido
a partir de las secuencias ITS-rDNA se obser-
vé que el 61% de los aislamientos analizados
fueron identificados como Rhizoctonia sola-
ni AG2, AG4 y AG6 (Figura 2). El resto de los
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Cuadro 1. Aislamientos de Rhizoctonia spp. de Salta y Jujuy (Argentina) caracterizados empleando secuencias ITS (inter-
nal transcribed sequences).

AG’ Aislamiento  Sintomas/Origen/ Localidad/provincia  Severidad® N°
Hospedante® GenBank

AG2-1 Rs66 MH/hoja/N. tabacum Cerrillos/Salta 3.1 JQ616852

AG2-1 Rs67 MH/hoja/N. tabacum Cerrillos/Salta 0.0 10616853

AG2-1 Rs59 MH/hoja/N. tabacum La Silleta/Salta 4.2 Q616867

AG2-1 RS59b MH/hoja/N. tabacum La Silleta/Salta 4.2 10616874

AG2-1 RS68 MH/hoja/N. tabacum Cerrillos/Salta 3.1 1JQ616870

AG2-1 RS69 MH/hoja/N. tabacum Cerrillos/Salta 1.1 JQ616871

AG2-1 RS70 MH/hoja/N. tabacum Cerrillos/Salta 1.2 Q616872

AG2-1 Rs59c MH/hoja/N. tabacum La Silleta/Salta 4.2 -

AG2-1 RS25 PR/raiz/N. tabacum La Merced/Salta 0.1 10616864

AG2-1 Rs25b PR/raiz/N. tabacum La Merced/Salta 1.1 1Q616849

AG2-1 RS36 PR/raiz/N. tabacum La Merced/Salta 0.0 Q616865

AG2-1 RS36b PR/raiz/N. tabacum La Merced/Salta 0.1 Q616854

AG2-1 RS58 DO/raiz/N. tabacum La Silleta/Salta 2.4 Q616866

AG4-HGI RS46 PR/raiz/N. tabacum Rosario de Lerma/Salta 0.1 10616862

AG4-HGI RS46b PR/raiz/N. tabacum Rosario de Lerma/Salta 0.1 10616868

AG4-HGI RS47 PR/raiz/N. tabacum Rosario de Lerma/Salta 1.4 Q616860

AG4-HGI Rs47b PR/raiz/N. tabacum Rosario de Lerma/Salta 1.4 JQ616855

AG4-HGI RS79 PR/raiz/N. tabacum El Carmen/Jujuy 1.0 Q616856

AG4-HGI RS80 PR/raiz/N. tabacum El Carmen/Jujuy 0.0 Q616857

AG4-HGI Rs44 PR/raiz/N. tabacum Rosario de Lerma/Salta 0.4 -

AG4-HGI RS60 -/suelo/- Cerrillos/Salta 1.0 Q616850

AG4-HGI RS61 -/suelo/- Cerrillos/Salta 1.0 10616848

AG4-HGI RS63 -/suelo/- Cerrillos/Salta 1.1 Q616851

AG4-HGI RS12 caja/Arachis hypogaea Las Lajitas/Salta 0.0 1Q616861

AG4-HGIIl  RS74 DO/raiz/N. tabacum Coronel Moldes/Salta 0.1 Q616869

AG4-HGIlIl  Rs75 DO/raiz/N. tabacum Coronel Moldes/Salta 0.0 JQ616859

AG4-HGIIl  RS81 RR/raiz/Sorghum sp. Guachipas/Salta 1.0 Q616858

AG4-HGIIl  RS72 -/suelo/- Rosario de Lerma/Salta 1.1 Q616873

AG4 RS49 RR/raiz/Cicer arietinum Cerrillos/Salta 1.2 Q616863

AG6 Rs77 PR/raiz/N. tabacum Ovejeria/lujuy 0.0 -

NI RS1 DO/raiz/N. tabacum Cerrillos/Salta 0.1 -

NI RS6 DO/raiz/N. tabacum La Caldera/Salta 0.0 -

NI RS6b DO/raiz/N. tabacum La Caldera/Salta 0.0 -

NI RS10 DO/raiz/N. tabacum Puesto Viejo/Jujuy 0.0 -

NI RS26 PR/raiz/N. tabacum Monterrico/Jujuy 0.0 -

NI RS53 PR/raiz/N. tabacum Cerrillos/Salta 2.2 -

NI RS53b PR/raiz/N. tabacum Cerrillos/Salta 2.3 -

NI RS54 PR/raiz/N. tabacum Rosario de Lerma/Salta 2.4 -

NI Rs73 PR/raiz/N. tabacum Rosario de Lerma/Salta 0.1 -

NI RS57 -/semilla/Phaseolus vulgaris ~ Cerrillos/Salta 1.4 -

NI RS12b caja/Arachis hypogaea Las Lajitas/Salta 0.0 -

NI RS22a -/suelo/- Los Lapachos/Jujuy 0.0 -

NI Rs22b -/suelo/- Los Lapachos/Jujuy 0.0 -

NI RS34 -/suelo/- Monterrico/Jujuy 0.1 -

NI RS35 -/suelo/- Los Lapachos/Jujuy 0.0 -

NI RS65 -/suelo/- Cerrillos/Salta 0.0 -

NI RS71 -/suelo/- Rosario de Lerma/Salta 2.0 -

NI Rs71b -/suelo/- Rosario de Lerma/Salta 2.0 -

NI Rs56 -/semilla/Phaseolus vulgaris  Cerrillos/Salta 1.0 -

2 AG: Grupos de anastomosis determinados a partir de las secuencias ITS. NI: especies de Rhizoctonia no identificadas.
b MH: mancha en hoja (leaf spot), PR: podredumbre radicular (sore shine), DO: damping off.
¢ Para mancha en hoja y damping off, escala 0-4 (0, sin infeccion; 1, 1-25% ; 2, 26-50%; 3, 51-75%; and 4, 76-100%).
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Figura 2. Arbol de Neibour Joining de 49 aislamientos de Rhizoctonia spp. de Salta y Jujuy.

aislamientos correspondieron a Rhizoctonia
spp.

En la provincia de Salta se identificaron aisla-
mientos pertenecientes a los grupos AG2.1,
AG4-HGI, AG4-HGlIII. Mientras que en la pro-
vincia de Jujuy los grupos fueron AG4-HGI y
AG6. En ambas provincias se identificaron
aislamientos de Rhizoctonia spp.

Se observd asociacion entre enfermedad
y grupo de anastomosis. Los aislamientos
pertenecientes al grupo AG2.1 causaron
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mancha en hoja y damping off en almacigo y
podredumbre radicular en plantacién. Estos
aislamientos fueron los que mostraron ma-
yor severidad en la prueba de patogenicidad
(Cuadro 1). Este represento el primer repor-
te a nivel mundial del grupo AG2.1 causando
mancha en hoja en tabaco (18) ya que sélo
existen referencias de esta enfermedad cau-
sada por el grupo AG3 (6, 8, 19).

Los aislamientos pertenecientes al grupo
AGA4-HGI causaron podredumbre radicular
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Figura 1. Amplificacion de secuencias ITS-rDNA a partir de
ADN de aislamientos de Rhizoctonia spp. de Salta y Jujuy.

mientras que los del grupo AG4-HGIII se en-
contraron asociados a damping off. Resul-
tados similares fueron reportados por (13)
sin embargo este seria el primer reporte de
AG4-HGlll infectando tabaco.

El 64% de los aislamientos obtenidos a partir
de muestras de suelo mostraron resultados
positivos en las pruebas de patogenicidad
con baja virulencia. De los mismos el 43%
correspondid al grupo AG4-HGI, el 14% a
AG4-HGIIl y el resto a Rhizoctonia spp. Estos
resultados indican que se estaria trasladan-
do indculo desde almacigo al campo ya que
AG4-HGIIl se lo encontré asociado a dam-
ping off.

El grupo de anastomosis que mostré los
mayores valores de virulencia para mancha
foliar fue AG2.1. Ademas se observé mayor
severidad en los aislamientos provenientes
de hoja y menor en los de raiz.

Para damping off AG4-HGI fue el grupo mas
virulento de los aislamientos obtenidos a
partir de raiz. (13) a partir del analisis de 19
aislamientos provenientes de Turquia repor-
t6 altos niveles de virulencia para damping
off en todos los grupos de anastomosis en-
contrados (AG2.1, AG4-HGI y AG4-HG-II).

Del total de los aislamientos identificados
como Rhizoctonia spp. el 53% resultd virulen-
to para mancha en hoja y damping off, mos-
trando mayores valores para esta ultima.

Los aislamientos Rs81, Rs49 y Rs56 obteni-
dos a partir de otros hospedantes (sorgo,
garbanzo y poroto) resultaron virulentos
para plantas de tabaco, mientras que Rs12 y
Rs12b obtenido de mani no mostraron viru-
lencia. Cabe mencionar que los tres prime-
ros aislamientos virulentos corresponden a
rotaciones en lotes de tabaco en el Valle de
Lerma, mostrando el amplio rango de hospe-
dante del patdgeno.

CONCLUSION

Estos resultados representan el primer ana-
lisis molecular del patégeno en el noroeste
argentino y revelan la existencia de gran va-
riabilidad en los aislamientos analizados. Los
mismos representan una importante una he-
rramienta para el manejo integrado de en-
fermedades, dado que los grupos de anasto-
mosis de Rhizoctonia solani difieren en su
sensibilidad a fungicidas (20) y pueden tener
diferente rango de hospedante.
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